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Avaliacao das Respostas ao Estresse Celular no Cancer do Sistema Nervoso

Central relacionadas a Variagao de Ploidia

Resumo

Dentre os cénceres mais incidentes, o do sistema nervoso central (CSNC) é a
décima segunda, representando, 11.490 novos casos estimados anualmente no
Brasil. Muitos obstaculos impedem o sucesso dos cuidados oncolégicos no CSNC,
como a complexa relacdo da instabilidade genémica e cromossOmica frente a
indugdo de resisténcia tumoral e metastases. Neste contexto, investigou-se como a
variagao de ploidia afeta a resposta tumoral, especialmente em gliomas, com énfase
nas células poliploides/multinucleadas cancerigenas gigantes (PGCCs/MNGCs). Para
tanto, o objetivo principal foi elucidar os mecanismos de estresse terapéutico que
favorecem a plasticidade tumoral e identificar biomarcadores progndsticos potenciais,
utilizando uma abordagem integrada de biologia computacional ao estudo
translacional por patologia digital. Para tal proposta, incluiram-se analises in silico de
redes de interagédo proteina-proteina usando ferramentas como STRING e Cytoscape
(realizando avaliagbes topologica e funcionais por meio dos aplicativos MCODE,
stringApp e Cytohubba), ensaios in vitro com células U87 tratadas com temozolomida
(feito por meio de um rastreamento de célula unica com analises de biomagens
microscopicas) e estudo translacional de amostras histoldgicas obtidas de pacientes
com tumores do sistema nervoso central do Hospital Estadual
Central/iINOVACapixaba, sendo analisadas pelo programa QuPath. Os resultados
destacaram principais biomarcadores identificados pelas vias de sinalizagdo como
EGFR/RAS/MAPK, PIBK/mMTOR e STAT3, sustentando resiliéncia metabdlica e
invasividade das PGCCs/MNGCs. Além disso, mutagcbes em IDH, alteracbes no

metabolismo lipidico e glicdlise aerdbica, autofagia, proteinas como cofilina, fascin-1 e



tropomiosinas, instabilidade gendmica e os transportadores ABC apontaram impacto
sobre quimiorresisténcia e progressao tumoral. Para histomorfometria evidenciaram a
distribuicdo de células com nucleos gigantes em diferentes subtipos tumorais, com
predominio em Metastase/Invasao (31%), Meningioma Grau | (28%) e Schwannoma
(27%). Foi constatada baixa prevaléncia de nucleos gigantes em tumores como
Ependimoma Grau Il (7%) e GB/Astrocitoma Grau IV (3%), reforgando a
heterogeneidade morfologica ja descrita na literatura. E a estatistica indicou
normalidade nos valores de area (p=0.759) e homogeneidade das variancias
(p=0.367), enquanto o Teste de ANOVA revelou diferengas significativas na area entre
os grupos tumorais (p=0.032), com destaque para a diferenga estatisticamente
significativa entre GB/Astrocitoma Grau IV e Metastase/lInvasao, validada pelo Teste
de Tukey HSD (p=0.017). E tendo Schwannoma com alta variabilidade na area
nuclear (CV=12,92%), indicando diversidade estrutural. Assim, confirmaram-se
possiveis correlagbes entre variacdo de ploidia e progressao tumoral, além de
identifica-las como potenciais biomarcadores para prognosticos ou fatores
prognosticos mais precisos. Concluiu-se que a integracao de métodos computacionais,
laboratoriais e analises histologicas permite avangar na personalizacdo de terapias
antitumorais, reforgcando a importancia de estratégias adaptativas no manejo de CSNC,
em especial aos gliomas. Este trabalho contribui significativamente para a
biotecnologia e abre perspectivas para novas abordagens terapéuticas baseadas na
dindmica de PGCCs/MNGCs. Ademais, proporcionou um avango profissional perante
as diversas produgdes, sendo elas: bibliograficas (71 no total), técnicas e de extenséo
(4 cursos ministrados), eventos (7, sendo 3 internacionais - Espanha, NASA/EUA,

Houston/EUA) e estagio técnico-cientifico (Portugal - Financiamento pela FAPES).
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Evaluation of Cellular Stress Responses in Central Nervous System Cancer

Related to Ploidy Variation

Abstract

Among the most common cancers, central nervous system cancer (CNSC) ranks
twelfth, representing an estimated 11,490 new cases annually in Brazil. Many
obstacles hinder successful oncology care for CNSC, including the complex
relationship between genomic and chromosomal instability in driving tumor resistance
and metastasis. In this context, this study investigated how ploidy variation affects
tumor response, particularly in gliomas, with a focus on polyploid/multinucleated giant
cancer cells (PGCCs/MNGCs). The main objective was to elucidate therapeutic stress
mechanisms that promote tumor plasticity and to identify potential prognostic
biomarkers through an integrated approach combining computational biology and
translational studies with digital pathology. This approach included in silico analyses of
protein-protein interaction networks using tools like STRING and Cytoscape
(performing topological and functional evaluations via MCODE, stringApp, and
Cytohubba), in vitro assays with U87 cells treated with temozolomide (conducted
through single-cell tracking and microscopic image analyses), and a translational study
of histological samples from CNS tumor patients at the Central State
Hospital/INOVACapixaba, analyzed using the QuPath program. The results highlighted
key biomarkers identified through signaling pathways such as EGFR/RAS/MAPK,
PIBK/mTOR, and STATS3, supporting the metabolic resilience and invasiveness of
PGCCs/MNGCs. Additionally, IDH mutations, lipid metabolism alterations, aerobic
glycolysis, autophagy, proteins such as cofilin, fascin-1, and tropomyosins, genomic
instability, and ABC transporters were shown to impact chemoresistance and tumor

progression. Histomorphometric analysis revealed the distribution of giant nuclei cells
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across different tumor subtypes, with a predominance in Metastasis/Invasion (31%),
Grade | Meningioma (28%), and Schwannoma (27%). A lower prevalence of giant
nuclei was observed in tumors such as Grade || Ependymoma (7%) and GB/Grade IV
Astrocytoma (3%), reinforcing the morphological heterogeneity described in the
literature. Statistical analysis indicated normality in area values (p=0.759) and
homogeneity of variances (p=0.367), while ANOVA testing revealed significant
differences in area among tumor groups (p=0.032), notably between GB/Grade IV
Astrocytoma and Metastasis/Invasion, validated by the Tukey HSD test (p=0.017).
Schwannoma displayed high variability in nuclear area (CV=12.92%), indicating
structural diversity. These findings confirmed potential correlations between ploidy
variation and tumor progression, identifying them as potential prognostic biomarkers or
tools for more precise prognostic assessments. It was concluded that integrating
computational, laboratory, and histological analyses allows significant advancements in
personalized antitumor therapies, emphasizing the importance of adaptive strategies in
managing CNSC, especially gliomas. This work contributes significantly to
biotechnology and opens new therapeutic avenues based on PGCCs/MNGCs
dynamics. Additionally, it marked a professional advancement with diverse outputs,
including publications (71 in total), technical and extension contributions (4 courses
taught), events (7, including 3 international ones—Spain, NASA/USA, Houston/USA),
and a technical-scientific internship (Portugal, funded by FAPES).
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STRING: Banco de Dados para Analise de Redes de Interagcao Proteina-Proteina
TGF-B: Fator de Crescimento Transformador Beta (do inglés Transforming Growth
Factor Beta)

TMZ: Temozolomida

TP53: Proteina Tumoral p53 (do inglés Gene Tumor Protein p53)

VEGF: Fator de Crescimento Endotelial Vascular (do inglés Vascular Endothelial
Growth Factor)

VEGFA: Fator de Crescimento Endotelial Vascular A (do inglés Vascular Endothelial
Growth Factor A)

VEGFR2: Receptor 2 do VEGFA (do inglés Vascular Endothelial Growth Factor
Receptor)

WNT: Vias de Sinalizacdo Wnt (do inglés Wnt signaling pathways)

ZEB1: ZEB1 dedo de zinco E-box ligando homeobox 1 (do inglés Zinc Finger E-box-
binding Homeobox 1)
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1 INTRODUGAO

O presente trabalho aborda o desafio de compreender os mecanismos adaptativos
atrelados a Variacdo de Ploidia do Cancer do Sistema Nervoso Central (CNSC)
frente ao estresse terapéutico, com destaque para os Gliomas, incluindo
Glioblastoma (GB), por meio de uma estratégia de patologia digital. O GB apresenta
complexidade biolégica elevada, associada a uma plasticidade celular que possibilita
a formacgao de subpopulagdes resistentes, como as células
poliploides/multinucleadas cancerigenas gigantes (Polyploid/Multinucleated Giant
Cancer Cells, PGCCs/MNGCs) e as células tumorais persistentes tolerantes a
farmacos (Drug-Tolerant Persister Cancer Cells, DTPCs). A compreensdo desses
mecanismos juntamente com uma estratégia metodolégica computacional, compila a
velocidade com a complexidade, isto porque possibilita o0 avango no diagndstico e
progndstico prévios adaptados a progressédo evolutiva do tumor em um
microambiente estressado. Dentro deste contexto, este trabalho procura contribuir
na area de patologia oncologica digital ao investigar a relacdo entre estresse
terapéutico, plasticidade morfolégica e progressdao tumoral em Gliomas, com

enfoque em PGCCs/MNGCs como potenciais fatores progndsticos.

1.1 Problema de Pesquisa e Justificativa

O Cancer do Sistema Nervoso Central, especialmente os Gliomas, apresenta alta
taxa de recorréncia e resisténcia terapéutica. Estes problemas compde a
complexidade dindmica inata dos tumores e resultam em impacto clinico das
respostas adaptativas, que frequentemente levam a falha terapéutica. Apesar dos
avangos no tratamento, questdes fundamentais permanecem em aberto: 1) As
células tumorais realmente morrem apos o tratamento anticancer? 2) Como os
gliomas modulam adaptativamente o estresse terapéutico e superam o desbalango
cadtico de sua estrutura? 3) Quais sdo os mecanismos subjacentes as respostas
terapéuticas e a heterogeneidade tumoral nos gliomas? 4) Quais 0s processos
adaptativos acessados pelos tumores (inicialmente em gliomas) em diferentes
momentos ecoldgicos e evolutivos? 5) As PGCCs/MNGCs podem ser utilizadas

como fatores prognaosticos confiaveis?
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Por meio de tais questionamentos, a proposta deste trabalho é funcionar como um
estudo holistico piloto para a verificagdo da importancia funcional da variacdo de
ploidia frente ao desfecho translacional analisada de forma in silico e in vitro, com
enfoque na caracterizagdo e potencial progndstico de subpopulagcbes celulares
especificas, como PGCCs/MNGCs. A hipotese testada pretendida foi: As
PGCCs/MNGCs funcionam como potenciais fatores prognosticos em Gliomas devido
a sua capacidade de modular novos desfechos clinicos complexos e agressivos.

No que tange ao escopo e justificativa, tendo em vista o enfoque quanto a formagao
e papel prognéstico/diagnostico das PGCCs/MNGCs, a identificagdo de
biomarcadores e a investigacdo de alteragdes biofisicas e morfobioldgicas
associadas a resisténcia terapéutica, a justificativa deste trabalho se da pela
aplicagao translacional de metodologias in silico e in vitro com analises de imagem
de laminas patoldégicas com base em principios de patologia digital para a
personalizagdo direcionada e menos temporalmente custosa quanto ao
acompanhamento da evolugdo da agressividade de gliomas, inserindo relevancia
clinica (Pelo fato de Gliomas serem extremamente letais, com tratamentos limitados
e alta resisténcia terapéutica), complexidade biologica (Pelo fato de que a
plasticidade celular e formacdo de PGCCs/MNGCs representam desafios para a
oncologia moderna e computacional vigente), aplicabilidade (Pela possibilidade de
identificar novos biomarcadores/fatores prondsticos) e viabilidade (Pelo uso de
tecnologias computacionais acessiveis capazes de serem inseridas no setor

patoldgico adicionando velocidade ao diagndstico e progndstico direcionado).

1.2 Estrutura da Dissertacao
Esta dissertagédo esta organizada em 9 topicos inter-relacionados apdés a Introducgao,

permitindo uma compreensao sequencial e articulada dos tépicos abordados.

O Topico 1, Fundamentagao Tedrica, apresenta a contextualizacdo necessaria para
a compreensao do tema proposto. Nela foram abordados conceitos e estudos

prévios relevantes que sustentam os temas discutidos nos capitulos subsequentes.
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O Tépico 2, expde os objetivos pretendidos por essa dissertagdo, assim como 0s

objetivos especificos que possam compor o objetivo principal do estudo.

O Tépico 3, expde a metodologia aplicada para alcangar os objetivos propostos para

responder a pergunta norteadora principal desta dissertagao.

O Topico 4, expde o primeiro artigo autoral norteador para esta pesquisa, intitulado
"Computational Biology Helps Understand How Polyploid Giant Cancer Cells Drive
Tumor Success", o qual explora como ferramentas computacionais contribuem para
a compreensao do papel de células gigantes cancerigenas poliploides no sucesso
tumoral. Este artigo inclui uma secgao final de consideragdes, onde sao discutidos os

resultados apresentados e sua ligagdo com o proximo capitulo.

O Topico 5, expde o segundo artigo autoral norteador para esta pesquisa, intitulado
"Integrating Frontiers: A Holistic, Quantum and Evolutionary Approach to Conquering
Cancer through Systems Biology and Multidisciplinary Synergy", o qual propde uma
abordagem interdisciplinar que une biologia de sistemas, evolugao e fisica quéantica
no enfrentamento do cancer. A secgéo final deste artigo conecta os resultados obtidos

a proposta geral da dissertacéo, consolidando as bases para as conclusdes.

O Topico 6, Resultados e Discussao, detalha os resutlados alcangados por meio dos
referidos métodos, técnicas e ferramentas utilizados e correlaciona com dados de

diversos autores em uma discussaos que visa alcangar os objetivos propostos.

O Tépico 7, Conclusbes, apresenta uma sintese dos resultados alcangados,
correlacionando-os aos objetivos iniciais. Sdo discutidas as contribui¢cdes cientificas,
as limitagdes identificadas e as possiveis linhas de continuidade para pesquisas

futuras.

O Tépico 8, Desafios, Limitagdes e Superagdes do Estudo, apresenta uma sintese

das dificuldades e estratégias utilizadas para o desenvolvimento deste estudo.
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O Topico 9, Perspectivas futura, apresenta uma proposicdo de novidades
pretendidas para a continuagdo dos estudos integrados com base em diversos

autores, mas também o que se prevé para ser desenvolvido por meio deste estudo.

Por fim, os Apéndices incluem informacdes complementares, como o protocolo de
busca e analise dos trabalhos correlatos, e outros materiais de suporte que

contribuiram para a execugao e validagao desta dissertagao.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 Oncologia Holistica

A complexidade paradoxal em série do cancer permeia suas respostas e adaptagdes
continuas frente a resisténcia terapéutica (Erenpreisa et al. 2022a). Nesse compilado
de paradoxos, a morfologia nuclear e celular sdo considerados critérios para
diferenciar um tumor maligno de um benigno, sendo uma das marcas de
agressividade do tumor, principalmente por causa das células cancerigenas
poliploides/multinucleadas gigantes (Polyploid/Multinucleated Giant Cancer Cells,
PGCCs/MNGCs), que produzem uma progénie aneuploide resistente, por meio de
mecanismos comuns e outros incomuns (Erenpreisa et al. 2022a; Liu et al. 2022;
Sikora et al. 2022).

As PGCCs/MNGCs estao atreladas a capacidade de desdiferenciar parcial ou
completamente as células somaticas para a geragdo de multilinhagens (Liu et al.
2022). Mas, em paralelo, algumas células podem entrar em dorméncia ou obter
caracteristicas de células-tronco (Fei et al. 2015; Mirzayans e Murray 2023; Jiao et al.
2024). E outro destaque se volta as similaridades do ciclo vicioso tumoral com o
ciclo de vida de amebozoarios, metazoarios e fungos ancestrais (sistema de células
unicelulares) seguindo uma rede genética evolutiva do cancer (Niculescu 2023).
Diante disto, observa-se que o cancer exibe uma exploragao adaptativa de redes
reguladoras de genes ao longo da arvore filogenética, mas sempre permeando o
limite da ordem e do caos, onde o destino celular € regido por uma plasticidade
oscilatoria entre reguladores de senescéncia celular, reprogramacao e de estados
atratores, fornecendo um caminho para operar a auto-organizacdo, entropia,
termodinamica e quantica (Huang et al. 2009; Erenpreisa et al. 2022a). Dessa
maneira, verifica-se que a poliploidia fornece uma ponte de acesso ao estado
“atrator oncofetal” filogeneticamente pré-programado, caracteristicas unicelulares e a
desselecdo de variantes inadequadas de “ciclos destrutivos” indutores de
instabilidade quanto fonte de diversidade/heterogeneidade (Larsson et al. 2007;
Larsson et al. 2008; Huang et al. 2009; Bauer et al. 2022; Demin et al. 2022;
Erenpreisa et al. 2022a; Saini et al. 2022).

A vista disso, elucidar e analisar PGCCs/MNGCs se torna crucial para pesquisas
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Omicas, holisticas, individualizadas e capazes de desenvolver e identificar
biomarcadores e terapias adaptativas. E em paralelo, poder-se-a formalizar um
consenso entre a comunidade cientifica e clinica em relagdo a terminologia e
caracteristicas dessas subpopulagdes, assim como, a sua importancia para estudar
a biologia do céancer, somando-se perspectivas citoldgicas, histolégicas, morfo-

/histomorfomeétricas e biologia de célula unica (Nijman 2020).

2.2 Respostas ao Estresse no Cancer

As respostas ao estresse celular sdo conservadas evolutivamente e garantem a
perpetuacdo da célula (Fulda et al. 2010). Assim, perturbagcbes prolongadas ou
severas da homeostase fora de controle culminam na indugcdo de mecanismos
adaptativos, reversiveis ou ndo, sendo conectados com uma rede complexa de
sinais que conectam células individuais ao tecido e todo o organismo (Galluzzi et al.
2018). Nesse sentido, ao comparar com o cancer, observa-se que a doenga
destacada a nao retomada de um sistema homeostatico. Assim, proporciona novos
caminhos associados a erros ou falhas no reparo de danos, perpetuacao de defeitos
herdados ou adquiridos levando a mutagbes, promovendo a progressao e
resisténcia ao tratamento do cancer e a sua extingédo (Fulda et al. 2010; Casotti et al.
2023).

Para além do estresse originando cancer, o desbalanco do equilibrio também
evidencia e sustenta a origem de outras aberragées mais proeminentes, como a
variagdo de ploidia/aneuploidia (quantidade de material genético), como uma
resposta aos estresses. Isto porque, a aneuploidia (nUmero cromossomal anormal)
representa ndo um unico estado genético, mas um grande repertério de diversos
estados que proporcionam a base adaptativa a sobrevivéncia do tumor como um
sistema unicelular e multicelular seguindo estratégias adaptativas (Zhu et al. 2018).
Com base nessas estratégias, inovagcbes sdo adquiridas quanto a capacidade de
responder a estimulos e direcionar a multiplos destinos celulares. Dessa forma, é
crucial a compreensao dos mecanismos moleculares que interferem nas respostas
celulares aos estresses, possibilitando novos insights sobre a base mecanicista e

perspectivas para o desenvolvimento de abordagens de tratamento direcionadas,
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personalizadas e evolutivas (Fulda et al. 2010; Zhu et al. 2018).

2.3 Cancer do Sistema Nervoso Central

Dentre os tumores mais incidentes, o do sistema nervoso central se localiza na
décima segunda posigdo, representando, 11.490 novos casos estimados
anualmente no Brasil (INCA, 2022). Muitos obstaculos impedem o sucesso dos
cuidados oncologicos globais, como o acesso a cuidados de saude, servicos a
precos acessiveis, disponibilidade de tratamento convencional ou de novas terapias
contra a resisténcia tumoral e avangos metastaticos (Soerjomataram & Bray 2021;
Mao et al. 2022; Pramesh et al. 2022).

O cancer do sistema nervoso central (CSNC) exibe uma conversa cruzada sobre a
regulacao da propria evolugao do tumor (Mancusi & Monje 2023; Winkler et al. 2023).
Isto porque, comunicagdes paracrinas e eletroquimicas diretas entre neurdnios e
células cancerigenas, bem como interagdes indiretas através de efeitos neurais no
sistema imunolégico e nas células estromais no microambiente tumoral,
proporcionam um “kit de sobrevivéncia” critico contra a extingdo do cancer do CSNC
(Mancusi & Monje 2023; Winkler et al. 2023).

2.4 Analise de Imagens

A morfologia traduz respostas no cancer, o que fornece um importante pilar de
diagnostico oncoldgico, ao se seguir critérios confiaveis e altamente elucidativos
(Girdhar et al. 2023). Dentre inumeras técnicas, a morfometria ou histomorfometria é
uma estratégia objetiva para fornecer uma gradacéo citoldgica e histolégica do tumor
e informar o tipo de neoplasia suspeitada, o que fornece consequéncias importantes
em termos de estadiamento, prognostico e terapéutica (Giuliano & Nudds. 2013).
Ademais, permitiu conectar com novas fronteiras da area patolégica, como no caso
da inclusédo da patologia digital (sendo a utilizacdo de um computador para visualizar
imagens histopatolégicas no formato Whole-Slide Imaging), morfometria de proxima
geragao e “patbmica” juntamente com a inteligéncia artificial (para “reconhecimento
de padrdées” e técnicas de “aprendizagem profunda”) proporcionando preciséo,

reprodutibilidade e padronizag&o superiores em pesquisas baseadas na morfologia
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microscopica (Abel et al. 2023; Holscher et al. 2023; Moscalu et al. 2023). Além
disso, proporciona um baixo custo e alta acessibilidade quanto uma abordagem
metodoldgica para diversos laboratérios (Baak et al. 1985).

Em complemento, a morfometria ou histomorfometria acrescenta uma valorizagao
acerca do entendimento das respostas celulares do tumor, principalmente quando
sdo considerados os tumores solidos (como o CSNC). Isto porque, muitas alteragdes
sao observadas no envelope nuclear e no conjunto de material genético, isso por
serem mudancgas classicas associadas a instabilidade cromossémica, presenga de
micronucleos, cromotripse, inclusdes citoplasmaticas intranucleares, aumento da
proporcao entre o volume nuclear e citoplasmatico e dentre outras caracteristicas
(Dey et al. 2010; Fischer 2014).

Por consequéncia, novidades sao estruturadas frente ao rastreamento da biologia
de célula unica, traduzindo-se os perfis celulares da populagcdo heterogénea do
tumor, estruturando melhores propostas pré-clinicas e clinicas (Errington et al.
2013; Hilsenbeck et al. 2016; Kashyap et al. 2022; Chen et al. 2023). Ademais, um
caminho vem sendo desbravado com essas analises mais especificas, sendo o
entendimento da complexidade de sistemas bioldgicos dindmicos, como o cancer e
seus mecanismos subjacentes aos comportamentos celulares basicos, como

proliferacdo, morte, diferenciagdo, migracao e resisténcia (Begnini et al. 2022).

2.5 Histomorfometria

A vista dos dados epidemioldgicos e o importante papel das PGCCs/MNGCs,
observam-se destaques importantes quanto as particularidades morfolégicas das
células do CSNC provenientes de relagdes mecanisticas integradas, tais como: a)
relagdes entre progénie agressiva relacionada com autofagia funcional (Bojko et al.
2020); b) escape da senescéncia e indugcédo de poliploidizagdo integrando com o
importante papel do estresse oxidativo (Kaur et al. 2015; Mosieniak et al. 2015); c)
tetraploidia como condigao permissiva a aneuploidia, tendo o microambiente tumoral
como auxiliador para conquistar novos nichos (Andor et al. 2022); d), importancia do
ciclo celular lento e diversidade celular (Alhaddad et al. 2023); e) fungdo do

citoesqueleto frente ao aparecimento de duplicagdo do genoma tumoral (Mercapide
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& Lorico 2014); e, e) formacdo de fusdes celulares, jungdes comunicantes
(composta de conexinas) e mecanismos neuronais (neurociéncia do cancer),
estruturando-se um grande sincicio funcional complexo, heterogéneo e desafiador
(Heuer & Winkler 2023; Zhou et al. 2023a).

Dessa forma, salientam-se os aspectos morfolégicos, resultantes de inumeros
mecanismos no CNSC, como um obstaculo consideravel para uma abordagem
convencional. Logo, os avangos na moderna tecnologia de imagem e na visao
computacional fornecem uma alternativa atraente para quantificar PGCCs/MNGCs
por analise morfométrica/histomorfométrica da morfologia da célula e do nucleo
tumoral, o que evidencia novos caminhos investigativos para melhores métodos de
triagem (Zhou et al. 2023b), identificar marcadores robustos (Saini et al. 2022),
prever resisténcia a terapia e resultados de sobrevivéncia, fornece reprodutibilidade
e quantificagdo (Saini et al. 2022), melhores definicdes das caracteristicas
progndsticas (Nabors et al. 2020), melhor definicdo de entidades/classificagdo da
doencga (Gritsch et al. 2022) e elucidar determinantes sociais comparados com
dados morfobioldgicos/morfofuncionais.

Em consonancia, Charpin et al. (1992, 1993), Schneider e Kulesz-Martin (2004),
Gedye e Navani (2022), Zhou et al. (2022), Kalkavan et al. (2023), Ghosh et al.
(2024) e Mirzayans (2024) apresentam aspectos experimentais e teoricos
relacionados a analise digital da morfometria nuclear e da ploidia do DNA em GB,
contribuindo para a correlagao entre caracteristicas morfolégicas e o comportamento
tumoral e destacando a necessidade de integrar conhecimentos sobre vias de morte
celular regulada, estratégias de inibicdo de apoptose, plasticidade fenotipica e
instabilidade gen6mica associadas a poliploidia em canceres para elucidar novos
caminhos terapéuticos contra GB.

Ao mesmo tempo, Russack e Artymyshyn (1994), Nafe et al. (2005), Buhmeida
(2006), Barr Fritcher et al. (2007), Veltri et al. (2005, 2012), Basavanhally (2014),
Carella et al. (2017), Skinner e Johnson (2017), Fischer (2020), Singh & Lele (2022)
e Pavone et al. (2024) discutem a relevancia das aplicagdes atuais e tendéncias
futuras da citometria de imagem e de DNA na pesquisa clinica, enfatizando a

medigdo quantitativa da estrutura nuclear, o avango de softwares de segmentagao
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histolégica de cddigo aberto e a combinagao de histo-/morfometria para melhorar a
analise morfologica, distinguindo tumores benignos e malignos, compreendendo
mais profundamente a progressdao tumoral, prevendo resultados clinicos e
aprimorando a precisdo diagndstica e prognodstica, com aperfeicoamentos na
estratificacdo de GB.

Ademais, Hiatt e Breen (2008), Merletti et al. (2011) e Salari et al. (2023) destacam o
impacto dos determinantes sociais do cancer analisados de forma transdisciplinar
para fornecer uma visdo global da prevaléncia de tumores do sistema nervoso
central, sublinhando a necessidade de métodos diagndsticos e terapéuticos
inovadores.

Em complemento, Buccitelli et al. (2017), Bécking et al. (2022), Ariotta et al. (2023) e
Biggiogera et al. (2024) demonstram o potencial da unido entre analise automatizada
de imagens em H&E, citoquimica por reagdo de Feulgen, cariometria e estudo
molecular para quantificar caracteristicas morfolégicas e correlaciona-las
translacionalmente a dados clinicos, fornecendo insights detalhados sobre a
arquitetura celular e tecidual do GB em diferentes perfis fenotipicos, além de
possibilitar o desenvolvimento de novas técnicas para avaliar com maior precisao a
composi¢cado e organizagdo do DNA em células tumorais. Eles também reforcam a
importancia de interconectar dados de imagens com analises transcricionais,
permitindo a interpretacdo de mudancgas transcricionais causadas pela aneuploidia e
a identificagdo de novos biomarcadores e alvos terapéuticos no contexto do GB.

Em suma, o imenso conjunto de mecanismos também se traduzem pela morfologia,
assim, inumeras aplicagdes s&o reconhecidas na comunidade académica para
melhorar a velocidade, a seguranga e os resultados da cirurgia de tumor cerebral
(Borah et al. 2023), entender padrdes diferenciais de expressédo génica que parecem
resultar em histomorfologia e progndstico diferentes (Whitney et al. 2022), entender
a relacdo morfometria nuclear e o conteido de DNA em relacdo ao tempo de
progressao do tumor, potencial atuagcdo progndstica e o grau de pleomorfismo
nuclear (Saito et al. 1994; Yoshii et al. 1995a; Yoshii et al. 1995b) e aprimorar
decisdes terapéuticas subsequentes junto ao tempo de sobrevida de pacientes (Nafe

et al. 2005a). Assim, o que ha €& uma nova fronteira frente a um estudo de
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“Microscopia Morfométrica/Histomorfométrica Pan-cancer” (capaz de comparar

tumores distintos pela morfologia).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

® |nvestigar, caracterizar, elucidar e explorar em ensaios pilotos as respostas ao
estresse no glioma e suas relagbes a niveis mecanisticos sobre o desfecho

clinico relacionados a formacg¢ao de PGCCs/MNGCs.

3.2 Objetivos Especificos

® Correlacionar o espectro de variagdo de ploidia com parametros clinicos
histopatolégicos;

® |dentificar potenciais biomarcadores ou fatores prognosticos;

® \Verificar como alteragbes morfobioldégicas atreladas a formagdo de
subpopulagdes resistentes, como PGCCs/MNGCs, influenciam os desfechos

evolutivos tumorais.
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4 METODOLOGIA

A metodologia adotada nesta pesquisa € composta por trés abordagens principais:
estudo in silico, estudo in vitro e estudo translacional, complementadas por analises
estatisticas detalhadas. Sob o ponto de vista da sua natureza, trata-se de uma
pesquisa aplicada, dado seu foco em solugdes praticas relacionadas a poliploidia
nos CNSCs, em especial aos gliomas, e suas implicagbes terapéuticas. No que diz
respeito a forma de abordagem do problema, emprega-se uma combinagao de
meétodos quantitativos e qualitativos, assegurando uma analise abrangente e
integrada dos dados. Quanto aos objetivos, caracteriza-se como pesquisa
exploratdria, visando identificar potenciais biomarcadores e mecanismos biolégicos
ainda pouco compreendidos, e descritiva, no que se refere a analise detalhada de
dados obtidos nas diferentes etapas do estudo. A pesquisa segue o método
hipotético-dedutivo, comecando com hipéteses baseadas na literatura cientifica e
utilizando estratégias experimentais e computacionais para testa-las e interpreta-las.
Os procedimentos metodolégicos detalhados para cada abordagem séao
apresentados nas subsec¢des seguintes, incluindo a busca bibliografica sistematica,
andlise de redes de interacdo proteina-proteina, rastreamento de células vivas, e
avaliacdo histopatolégica de amostras clinicas, além de analises estatisticas

robustas que garantem a validade dos resultados obtidos.

4.1 Estudo in silico

Foi desenvolvida uma abordagem quantitativa e qualitativa pela realizagdo de
uma busca bibliografica por meio do PUBMED, EMBASE, SCOPUS, Science, Nature,
Web of Science, Wiley Online Library e ScienceDirect, visando a analise de artigos
focalizados em poliploidia nos gliomas. E, por conseguinte, foram adquiridos
conjuntos de genes e proteinas destacados na bibliografia encontrada, isto com o
intuito de montar uma rede de interagao proteina-proteina (PPIN) para a interpretagao
biologica e descoberta de potenciais alvos para biomarcadores ou direcionaveis
ao docking e dindamica molecular. No caso de todo o processo deste estudo,
baseou-se no trabalho de Casotti et al. (2021).

A curadoria manual foi dividida em dois procedimentos secundarios, sendo a busca
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dos artigos em bancos de dados e anadlise dos dados obtidos. E a construgdo da
PPIN foi feita apdés a extracdo das consultas de artigos com as proteinas
selecionadas para a construgcdo da PPIN por meio dos bancos de dados online do
STRING versdao 11.0 (https://string-db.org) através do download do aplicativo
stringApp (versdo 1.6.0; https://apps.Cytoscape.org/apps/stringApp) no software
Cytoscape (verséo 3.8.2; https://www.Cytoscape.org/), o qual possui uma variedade
de plug-ins (aplicativos adicionais) relacionados a rede, uteis para a visualizagao,
analise e integragao do usuario, para recuperar as interagdes previstas para os alvos.
As associagdes no STRING seguiram uma pontuagao de confianca alta de 0,7, as
fontes de interacao foram baseadas em dados experimentais da curadoria, com um
numero de interatores de 100 no total.

A analise da rede seguiu o procedimento matematica pelo plug-in Network Analyzer,
para calcular os parametros topologicos basicos da PPIN, como a distribuicdo de
grau, coeficiente de agrupamento e centralidades. E, com essa analise, houve uma
reducdo de ruido nos dados ao fornecerem informagdes mais confiaveis sobre a
rede. Ademais, ocorreu uma identificacdo dos modulos dessa rede pelo MCODE e
uma visualizagao funcional da rede resultante pela utilizacdo do enriquecimento de
vias provindos do stringApp. E por fim, para tornar a PPIN mais especifica e
detalhada, foi utilizado o plug-in cytoHubba (versao 0.1), com o intuito de explorar
nds/hubs importantes na rede por meio de alguns algoritmos topolégicos, incluindo,
Grau e Gargalo. Entdo, foi feita a selegdo das dez melhores pontuacdes e os
menores coeficientes de agrupamento (coeficiente de correlagdo de Pearson inferior
a 0.5).

4.2 Estudo in vitro (Live cell imaging — Incucyte)

Realizou-se uma metodologia direcionada para o rastreamento de célula unica
(single-cell tracking). Para tanto, acompanharam-se células vivas utilizando o
equipamento Incucyte (Sartorius), em parceria com o Centro de Biotecnologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com os professores Guido Lenz e
Eduardo Filippi-Chiela. O Incucyte € um microscoépio alocado no interior de estufa de

cultivo celular, que permite o acompanhamento em tempo real de células vivas.
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Entre os modelos celulares ja construidos pelo laboratorio do prof. Guido a serem
utilizados neste projeto, utilizaram-se as linhagens expressando a proteina 53BP1-
mCherry (dano ao DNA), LC3 (autofagia) e FUCCI (ciclo celular). Estas células
foram tratadas com 50 uM do quimioterapico Temozolomida por 5 dias, seguido do
replagueamento das células em meio livre de droga. A partir de uma semana do
tratamento, momento a partir do qual se observa o surgimento de células gigantes
multinucleadas (Andrades et al., dados nao publicados), foram adquiridas imagens
das células a cada 12h com o objetivo de investigar o comportamento e desfecho
destas células. A partir das imagens foram realizadas analises de morfometria
nuclear e celular, assim como analises de intensidade e padrées de fluorescéncia
nucleares. Quanto linhagem celular, foi utilizada a U87 de GB com um tratamento

conduzido para simular o protocolo clinico.

4.3 Estudo Translacional

Foi avaliada e quantificada a variacdo de ploidia (espectro de ploidia) e demais
respostas aos estresses terapéuticos no Cancer do Sistema Nervoso Central
(principalmente em Gliomas, CSNC) utilizando laminas de amostras parafinizadas de
bidépsias obtidas de pacientes numa coorte retrospectiva de pelo menos 2 anos, apos
aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP)
da UFES do Hospital Santa Rita de Cassia (HSRC) e do Hospital Estadual Central
(HEC/INOVACapixaba), visando obter acesso as informacdes de prontudrios
médicos e exame histopatolégico, e, a partir disso, foi feita a identificacdo
morfologica através das imagens das laminas obtidas. Para a inclusdo, foram
adicionados pacientes com CSNC de ambos os sexos, sendo maiores de 18 anos,
utilizando-se de amostras de biépsia de cerca de 50 participantes. Outrossim, foram
incluidas somente amostras que possuiam prontuarios meédicos disponiveis e
acessiveis para comparagdes e correlagdes sociodemograficas e clinicas.

A fim de contabilizar e definir PGCCs/MNGCs, foram considerados cinco campos
microscopicos em cada secdo de tecido que serdo revisados e pontuados sob
ampliagdo de no max 400x e a média resumida. As PGCCs/MNGCs foram definidas

como uma ceélula cancerigena cujo nucleo € pelo menos trés vezes maior que o da
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célula cancerigena diploide de acordo com Zhang et al. (2014). Ademais, buscou-se
a identificagdo de caracteristicas sociodemograficas, clinicas, dos tipos histologicos
e dos tipos de tratamentos por meio dos prontuarios médicos e dos dados
histopatolégicos. As caracteristicas sociodemograficas buscadas nos prontuarios
foram: género, idade, etnia, escolaridade, procedéncia, histérico familiar, etilismo,
tabagismo e origem do encaminhamento. As caracteristicas clinicas e patoldgicas
buscadas nos prontuarios foram: diagndéstico e tratamento anteriores, base para
diagnostico serao exames mais relevantes, tipo histologico, lateralidade, ocorréncia
de mais de um tumor, metastases a distancia e suas localizagdes, estadiamento
clinico e tipos de tratamentos recebidos. As caracteristicas histolégicas em laminas
de H&E, algumas foram confirmadas por técnicas de imunohistoquimica, foram
avaliadas, pelo menos: diferenciagdo do tumor, invasdo macrovascular ou
microvascular, capsula tumoral e infiltrados inflamatorios.

Com base nisso, as laminas obtidas de materiais parafinizados foram digitalizadas
pelo equipamento de patologia digital da colaboragdo com a Facility
CONFOCAL/CEFAP/USP. Dessa forma, utilizou-se do programa QuPath para
contagem manual/automatizada das células e para realizar
histomorfometria/morfometria, seguindo alguns parametros, como: area nuclear e
perimetro celular, e buscando verificar numero e tamanho dos nucleos e a area
celular determinada por software de extracao (Thresholding) com controle manual e

outros calculos.

4.4 Andlise Estatistica

A partir dos resultados alcangados, foram analisados os dados por meio de uma
estatistica descritiva, com o intuito de sumarizar e descrever o conjunto de dados
obtidos, e inferencial, visando expandir generalizagbes da amostra sobre a
populacdo. Dessa maneira, foi possivel sintetizar os dados de maneira direta,
prezando por uma apresentacdo numeérica, tabular e/ou grafica com o propdsito de
resumir ou sumarizar as informacdes contidas nos dados observados. Para tanto, a
analise estatistica e a visualizagdo dos dados foram realizadas usando Google

Colab com Python, tendo variaveis descritivas analisadas com base em frequéncia e
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variaveis continuas comparadas usando o teste a depender da verificagdo da
normalidade e homogeneidade amostral. Quanto um planejamento em comum a
todas as analises, foi considerado um valor de p <0,05 como estatisticamente

significativo.
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Abstract

Precision and organization govern the cell cycle, ensuring normal proliferation.
However, some cells may undergo abnormal cell divisions (neosis) or variations of
mitotic cycles (endopolyploidy). Consequently, the formation of polyploid giant cancer
cells (PGCCs), critical for tumor survival, resistance, and immortalization, can occur.
Newly formed cells end up accessing numerous multicellular and unicellular
programs that enable metastasis, drug resistance, tumor recurrence, and self-
renewal or diverse clone formation. An integrative literature review was carried out,
searching articles in several sites, including: PUBMED, NCBI-PMC, and Google
Academic, published in English, indexed in referenced databases and without a
publication time filter, but prioritizing articles from the last 3 years, to answer the
following questions: (i) “What is the current knowledge about polyploidy in tumors?”;
(i) “What are the applications of computational studies for the understanding of

cancer polyploidy?”; and (iii) “How do PGCCs contribute to tumorigenesis?”
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1. Introduction

The cell cycle is a series of events that occur to accurately replicate genetic material
and cellular contents into daughter cells. This regulation is precisely monitored and
controlled [1]. Nevertheless, some cells can undergo alternative cellular divisions or
mitotic cycle variations, generating aneuploid (polyploid) genomes in cells with
varying cell sizes [1].

Polyploidy, a cell that has three or more chromosomal sets [2], in cancer is complex,
primarily because the initiation and progression of cancer involves multiple integrated
processes [3]. The relationship between PGCCs (cell subpopulation with a
chromosome content greater than 2n) and cancer has recently reached interesting
results regarding the fundamental role of these cells for tumor survival,
immortalization, aggressiveness, and progression [4].

Fei et al. [3], Glassmann et al. [5], and Fei et al. [6] showed the presence of PGCCs
in breast, colorectal, and ovarian cancer, correlating with poor survival and prognosis.
These cells are considered an intermediate product of genomic instability [7].

Recent data demonstrated that PGCCs may form from oncogenic and therapeutic
stress, generating reprogrammed cancer cells [8] and being a source of cancer stem
cells (CSC) [9], influencing tumor resistance [10], and auto renewal [11]. PGCCs
exhibit elevated aneuploidy and are connected to the tumor microenvironment
evolution [12]; they have a cell cycle of their own, called “giant cell cycle” [1]. They
are also able to: (i) create or repopulate macroscopic spheroids in vitro [13], (ii)
generate tumors when inoculated in mice [14], and (iii)) convert into different
phenotypes, showing high plasticity [15], which has been included as a new hallmark
of cancer.

Bharadwaj et al. [16], Mirzayans, Andrais, and Murray [17], Mirzayans and Murray
[18,19], and Bharadwaj and Mandal [20] showed the connection between
senescence and PGCCs, as cancer cells can escape from premature senescence,
possibly leading to the formation of a multinucleated gigantic cell. Zhang et al. [21,22],
Lin et al. [23], Sirois et al. [24], White-Gilbertson et al. [25], and Voelkel-Johnson [26]
highlighted the metabolic and biophysical aspects of PGCCs, including cytoskeleton
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and biochemical modifications, that sustain cell cycle dysregulation, stress responses,
and dedifferentiation.

Numerous studies have begun to use high throughput approaches through multiple
techniques, including next generation sequencing (NGS), multi-omics, and
phylostratigraphy, among others. Additionally, this review seeks to integrate theories,
show different hypotheses, emphasize the need for multidisciplinary and collaborative
approaches, demonstrate possible therapeutic options, and highlight the impact of
ploidy on different stages of carcinogenesis. Our goal is to discuss the following
questions: (i) “What is the current knowledge about polyploidy in tumors?”; (ii) “What
are the applications of computational studies for the understanding of cancer

polyploidy?”; and (iii) “How do PGCCs contribute to tumorigenesis?”

2. Polyploidy in Cancer

Cell cycle deregulation and/or failures in mitosis can lead to polyploidy, the
upregulation of genes that positively impact the cell cycle progression, and cytostatic
genes downregulation [27,28] in physiological and pathological manners [29].
Polyploidy, or whole genome duplication (WGDs), results from the cell cycle
prematurely ending or from cellular fusion [30], increasing genetic variation, stress
tolerance, the ability to colonize different environments, and mutation burden relief.
The evolutionary selective advantages of WGD offer a theoretical base for cyclic
ploidy, mitotic slippage, and cancer cell fusion [31].

Polyploid cells are vulnerable during meiosis due to chromosome pairing difficulties
and genomic instability [30]; this can be solved by a transient reversion of polyploidy
(depolyploidization) [32], multipolar division [33], chromosomal rearrangement, and
DNA divergence. A high degree of polyploidy or aneuploidy are detrimental to the cell,
but can increase cellular adaptability and plasticity, fueling intratumoral heterogeneity
[34,35].

3. A Brief Introduction to PGCCs
PGCCs have been observed for at least 180 years in diverse cancer types

[36,37,38,39]. Some were observed after chemotherapy, in cells with irregular nuclei,
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increased migratory potential, genetic instability, altered response to hypoxia, drug
resistance, or higher mortality rates [40].

PGCCs are a special subpopulation of tumor cells containing a large cytoplasm and
multiple nuclei [41], undergoing an altered giant cell cycle, creating genetic
heterogeneity, and allowing cancer cells to overcome multiple micro-environment

challenges [42].

3.1. PGCC'’s Giant Cell Cycle

Stress factors such as chemotherapy, antimitotic drugs, radiotherapy, hypoxia, or a
deficient microenvironment may induce PGCCs formation [28] by means of a giant
cell cycle (cycle linked to polyploidization and depolyploidization processes together
with neosis) used for dedifferentiation of somatic cells, which can generate stem cells
for tumor initiation. Such a cell cycle is divided in four phases: (i) Initiation: stressed
tumor cells undergo catastrophic mitosis or cell death. Surviving cells assume a
tetraploid or polyploid transient state [1,11]; (ii) Auto-renovation: tetraploid cells start
endocycling to produce mononuclear or multinuclear PGCCs. Some multinuclear
cells go through cyto-fission to create smaller polyploid cells [1,11]; (iii) Termination:
PGCCs undergo depolyploidization (genome reduction division) and generate diploid
nuclei by budding. Others form a structure that resembles a reproductive cyst [1,11];
and (iv) Stability: diploid descendent cells with altered genotypes continue to

differentiate into a variety of aneuploid cell types with proliferative capacity [1,11].

Giant Cell Cycle Possible Outcomes and Fates

There is a correlation between endoreplication cell cycles and the amount of DNA
replication mistakes, followed by complete dedifferentiation. In parallel, cell division
stagnation reflects the degree of tumor malignancy [11]. As a result of
polyploidization, cancer cells can: (i) initiate metastasis; (ii) survive “lethal” drugs; or
(i) divide asymmetrically to generate cell multiineages with higher therapy
resistance [39,43]. The giant cell cycle can lead to tumor evolution, humbness,

resistance, recurrence, and regeneration, as shown in Figure 1.
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Figure 1 - In article online https://doi.org/10.3390/genes 14040801

Genotoxic agents used in cancer therapy are associated with the induction of cell
stress, ploidy, and cell size variation; these can lead to the generation of 3D
structures similar to a blastocyst [44,45]. These blastocyst-like multicellular structures
with a reprogrammed genome can generate resistant daughter-cells of different
lineages that can acquire the capacity to go through embryonic latency, a reversible
state of numbness, to survive environmental stress factors [44,46].

PGCCs can rejuvenate by way of amitotic division, generating cancer stem cells like
blastomeres, that may transdifferentiate into different lineages, while the mother cell

retains undifferentiated cancer properties [45].

3.2. PGCCs Functionalities: Plasticity, Metabolism and Resistance to Therapy

The diversity of PGCCs functions suggests polyploidy as an evolutionary source of
tissue regeneration and plasticity, being explored by cancer cells to promote survival
[47] and stress response [29,48], recap embryonic stages [49], exhibit adaptive
exploration of multiple gene regulatory networks [48,50], and regulate biochemical
and biophysical pathways [51,52].

The Warburg effect is the utilization of aerobic glycolysis for ATP synthesis, despite
having abundant oxygen available. PGCCs probably use a Warburg effect similar to
the embryo in state of pre-implantation by means of glucose repression of oxidative
phosphorylation, as seen in the yeast Crabtree effect. The occurrence of polyploidy
or aneuploidy in PGCCs ends up passing through gene losses that could alter the
relative amount of enzymes favoring glycolysis, and, consequently, investing in rapid
cell division [47,52].

The functionalities developed by the PGCCs also influence tumor resistance and
recurrence; these are still big challenges for modern therapies, especially because
they can produce stem cells able to repopulate the tumor microenvironment [53].
Thus, polyploid tumor cells can be used as a molecular model for better
understanding fundamental evolutive paradigms [54,55]; evolution studies may help

us answer questions about cancer resistance and success [56].


https://doi.org/10.3390/genes14040801

44

3.3. PGCC’s Role in Tumor Evolution

Tumor evolution is a process by which tumor cells change across time, acquiring
advantageous characteristics for their survival and perpetuation, surviving immune
attack, drug treatments, and diverse anti-proliferative signals [57,58]. Key
mechanisms and processes altered from tumor initiation to progression include
proliferation, motility, metabolism, autocrine signaling, activated intracellular
pathways, inflammation, plasticity, senescence, transdifferentiation, and cell
cannibalism [58].

PGCCs also share features of the Mendel and McClintock models [46], showing
independent segregation for different characteristics. Stressed cells respond by
redefining their genomic structure to promote tumor success [46], primarily because
PGCCs exhibit diverse gene expression, which leads to neosis [48]. The stress
previously suffered directs tumor cells to certain paths, including apoptosis, necrosis,
senescence, mitotic catastrophe, or a mixture of these processes [48]. However,
when the tumor overcomes the death threshold through alterations in regulatory
networks [59,60,61], polyploidization becomes possible in a generative and reversible
process [48].

In parallel to this mechanism of ploidy regulation, numerous other processes are
shared by PGCCs, including endoreplication (endocycle and endomitosis), cell fusion,
cytokinesis failure, cell cannibalism (entosis), emperipolesis, reductive mitosis,
budding, fragmentation, nucleophagy, and sporulation (asexual reproduction),
leading to a quite unlimited potential for PGCCs to resist extinction and achieve

immortalization [48,62], as shown in Figure 2.

Figure 2 - In article online https://doi.org/10.3390/genes 14040801

Vladimir Niculescu has also highlighted the potential of “pre-existing PGCCs” (before
response to therapies) that can turn into multinucleated genome repair structures
(MGRNSs) and, subsequently, originate PGCCs [38,63,64].
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3.4. Genome Chaos

Liu [29] suggests that cell size regulation may control micro- and macroevolution, as
somatic cells can follow the Waddington epigenetic landscape. PGCCs can
overcome stress signals by rapidly adapting, living close to the genome, epigenome,
and quantum chaos, altering cell fates, reprogramming, phylogenetically regressing,
and senescing [48,65,66]. Therefore, that clonal selection enables better-adapted
tumor cell survival, as shown in the Figure 3 (figure based on a bibliographic
compilation by Erenpreisa and Cragg [51], Erenpreisa et al. [52], Heng and Heng [67],
Heng and Heng [68], Heng and Heng [69], Liu et al. [70], Baramiya and Baranov [71]
and Baramiya et al. [72]).

Figure 3 - In article online https://doi.org/10.3390/genes 14040801

3.5. PGCCs Characterization in Diverse Cancer Types

Experimental studies with tumor cell lines suggest that targeted PGCCs therapies in
cancer may be more efficient than conventional therapies. Even under similar
stresses, PGCCs may exhibit tumor specific features and responses, which are

shown below according to tumor type:

3.5.1. Breast and Ovarian Cancer

Lin et al. [23] showed that chemotherapy-originated PGCCs upregulated the
expression of Zinc finger E-box binding homeobox 1 (ZEB1) gene, correlating with
metastases. Liu et al. [73] and Wang et al. [74], researching PGCCs in breast and
ovarian cancer cell lines, identified a relationship between metastasis from resistant
PGCCs offspring and higher lymph node grades, as well as an association between

asymmetric divisions and tumor resistance.

3.5.2. Colorectal Cancer
Lopez-Sanchez et al. [75], Zhang et al. [21], Fei et al. [15], Fei et al. [76], Fei et al.
[77], Fei et al. [78], and Fei et al. [6] highlighted that, in colorectal cancer cell lines,

PGCCs were associated with overexpression of HIF-1a, CK7, cathepsin B, E-
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cadherin, fibronectin, Snail, Slug, Twist-1, Syncytin 1, CD9, CD47, JNK1, cyclin B1,
S100A4, and downregulation of CDC25A, CDC25B, and CDC25C, affecting cell

cycle regulation, vasculogenic mimicry, migration, and invasion.

3.5.3. Glioblastoma

Qu et al. [7] and Liu et al. [79], studying glioblastoma cell lines, observed a
relationship between PGCCs number and higher tumor grade, hypoxia, red
cytoplasmic inclusions, budding vasculogenic mimicry, tumor immunosuppressive

microenvironment, and more aggressive phenotypes.

3.5.4. Lung Cancer

Tagal and Roth [14] and Glassmann et al. [5] showed an association between
staurosporine generated PGCCs and polyploid and multinucleated growth traits in
lung cancer cell lines.

3.5.5. Prostate Cancer and Melanoma

White-Gilbertson et al. [25,80], working with prostate cancer and melanoma cell lines,
found that ASAH1 inhibition and cholesterol regulation are associated with PGCCs

generation, being a bridge to tumor survival.

3.5.6. Only Ovarian Cancer

Zhang et al. [81], Lv et al. [82], Zhang et al. [83], Zhang et al. [84], Niu et al. [1], Niu,
Mercado-Uribe, and Liu [49], and Liu et al. [85] revealed associations between
PGCCs and cell cycle, motility, metabolism, vasculogenic mimetism, auto-renovation,

nuclear fragmentation, and tumor aggressiveness using ovarian cancer cell lines.

3.5.7. Only Breast Cancer

Zhang, Mercado-Uribe, and Liu [13], Fei et al. [3], and Sirois et al. [24], studying
breast cancer cell lines, suggested that PGCCs offspring can form organotypic
structures in vitro, stromal transdifferentiation, chemoresistant cells, higher migratory
capacity, and metabolic reprogramming.

Ultimately, the primary purposes of tumor polyploidization are to activate survival and
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aggressiveness (metastasis).

3.6. Autophagy, Senescence and PGCCs

Autophagy seems to be involved in the generation of PGCCs, since autophagy
inhibitors before chemotherapy decreases the formation of PGCCs [86]. This process
modulates PGCCs colony formation by stoppage, representing paradoxical roles both
beneficial and harmful to PGCCs.

Senescence and PGCCs have been related through comparative transcriptome
studies, revealing the altered expression of meiotic cell cycle genes,
spermatogenesis, and EMT [87,88]. Senescence induced by chemotherapy can
halter tumor proliferation, but this response also causes polyploidization, leading to
PGCCs formation [89,90].

Cellular damage triggered by genotoxic stress induces senescence which, under the
influence of senescence-associated secretory phenotype (SASP) and immune
response evasion, facilitates reversible polyploidy through mitotic slippage,
circumventing mitotic catastrophe and terminal senescence, followed by
endoreplication and damage repair; this, in turn, directs new polyploid tumor cells to
generate aneuploid offspring [45,50]. There mechanisms are still little understood, but

they result in more aggressive tumor profiles [91,92].

4. Reaching New Paths

Histological, physiological, and morphological PGCCs studies used (i) CoCI2 and
traditional cancer treatments for PGCCs induction [75,91]; (ii) classic tumor cell
lineages [92,93]; (iii) PGCCs generated by budding [94,95]; and (iv) protein
expression studies [96], showing that PGCCs’ acquired features are similar to classic
tumor marks, described by Hanahan and Weinberg [97], Hanahan and Weinberg [98],
and Hanahan [99], contributing to needed cancer traits for utter success [93].

The complexity of PGCCs motivated recent computational approaches, providing
new insights into essential questions about such cells. Single cell [100], multi-omics
(genomics, transcriptomics, proteomics, metabolomics, electroma) [101,102],
bioinformatics, NGS [103], Big Data, and Artificial Intelligence [104], together with
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laboratory studies, have provided a better interpretation of polyploidy, elucidating its
multiple cellular states [100], epigenetic and genetic profiles [101], spatial
distributions [102], microenvironmental interactions [103], and translational advances
[103,104].

5. Computational Perspectives

5.1. Bioinformatics/Computational Studies in Oncology

Modern oncology studies are using highly complex computational tools to improve
data interpretation [105,106]. Furthermore, with the increase in evidence related to
the role of the interaction between genes and proteins in tumor mechanisms, there
was a need to integrate a new concept of medicine based on computational language
to better explore all the processes involved in the emergence of cancer [107,108].
High-performance software is now used in genomics, proteomics, cell biology,
physiology, pathology, therapeutics, clinical trials, and epidemiology [108]; multi-omic
data processing still needs to translate in silico findings into in vivo scenarios, and is
a future tool for precision medicine [107,108].

Bioinformatics also reduced the time from lab experiments to clinical oncology
studies [106]. Computational biology provided a reduction in the time required to
extract information due to the rapid growth of oncological data made available on
online servers [106]. In this way, the increasing number of computational tools
specialized in cancer has been associated with more detailed approaches to working
with data [108,109]. In view of this, specialized bioinformatics in cancer are expected
to play a central role in advances in translational oncology studies [106].

Novel Precision Medicine therapies, such as BRAF V600E inhibitors in patients with
melanoma and PD1/PD-L1 immunotherapy for melanoma, lung, kidney, and other
types of cancer [109,110], are enabling more efficient treatment with minimized side
effects. In the following years, with the evolution of translational bioinformatics,
advances in data sharing and integration are expected [111], improving collaborative
and multidisciplinary teams [112], advances in data mining [113], expanding the
ability to generate and analyze data [114], and planning therapies through better

diagnosis [115] with the identification of new biomarkers and drug targets [116,117].
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Artificial intelligence in oncology can refine, integrate, classify, and guide modeling
prediction, classification, and screening of molecules with potential use in cancer
treatment [118]. In this way, it is worth highlighting numerous other studies that

express the application of computing in oncology, as shown in Table 1.

Table 1 - In article online https://doi.orqg/10.3390/genes 14040801

5.2. Computational Studies about Polyploidization and PGCCs

Bioinformatics in oncology has highlighted new ways to elucidate the role of
chromosomal aberrations, cell cycle errors, intratumoral heterogeneity, and tumor
evolution in the face of new, more aggressive cancer phenotypes [131]. In parallel,
multimodal, multi-omics, pan-cancer, and single cell analyses integrate data from
diverse biological systems, clarifying tumor peculiarities, as for polyploidy [132].
Computational tools have been tested for different purposes to study cancer and
polyploidy [133,134]. Among these approaches, we would like to highlight studies on
nucleotide polymorphisms (SNPs), structural variants (SVs), unique somatic tumor-
specific variants [135], genome annotation, mutation detection, evolutionary analysis,
gene function, comparative genomics [136,137], identification of haplotypes,
subgenomes, and assembly of whole genomes [137].

Among the computational approaches to tumor polyploidy, Anatskaya et al. [138] built
a protein-protein interaction network (PPIs) of bivalent genes using the STRING
server to investigate the regulation of polyploidy-associated gene expression,
suggesting a role for polyploidy in the upregulation of oncogenes and downregulation
of tumor suppressor genes. Furthermore, down-regulation of the DNA damage
response (DDR) has been shown to increase damage tolerance and inhibit apoptosis.
Furthermore, Czarnecka-Herok et al. [88] performed gene enrichment analysis
(GSEA) in doxorubicin-induced senescent/polyploid HCT116 and MCF-7 cell lines. In
that study, an enrichment analysis revealed changes in genes involved in controlling
meiosis and mitosis. Interestingly, enrichment of spermatogenesis genes was also
observed, supporting the premise that genetic alterations in tumors may be

associated with germline expression of normally silenced genes, a characteristic that


https://doi.org/10.3390/genes14040801

50

may be related to tumor malignancy.

Additionally, Yang et al. [139] used GEOZ2R software, genetic ontology (GO), and the
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) to analyze databases for
integrated annotation, visualization, and discovery (DAVID) of differentially expressed
genes in cervical cancer cells using Affymetrix Human Genome arrays. In addition,
they used the STRING software to build protein-protein interaction (PPI) and to
analyze differentially expressed genes involved in cancer prognosis, with the help of
UNLCAN and Oncomine browsers. In total, 57 differentially expressed genes were
recognized, especially those enriched in the mitotic cell cycle G1/S transition,
participating in cytokine-cytokine receptor interaction, including WD Repeat and
HMG-Box DNA Binding Protein 1 (WDHD1), a gene involved in cancer promotion
and polyploidy induction.

Moreover, using the Gene Expression Omnibus (GEO) database, Yan et al. [140]
analyzed different gene expression profiles (GSE54238 and GSE84004) in the
development of hepatocellular carcinoma from data taken from GPL16955 and
GPL22109. STRING and Cytoscape software were used to visualize the integrated
regulatory networks and raw data were analyzed using the multi-array averaging
algorithm in the R Affy package. The PPl network they constructed highlighted five
main core genes with the highest degree of connectivity, including AURKA. This gene
showed a role in regulating the mitosis G2/M transition and its overexpression is
associated with polyploidy and genomic instability.

In addition, Wang et al. [141] investigated the variation of GSE38241, GSE69223,
GSE46602, and GSE104749 in the development of prostate cancer by using the
GPL570 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array and GPL4133 Agilent-
014850 Whole Human Genome microarray 4 x 44 K G4112F platforms. For this
purpose, GEO software was used. Furthermore, a PPl network was also built using
STRING and MCODE and the enrichment of the GO function was conducted with the
DAVID software. The study revealed 20 genes related to mitosis and cell division and
the process of carcinogenesis, including cyclin B1 (CCNB1). Elevated levels of cyclin
B1 have been associated with polyploid cell uptake and shown to be a potential

marker for diagnosing prostate cancer.
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Another comparative study using bioinformatics for transcriptome analysis of
polyploid versus diploid cells from normal mammalian tissues highlighted a potential
downregulation of circadian clock genes by c-Myc (a cell cycle regulator), whereas
polyploidization correlated with deletion of bivalent genes responsible for circadian
rhythm regulation [142].

Structural variants (SVs) are crucial to understanding cancer polyploidy. Kosugi et al.
[143] evaluated the performance of 69 SV detection algorithms using whole exome
sequencing (WES) datasets, using the GRIDSS, Lumpy, SVseq2, SoftSV, Manta,
and Wham algorithms to improve variant detection accuracy, focusing on SV size.
This means that careful selection of algorithms for each type and size range of SVs is
crucial for accurate SV detection. Therefore, it results in the most accurate
information possible regarding the correlation between tumor structural alterations
and polyploidization.

In addition to such basic research applications, computing linked to tumor polyploidy
also highlights new paths for clinical studies and strengthened by the advancement of
high-throughput technology integration. Among the main computational approaches,
machine learning algorithms stand out [144], showing promise for the evolution of
translational research in oncology and initiating a revolution in tumor mechanistic
knowledge [145].

In a search on polyploidy clinical trials around the world at the website
https://clinicaltrials.gov (accessed on 15 February 2023), only two studies were found
for the terms “cancer” and “polyploidy”. The distribution of clinical trials around the
globe demonstrated a study recruiting patients (USA) and another already completed
(Germany), confirming that research on PGCCs needs to be further developed
worldwide.

Although there are still obstacles to the implementation of computational PGCC
analyses in clinical practice, some tools demonstrate new trends towards faster and
more personalized diagnoses and treatments [146]. In addition, an expansion of
PGCCs computational models will provide valuable data for the understanding of this
complex phenotype and its translational relevance in cancer [147].

Multiple analyses, including multi-omics, comparative phylostratigraphy,
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mathematical modeling, and others, will provide a better understanding of cell
subtype and state. Table 2 demonstrates the impact of computation in the area of

tumor polyploidy.

Table 2 - In article online https://doi.orqg/10.3390/genes 14040801

The computational era has provided simulation tools to better understand cell-to-cell
interactions in normal and altered cell cycles, relying on specific and detailed cell
cycle models, with the aim of understanding the dynamics of tumor formation and the
potential outcomes associated with polyploidy [161]. Such innovations and
improvements in oncology are only possible through the integration and
multidisciplinarity of research groups.

As highlighted in this review, advances in computing permeate artificial intelligence
approaches, machine learning algorithms [162], personalized targeting [163], and
several other approaches. Broad access to low cost computational tools will expand

specialized computational models in the study of cancer and PGCCs [162,163].

5.3. Future Directions

Applications of systems biology, computational biology, and bioinformatics, as shown
by the studies in Table 1 and Table 2, allowed the analysis of high-throughput
samples through artificial intelligence, machine learning, and other techniques
[162,163], resulting in data about the identification of genetic signatures [164], new
biomarkers [163,165], multiscale modeling [164,165], and visualization and
interpretation of cellular data [164].

Research with artificial intelligence will embody the personalization of prevention,
diagnosis, and therapy [162,166]. New biotechnological approaches will provide
better cancer treatment, especially in cases of resistance, numbness, metastasis,
and recurrence correlated to the polyploidization process. Molecular computers
inside tumor cells acting as sensors, digital pathology, personalized biopsies,
analysis of microscopic images and exams, synthesis of biological structures, and

pharmacological bioassays will increase the computational area as required to solve
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demands in these complex studies [161,162,167].

In addition, machine learning will provide new answers for studies in oncology and
tumor polyploidy (especially for the understanding of PGCCs), and will further extend
its sophisticated approaches with studies in microrobotics for cell manipulation
[168,169], ploidy inference based on co-sequencing of DNA and RNA in individual
nuclei [169], multi-omics [170,171], NGS [170], single-cell [171], and other
approaches capable of bringing new paths to the understanding of polyploidization in

cancer (as indicates Figure 4).

Figure 4 - In article online https://doi.org/10.3390/genes 14040801

Computational tools provide ideal support for understanding self-organization in face
of cellular chaos, linked to the complex genomic functioning of the polyploid cells
[172,173]. Single-cell RNA sequencing approaches will increasingly add new light to
polyploidy, as shown in studies on hypertranscription [164,172,174]. In the long term,
an increasingly prominent role for bioinformatics in elucidating polyploidy in tumors is
expected. To achieve this goal, scientists from different fields are expected to come

together to understand, tame, and fight cancer [172,173].

6. Conclusions

Polyploidization in tumors runs through multiple mechanisms phylogenetically shared
between unicellular and multicellular organisms, resulting in evolutionary advantages
for the tumor, thus reverberating an intrinsic complexity that is highly difficult to
access through isolated studies. Thus, the need for integrated and multidisciplinary
approaches capable of elucidating polyploidy in tumors becomes clear.
Computational biology, bioinformatics, NGS, single-cell analysis, multi-omics studies,
and systems biology reveal a growing and promising potential in the understanding of
polyploidization as well as its innovative potentials to create personalized,

comprehensive, and multifactorial therapies in cancer treatment.

Reference - In article online https://doi.orqg/10.3390/genes14040801
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CONSIDERAGOES - Artigo 1

Este artigo salienta que:

1 O ciclo celular destaca-se como essencial para a replicagcdo genética e divisao
celular, mas disfungdes nesse processo podem levar a formacdo de PGCCs, que
surgem em resposta ao estresse oncogénico, terapéutico ou do microambiente
tumoral. Essas células desempenham papéis cruciais no cancer, promovendo
resisténcia a drogas e radiagao, renovacgao celular, recidiva tumoral e a geragao de
células-tronco cancerigenas (CSC), caracterizando-se pela alta plasticidade
fenotipica e gendmica, além de um ciclo celular alterado que as capacita a regenerar
tumores in vivo.

2 O ciclo das células gigantes abrange quatro fases: iniciagdo, quando mitoses
anormais ou morte celular catastrofica geram células tetraploides; auto-renovagéo,
com formagdo de PGCCs mono ou multinucleadas; terminagdo, onde ocorre a
depoliploidizagao que cria células diploides geneticamente alteradas; e estabilidade,
com proliferacdo de descendentes resistentes. Essas caracteristicas contribuem
para a metastase, heterogeneidade tumoral, alteragdes metabdlicas, como o efeito
Warburg, e plasticidade epigenética e gendmica. As PGCCs também se destacam
por sua capacidade de adaptagdo ao estresse genotoxico, hipoxia e terapias
convencionais, formando estruturas tridimensionais que |lhes permitem sobreviver
em estados de laténcia embrionaria.

3 A poliploidia confere vantagens evolutivas ao tumor, como maior variabilidade
genética e adaptagcao ambiental, mediadas por mecanismos como endoreplicagao,
fusdo celular, falha de citocinese, entose e nucleofagia. E observagdes clinicas
associam PGCCs a piores prognosticos em canceres de mama, colon, ovario e
pulmé&o, resisténcia terapéutica elevada e formagdo de mimetismo vasculogénico.
Terapias direcionadas a PGCCs, incluindo inibidores de autofagia antes da
quimioterapia, apresentam potencial para superar limitacbes das abordagens
convencionais. Além disso, ha ligacdo entre PGCCs e senescéncia induzida por
estresse genotoxico, promovendo ceélulas tumorais mais agressivas, com formagéo

frequentemente impulsionada por slippage mitético e endorreplicagdo. Estudos
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induzem PGCCs usando CoCl2, quimioterapicos e linhas celulares tumorais,
revelando proteinas especificas e semelhangas com marcas tumorais descritas por
Hanahan e Weinberg.

4 Ferramentas computacionais avangadas, como integragcao de dados multi-6micos,
sequenciamento de préxima geracdo e inteligéncia artificial, possibilitam analise
detalhada de estados celulares, interagbes microambientais e perfis genéticos.
Genes como WDHD1, AURKA e CCNB1, associados a poliploidizacdo e
instabilidade gendmica, emergem como marcadores diagnosticos potenciais.
Algoritmos como GRIDSS e Manta detectam variantes estruturais (SVs) com
precisdo, enquanto modelagem matematica e analises de célula unica revelam
subtipos celulares. Essas abordagens suportam a medicina de precisao, permitindo
terapias personalizadas e descobertas de novos biomarcadores, enquanto avangos

em robadtica e bioinformatica aprimoram diagndsticos e tratamentos.

Em suma, com base nos conteudos apresentados neste artigo e aqui salientados em
topicos de 1 ao 4, observa-se que este artigo contém uma articulagdo com a
proposta de pesquisa desenvolvida ao longo dessa dissertacdo. Isto porque, um
entendimento inicial acerca das PGCCs somando-se com destaques aplicados
quanto ao uso da bioinformatica para sua analise, sdo bem desenvolvidos ao longo
dessa dissertacdo tanto na etapa computacional inicial com redes de interagao
proteina-proteina, quanto na estratégia de analise de morfometria/andlise de
imagens e até uma proposta piloto de patologia digital com laminas de gliomas.
Dessa forma, o que ha em concordancia sdo as perspectivas ao serem atingidos os
objetivos iniciais desta proposta de pesquisa, sendo reduzir o tempo para o
diagndstico dos gliomas, personalizar quanto ao tratamento ao acompanhar a
evolugédo do tumor e seu progndstico e identificar uma subpopulagdo tumoral e sua
influéncia em multiplos alvos na massa tumorigénica e de que maneira, poderia se

superar as limitagdes das terapéuticas convencionais.
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Cancer therapy is facing increasingly significant challenges, marked by a wide range
of techniques and research efforts centered around somatic mutations, precision
oncology, and the vast amount of big data. Despite this abundance of information,
the quest to cure cancer often seems more elusive, with the “war on cancer” yet to
deliver a definitive victory. A particularly pressing issue is the development of tumor
treatment resistance, highlighting the urgent need for innovative approaches.
Evolutionary, Quantum Biology and System Biology offer a promising framework for
advancing experimental cancer research. By integrating theoretical studies,
translational methods, and flexible multidisciplinary clinical research, there’s potential
to enhance current treatment strategies and improve outcomes for cancer patients.

Establishing stronger links between evolutionary, quantum, entropy and chaos
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principles and oncology could lead to more effective treatments that leverage an
understanding of the tumor’s evolutionary dynamics, paving the way for novel
methods to control and mitigate cancer. Achieving these objectives necessitates a
commitment to multidisciplinary and interprofessional collaboration at the heart of
both research and clinical endeavors in oncology. This entails dismantling silos
between disciplines, encouraging open communication and data sharing, and
integrating diverse viewpoints and expertise from the outset of research projects.
Being receptive to new scientific discoveries and responsive to how patients react to
treatments is also crucial. Such strategies are key to keeping the field of oncology at
the forefront of effective cancer management, ensuring patients receive the most
personalized and effective care. Ultimately, this approach aims to push the
boundaries of cancer understanding, treating it as a manageable chronic condition,

aiming to extend life expectancy and enhance patient quality of life.

1 Introduction

Cancer occurs when cells stop working for the collective and become selfish. These
changes transform the cells, giving them competitive advantages. Cancer
manifestations are similar to the biological processes observed in unicellular
organisms. Oncogenes versions are present in viruses, unicellular organisms, and
invertebrates (1, 2). Nowell (3) made comparisons between the selective forces that
influence cancer cells in the human body with those affecting individuals within
populations in nature. Their increasing genetic instability contributes to elevated
genetic diversity within the cancer cell population and is likely to amplify phenotypic
diversity (4).

The basis for the somatic mutation theory (SMT) hypothesis originates in 1914, when
Theodor Boveri postulated that a combination of chromosomal and mutagenic
defects could result in cancer. Thus, somatic mutation was structured as a causal
event for the onset of cancer. Consequently, SMT was extrapolated to all tumors and
formalized a 100-year history, with an inability to show appreciable clinical benefits
for all types of tumors (2). This is because the reductionism regarding the unique

importance of genes and the inflexibility towards new developments in the field of
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oncology “fabricated” a research area with incorrect interpretations of data, as it
stood out as the most parsimonious explanation. As a result, new scientific
approaches will be required to integrate, explain, and direct effective treatments

against cancer (2).

2 Brief interpretation of cancer

Proceeding with such aforementioned facts, it is noted that cancer life cycle follows
the life cycle of common ancestors such as amoebozoans, metazoans, and fungi
(AMF), which are governed by the Evolutionary Biology of Cancer Cells (ECCB)
Theory. This is because genes, genetic modules, and gene regulatory networks of
pre-metazoic cellular systems may have been preserved in the ancestral genome of
metazoans and humans. Furthermore, genomic integrity can be restored through
homotypic cells and nuclear fusion, resulting in the formation of high-degree
polyploids known as multinucleated genome repair syncytia, or by
hyperpolyploidization (5-7).

Going deeper genetically, cumulative somatic mutations over the evolution of a
cancer cell shape its genome, and a portion of this trajectory can be reconstructed
through the analysis of whole genome sequencing data (8—10). Moreover, the nearly
universal presence of cancer indicates the roots of its evolutionary history. For
example, the existence of tumors in dinosaurs has been recorded on several
occasions (11). According to Weinberg (12), ancestral forms of oncogenes were
already manifesting among primitive metazoans, which constitute the common
ancestral lineage of both chordates and arthropods. Other more recent genetic
research conducted on freshwater Hydras suggests that the MYC oncogene, specific
to humans, has an evolutionary origin that can be traced back at least 600 million
years ago (13).

Nevertheless, the continuous complex adaptation of cancer is regulated by nonlinear
feedback systems between genetic instabilities, environmental signals, cellular
protein flows, and gene regulatory networks (14, 15). Tumor genomes are subject to
slow microevolutionary and punctual macroevolutionary changes, according to the

2nd law of thermodynamics by Boltzmann, Darwin’s selection principle, and entropy
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causing mutations that lead to increased genetic variation, promoting the
development of cancer and its phylogenetic evolution (14, 15).

Despite so many advances, cancer still stands out as a set of challenging diseases,
but why? Why, even with the establishment of the “national war on cancer’ by
President Nixon, has a cure not been achieved? How does precision oncology
address these issues? Is it a grand illusion? Does research based on large datasets
provide solid scientific foundations or simply a “straw set”? Numerous other questions
arise throughout the long journey of oncology. Multidisciplinary, translational, and
holistic approaches are crucial for elucidating and effectively implementing adaptive
therapeutic strategies in oncology (16—18).

In addition to restructuring the approach to cancer, new understandings of how to
tame or control cancer need to be incorporated, avoiding reliance on ineffective
“death strategies” that induce aggressive tumor adaptations. A deep understanding of
evolutionary, holistic, and translational parameters, along with chemical and physical
principles, is expected to usher a new era of more personalized, single-cell-based
oncology capable of encompassing new adaptive therapies for the improvement of
patient survival and quality of life (19).

Despite technological advances and research, the difficulty in winning the battle
against cancer goes through various spheres. The mysticism surrounding the
mechanisms that promote the emergence of tumors, the heterogeneity of tumors, the
lack of standardization to responses to drugs and treatments, and issues inherent to
tumor progression are some of the key points. Cancer cells are capable of accessing
stages of evolutionary progression that corroborate their unstable character and
physiological plasticity (20). Such configurations explain why cancer is today one of
the most complex and challenging diseases, a product of both evolutionary biology,

genetics, epigenetics variability and quantum dysfunctions.

3 Brief interpretation of cancer therapy
Cancer demands new therapeutic paths that are more integrated, multidisciplinary,
and translational, cultivating an intuition for systems oncology and connected with

other challenging areas such as regenerative biology, biotechnology, bioinformatics,
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systems biology, among others, as reviewed by Alves et al. (21), Casotti et al. (22),
Casotti et al. (23) and Meira et al. (24). Thus, by tracing the evolutionary history of
cancer, the influences of cellular biological variations, such as aneuploidy and
polyploidy, will be understood. Structures like syncytia and cell fusion phenomena
reveal the complexity of cellular interactions that lead to malignant transformation.
Moreover, the “dive” into the genomic and epigenomic chaos illustrates how it
contributes to oncogenesis. New hypothesis and creative insights are demanded,
such as incorporation of the chaos theory and quantum principles to understand the
nonlinear dynamics of cancer, and to propose non-conventional treatments and
researches. Translational and adaptive research, single-cell analysis technologies,
systems biology, comparative oncology, quantum biology, and chaos theory will
provide unprecedented elucidation about cancer evolution.

The fight against cancer faces significant hurdles, including the challenge of
overcoming treatment-induced resistance and the absence of a definitive cure. The
integration of evolutionary and systems biology into oncological research holds
promise for developing adaptive, effective treatments by leveraging comprehensive
data and multidisciplinary approaches, potentially offering new strategies to control
and mitigate cancer. The current era in cancer research is a pivotal moment, poised
for transformative advancements through technological and interdisciplinary efforts.
Achieving this vision requires breaking down disciplinary barriers, embracing
flexibility in scientific innovation, and fostering open communication to enhance
patient care and quality of life, setting a course towards managing cancer more
effectively and sustainably. By undertaking such a comprehensive and innovative
exploration of the intersections between multiple complex areas, the intent is to
answer the following guiding question: How do the mathematical, chemical, physical,
and biological characteristics and peculiarities of cancer highlight the need for a
translational, holistic, single-cell, adaptive, and evolutionary approach? As a result, it
will be possible to highlight the inherent challenge in studying cancer through
crosstalk of theories, experimental analyses, and heterogeneous data, to innovate
through pioneering in diagnosis, monitoring, and treatment, and to reach numerous

promises and challenges in the search for more effective and personalized therapies.
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3.1 Evolutionary biology and cancer

The great cellular anarchy within the microcosm of a multicellular organism that
provides tumor origin has its roots extending through the vast domain of life (25-31).
Thus, embarking on the journey through the phylogenetic history of cancer,
interpreting the evolution of cells traces an interpretation of cancer to its most
primitive origins (31). Protists, fungi, invertebrates, and vertebrates, each
evolutionary group added layers of complexity that paradoxically facilitated cancer
emergence. In multicellular organisms, the evolution of specialized cell types under
strict genetic and epigenetic control became a strategy to harmonize cell proliferation
and differentiation, a delicate balance often subverted in cancer (25-31).
Tumorigenic evolutionary process in miniature, where cells within a tumor compete,
evolve, and adapt, integrates with a diversity of cell types, and there is a prominent
contribution of asymmetric cell division to phenotypic heterogeneity (32). Such
processes are modulated by continuous interaction with the tumor microenvironment,
highlighting the co-evolution of tumor cells and their niche (33).

Genomic studies support the idea that the cancer genome evolved hundreds of
millions of years ago, long before the emergence of multicellular organisms, as
emphasized by biology (ECCB) (34, 35). Thus, within an eco-evolutionary dynamic,
there is an overlap between genes and pathways related to metazoans, fungi, and
amoebas in cancer, highlighting regulatory capabilities for both the establishment and
reversal of cellular fate and tissue integrity in the tumor mass (36).

Among current comparisons supporting these relationships, the social selection
observed in slime molds, organisms that transition between uni- and multicellularity,
stands out. They represent the importance of spatial and pre-adaptive aspects as
promoters of evolution under selection in the social context, reinforcing multicellular
collective behavior, similar to tumors (37). In summary, fungi, with their dynamic and
plastic genomes responding to environmental stress, present increased rates and
numbers of adaptive routes arising from aneuploidy, resembling cancer cells chaos.
This makes fungi a good model for combating adaptation in tumors through

“evolutionary traps” (38).
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Additionally, shared genomic instability between fungi and tumors reveals special
pathways for the formation of multinucleated cells (polyploidization), syncytia, fusion
of mononuclear cells, and cell-in-cell structures, as dominant survival strategies
supporting biodiversity in invertebrates and protists (39). This likely plays an
analogous role in cancer cells. Building on these claims, cancer expresses a cellular
system capable of switching between multicellular and unicellular subsystems with
“cellular regression” involving unbalanced energetic sets (40).

Regarding this polyploidization, cancer progresses as a “runaway locomotive”
reflecting genomic instability promoting cellular diversity and acquisition of new
capabilities, such as drug resistance and metastatic potential (41—43). Thus, there is
a dynamic, probabilistic, and unpredictable nature that pervades cellular resilience
and adaptation to the energetic turbulence underlying cellular dynamics in the tumor,

serving as a promising source for new innovative therapeutic approaches (44—46).

3.1.1 Process resulting from evolution

Throughout the “tree of life,” cancer can be interpreted as a cheat against a complex
cooperative multicellular system, as evidenced by cancer hallmarks, demonstrating
selfish characteristics of proliferation, perpetuation, and survival against extinction,
similar to various unicellular and multicellular organisms (19, 47). In this cancer
evolution process, cells proliferate through various cycles, ultimately hitting a limit
that leads to senescence or cell death, but also can lead to polyploidization—where
cells gain extra sets of chromosomes. This polyploidization connects to various
mechanisms that promote cell diversity and can bypass cellular aging limits. It serves
as a gateway to genetic chaos but also to self-organization and survival strategies,
reflecting ancient cellular traits. This complex process underscores cancer's
adaptability and the need for personalized, adaptive therapeutic strategies to
effectively manage and control cancer progression, for further clarification on the

relationship between evolution, cellular variability, and cancer, Figure 1 is highlighted.

Figure 1 - In article online https://doi.org/10.3389/fonc.2024.1419599
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3.2 Systems biology, quantum, chaos and cancer

The dynamic complexity of cancer underscores the demand for principles from
systems biology and chaos theory, making it crucial to consider the tumor system as
a whole, including its dynamic interactions with the host (51). From this perspective,
understanding cellular signaling networks and metabolic pathways in their entirety
becomes a strategy to identify critical points in regulation that can be targeted for
therapeutic interventions (52, 53). Moreover, by incorporating the understanding of
tumor responses to cell stresses, such as polyploidy and syncytium, the layer of
cellular plasticity and adaptability is added according to the principles of Mendelian or
non-Mendelian, as McClintock’s inheritance (54-56).

In line with the various relationships existing in a tumorigenic mass, the application of
quantum physics to biology and medicine can reveal underlying mechanisms of these
diseases, challenging existing paradigms, proposing new approaches for treatment
and diagnosis, while also elucidating fundamental biological processes (57, 58).
Among directly applicable examples, it's worth highlighting: i) the butterfly effect (the
idea that small variations in biological systems can lead to large effects) by
emphasizing the difficulty of predicting cancer, requiring a deeper understanding of
nonlinear and chaotic dynamics (59); and ii) synchronicity and coherence as critical
phenomena for maintaining homeostasis and normal cell functioning, which are lost

as cellular and molecular self-organization occurs in the tumor (60, 61).

3.2.1 Walking through complexity

Based on these initial highlights, it is emphasized that a cancer’'s complexity and
chaos act together in a system of stability and instability, with multiple stages that can
be mathematically described by the chaos theory and visualized in fractal geometry
(62). In other words, it is a set of diseases characterized by unpredictability and
complexity. Tumor evolution is immersed in an environment outside thermodynamic
equilibrium, essential for inducing self-organized complexity cancer as the source
new structures, survival strategies, tumor microenvironment adaptation, genomic
reorganization, global stability/local instability, and activation of a pathological
biological clock (16, 19, 20, 48-50, 63).
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System chaos can cause a “creative disorder,” by a two-phase evolution of
connecting contributions of karyotypes and genes: chaos induced by stress
(providing macroevolutionary genomic shuffling) and adaptation (16, 19, 48).
Moreover, the quantum adaptive evolution (= quantum states, i.e., qubits) highlights
tumor evolution as a co-dependent microenvironment selection. Cancer cells have an
environmental dominance that provides selective adaptation of epigenetic
landscapes in favor of survival phenotypes (49). Simultaneously, changes in
epigenetic traits impact on epigenome chaos needed for inter- and intratumoral
heterogeneity, involving disordered hyper- and hypomethylation in various DNA
segments (50).

Tumor is as a system far beyond the SMT, presenting shared evolution among
multiple unicellular and multicellular organisms, showing adaptive genetic regulatory
networks on the brink of order and chaos. Cell fate can be modulated by oscillations
between cellular senescence and reprogramming self-organization, related to
unicellularity, an existing phylogenetic feature, and negative selection of variants
unsuitable for survival (48).

A key matter about evolutionary cancer concepts is how to provide more effective
treatments based on the cancer’s evolutionary progression, allowing tumor control
and modulation. Evolutionary comparative oncology supports studies of tumor
cheating, risk stratification and clinical management, helping cancer prevention
research programs based on detection and suppression (47). Additionally, translate
into better outcomes and positive treatment responses (64).

Owing to the multifactorial nature of oncogenesis, attacking all possible molecular
agents simultaneously is currently, and impractical due to a lack of solid investigative
foundations (16). Therefore, holistic studies with better experimental designs, fewer
misleading preclinical trials, and vague interpretations are needed (65), along with
new approaches based on analytical systems to decipher epigenome, genome and
quantum chaos (50), understanding of “evolutionary traps” by comparative oncology
(38), and the inclusion of adaptive therapy for clinical protocols. This therapy is a
promising therapeutic strategy, considering the evolution by a temporal and spatial

microenvironment variability, as well as disturbances induced by therapy, providing a
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stable tumor burden with more chemosensitive cells (64). For such development, we
need to translate between basic and clinical research, incorporating multidisciplinary
teams, interorganizational collaborative models, sustainable market competition, and

formalizing more interinstitutional partnerships (66).

3.2.2 News due to holistic initiatives

As a result of numerous prominent studies on integrated areas aimed at elucidating
new paths at the forefront of knowledge being explored in oncology, the increasingly
complex functioning of cancer genome, controlled at different levels (1- DNA base
sequence with inherited information, 2- Epigenetic pathways with protein interactions
and feedback cycles, and 3- Genome architecture and organization, activating or
suppressing interactions), is also influenced by environmental stress, which is
immersed in coordinated biological, chemical, and physical changes, based on self-
organized complexity (67, 68). Such changes in cellular activities and cell fate are
associated with phase transitions of a cooperative “control architecture” based on
networks and a “nucleotype” under coarse control, as with polyploidy (67, 68).
Despite intense complexity, cancer cells undergo causal effects and feedback that
link the dynamics of heterogeneous and evolving tumors with changes in metabolic,
inflammatory, nutrient competition, and immune response, giving rise to the adaptive
complexity of cancer (69). Thus, a possible modulation by the immune system can
restore immunosurveillance and avoid immune editing and escape (69). Other
modulations may be related to the diversity of large-scale cross-genomic data sets,
which, when combined with new evolutionary approaches, allows predicting the
temporal order of somatic events that arise during tumorigenesis (70). In addition,
laws and physical principles and the “field effect” that define the behavior of matter
add foundations regarding tumor heterogeneity, drug resistance, and the ecological
behavior of multiple cells with reproductive fithess and degrees of sensitivity to drugs,
along with new therapeutic delivery strategies, from mechanics to evolution and from
chemistry to nanotechnology (70). Furthermore, quantum physics displays principles
that can act in the clinical area (70, 71).

Just as more robust modulations exist, there are subtle controls immersed in a tangle
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of evolutionary insights about the macro and microheterogeneity acting on the
evolutionary plasticity of cancer (72). Recent technologies for single-cell sequencing
and tracking provide an expansion of angles in more effective therapeutic
intervention, allowing the delineation of spatial structures of subclonal architectures,
detecting, tracking, and treating clinically dominant subclones (subjected to drugs,
doses, and variable time under changes in the cell cycle and cell fate) in a live cell
model, quantifying the generation of de novo mutations, building genotype-phenotype

maps, and mapping dynamic fithess landscapes (72—-74).

3.3 Translational and adaptive research in oncology

Translational research in oncology represents a critical bridge between scientific
discoveries of basic research and clinical applications because increasingly
molecular tools are added to sophisticate clinical aspects. Translational studies have
been improving preclinical models applicable to therapeutic development, thereby
advancing both diagnosis and therapy through molecular characterization of human
tumors and continuous adaptation of therapeutic approaches to tumor characteristics
evolution (75, 76). Thus, new paradigms and initiatives emerge.

The comparative oncology area regains significant attention in the oncology field,
especially with innovative trends of One Health and the search for new models that
can either replace classic model organisms or complement the mechanistic
elucidation of cancer. Comparative oncology offers insights into why some species
vary in their susceptibility to cancer and the mechanisms responsible for the diversity
of cancer defenses (77). Additionally, clinical trials in veterinary cancer patients
provide an opportunity to evaluate new therapeutics in a setting that recapitulates
many of the key features of human tumors, improving cost-effectiveness and protocol
efficiency for drug discovery, as well as incorporating new One Health perspectives
into comparative and translational medicine (78, 79).

In addition to advances in comparative oncology, significant breakthroughs are added
by single-cell biology studies, as it becomes possible to perform specific mapping of
each tumor cell, highlighting intratumoral heterogeneity. Applications illustrate the

power of this new area, such as the construction of single-cell atlases that unveil the
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evolution of cell types across Metazoa, allowing the identification of unique cellular
states and conserved evolutionary traits, providing valuable insights into the cellular
mechanisms underlying cancer (80). Single-cell tracking through microscopy or
sequencing also elucidates real-time cellular dynamics, such as single-cell
transcriptomics detailing dynamic mechanisms of cell fate decisions, crucial for

identifying cancer precursor cells and therapeutic targets (81).

3.3.1 Brief positive outcomes

Personalized therapeutic approaches as well as adaptive therapy based on real-time
observation and response to disease progression stand out as a personalized,
evolutionary, and dynamic approach to cancer treatment. This therapy incorporates
an evolutionary and ecological model that allows continuous treatment adjustments
based on patient response, aiming to apply a stable tumor burden, allowing the
survival of chemosensitive cells and suppressing the proliferation of chemoresistant
subpopulations, enhancing therapeutic efficacy and minimizing toxicity (64). In
summary, the conceptual advancement of adaptive therapy has been adding new
methodologies regarding multimodal approaches and also the discovery of new non-
invasive imaging biomarkers that can be evaluated with PET/CT (Positron Emission
Tomography and Computed Tomography Scans) or MRI (Magnetic Resonance
Imaging) images and advanced single-cell tracking microscopy (82, 83).

Finally, experimental and clinical research synergistically connected to mathematical
modeling and computational simulations promoting the integration of components
and variables faithful to the reality of carcinogenesis, projection, and validation of
therapeutic protocols, and translation according to adaptive methodologies, are
joined by a multidisciplinary scientific approach integrated with dynamic programming
and biophysical studies in the identification of quantum mechanical processes,
supplementing innovations to enhance the ability to “educate” or control or “tame” the
tumor (84-86). Multidisciplinary research emphasizes controlling cancer by
understanding its adaptability to environmental changes and the risks of aggressive
treatments, which may inadvertently promote resistant cancer forms. This approach

advocates for a blend of comparative, translational, and holistic oncology, along with
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single-cell biology, to effectively tackle the complexity of cancer evolution and
treatment resistance, stressing the need for adaptable and nuanced therapeutic
strategies and, for further clarification on the relationship between translational,
adaptive research and cancer, along with multidisciplinary principles, a summary
figure of main terms and concepts guiding such discussion were addressed, see
Figure 2. Significant progress in cancer biology research necessitates a more
inventive and intelligent approach, one that harnesses the power of single-cell
biology along with a systems or holistic view of biology. Moreover, staying adaptable
to ongoing innovations is crucial for maintaining equilibrium in this challenging field,

serving as a foundational pillar for comparative and translational oncology.

Figure 2 - In article online https.//doi.org/10.3389/fonc.2024.1419599

3.4 Perspective

This article highlights the broad spectrum of opportunities in oncology that comes
from merging genetics insights, bioinformatics, quantum biology, evolutionary biology,
systems biology, single-cell biology, translational research, and additional relevant
fields. These areas, when combined with teamwork across professions and the
embrace of cutting-edge technologies, show great promise in advancing the ways we
diagnose, comprehend, and treat cancer. A comprehensive and interdisciplinary
strategy, emphasizing energetic interventions, molecular coherence, dynamics of cell
migration, among other techniques, is crucial for addressing the complexity of cancer.
Such an approach paves the way for more efficient and tailored treatments,
underscoring the critical role of innovative practices in modern medicine.

The intersection between quantum biology and modern medicine, as discussed by
Restian (87) and Waring (88), reinforces the idea that cancer is a complex system
that requires an integrative approach for its understanding and treatment.
Carcinogenesis is addressed from multiple perspectives — from genetics and
epigenetics to genomic instability and tumor heterogeneity — by Schneider & Kulesz-
Martin (89), Sigston & Williams (90), and Uthamacumaran & Zenil (15), pointing to

the need for mathematical models and simulations to capture the complexity of
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cancer.
Parallelly, other innovations are highlighted by Thiong’o & Rutka (91) who discuss the
potential of digital twin technology in customizing the treatment of pediatric cancers,
while Faramarzpour et al. (92) and Hameroff (93) explore how the principles of
guantum mechanics can revolutionize the understanding and therapeutic approach to
cancer. Quantum theory, with its implications in quantum entanglement and
coherence, offers new perspectives for intracellular communication and the
development of less invasive and more effective therapies.

In complement to what was stated by Faramarzpour et al. (92) and Hameroff (93),
Jerman et al. (94), and Kaluthanthri et al. (95) add that the importance of molecular
dynamics coherence and quantum biology as organizing principles behind the
coordination of biological processes can structure the new systemic vision of cancer
development, as mechanisms associated with an active role in mediating the flow of
energy and information in molecular systems.

Furthermore, Hollar (96) discusses the competition of ecological resonances in the
quantum metabolic model of cancer, positioning the tumor as an ecological problem
of quantum information, emphasizing the possibility of managing it through quantum
information bit quantum (qubit) phase transitions and principles of thermodynamic
hysteresis. However, there is also a critical issue being a unique paradigm regarding
this complex physiopathological condition, being the ability of biostructures to amplify
weak electromagnetic triggers, which provides a basis for transposing cellular
destinies that can perpetuate cancer as a disorder (97).

By applying such quantum theoretical approaches, new dynamic models become
accessible for evaluating more integrated stages of carcinogenesis, such as cell
migration relations, paving advances on nanofabrication and image analysis,
detailing cellular motility, and conceptualizing the emergent behavior of cells (98). In
consonance, new models also leverage challenging visions like ecological resilience
on cancer, which is based on the analysis of interactions between cancerous and
normal cells. This suggests a therapeutic approach to the tumor as guiding the
system to the attraction basin of a “healing” state, derived from resilience analysis for

personalized oncological treatments (99).
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As we proceed through modeling and structuring of potential laboratory studies
based on initial computational results, chaos theory highlights a new theoretical
perspective to explore the complex and often unpredictable dynamics of cancer,
being capable of pointing towards possible research directions in radiotherapy, for
example (100). But also, when connecting with quantum mechanics and new
hypothesis, better descriptions regarding how cells can become cancerous through
an increase in entropy, open doors to explore the understanding of tumor evolution
and its biological, chemical, physical, and mathematical peculiarities, which are

additionally referred to in Table 1.

Table 1 - In article online https://doi.orq/10.3389/fonc.2024.1419599

Thus, despite so many novelties, the importance of human and molecular genetics
viewed from a multidisciplinary perspective is also observed, according to Ferreira et
al. (124), highlighting the relevance of epigenetics, genetic testing, and genetic
counseling in the prevention, early diagnosis, and treatment of various tumors. But
also, according to Casotti et al. (125—-128), a union with bioinformatics as an essential
tool in oncogenetics achieves deeper and more accurate analyses in complex cancer
cases, through the application of software and platforms as well as methodologies of
systems biology and single-cell biology (125-128). Chaos theory, highlighting
unpredictability and patterns like the Lorenz attractor, along with quantum theory’s
focus on atomic and subatomic behavior, contribute to understanding cancer’s
complexity. These theories illustrate how cancer evolves from order to chaos through
continuous molecular, structural, and cellular changes, driven by entropy and time.
Additionally, evolutionary and genetic mechanisms act as a “mechanistic bridge”,
facilitating the understanding of cancer’'s progression, genomic instability, cell
diversity, and the systemic nature of tumor growth, thus, there is a deep connection
between evolutionary and genetic bases along with understandings at atomic levels

provided by chaos theory, quantum, and entropy, as outlined in Figure 3.

Figure 3 - In article online https://doi.org/10.3389/fonc.2024.1419599



https://doi.org/10.3389/fonc.2024.1419599
https://doi.org/10.3389/fonc.2024.1419599

71

Amidst such highlights, new initiatives based on single-cell biology, holistics,
quantum and evolution become valuable areas for a more detailed elucidation with
prominent clinical application through more personalized methodologies and based
on adaptive therapy emphasizing the real ability to modulate or control or tame
cancer. Therefore, concepts about stress and chaos need to merge with translational
approaches across multiple areas of knowledge such as medicine, pharmacy, biology,
physics, chemistry, and others, with a common goal, scientific diversity can translate
into new effective achievements in oncological treatment and tumor biology, as
outlined in Figure 4 which emphasizes the concepts presented throughout this article

and probable methodological directions for laboratory studies.

Figure 4 - In article online https://doi.org/10.3389/fonc.2024.1419599

3.4.1 Current technologies

The new technologies and techniques being incorporated into the study of cancer
biology stem from increasing interaction between systems biology, evolutionary
biology, quantum biology, and single-cell biology. This allows for a more
comprehensive understanding of cancer, from identifying new cellular subtypes to
understanding mechanisms of drug resistance. In this regard, numerous researchers
are investing valuable efforts in increasingly collaborative and integrated research
areas.

In parallel, the reconstruction of tumor trajectories using imaging has been
complemented by detailed single-cell profiling with multi-omic characterizations, deep
phenotyping, and real-time monitoring of evolution and treatment response. This
allows for adjustments in therapies according to changes detected in the tumor
microenvironment and cell populations (longitudinal, multiscale, and translational
monitoring). Furthermore, the use of sustainable bioproducts for developing new, less

toxic, and more effective therapies is also being explored.

3.4.1.1 Modelling, imaging, computing, and systems biology
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Studies by Rockne et al. (129) highlighted the importance of mathematical oncology,
with mathematical models for personalizing cancer treatments. These models enable
the creation of individualized screening strategies, therapeutic response predictions,
and adaptive treatment plans. Additionally, mathematical models can incorporate
various imaging techniques and tumor measurements. Thus, tumor trajectories can
be reconstructed during therapy through the integration of multiple measurement
modalities, providing precise determination of tumor size changes during treatment
and evaluating the response or progression of the disease. This is crucial for
implementing therapeutic strategies based on systems biology and evolutionary
biology (130).

Systems biology, in combination with modeling, also advocates for the introduction of
new software platforms for the management, integration, and analysis of oncological
data, such as the Digital Slide Archive (DSA), which encompasses large collections
of histological images, integrating them with clinical and genomic metadata.
Consequently, digitized histological slides provide high-resolution images that
capture cytological and microenvironmental details of tumor tissue, facilitating the
visualization and quantitative analysis of these images (131). Given the
advancements in imaging, new frontiers in image quantification become accessible to
the evolutionary and ecological scope of cancer, emphasizing tumor heterogeneity
and the evolutionary dynamics of malignant cells. This is achieved through
quantitative image analysis with new machine learning and artificial intelligence
techniques, enabling the extraction of mineable data that can be correlated with
molecular and cellular properties of tumors. Therefore, a theoretical framework is
offered to predict emerging phenotypes, aiding in the development of evolution-based
therapies (132).

In line with image quantification, computational efforts have advanced cancer
research by including computational biology and artificial intelligence (Al) technology.
This is justified as omics and molecular advances have presented unprecedented
opportunities, but also require new approaches to capture, organize, and analyze
large-scale heterogeneous data. Thus, the combination of experimental and

computational methods has embraced comprehensive, integrated, and translational
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understandings in elucidating tumor biology, leading to more accurate diagnoses and
more effective therapies (133). In view of this, Al has been enhancing FDA-approved
medical devices capable of extracting relevant information from vast medical data
sets, facilitating more precise diagnoses and personalized treatments, and in the
process of new drug discovery, through the precision of models and integration of

complex data (134).

3.4.1.2 Multi-omics and single-cell

The evolution of understanding about tumor biology has significantly benefited from
advances in sequencing and data analysis technologies, especially in the context of
intratumoral heterogeneity and cancer evolution dynamics. Several studies contribute
to forming a detailed and integrated view of this complexity, combining single-cell
approaches with advanced computational strategies and integration of multi-omic
data.

Aparicio et al. (135) expanded the analysis of tumor evolution by utilizing single-cell
genomic sequencing. They combined mathematical and computational methods to
analyze topological data, creating simplified skeletal graphs representing high-
dimensional data geometry. This approach revealed the complexity and variation
among cancerous and healthy cells, offering a granular view of cellular heterogeneity
in tumors, crucial for understanding cancer progression and adaptation at the cellular
level.

Complementing this view, Stransky et al. (136) highlighted the integration of “omic”
information into dynamic models using both “bottom-up” and “top-down” strategies.
The “bottom-up” strategy derives experimental information about the structure and
relationships between biological system components, while the “top-down” approach
applies theoretical knowledge to model system mechanisms and dynamics. The
combination of these strategies allowed for the creation of multi-scale models
covering mechanistic details and a broad view of biology, essential for understanding
the complexity of cancer systems.

Nam et al. (137) emphasized the importance of integrating genetic and non-genetic

determinants in cancer evolution using emerging single-cell multi-omics technologies.
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These technologies captured and integrated multiple data modalities, analyzing
cellular states, epigenetic profiles, spatial distributions, and interactions with the
tumor microenvironment. This detailed analysis revealed intratumoral diversity as a
crucial factor in progression, relapse, and treatment resistance.

To address the integration of these complex data, Adossa et al. (138) added
computational strategies for integrating single-cell multi-omic data. They categorized
integration approaches as early, intermediate, and late. Intermediate integration, for
example, used joint dimensionality reduction and statistical modeling, allowing
integrated analysis of different omic layers. This provided a deeper understanding of
cellular heterogeneity in tumors and helped identify cell differentiation trajectories.
Delving into the potential of single-cell RNA sequencing to explore tumor
heterogeneity at spatial levels, Ahmed et al. (139) discussed the benefits associated
with techniques like Drop-Seq and SCRB-Seq, which allowed profiling of the
transcriptome of individual cells, revealing the complexity of cell composition in
tumors. Advances in spatial sequencing, such as MERFISH and FISSEQ, map gene
expression to the physical location of cancerous tissues, providing insights into the
spatial organization of tumor cells.

Furthermore, Casado-Vela et al. (140) discuss the importance of integrating omics
approaches with advances in mass spectrometry and other high-precision
technologies, which have allowed identification and quantification of biomolecules on
a large scale, providing fundamental data for cancer research. Simultaneously,
regarding advances in single-cell expression profiling, Gonzalez Castro et al. (141)
highlighted the valuable benefits from single-cell genomics and transcriptomics
techniques, revealing intratumoral heterogeneity (ITH), identifying cell subpopulations
influencing cancer progression and drug resistance. These advanced methods have
enabled the analysis of multiple tumor aspects, including genome, transcriptome,
epigenome, and proteome, providing deep insights into tumor evolution, interactions

with the tumor microenvironment, and therapeutic response.

3.4.1.3 Innovations

Beyond the aforementioned advancements, new breakthroughs are being made in
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the interplay between engineering, holistic approaches, laboratory practice, and
cancer. Weltin et al. (142) introduced an innovative multiparametric
microphysiometric system to dynamically monitor the metabolism of human cancer
cells. This system integrates chemical sensors and biosensors on a glass microchip,
enabling precise measurements of pH, oxygen, glucose, and lactate in cell cultures.
The use of such microfluidics provides detailed control and continuous analysis of
cellular metabolism, offering valuable insights into the response of cancer cells to
different treatments and the evolution of their metabolism.

Concurrently, Lovitt et al. (143) highlighted the importance of three-dimensional (3D)
cell culture techniques in cancer drug discovery. They argue that 3D cell cultures are
more representative of the in vivo tumor microenvironment compared to two-
dimensional (2D) cultures, allowing for a more realistic investigation of mechanical
processes and drug resistance. The adoption of 3D models in drug discovery
programs is becoming more common, with methods including non-adherent cell
cultures (anchorage-independent) and 3D structures that adhere to a substrate
(anchorage-dependent), essential for better understanding the mechanisms of drug
action and their efficacy.

The issue of drug resistance in cancer treatment is addressed by Craig et al. (144),
who highlight how medical engineering, including nanotechnology and computational
modeling, is being used to tackle this challenge. Nanotechnology has revolutionized
drug delivery, allowing for the selective destruction of tumor cells and overcoming
failures in immunotherapies. Bioengineered tumor models create physiologically
relevant environments to predict clinical refractoriness and test drug combinations,
personalizing treatment for each patient.

Furthermore, Gao et al. (145) emphasize the crucial role of holistic approaches in
optimizing biotechnological processes and improving the efficiency of extracting and
transforming biological materials into high-value products. In the oncological context,
these technologies are applied to develop new biomarkers and therapeutic agents
from renewable sources, contributing to more sustainable and personalized
treatments.

The integration of systems biology, evolutionary biology, quantum biology, and
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single-cell biology is creating new frontiers in cancer research. The technologies and
techniques described by the authors provide a robust foundation for tackling the
complexity of cancer, offering hope for the development of more effective and
personalized therapies. The combination of these disciplines allows for a deeper and
more detailed understanding of tumor complexity, enabling the development of
innovative and personalized therapeutic strategies. The ability to monitor and
respond to changes in the tumor at the cellular and molecular levels promises to
significantly improve outcomes for cancer patients, marking a new era in precision
medicine. In summary, the convergence of these technologies and techniques in the
various aforementioned fields foresees new interdisciplinary, collaborative, and

integrated pathways.

3.4.2 Challenges and limitations

The integration of different fields in cancer research faces numerous challenges and
limitations, such as understanding genomic heterogeneity and the continuous
evolution of tumors, the complexity of polyploidy in organisms, and the dynamics of
chromosomal rearrangements in cancer immortality, among other highlights. Thus,
these highlights demand multidisciplinary approaches and advanced analytical
methods for a more comprehensive understanding of cancer biology, essential for
developing more effective and personalized therapeutic strategies. Studies indicate
the need for an integrated approach that considers evolutionary complexity, tumor
heterogeneity, and the temporal order of biological events in cancer development. To
overcome these challenges, a combination of basic research, the development of
new technologies, and careful clinical application is necessary to translate advances
in cancer biology into better patient outcomes. This is well represented by the works
of Anand et al. (146), Blischak et al. (147), Duesberg & McCormack (148), Enriquez-
Navas et al. (149), Gallaher et al. (150), and Gourmet et al. (151).

This is because researchers like Anand et al. (146), focusing on the genomic
heterogeneity and continuous evolution of malignant brain tumors, such as
glioblastomas, have highlighted the importance of multi-omics profiles to improve

personalized therapeutic strategies. Blischak et al. (147) addressed the complexity of
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polyploidy in organisms, discussing the influence of the environment on the selection
of ploidy levels in fungi and phylogenetically shared in tumors. Duesberg &
McCormack (148) proposed a chromosomal theory of immortality in cancers,
suggesting that clonal and flexible chromosomal rearrangements generate cancer
immortality, and developing techniques targeted at these rearrangements is
immensely useful but very challenging.

In parallel, Enriquez-Navas et al. (149), Gallaher et al. (150), and Gourmet et al. (151)
highlight the obstacles faced when trying to incorporate evolutionary and systems
approaches into cancer therapy. Enriquez-Navas et al. argue that cancers develop
resistance immediately after the application of any therapy, suggesting the need for
adaptive strategies. Gallaher et al. emphasize the importance of precise
measurement of tumor burden over time for effective therapeutic decisions. Gourmet
et al. identify a temporal order of cancer hallmarks, suggesting that genomic
instability is the first hallmark and immune evasion the last, highlighting the
complexity of translating bioinformatics discoveries into clinical practice.
Supplementing the above, the different aspects of cancer biology represent a
challenge for creating targeted clinical interventions. Thus, the integration of external
data with phylogenetic trees provides a valuable source of information, but complex
due to the diversity of formats and external data, presenting barriers to visualization
given the complexity of multidimensional information. Moreover, high-quality data
sets and technical challenges for temporal analysis and understanding chaotic
systems add to existing obstacles.

However, despite the present difficulties, numerous researchers have achieved
prominent accomplishments, such as Hardie et al. (152) discussing genome size
variation and measurement technique limitations; Huang et al. (153) with solutions to
the complexity of regulatory networks in tumorigenesis; Jiao et al. (43) with
hypotheses on the role of dormant cancer cells, especially PGCCs; Kirsch-Volders et
al. (154) exploring the role of tetraploidy in cancer development and the challenges in
understanding the relationship between tetraploidization and carcinogenesis; Li et al.
(155) advancing in technical challenges and eliminating artifacts brought by single-

cell sequencing technologies; Lidke et al. (156), Jana et al. (157), and Mirzayans
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(158) emphasizing the importance of the tumor microenvironment in modulating
dysfunctional cellular processes that drive malignant transformation and treatment
resistance, highlighting the need for more sophisticated therapeutic approaches.
Beyond highlights associated with deeply biological issues, challenges and limitations
are present in connecting biology with profound mathematical, computational, and
physical content. This is due to the negative preconception among biologists towards
the involvement of calculations. However, works like Pell et al. (159) highlight the
potential use of computational areas by digital pathology technologies to improve
tumor evaluation and treatment response; attractor landscape analyses, as proposed
by Shin and Cho (160), and the educational strategies suggested by Skarkova et al.
(161), aimed at re-educating cancer cells, face significant challenges in practical
implementation from experimental perspectives, but also regarding mathematical
modeling, as explicitly stated by West et al. (84) in exploring adaptive therapy
through mathematical modeling and verifying the need for rigorous clinical validation.
Furthermore, Uthamacumaran & Zenil (15) and Uthamacumaran (162) highlight the
importance of understanding the physics that permeates the dynamic systems of
cancer, emphasizing the need for detailed temporal data and causal inference
methods, exacerbating statistical challenges. Adding to the physical aspect,
understanding the biophysical properties of cancer cells and the tumor
microenvironment can offer new insights into identifying effective therapeutic targets
and improving treatment evaluation and follow-up, as highlighted by Xuan et al. (163),
but at the same time accompanied by conceptual and technical challenges. In new
technological pathways, Uthamacumaran (46) proposes the potential of combining
single-cell technologies and computational models to provide deeper hypotheses and
ideas about cellular cybernetics and the prediction of cellular fates in precision
oncology. However, these advances depend on greater collaboration between
disciplines, the development of new technologies, and the adaptation of concepts
from complex systems and cellular cybernetics to understand and treat cancer more
effectively.

In this aspect, although significant advances have been made, the effective

integration of various disciplines in oncology requires a collaborative approach,
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overcoming technical, computational, and conceptual challenges. Thus, the union of
efforts can transform cancer into a manageable chronic disease, prolonging patient
survival and improving their quality of life. Therefore, more studies and collaborations
are needed to overcome the challenges and limits and translate these promises into

tangible clinical benefits, as compiled in Figure 5 below.

Figure 5 - In article online https.//doi.org/10.3389/fonc.2024.1419599

4 Conclusion

This article aimed to explore the complex intersection of evolutionary biology, single-
cell biology, systems biology, comparative oncology, translational research, quantum
biology, and chaos theory in cancer research, while also paving new avenues for
enhanced flexibility in the increasingly multidisciplinary, cooperative, and open field of
oncology research. It emphasized the critical need for integrating knowledge from
biology, physics, chemistry, informatics, and engineering, highlighting the potential for
significant advancements that could transform personalized and adaptive cancer
therapies. This integration is poised to forge new healthcare models aligning with
One Health and sustainable development principles, design adaptable clinical trials
with real-time monitoring, discover novel compounds and biomarkers via single-cell
analysis, consider bioeconomic factors, minimize treatment side effects, and improve
patient quality of life. Single-cell biology has sparked a revolution in grasping the
diversity of cancer, enabling the creation of more precise and personalized
treatments. Adaptive and translational research has further sped up the translation of
scientific breakthroughs to clinical applications, swiftly adapting to the unique
requirements of each patient and the dynamic nature of cancer. The merger of
systems biology with quantum physics is opening up innovative ways to understand
cancer’s intricacies, though the application of these insights to develop concrete

treatments remains in the nascent stages.
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CONSIDERAGOES - Artigo 2

Este artigo salienta que:

1 Os desafios no tratamento do cancer continuam centrados na resisténcia a
tratamentos e na auséncia de cura definitiva, refletindo a complexidade e
heterogeneidade dos tumores que impedem respostas padronizadas aos
medicamentos.

2 A Teoria da Mutacdo Somatica demonstrou limitagcdes, exigindo novos paradigmas
que integrem conceitos evolutivos, onde o cancer, por processos darwinianos e
principios de entropia, adota estratégias ancestrais como poliploidia e fusdo celular,
similares a organismos primitivos.

3 A plasticidade e adaptacdo tumoral permitem alternancia entre caracteristicas
unicelulares e multicelulares, intensificadas pela instabilidade genbmica e
epigenética, que promovem heterogeneidade intratumoral, resisténcia e progressao.
4 Abordagens interdisciplinares que integram biologia evolutiva, fisica quantica e
teoria do caos mostram-se essenciais para compreender a dinamica tumoral, ao
mesmo tempo em que terapias inovadoras exploram "armadilhas evolutivas" e
sinergias disciplinares. A histéria evolutiva do céancer remonta a organismos
ancestrais e fosseis de dinossauros, indicando origens genéticas de mais de 600
milhdes de anos, com processos colaborativos e competitivos refletindo interagées
microambientais.

5 A integracéo de biologia de sistemas, dados multibmicos e computagdo avancada
€ essencial para terapias personalizadas, enquanto modelos matematicos e
inteligéncia artificial promovem estratégias adaptativas e predigdes terapéuticas. Em
conjunto, a biologia quantica introduz novos conceitos como sincronicidade e
estados de coeréncia para compreender dinamicas celulares complexas, e
tecnologias emergentes, como sequenciamento de célula unica e espectrometria de
massas, mapeiam a heterogeneidade tumoral e identificam alvos terapéuticos.
Modelagem matematica e biologia computacional permitem personalizacdo de
tratamentos e analise da evolugdo dindmica do cancer, apesar de desafios como
integracédo de dados e validagdo experimental.

6 Iniciativas sustentaveis priorizam bioprodutos menos toxicos, qualidade de vida e o
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controle do tumor como condicdo crénica. A medicina de precisao, impulsionada por
avangos tecnologicos e estratégias adaptativas, visa transformar o manejo do cancer
em abordagens mais eficazes, sustentaveis e centradas no paciente, enquanto
esforcos multidisciplinares continuam enfrentando a complexidade intrinseca e a

imprevisibilidade dos sistemas cadticos que caracterizam a oncologia moderna.

Em suma, com base nos conteudos apresentados neste artigo e aqui salientados em
topicos de 1 ao 6, observa-se que esta pesquisa de mestrado provém de uma
articulagdo proeminente com o intuito de buscar atingir o problema de pesquisa
referente ao estudo da complexidade dos gliomas e suas respostas adaptativas,
focalizando em GB. Assim, o0 que ha de perspectivas aplicaveis aos Gliomas séo as
abordagens interdisciplinares, como biologia evolutiva, fisica quantica e teoria do
caos, que permitem entender a dindmica tumoral de uma forma mais holistica.
Apesar de tais disciplinas desafiadoras, esta dissertagao inicia tal caminhada por
meio da unido de resultados in silico, in vitro e translacionais perante a tendéncia
holistica e demandando e uma extrapolagdo tedrica complexa para entender as
interagbes presentes nos gliomas. Com isso, esse artigo suplementa a proposta
dessa dissertacdo, principalmente na capacidade de entender o cancer de forma

conectada e multidisciplinar.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta pesquisa piloto inicial acerca das potenciais relacdes entre as adaptacdes de
respostas celulares aos estresses em CNSCs pela indugao de variagao de ploidia.
Em consequéncia, apresentou-se uma solugao inovadora preliminar para o problema
identificado, sendo organizada de forma a maximizar a clareza e a relevancia dos
resultados obtidos. Em consonancia, salientou-se as limitacbes e aprimoramentos
necessarios em cada etapa integrada do estudo. Isto porque, diferentemente de
outras pesquisas, aqui encontram-se as associag¢des entre estudo in silico, in vitro e
translacional como camadas de uma historia evolutiva tumoral aplicada a um
conjunto de tumores agressivos e heterogéneos. Dessa maneira, neste visou-se a
natureza especifica da solugao proposta. Para tanto, somente informacdes principais
e em sinergia entre todas as associagbes supracitadas foram apresentadas para
garantia de uma fluidez nas elucidagdes pretendidas. Nesse sentido, as subdivisdes
desse topico seguiram uma relagdo dos resultados obtidos juntamente com a

discussdo em sequéncia e representando cada fase dos estudos desenvolvidos.

7.1 Curadoria Manual e Extragcao de Dados do BioGrid

Obteve-se um total de 171 artigos, assim como evidencia a tabela 1, dos quais
foram utilizados um total de 43 artigos, frente a selecdo de artigos unicos, nao
repetidos e que foram submetidos a diversos critérios bem organizados e planejados
previamente, como sdo evidenciados na tabela 2 e 3. E por conseguinte, para a
montagem da rede de interag&o proteina-proteina, foram selecionadas as proteinas
e todas as suas isoformas, incluindo também os genes que sao responsaveis pela
sua origem. Utilizando-se do Uniprot, sendo incluidos os dados das proteinas

revisadas (Swiss-Prot).

Tabela 1: Relagéo da curadoria manual diante dos bancos de dados e niumero de artigos

Banco de Dados Quantidade de Artigos
PUBMED 33

EMBASE 36

SCOPUS 36

Science 0
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Nature 19
Web of Science 36
Wiley Online Library 5
ScienceDirect 6
Total 171

Tabela 2: Organizagao entre artigos repetidos e nao repetidos e totalidade

Organizagéao dos artigos sobre PGCCs/MNGCs Quantidade
Artigos tnicos que se repetem (A) 39
Quantidade de artigos replicados (B) (+) 79
Artigos repetidos (A + B) 118

Artigos nao repetidos 53

Artigos totais 171

Tabela 3: Critérios de selec¢ao de artigos para busca de proteinas

Critérios Descrigao dos Critérios

- Possuir no titulo as palavras e suas correlatas com possiveis modificagbes pontuais:
polyploid giant cancer cells e/ou giant polyploid cancer cells.

- Artigos de revisao e experimentais que trabalham em cancer

Inclusao - Artigos de revisao e experimentais que trabalham em humanos

- Artigos com texto com acesso completo

- Artigos que nao possuam nos titulos as palavras citadas no critério de inclusao
- Artigos de revisao e experimentais que nao trabalham em cancer

Excluséo Artigos de revisdo e experimentais que nao trabalham em humanos

- Artigos com texto sem acesso completo

Em paralelo, com a utilizagdo do banco de dados BioGRID, versao 4.4, extraiu-se
um compilado de 198 proteinas, agrupadas segundo o Projeto GB feito a partir da
pesquisa de 7.163 publicacbes. Assim, visou-se comparar os dados funcionais

representativos para as PGCCs/MNGCs com os resultados particulares para GB.

7.2 Rede de Interagao Proteica para PGCCs/MNGCs e GB
Para a Rede de PGCCs/MNGCs foram identificadas e pesquisadas no site do
STRING um total de 383 proteinas, assim, foram verificadas tais proteinas a uma

alta confianga (0,7) adicionando um total de 100 interatores. Assim, obteve-se uma
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rede com 483 nés e 6472 arestas (vide figura 1). Em consonéncia, em uma
avaliacao topoldgica pela utilizagdo do NetworkAnalyzer, alcangou-se os dados em

destaque na tabela 4.

Figura 1: Rede de Interacéo Proteina-Proteina Principal acerca das PGCCs/MNGCs

Legenda: Espessura da borda do né representa a centralidade de intermediagdo em cor preta - RGB
(0,0,0). A variagdo de cor do né de amarelo - RGB (255,255,0) - para vermelho - RGB (255,0,0) -

representa a ordem crescente do valor do grau.

Tabela 4: Parametros Topoldgicos da Rede de Interagc&o Proteina-Proteina Principal

Termos Descrigao Estatistica
Grau M=13

Didmetro da Rede 9

Comprimento do Caminho Caracteristico 2,574

Coeficiente de Agrupamento 0,507
Heterogeneidade da Rede 0,830

Centralidade de Intermediagéo M = 6,80916E+11

M - Valor médio calculado pela média aritmética dos valores diferentes de zero.

Quanto aos clusters/moédulo foi aplicado o algoritmo do MCODE com os parametros
default somado com fluff, visando alcangar um entendimento modular e complexo

das multiplas acbes de algumas proteinas. Foram obtidos 15 mddulos, que foram
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formatados conforme os paradmetros da rede principal quanto aos dados de grau e

centralidade de intermediagdo (vide figura 2).

Figura 2: Modulos (Clusters) da Rede de PGCCs/MNGCs
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Legenda: Mdédulos organizados de agrupamentos de maior quantidade de proteinas em direcédo a
menor quantidade. Espessura da borda do né representa a centralidade de intermediagdo em cor
preta - RGB (0,0,0). A variagdo de cor do né de amarelo - RGB (255,255,0) - para vermelho - RGB

(255,0,0) - representa a ordem crescente do valor do grau.

Quanto a rede do GB, seguiram-se 0s mesmos parametros da Rede de
PGCCs/MNGCs. Por meio disso, obteve-se uma rede principal com 298 nés e 2596
arestas (vide figura 3). E quanto analise topoldégica destacam-se os resultados na
tabela 5.
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Figura 3: Rede de Interagao Proteina-Proteina Principal acerca do GB

Legenda: Espessura da borda do n6 representa a centralidade de intermediagédo em cor preta - RGB
(0,0,0). A variagdo de cor do né de amarelo - RGB (255,255,0) - para vermelho - RGB (255,0,0) -

representa a ordem crescente do valor do grau.

Tabela 5: Parametros Topoldgicos da Rede de Interagdo Proteina-Proteina Principal de GB

Termos Descrigao Estatistica
Grau =17

Didmetro da Rede 7

Comprimento do Caminho Caracteristico 2,335

Coeficiente de Agrupamento 0,484
Heterogeneidade da Rede 0,863

Centralidade de Intermediagao M =9,88781E+11

M - Valor médio calculado pela média aritmética dos valores diferentes de zero.

Quanto aos clusters/moédulos, foram identificados na Rede de GB assim como feito

para a Rede de PGCCs/MNGCs, assim, foi possivel observar 11 clusters/modulos
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(vide figura 4).

Figura 4: Médulos (Clusters) da Rede de Interagédo Proteina-Proteina Principal referente ao GB
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Legenda: Mddulos organizados de agrupamentos de maior quantidade de proteinas em diregdo a
menor quantidade. Espessura da borda do no representa a centralidade de intermediagdo em cor
preta - RGB (0,0,0). A variagdo de cor do né de amarelo - RGB (255,255,0) - para vermelho - RGB

(255,0,0) - representa a ordem crescente do valor do grau.

Em suma, segundo comparativo para com outros autores, obteve-se uma analise
topoldgica muito representativa de redes naturais biolégicas, comportando uma boa
distribuicdo de grau livre de escala (lei de poténcia) perpassando uma boa parcela
dos graus abaixo de um valor médio de grau, considerado pela média aritmética de
todos os graus, significando a presenca da maioria dos nés ndo sendo hubs. Em
acréscimo, a rede apresentou um pequeno comprimento médio do caminho mais
curto, significando a presenga de poucas conexdes de longa distancia, a qual se
destacou a presenca da propriedade de “mundo pequeno”. Outrossim, notou-se uma
boa distribuicdo desassortativa, ou seja, nés com muitas conexdes demonstraram
uma tendéncia a interagdes com nds com poucas conexdes, além de se destacar
uma boa organizagdo modular. Além disso, demonstrou-se um valor de
heterogeneidade da rede factivel com redes biologicas naturais e também um bom
coeficiente de agrupamento representando uma coesédo e uma intima relagao entre
as proteinas (Watts; Strogatz, 1998; Ravasz et al., 2002; Maslov; Sneppen, 2005;
Dong; Horvath, 2007; Doncheva et al., 2012; Yadav; Shukla; Singh, 2022).
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7.3 Analise Funcional da Rede Principal e Médulos/Clusters da referente as
PGCCs/MNGCs

Ao prosseguir com a analise funcional através do enriquecimento de vias, obteve-se
informagdes correlacionaveis com aspectos moleculares, evolutivos, celulares e
biofisicos. Sendo que, para isto, o conjunto de proteinas sementes (inseridas no
estudo apds curadoria manual) foi associado ao conjunto de referéncia baseado no
genoma, correlacionando-se a ontologia genética (processo bioldgico, componente
celular e fungdo molecular), vias de KEGG e vias do Reactome, como destacado na
tabela 6 e 7. Dessa forma, sdo expostas as interlocucbes obtidas dos dados
funcionais, por meio de quatro subtdpicos de integragao: Integracao |: Sinalizagao
Celular; Integragao Il: Controle do ciclo celular; Integracao Ill: Auto-organizacao

Celular; e Integracao 1V: Metabolismo Lipidico.

Tabela 6: Avaliagao Funcional da Rede Principal para PGCCs/MNGCs

Categoria Descrigao FDR
GO Processo Biolégico Regulacao da atividade catalitica (GO:0050790) 1.32E-76
GO Componente Celular Citosol (G0:0005829) 1.19E-37

GO Funcgao Molecular | Ligagao de trifosfato de ribonucleosideo de purina (GO:0035639) |4.36E-44

Vias do KEGG Vias/Caminhos no cancer (hsa05200) 5.81E-79

Vias do Reactome Transdugao de sinal (HSA-162582) 1.69E-90

Tabela 7: Avaliagédo Funcional dos clusters/médulos para a Rede de PGCCs/MNGCs

Modulos Categorias Descrigao FDR
GO Processo
] ) Regulagao do ciclo celular (GO:0051726) 2.82E-50
Bioldgico
GO Componente |Complexo holoenzimatico de proteina quinase dependente de 5 26E.51
Médulo 1 Celular ciclina (GO:0000307) '
GO Funcgao Atividade reguladora da proteina serina/treonina quinase 1 37E41
Molecular dependente de ciclina (GO:0016538) '

Vias de KEGG Ciclo celular (hsa04110) 2.18E-52
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Vias de Reactome Doencga (HSA-1643685) 3.02E-46
GO Processo
o Regulagéo da transducgao de sinal (GO:0009966) 2.46E-60
Bioldgico
GO Componente
Nucleoplasma (G0O:0005654) 2.81E-24
Celular
Modulo 2 GO Funcgao
Regulacao da fungdo molecular (GO:0065009) 1.04E-38
Molecular
Vias de KEGG Vias no cancer (hsa05200) 2.31E-52
Doencas de transducao de sinal por receptores de fator de
Vias de Reactome 1.9E-49
crescimento e segundos mensageiros (HSA- 5663202)
GO Processo Regulacao da transducao de sinal (GO:0009966) Regulagéo 1 03E43
Bioldgico positiva do processo metabdlico celular (GO:0031325) '
GO Componente
Complexo contendo proteinas (GO:0032991) 9.17E-23
Celular
Maddulo 3
GO Fungéao Ligagao proteica (GO:0005515) Ligagao enzimatica 8.69E.05
Molecular (GO:0019899) '
Vias de KEGG Shigelose (hsa05131) 1.21E-42
Vias de Reactome Transdugéao de sinal (HSA-162582) 4.33E-38
GO Processo
] ) Organizagéo do citoesqueleto de microtubulos (GO:0000226) |4.05E-27
Bioldgico
GO Componente
Microtubulos (GO:0005874) 1.32E-29
Celular
Maodulo 4 GO Funcgao
Constituinte estrutural do citoesqueleto (GO:0005200) 1.63E-31
Molecular
Vias de KEGG Juncdo Gap (hsa04540) 6.74E-31
) Trafego dependente de microtibulos de conexons de Golgi
Vias de Reactome ) 4.35E-39
para a membrana plasmatica (HSA-190840)
GO Processo
o Processo biossintético de acidos graxos (GO:0006633) 4.7E-12
Bioldgico
GO Componente Complexo de proteina quinase ativado por nucleotideos 1 92EA5
Celular (G0O:0031588) '
GO Funcgao . . .
Modulo 5 Atividade de proteina quinase ativada por AMP (GO:0004679)|1.45E-15
Molecular
Vias de KEGG Ritmo circadiano (hsa04710) 1.59E-17

Vias de Reactome

Regulacao dependente de energia de mTOR por LKB1-AMPK
(HSA- 380972)
Ativacdo de AMPK downstream de NMDARs (HSA-9619483)

5.36E-17




90

GO Processo

o Via de sinalizagdo de Wnt candnico (GO:0060070) 1.57E-32
Bioldgico
GO Componente .
Membrana da vesicula endocitica (GO:0030666) 7.82E-8
Celular
Maddulo 6
GO Funcgao ) )
Ligacao a Frizzled (GO:0005109) 3.78E-31
Molecular
Vias de KEGG Carcinoma de células basais (hsa05217) 4.41E-36
Vias de Reactome Biogénese e trafico de ligantes WNT (HSA-3238698) 4.19E-30
GO Processo Regulacao da transducao de sinal (GO:0009966) Regulagéo 6.57E.05
Bioldgico do processo de modificagéo de proteinas (GO:0031399) '
GO Componente
Juncao celular (GO:0030054) 8.13E-10
Celular
Maodulo 7 GO Funcao . .
Ligagao de proteina quinase (GO:0019901) 41E-12
Molecular
Vias de KEGG Proteoglicanos no cancer (hsa05205) 5.13E-19
] Doengas de transducgao de sinal por receptores de fator de
Vias de Reactome . ) 1.53E-16
crescimento e segundos mensageiros (HSA- 5663202)
Morfogénese celular envolvida na diferenciagao
GO Processo
Biolai (G0:0000904) Via de sinalizagao do receptor do fatorde  |1.57E-12
iologico
I crescimento endotelial vascular (GO:0048010)
GO Componente
Jungdes de ancoramento (GO:0070161) 1.08E-6
Maodulo 8 Celular
GO Funcgao
Ligacao de integrina (GO:0005178) 6.02E-5
Molecular
Vias de KEGG Adesao Focal (hsa04510) 6.33E-18
Vias de Reactome Via VEGFA-VEGFR2 (HSA- 4420097) 4.69E-12

GO Processo

o Regulagéo negativa do transporte de colesterol (GO:0032375)| 2.8E-5
Bioldgico
GO Componente | Complexo transportador de cassete de ligagdo de ATP (ABC) 5 B4E11
Celular (G0O:0043190) '
Mddulo 9 GO Funcgéao Atividade do transportador transmembranar acoplado a 0 A4E-6
Molecular ATPase (G0:0042626) '
Vias de KEGG Transportadores ABC (hsa02010) 1.17E-8
Transporte mediado por proteinas da familia ABC (HSA-
Vias de Reactome 1.7E-6
382556)
Médulo GO Processo
L Meiose | (GO:0007127) 1.51E-5
10 Bioldgico
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GO Componente . .
Complexo Sinaptonémico (GO:0000795) 4.14E-8
Celular
GO Funcgao
Molecular
Vias de KEGG - -
Vias de Reactome Sinapse Meiodtica (HSA-1221632) 2.26E-7
GO Processo Processo catabdlico de acidos graxos de cadeia muito longa 5 76E.7
Bioldgico (GO:0042760) '
GO Componente .
Membrana peroxissomal (GO:0005778) 5.4E-5
Celular
GO Fungéao Atividade do transportador transmembranar acoplado a AGE4
Molecular ATPase (G0O:0042626) '
Médulo Vias de KEGG Transportadores ABC (hsa02010) 4.65E-6
11 Transportadores ABC na homeostase lipidica (HSA-1369062)
Vias de Reactome |Importagao de proteina de membrana peroxissomal de classe || 2.31E-6
(HSA- 9603798)
GO Processo Regulagao positiva da montagem do autofagossomo 0 O4E6
Bioldgico (GO:2000786) '
GO Componente
Autofagossomo (GO:0005776) 2.0E4
Celular
GO Funcgao Atividade de 1-fosfatidilinositol-5- fosfato 4-quinase
Maodulo 5.18E-8
Molecular (GO:0016309)
12
Vias de KEGG Metabolismo do inositol fosfato (hsa00562) 1.89E-5
Vias de Reactome Sintese de PIPs no nucleo (HSA- 8847453) 6.09E-8
GO Processo
o Sinalizagao mediada por fosfatidilinositol (GO:0048015) 3.46E-7
Bioldgico
GO Componente
Celular
GO Funcao o o )
Moédulo Atividade de 1-fosfatidilinositol 4- quinase (GO:0004430) 0.0053
13 Molecular
Vias de KEGG Sistema de sinalizagao de fosfatidilinositol (hsa04070) 7.16E-6
Vias de Reactome Metabolismo de Pl (HSA-1483255) 2.87E-5
GO Processo Comprometimento do destino celular envolvido na formagéo 1 8E4
Bioldgico da camada germinativa primaria (GO:0060795) '
GO Componente
Moédulo Celular
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14 GO Funcgao
Molecular

Vias de KEGG - -

Regulagao transcricional de células- tronco pluripotentes

Vias de Reactome 2.03E-5
(HSA- 452723)

GO Processo .
] ) Reparo de quebra de dupla fita (GO:0006302) 1.01E-5
Bioldgico

GO Componente
Celular

Maodulo _
GO Funcgao
15 - -
Molecular

Vias de KEGG Recombinagdo homodloga (hsa03440) 0.0215
Ponto de verificagdo/checagem de danos ao DNA - G2/M

Vias de Reactome 1.58E-8
(HSA- 69473)

Integracgao I: Sinalizacédo Celular

A sinalizagao celular fornece uma informagdo em comum nas PGCCs/MNGCs,
assim como evidenciado pela rede principal e os médulos 2, 3 e 7, isto porque este
grande sistema de transdug¢do de sinal, perpassa por uma sinalizagdo adaptativa
(apdés a ativagdo de um receptor, inicia-se um circuito de retroalimentagcdo que
desliga, degrada ou remove o receptor da superficie celular), integrada (ha a
unificacdo da resposta regulatéria), especifica e amplificada, que possibilitam uma
comunicacdo de maneira paracrina, autdcrina, endocrina e por contato direto. Dessa
maneira, diversos complexos trabalham em conjunto para interpretar as informagdes
externas e traduzirem a alguma modificagdo metabdlica interna (Alberts et al. 2006;
Alberts et al., 2010; Weinberg, 2016; De Robertis & Hib, 2017; Nelson et al., 2019).
Ao considerar essa correlacdo com as PGCCs/MNGCs, White-Gilbertson et al.
(2020,2022), salientam o papel enzimatico sobre a capacidade de influenciar o
metabolismo interno de células poliploides por uma atuagdo nuclear relacionada a
sinalizagcdo de maneira a influenciar a quimio- e radiosenssibilizagdo. Ademais,
translocacdes de receptores a membrana plasmatica também sao frequentes para
induzir o aumento de expressdo génica atrelada a sobrevivéncia, assim como para

deslocar informagdes celulares de maneira paracrina ao redor do nicho tumoral
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(Weinberg, 2016; Amend et al., 2019; Chen et al., 2018; Bharadwaj; Mandal, 2020).
Nado obstante, receptores e ligagdes diversas acabam se correlacionando com
vantagens metabdlicas e regulatorias que sustentam uma sobrevivéncia, acesso a
caracteristicas fenotipicas unicelulares, proliferagdo, alteracbes organizacionais,
comunicagado célula-célula e interconversées de destinos celulares diferentes
capazes de prover um estado transitéorio as PGCCs/MNGCs que podem se
adaptarem aos estresses recebidos do meio externo, como a resposta a farmacos
(Alberts et al. 2006; Alberts et al., 2010; Weinberg, 2016; De Robertis; Hib, 2017;
Nelson et al., 2019; Erenpreisa et al., 2022b).

Dessa forma, Lin et al. (2021), destacam que PGCCs/MNGCs s&o capazes de atingir
a sinalizagao de vias que resultam em resposta frente a xenobiéticos e inducao de
hiperpoliploidizacédo, resultando em uma fonte de stemness e heterogeneidade
tumoral e, segundo Shankaranarayanan et al. (2016), possibilita uma resisténcia a
multiplas drogas (MDR). Todavia, segundo Salem et al. (2020), essa sinalizagado nas
PGCCs/MNGCs nao se traduz em uma adaptacao de células degenerativas, mas,
provavelmente, como células-tronco cancerosas semelhantes a blastdmeros,
podendo funcionar na desdiferenciacdo (reprogramacgao) das células somaticas
maduras em células iniciadoras de cancer.

Para além, a recepg¢dao de sinais na superficie amplia mais as informacgdes
supracitadas segundo Shankaranarayanan et al. (2016), Salem et al. (2020) e Lin et
al. (2021). Isto porque, em células tumorais ndo poliploides, ha uma interagéo
receptor-ligante auxiliada por proteoglicanos que amplifica a progressao tumoral, o
potencial metastatico por sinalizagbes autdcrinas, promove uma formagdo de
inumeros complexos de sinalizagdo atuantes sobre a regulagdo final do
citoesqueleto, da adesdo e migragdo celular e da morfogénese e diferenciagéo
(Mythreye & Blobe, 2009; O'Connell et al., 2009; Lim, Multhaupt & Couchman, 2015).

Integracgao Il: Controle do ciclo celular
Nas PGCCs/MNGCs ha um desbalanco no ciclo celular, assim como salienta a
conexao dos modulos 1, 10 e 15, o qual acaba se encontrando no limiar da mitose e

da apoptose (Yu, Zhang & Wang, 2019; Tagal & Roth, 2021). Ao passo que, também
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ha regressdes evolutivas para com estratégias que visam a formar muitos
descendentes em divisbes assimétricas, como por formacdo de cistos pods-
poliploidizacao (Niculescu, 2022). Admeais, ao realizar tais processos de
despoliploidizagdo passa a exibir mediadores comuns tanto para mitose quanto para
a meiose e a auto-renovagdo, com a possibilidade de propagagdo mitdtica
(Mirzayans; Andrais; Murray, 2018).

Para além, as divisbes assimétricas sdo perpassadas por processos regulatorios que
atuam na recompartimentalizagao de proteinas reguladoras do ciclo celular (Zhang;
Wang; Zhang, 2014), e ao mesmo tempo a instabilidade genémica presente nesse
ciclo celular peculiar das PGCCs/MNGCs, fornece, paradoxalmente, a base para a
replicacao e distribuicdo equilibrada do material genético para as células filhas por
meio da superexpressao de genes que levam a hiperativagdo de varios complexos
de ciclinas e possibilita uma interrupcdo dos pontos de verificagdo do ciclo celular
(Fei et al., 2019).

Em um outro extremo de interferéncia no ciclo celular benéfico para as
PGCCs/MNGCs, ha o papel dos oncovirus, sendo capazes de atuar sobre a
montagem do fuso, anulagdo do checkpoint pds- mitotico, re-replicagdo, hipoxia,
duplicagdo do centrossoma, inativagdo de supressores tumorais, ativagcdo de Myc
(Proto-Oncogene C-Myc) e outros. E isto pode potencializar a ocorréncia de ciclo
celular abortivo ou, alternativamente, endoreplicagao, importante para a formacéao
das PGCCs (Herbein & Nehme, 2020; Nehme et al., 2021).

Além do exposto, essa sinalizagdo de mediadores classicos da meiose nas PGCCs,
também evidenciam uma fungao necessaria para com a formacao de suas células
filhas. Isto porque, mecanismos meidticos e relacionados aos teldmeros podem
desempenhar um papel em um tipo de divisdo assimétrica, denominada, neose. Isto
porque, essas ceélulas poliploides ndo perdem a capacidade de proliferar e nem
esperam a morte, iniciando uma divisdo assimétrica (neose) que possibilita um
processo de repovoamento do tumor (Song et al., 2021).

Em paralelo, esta poliploidia também sustenta a imortalidade do tumor por variagcéao
genética recombinativa e protege de mutacdes letais recessivas com a sele¢cdo dos

clones mais aptos através de uma mitose singular e com uma atividade robusta do
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complexo sinaptonémico (Salmina et al., 2019a). E ao mesmo tempo, conexdes
também sdo destacadas do complexo sinaptonémico sobre associagdes entre
PGCCs/MNGCs e embriogénese, apoiando a teoria embrionaria de tumores
(Salmina et al., 2020).

Entretanto, em um outro extremo, linhagens tumorais mutantes em TP53 (tumor
protein p53), apos dano ao DNA, forneceram uma elucidagdo quanto a capacidade
de realizarem uma préfase meidtica poliploide modificada, atrelada a uma
duplicagao de centrbmeros. E em meio a tal caracteristica peculiar, na realizagao do
reparo, ha um arranjo com uma auséncia do aglomerado de telémeros e complexos
sinaptonémicos, as marcas da meiose convencional (Salmina et al., 2019b).

O ponto de verificagdo G2/M (checkpoint G2/M) atrelado ao reparo do DNA, salienta
a conquista evolutiva das PGCCs/MNGCs frente a morte celular. Sendo que, os
pontos de checagem, como solugdo de demandas de corregcbes no DNA, sao
ultrapassados (Lopez-Sanchez et al. 2014; Ceccaldi et al. 2016), perdendo a
seguranga pelo reparo do DNA, modulagdo das transi¢des do ciclo celular e a
estabilidade ou atividade de outras proteinas (Dibitetto et al. 2016; Dibitetto et al.
2022).

Diante de tais consideracdes sobre o ponto de verificacdo, as PGCCs/MNGCs
demonstram uma evolugdo peculiar ao utilizar estratégias diversas, como
endoreplicagdo, deslizamento mitético, falha na citocinese, fusdo celular ou
canibalismo celular (Was et al., 2021), que podem até influenciar o ponto de
verificacdo, como no caso da catastrofe mitdtica, ao desacoplar o ponto de
verificagao/checkpoint G2/M referente ao dano no DNA e entrar na poliploidia com
quebras de fita dupla de DNA nao reparadas (Erenpreisa; Cragg, 2013).

Como resultado primario, ha uma relacdo das PGCCs/MNGCs com a senescéncia
celular. Isto devido ao fato de que os danos persistentes ao DNA também sao
associados a senescéncia celular (Bojko et al., 2020). Sendo que células poliploides
destacam um aumento da quantidade de marcadores de senescéncia (Bojko et al.,
2020). E as PGCCs/MNGCs também demonstram uma capacidade de tornar
reversivel o processo de senescéncia celular, como um destino da célula terminal,

sendo por meio de uma indugdo provocada pelos danos no DNA acometido pelos
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tratamentos genotdxicos atuais (Erenpreisa; Cragg, 2013).

E com a superagdo dos insultos genotoxicos ha uma relagdo entre poliploidia
reversivel, inducdo de um fendtipo semelhante a células-tronco e o surgimento do
potencial de autorrenovacdo nas células sobreviventes que resultam da
despoliploidizagdo. Logo, a senescéncia pode, paradoxalmente, ser realmente
necessaria para rejuvenescer as ceélulas cancerosas apos tratamentos genotoxicos

(Erenpreisa; Cragg, 2013).

Integracao lll: Auto-organizacgéo Celular

Uma outra caracteristica das PGCCs/MNGCs é a sua capacidade de adaptacao
frente a auto-organizagdao, um ponto evidenciado pelos mdédulos 4, 6, 8 e 14, isto
porque tal subpopulagdo é comparada quanto a um estado transitorio, capaz de
alcancar destinos celulares diferentes por meio de mudancgas citoesqueléticas e
metabdlicas robustas em um curto periodo de tempo. Para tanto, as conexdes no
citoesqueleto proporcionada pelos microtubulos se mostram primordiais. Em
consonancia, 0 acesso a receptores e vias de sinalizagdo particulares, sustentam
tais mudangas morfogenéticas e de destinos celulares diferentes.

A vista da questdo citoesquelética, as PGCCs/MNGCs destacam um potencial
intenso em realizar rearranjos cromossémicos por: (i) divisbes multipolares; (ii)
divisbes bipolares ilicitas na presenca de ligagdes improprias de microtubulos-
cinetdcoro; (iii) Recombinagdes e mosaicismos e outros (Vitale et al., 2011). Em
paralelo, ha a possibilidade de autofusdo espontédnea de células cancerosas esta
correlacionada com a presenca de uma ponte persistente de microtubulos
conectando as células, que resulta em PGCCs/MNGCs hibridas agressivas (Zhang
et al., 2021). Em conformidade com a questdo do citoesqueleto, os microtubulos
presentes e estaveis beneficiam as PGCCs/MNGCs, mas o oposto também é
verdadeiro, isto representado pela presenga de estamina que proporciona um maior
potencial invasivo para estas células (Lv et al., 2014).

Ademais, um citoesqueleto complexo também proporciona um fendtipo biofisico
distinto, com aumento da densidade de filamentos intermediarios de actina e

vimentina polimerizados, rigidez nuclear e citoesquelética, aumento da forca de
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tracdo e persisténcia migratéria. Tantas singularidades que fornecem uma
organizagdo diferencial que serve para suportar seu aumento de tamanho e
impulsionar a persisténcia migratoria (Xuan; Ghosh; Dawson, 2022).

Outrossim, ha uma conexao com a capacidade de morfogénese das PGCCs, que
podem se diferenciar em todas as trés camadas germinativas in vitro. Para isto, a
formacédo de PGCCs/MNGCs podem ser por meio de fusao celular por acdo mediada
da sincitina-1, também comum ao seu padrao de desenvolvimento semelhante a
blastdmeros embrionarios (Li et al., 2021; Zhang et al., 2021). Para além, tais células
sdo capazes de formarem estruturas organotipicas de céancer in vitro por meio de
diversas estratégias, como brotamento ou fragmentagdo. Assim, exibem
propriedades células-tronco cancerosas que podem gerar células cancerosas
epiteliais e multilinhagens de células estromais (Zhang et al. 2013; Niu, Mercado-
Uribe; Liu, 2017).

Conjuntamente, a fuséo celular apresentada, € normal e essencial para a formagéo
de o6rgaos e na diferenciagdo, reparacdo e regeneragao de tecidos. Porém, as
PGCCs/MNGCs conseguiram ir além, sendo capazes de realizar fusdo com células
normais em seu entorno, possibilitando varios fenétipos celulares mais agressivos.
Isto porque, em células somatica, a fusdo celular permite a reprogramacgao nuclear
rapida e modificagdes epigenéticas para formar células hibridas com novas
propriedades genéticas e fenotipicas a uma taxa superior aquela alcangada por
mutacgdes aleatdrias (Shabo et al., 2020). Como resultado, ha um desenvolvimento
da capacidade de migragéo celular correlacionada com a sinalizagdo mediada por
integrinas, via a transdugdo de sinal, bem observada na formagdo de vasos
sanguineos em tecidos normais e tumorais através do processo de neoangiogénese
ou neovascularizagao, isto por causa da presengca do VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor A) (Alberts et al. 2006; Alberts et al., 2010; Weinberg, 2016; De
Robertis; Hib, 2017; Nelson et al., 2019).

Nao obstante, ha uma relagdo da morfogénese com a angiogénese sobre a
formacdo e desenvolvimento das PGCCs/MNGCs, isto porque tais células sao
capazes de gerar eritrocitos, assim como s&do capazes de formar estruturas de

mimetismo vascular, criando sua propria microcirculagdo apesar do crescimento
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latente dos vasos. Logo, ha uma relagdo robusta entre angiogénese e
PGCCs/MNGCs. Sendo capaz de expor uma plasticidade do tumor através da indugao
de vias moleculares envolvidas na embriogénese e morfogénese precoce
(Alameddine; Hamieh; Shamseddine, 2014).

Em complemento, dados experimentais explicitam as relagdes entre PGCCs/MNGCs
com suas células filhas recém-brotadas e o processo de brotamento tumoral na
sinalizacdo de Wnt e na transicdo epitelial-mesenquimal (EMT), sendo que os
mecanismos moleculares do brotamento tumoral envolvidos com a expressao de
proteinas em Wnt e EMT, resultam em uma alta taxa de recorréncia, metastase
linfonodal, quimiorresisténcia e pior prognostico em cancer colorretal (Zhang et al.,
2016). Ademais, a via de sinalizagdao Wnt juntamente com EMT também podem
regular a formacdo de mimetismo vascular. E com isso, a identificagdo de
PGCCs/MNGCs e eritrocitos derivados de tumor destaca uma possivel conexao com
Whnt, EMT e mimetismo vascular para conquista de caracteristicas mais agressivas
do tumor (Zhang et al., 2015).

Outrossim, fortes evidéncias destacam que a presengca de PGCCs/MNGCs no
cancer de ovario seroso de alto grau, relaciona-se com altos niveis de expressao de
WNT7A (Wnt Family Member 7A) e WNT7B (Wnt Family Member 7B). Sendo que a
delecao e a superexpressao de WNT7A afetam a proliferagcao de células tumorais em
cultura e a progressao tumoral in vivo. Além disso, dados experimentais
evidenciaram a relacdo entre Wnt e um feedback positivo para com a
quimiorresisténcia do tumor, invasividade e imunossupressao (Richards, Candelaria
& Lanz, 2021).

Integragao IV: Metabolismo Lipidico

A andlise funcional acerca dos médulos 5, 9, 11, 12 e 13, proporcionaram dados
extremamente consonantes acerca da sinalizagc&do e biossintese lipidica e seu papel
primordial para as PGCCs/MNGCs, destacando: a manutengcdo da homeostase de
glicose e lipideos, pela presenga de vias metabdlicas que interconectam MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinase), mTOR (Mechanistic Target Of Rapamycin

Kinase), fatores de transcricdo, ABC (ATP-binding cassette), organelas
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citoplasmaticas, colesterol e acidos graxos. Salientando as influéncias do
metabolismo sobre o crescimento e diferenciagcdo celular (Alberts et al., 2006;
Alberts et al. 2010; Lemmon & Schlessinger 2010; Nelson, 2011; Leite et al. 2012,
Weinberg 2016; De Robertis & Hib 2017; Nelson et al. 2019).

Sinalizagéo

Em meio a mistura de sinalizacbes e mecanismos em que se integram as
PGCCs/MNGCs, ha um microambiente tumoral perpassado pela superexpressao de
proteinas reguladoras do ciclo celular (Fei et al. 2019), de tal forma que a
homeostase pos-mitotica agressiva das PGCCs/MNGCs, também envolve vias como
a via de EGFR/RAS/MAPK (Epidermal growth factor receptor - EGFR; proto-
oncogene Ras - RAS) que interliga poliploidizacdo e homeostase tecidual
acompanhando o entendimento da progressdo do tumor por meio das
PGCCs/MNGCs (Shu, Row & Deng 2018).

Além disso, a via de sinalizacdo p38MAPK-ERK-JNK (extracellular signal- regulated
kinases - ERK; c-Jun N-terminal kinases - JNK) atua na regulacdo do ciclo celular
em PGCCs/MNGCs e suas células-filhas envolvendo-se na progressdo do ciclo
celular e formagéao de tais fendtipos poliploides (Liu et al. 2020). Em paralelo, MAPK
e mTOR podem ter uma diminuicdo da expressao correlacionada com melhores
respostas futuras sobre o0s mecanismos subjacentes da formagdo de
PGCCs/MNGCs e sua relacédo com as células-tronco cancerigenas (CSCs) (Zhang
et al., 2013).

Mitocdndrias

Células poliploides podem apresentar a capacidade de influenciar sobre a formagao
de megamitocondrias dependentes da carboxilagdo redutora. Logo, ha uma
comunicagado cruzada com os papeis de colesterol como ponto de partida para
diversos hormonios esteroides gerados por uma acao de enzimas fixadoras de CO2
(carbon dioxide) retendo mais CO2. Assim, as alterag¢des lipidicas relacionadas, sao
acopladas a uma mudanga metabdlica critica para as PGCCs/MNGCs (Fleming,
2021).
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Estagios mais avangados da carcinogénese, evidencia uma mudang¢a metabdlica da
respiragdo celular para a glicolise com redugdo da atividade catabdlica do ciclo de
krebs (efeito Warburg), atenuando a efetividade da producédo de ATP. Mesmo em tais
situagcdo com acumulo de precursores intermediarios, as PGCCs/MNGCs podem
fazer uso de vias metabdlicas alternativas como um caminho abarcando o citrato
sendo oxidado em diéxido de carbono e oxaloacetato para a producdo de ATP nas
mitocdndrias e um outro caminho, ou outra via acerca da exportagao preferencial de
citrato para o citosol, formando acetil coenzima A (acetil-CoA) e o oxaloacetato. Por
meio disso, acetil-CoA é usado para a sintese de acidos graxos e colesterol,

enquanto o oxaloacetato € um precursor de aminoacidos (Kratochvilova et al., 2017).

Transportadores ABC

Perante as mudangas metabdlicas com os acidos graxos, a familia ABC e o
colesterol, exibem relagbes proeminentes com as PGCCs/MNGCs, as quais podem
liberar perfis de secretoma exclusivos que incluem citocinas, fatores de crescimento
e vesiculas extracelulares (EVs). As EVs apresentam membranas ricas em colesterol
e proteinas da familia ABC que permite que os exossomos sirvam como veiculos
estaveis durante a comunicagao intercelular e evitem a degradacdo enzimatica de
proteinas sensiveis e do conteudo de RNA (Lee, Mejia Pefia & Dawson, 2022).

Em complemento, apoiando-se na questdo da MDR, tal processo, também
compartilha uma correlagdo com a fusdo de células tumorais, umas das fontes
promotoras de poliploidizacdo. Neste sentido, diversos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da MDR extrinseca, como perda do alvo da droga, supressao da
apoptose, aumento dos mecanismos de reparo do DNA, diminuigdo da captagcao da
droga e aumento do efluxo sdo devidos a superexpressao dos transportadores ABC.
Para tanto, ha uma mediac&o induzida por fusao celular que auxilia ha combinacao
de genes para a expressao e/ou superexpressao de varias proteinas responsaveis
pela resisténcia a drogas, uma das marcas da quimiorresisténcia associada com as
PGCCs/MNGCs (Fernandes et al., 2019; Dudas et al., 2020).

Em paralelo ao processo de fusdo celular supracitado, células hibridas podem

aprimorar a resisténcia hiperregulagdo de transportadores ABC (Bastida-Ruiz, Van
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Hoesen & Cohen, 2016). Em somatdrio, as células gigantes também suprem uma
alta demanda de ATP adequado para a remocao eficiente de drogas através dos
transportadores ABC, por meio de grande numero de mitocéndrias com alto potencial
de membrana e uma alta capacidade de sintetizar mitocondrias. E esse acréscimo
de mitocOndrias, também se associa com a presenga de fatores de transcrigao
nucleares comuns para a regulagdo mitocondrial e do metabolismo lipidico (Sirois et
al., 2019; Weng et al., 2020).

Autofagia

Outra correlacdo entre tumores e o aspecto metabdlico dos lipideos se encontram
as respostas para mitigar varios tipos de estresses celular por meio da autofagia.
Este processo envolve MAPK, via PISK/mTOR (Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphosphate 3-Kinase - PI3K) e a via apoptoética. Mecanisticamente, a autofagia
utiliza-se da via da ubiquitina-proteassoma para formar autofagossomos e depende
do complexo PI3K | para iniciar seu processo. Isto porque, a atividade deste
complexo, produz o PIP3 (Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate), crucial para o
alongamento e selamento da membrana autofagomatica (Alberts et al., 2006; Alberts
et al., 2010; Weinberg, 2016; De Robertis; Hib, 2017; Nelson et al., 2019).

Ao correlacionar autofagia e PGCCs/MNGCs, tal mecanismo se destaca como um
“calcanhar de Aquiles”. Isto devido ao fato de que, acaba sendo induzida durante a
senescéncia e pode fornecer uma funcdo vital durante a senescéncia, como a
reciclagem de constituintes celulares danificados. Além disso, uma regulagao
adequada da autofagia é importante para a produgcdo de uma progénie viavel, sendo
essencial para o ressurgimento do cancer (Bowers et al.,, 2022). Isto porque, a
autofagia fornece um mecanismo de resgate celular sob condicbes adversas,
manutencdo de um estado dormente, mas também ativa a via MAPK-mTOR, fonte

para potenciais novas terapias (You et al., 2022).

Resisténcia a farmacos
A manutencao heterogénea de fosfoinositideos pelo metabolismo de fosfatidilinositol

(PI) alterado em tumores, associam-se com a biogénese de vesiculas de transporte,
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que regulam uma ampla gama de proteinas que funcionam na superficie celular,
servindo como precursoras de segundos mensageiros e auxiliando na definicdo da
membrana como um alvo para vesiculas secretoras, o que poderia ser um
mecanismo compartilhado com as PGCCs/MNGCs (Alberts et al., 2006; Alberts et al.,
2010; Weinberg, 2016; De Robertis; Hib, 2017; Nelson et al., 2019).

Os mecanismos associados ao PI, também sdo criticos para a resisténcia a drogas,
devido a resisténcia terapéutica pela reativagdo da via MAPK e das vias
antiapoptoticas, como a via PI3K/Akt (Meierjohann 2022) e para a citocinese,
onde a esfingomielina (SM) junto com a localizagdo de PIP2 (phosphatidylinositol
4,5- bisphosphate) atuam sobre o sulco de clivagem durante a citocinese (Abe et al.,
2012). Em complemento, quando a esfingomielina sintase conjuga ceramida com
fosfatidilcolina, ela produz esfingomielina e diacilglicerol nuclear (DAG), que
estimulam a translocacdo nuclear de PKC (protein kinase C) para conduzir a
expressao e proliferagdo de genes relacionados a senescéncia (Voelkel-Johnson,
2022).

O crosstalk com a senescéncia, também esta presente com as PGCCs/MNGCs, isto
pelo fato de que células gigantes senescentes libera varios fatores SASP (fenétipo
secretor associado ao estado senescente) que modulam as propriedades das
células vizinhas. E SASP tem uma relagdo com varias vias que incluem sinalizagao
de mTOR, MAPK, autofagia e PI3K (Bharadwaj; Mandal, 2020). Por meio disso,
novos destinos podem ser alcangados pelas células gigantes sobre até mesmo na
atividade de metaloproteinases, algumas criticas para a formacado de redes do
tipo vasculogénicas (Li et al., 2016). Assim, verifica-se a interlocugdo com as
PGCCs/MNGCs, sendo similar a um estado intermediario metaestavel para
interconversao de células dormente que irdo retomar sua atividade por deslizamento
mitético ou endoreplicagao ou outro mecanismo (Sikora et al. 2022; Kirsch-Volders,
MiSik & Gerlache 2024; Mirzayans 2024).

7.5 Analise Funcional da Rede Principal e Médulos/Clusters acerca do GB
Com as analises de rede proteica para os dados acerca do GB, o que se obteve de

resultados (como salienta a tabela 8 e 9), fornece uma histéria da evolugédo do GB
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de maneira sutil e altamente sinalizada, isto pelo fato de permear a resiliéncia por
meio do crosstalk de multiplas vias de transducgao de sinal, visando uma aptidao a
resposta rapida com a insergcao de desbalangos, que variam da ordem ao caos,
capazes de por meio de ciclos celulares destrutivos e/ou instaveis promoverem
diversidade/heterogeneidade e multiplos fendtipos direcionaveis a invaséo,
angiogénese, imunomodulagédo e dentre outros processos salientados por inumeros

autores.

Tabela 8: Avaliagédo Funcional da Rede Principal para GB

Categoria Descrigao FDR
GO Processo Via de sinalizagdo da proteina tirosina quinase do receptor 1 14E.75
Biologico transmembrana (GO:0007169) '
GO Componente o
Periferia celular (GO:0071944) 6.22E-34
Celular
GO Fungéo o o )
Atividade da proteina tirosina quinase (GO:0004713) 2.08E-32
Molecular
Vias do KEGG Via de sinalizagao PI3K-Akt (hsa04151) 1.22E-67
Doencgas da transducgao de sinal por receptores de fatores de
Vias do Reactome 9.8E-44
crescimento e segundos mensageiros (HSA-5663202)

Na analise da rede principal, a histéria da iniciagdo e progressado do GB evidencia o
protagonismo da sinalizacao celular quanto fonte de adaptacédo e aptidao do tumor
para piores prognésticos. Isto porque, os enriquecimentos para proteina tirosina
quinase, via PI3K-Akt, transdugéo de sinal e fatores de crescimento, abordam uma
causalidade combinada de uma arquitetura de vias e processos. As lesdes que se
agrupam nessa combinacdo reunem sobre 3 vias principais (Receptor tyrosine
kinase - RTK/PI3K, p53 e retinoblastoma protein - RB). Ademais, o GB também
configura-se como uma doenga bioquimica e metabdlica com anomalias em (a) IDH,
ligando o metabolismo a regulagcédo transcricional, e (b) glicdlise e lipogénese
(Cloughesy; Cavenee & Mischel 2014; Torrisi et al. 2022).

A mutacdo das isocitrato desidrogenases (IDHs) desencadeia o fendtipo de
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metilacdo da ilha CpG do glioma (G-CIMP), induzindo alteragcbes epigenéticas. Os
GBs com IDH do tipo selvagem s&o mais agressivos e protegidos de danos
oxidativos e de espécies reativas de oxigénio (Reactive oxygen species - ROS) pela
producao de NADPH citosolico e mitocondrial, ao contrario dos GBs mutados, que
geralmente sdo associados a um melhor prognostico. O sistema de reparo de danos
ao DNA (DDR) é particularmente ativo tanto para reparo de quebra de fita simples
quanto de fita dupla, com células-tronco de GB (GSCs) retendo ativacao constitutiva
de componentes do DDR, como ATM (ataxia-telangiectasia mutated) e ATR (ataxia
telangiectasia and Rad3-related protein), sendo membros da familia de proteinas
quinases semelhantes a PIKKs (Phosphatidylinositol-3 kinase-related kinases), DNA-
PKcs (DNA-dependent protein kinase) e vias de ponto de verificagdo do ciclo celular
(Cloughesy; Cavenee & Mischel 2014; Fung et al. 2019; Torrisi et al. 2022).

A sinalizagdo de ROS se interconecta com a inflamacéo, regulagéo aberrante dos
receptores de tirosina quinase, integridade gendémica e autofagia no GB, tendo a
producao de IL-6 (Interleukin-6) como indutora de STAT-3 (Signal transducer and
activator of transcription 3) em GSCs, inibindo ROS intracelulares e mitocondriais e
promovendo proliferacdo e progressdo do ciclo celular. Ademais, superexpressao
e/ou hiperativagdo de cascatas de proteina quinase ativadas por mitégeno, atuam
sobre EGFR e sua versdo mutada (EGFRUVIII). Isto possibilita a ativacdo de efetores
a jusante que promovem a formagdao de Ras-GTP ativo o qual se liga a alvos
efetores a jusante como B-Raf (proto-oncogene B-Raf), que fosforila MEK1
(Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 1) e MEK2 (Mitogen-Activated Protein
Kinase Kinase 2), ativando fatores de transcricao/regulagao transcricional com
atuagao na sobrevivéncia, proliferagdo e invasao celular do GB (Teodorczyk &
Martin-Villalba 2010; Torrisi et al. 2022).

Em paralelo, a via PI3K/Akt (protein kinase B)/mTOR também se destaca como uma
das vias mais comumente desreguladas em GB. Tendo PI3K ativando Akt por
fosforilagdo, e o mMTOR como alvo a jusante do Akt. Nesse caso, a transducao de
sinal desregulada induz a ativacdo de NFkB (Nuclear Factor Kappa B), mTORC2 e
MDM2 (Mouse double minute 2 homolog), inibindo apoptose e regulando

negativamente p53. Ao mesmo tempo, A relagdo entre p53 e MDM2 permeia o
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controle da integridade genémica, ativando genes de ponto de verificagdo do ciclo
celular, mediando a parada do ciclo celular (e entrada em senescéncia) e/ou indugéo
de apoptose. Todavia, esta relagdo apresenta-se frequentemente mutada,
resultando em hiperproliferagao, auséncia de resposta apoptética e padrao invasivo,
promovendo a progressao do cancer em resposta a danos no DNA, genotoxicidade,
ativacado de oncogenes e sinais de crescimento aberrantes (Li et al. 2016; Tuncel &
Kalkan 2018; Torrisi et al. 2022).

Nesse conjunto, a adaptabilidade de GB se soma com um estresse hipdxico
relacionado a glicélise e lipogénese, isto justificado pela reprogramacado metabdlica
em GB a qual aumenta a producao de lactato, que aumentam a taxa de acidificagao
e expressao de enzimas especificas associadas ao estresse oxidativo e a
fosforilagdo oxidativa reduzida, induzindo a producdo de ROS, assim como a
ativacdo de HIFs (Hypoxia-inducible factors) com caracteristicas interconectadas
com a autofagia. Ao mesmo tempo a autofagia € estimulada como resposta ao
estresse somando-se a evasdo da apoptose e resisténcia a danos ao DNA
(Teodorczyk & Martin-Villalba 2010; Fung et al. 2019; Torrisi et al. 2022).

Tabela 9: Avaliagdo Funcional dos clusters/médulos para a Rede de GB

Modulos) Categorias Descrigdo FDR
Via de sinalizagao da proteina tirosina quinase do receptor
GO Processo
o transmembrana (G0O:0007169) 5.67E-24
Biolégico
GO Componente o
Periferia celular (GO:0071944) 2.54E-15
Celular
Médulo 1 — — .
Atividade da proteina tirosina quinase do receptor
GO Fungao Molecular transmembrana (GO:0004714) 6.02E-13
Vias de KEGG Via de sinalizagédo PI3K-Akt (hsa04151) 4.18E-31
] Sinalizag&o por receptor de tirosina quinases (HSA-
Vias de Reactome 1.97E-30
9006934)
Via de sinalizagao da proteina tirosina quinase do receptor
GO Processo
Mdédulo 2 L transmembrana (GO:0007169) 2.07E-16
Biologico
GO Componente Complexo de reparo de DNA (G0O:1990391) 0.0017
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Celular
GO Func¢ao Molecular| Ligagao ao receptor do fator de crescimento (GO:0070851) | 3.96E-9
Vias de KEGG Melanoma (hsa05218) 9.75E-17
Vias de Reactome Cascata RAF/MAP quinase (HSA-5673001) 4.25E-13
Via de sinalizagao da proteina tirosina quinase do receptor
GO Processo
o transmembrana (GO:0007169) 1.11E-15
Biologico
GO Componente
Complexo receptor (G0O:0043235) 9.42E-6
Celular
Modulo Atividade da proteina tirosina quinase do receptor
GO Funcgao Molecular transmembrana (GO:0004714) 2.56E-6
Vias de KEGG Via de sinalizagao Ras (hsa04014) 5.9E-14
Sinalizag&o por receptor de tirosina quinases (HSA-
Vias de Reactome 2.14E-10
9006934)
Via de sinalizagao da proteina tirosina quinase do receptor
GO Processo
o transmembrana (G0O:0007169) 2.77E-25
Biolbgico
GO Componente Complexo fosfatidilinositol 3-quinase, classe IA 1 19E.13
Celular (GO:0005943) '
Médulo 4
GO Fungao Molecular Atividade da proteina tirosina quinase (GO:0004713) 2.14E-11
Resisténcia ao inibidor de tirosina quinase EGFR
Vias de KEGG 1.49E-28
(hsa01521)
Doengas de transdugao de sinal por receptores de fatores
Vias de Reactome | de crescimento e segundos mensageiros (HSA-5663202) | 5.11E-26
GO Processo Transdugéo de sinal em resposta a danos no DNA 2 19E.5
Bioldgico (GO:0042770) '
GO Componente
Lumen da organela intracelular (GO:0070013) 0.0011
Celular
Médulo 5 Ligacdo ao receptor do fator de crescimento endotelial
GO Funcgao Molecular vascular (GO:0005172) 0.0015
Vias de KEGG Via de sinalizagao Ras (hsa04014) 9.05E-6
Vias de Reactome Ciclo Celular (HSA-1640170) 6.89E-5
GO Processo . o .
Modulo 6 Via de sinalizagdo do receptor de efrina (GO:0048013) | 3.02E-14

Biologico
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GO Componente
Componente ancorado da membrana (GO:0031225) 8.26E-5
Celular
GO Funcgao Molecular| Atividade do receptor transmembrana-efrina (GO:0005005) | 4.13E-9
Vias de KEGG Via de sinalizagdo Rap1 (hsa04015) 1.07E-13
Repulsao de células mediada por EPH-efrina (HSA-
Vias de Reactome 44E-15
3928665)
Regulacéo negativa da resposta a estimulos externos
GO Processo
L (G0:0032102) 0.0118
Biologico
GO Componente
Ldamen de granulos alfa de plaquetas (GO:0031093) 7.3E4
. Celular
Médulo 7]
GO Fungao Molecular - -
Vias de KEGG Cascatas de complemento e coagulagao (hsa04610) 2.6E-4
Formacgao de coagulo de fibrina (cascata de coagulagao)
Vias de Reactome (HSA- 140877) 2.0E-4
GO Processo
] ) Contragdo muscular (GO:0006936) 3.0E-4
Biolégico
GO Componente o
Complexo de miosina muscular (GO:0005859) 1.26E-9
Celular
Médulo
GO Funcgao Molecular Atividade motora de microfilamentos (GO:0000146) 7.96E-8
Vias de KEGG - -
Vias de Reactome - -
GO Processo
Biologico
GO Componente
Celular
Médulo Atividade inibidora de proteina serina/treonina quinase
GO Fungao Molecular 0.0139
dependente de ciclina (GO:0004861)
Vias de KEGG Ciclo celular (hsa04110) 3.2E4
Vias de Reactome Senescéncia Induzida por Oncogene (HSA-2559585) 5.11E-5

Integracgao I: Sinalizagao para aptidédo de GB

Assim como supracitado acerca da

rede principal, as

relagbes funcionais

apresentadas pelos modulos/clusters 1, 2, 3 e 4, evidenciam novamente a
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importancia da resposta do GB a sinalizag&o intrinseca e extrinseca ao estresse.
Isto porque, a desregulagao de varias vias de sinalizagdo molecular, juntamente com
a existéncia da barreira hematoencefalica (BHE), formaliza o desafio dos tumores
agressivos de GB, acessando facilmente a recorréncia do tumor apds a terapia
(Balga-Silva et al., 2019; Fabro, Lamfers & Leenstra, 2022). Dentre as sinalizagdes,
a amplificacdo e mutagdo do EGFR ou sua forma mutante constitutivamente ativa,
representam anormalidades genéticas caracteristicas do GB. O EGFR sinaliza
através de vias como Ras-Raf/MEK/ERK, PI3K/Akt/mTOR e JAK (Janus Kinase
2)ISTAT (Taylor, Furnari & Cavenee, 2012).

A via efetora Ras-Raf/MEK/ERK ativa Raf, que fosforila MEK, que por sua vez ativa
ERK. ERK translocado para o nucleo ativa fatores de transcricdo como STAT1/3 e
c-Myc, induzindo progressao celular para as fases G1 e S do ciclo celular. Ademais,
ERK fosforila proteinas que regulam o citoesqueleto e as metaloproteinases da
matriz (MMPs), envolvidas na invas&o celular (Rosenberg et al. 2015; Tuncel &
Kalkan 2018). Com a presenca de Ras, torna-se possivel a ativagao de PI3K, o qual
fosforila PIP2, gerando PIP3. A formacdao de PIP3 resulta na translocacao de
Akt/PKB para a membrana celular, onde é fosforilado pela PDK1 (pyruvate
dehydrogenase kinase 1). A via de sinalizacdo Akt ativa mTOR, GSK-38 (glycogen
synthase kinase-3 beta), MDM2 e NF-kB. Em conjunto, sinais de RTK/Ras/PI3K-
Akt/mTOR regulam o metabolismo da glicose, aumentando GLUT (Glucose
transporter) e a hexoquinase, ativando a glicélise aerdbica (Li et al. 2016; Khabibov
et al., 2022; Torrisi et al. 2022).

Integracao Il: Versatilidade para Responder aos Estresses

Apés as interpretagdes dos estressores com uma transdugdo de sinal integrada no
GB, conforme os resultados salientados pelos moédulos/clusters 2, 5 e 9, a
flexibilidade do GB por apresentar uma paisagem epigenética e genética altamente
plastica e com conversdes bidirecionais, beneficia tal tumor pela possibilidade de
intercambiar atratores capazes de moldar o reparo ao DNA por meio de rearranjos,
modificagdes evidenciadas pela rede principal e também como uma estratégia

evolutivamente conservada se pode reacender o impacto e importancia das
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PGCCs/MNGCs assim como apresentado no tépico 5.4.2 (Prager et al. 2020;
Alhaddad, Osipov & Leonov 2022; Yabo, Niclou & Golebiewska 2022).

O sistema de reparo do DNA atinge diretamente a adaptacéo e resisténcia do GB.
Isto porque, variagbes como EGFRUVIII, destaca o envolvimento do sistema de reparo
de quebras de dupla fita (DSBs) no DNA (Mukherjee et al. 2009). Ademais, a
ativagao da via PI3K-AKT, salientadas na integracao | tanto dos topicos 4.5.2 quanto
4.5.3, esta relacionada a instabilidade genémica e deficiéncia do reparo mediada por
RAD51, além de deficiéncias no checkpoint do ciclo celular (Alexander et al., 2012).
A resisténcia ao tratamento esta fortemente ligada aos mecanismos de reparo do
DNA, assim como a promog¢ao de diversidade celular (heterogeneidade intratumoral),
como pela geragao de PGCCs/MNGCs (Alhaddad; Osipov; Leonov 2022), isto por
incluir modificagbes adaptativas atreladas ao reparo por recombinacdo homodloga
(HR) e/ou juncédo de extremidades ndo homdlogas (NHEJ). Assim, no GB, uma
grande parcela é deficiente no checkpoint G1 do ciclo celular e dependem mais do
checkpoint G2. Assim, a inibicao do checkpoint G2 pode forcar as células a entrarem
em mitose prematuramente ou catastrofe mitética ou deslizamento mitético ou
endoreplicagdo, podendo levar a morte celular ou apoptose ou renovagao de novas
células tumorais mais agressivas (Alexander et al., 2012; Mirzayans & Murray 2023;
Mirzayans 2024).

No caso do tratamento quimioterapico convencional para GB, a temozolomida (TMZ),
uma droga alquilante do DNA, é usada para induzir senescéncia através da lesao
especifica O6-metilguanina (O6MeG), que leva a parada do ciclo celular em G2-M e
requer a ativacao do complexo MRN e da via ATR/CHK1 (Aasland et al., 2019). A
senescéncia induzida pela TMZ é dependente de p53 e da indugédo sustentada de
p21, mas também envolve a degradagcdo de CDC25c e a represséo de proteinas de
reparo de incompatibilidades (MMR) e HR como RAD51 (Erasimus et al. 2016;
Aasland et al., 2019).

Entretanto, apesar dos efeitos positivos da TMZ, ha evidéncias crescentes da
atuacdo de NF-kB para a senescéncia induzida pela temozolomida ao passo de
induzir fatores antiapoptoticos, suprimindo a via apoptética e/ou induzindo SASP.

Concomitante, pode ocorrer repressao transcricional, mediada pela ruptura do
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complexo E2F1/DP1, e reducdo da capacidade de MMR, o que poderia aumentar a
agressividade dessas células uma vez que elas reiniciam a replicagdo (Squatrito &
Holland 2011). Assim, poder-se-a alcancar mudangas proeminentes envolvendo a
poliploidizacdo com a senescéncia como uma etapa intermediaria com uma
tetraploidia como um estado metaestavel para o ressurgimento agressivo de GB
(Sikora et al 2022; Kirsch-Volders, MiSik & Gerlache 2024).

Integracao lll: “Canais de Comunicacao” pela Vascularizagédo

No momento em que a diversidade celular se formaliza quanto uma marca de
aptiddo do GB, a comunicacao, primariamente, fornecida por “canais vasculares” se
torna a fonte para moldar os caminhos para a invasao. Neste sentido, os dados
enriquecidos para os modulos 6 e 7 salientam a importancia da vascularizagdo que
envolve angiogénese, vasculogénese, cooptacdo vascular, mimetismo vascular e
transdiferenciagao de células endoteliais de GB. Tais tumores apresentam respostas
contra a terapia anti-VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) promovendo
caracteristicas adicionais ao tumor, como a invasdo tumoral, reprogramagao
metabdlica e aumento da regulagdo do transportador de glicose 3, vascularizagao
sustentada e a imunomodulacido interconectada a indu¢do de quimiotaxia com

outros tipos celulares (Teodorczyk & Martin-Villalba 2010; Torrisi et al. 2022).

Dentre a diversidade celular, vale salientar a atuagao das plaquetas sanguineas que
sao participantes ativos no microambiente tumoral, liberando uma variedade de
fatores de crescimento angiogénicos, como VEGF, o fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF) e a angiopoietina. Ademais, as plaquetas protegem as células
de GB de ataques imunoldgicos e auxiliam no crescimento rapido e invasivo
(Sabrkhany et al. 2011; Obermann et al. 2021).

Em complemento, nesse extenso e peculiar sistema vascular do GB, outros atores
se tornam de destaque, como os receptores Eph e suas ligantes, as efrinas, que se
somam as inovagdes na neoangiogénese do tumor, isto pela modulacéo da adesao
célula-célula e célula-matriz, processos vitais para a migracdo celular e a
formagdo de novos vasos sanguineos. Além disso, a sinalizagdo Eph/efrina regula

ndo apenas a adesdo celular, mas também a permeabilidade vascular e a
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remodelagdo do citoesqueleto, possibilitando organizagdes tubulares das células
endoteliais (Singh et al. 2012; Pasquale 2024). Mas também, as vesiculas
extracelulares (EVs) na patologia vascular do GB, adicionam a mediagcdo da
comunicagcdo entre células tumorais e células do microambiente, facilitando a
remodelacdo vascular e contribuindo para a formacdo de uma rede vascular

andmala e disfuncional (Spinelli et al. 2021).

Integracao IV: “Kit de Sobrevivéncia” pronto para Invadir

Outro “personagem” que permeou o processo evolutivo do GB ao longo das
integragbes como “coadjuvante”, mas agora sera o protagonista, é o citoesqueleto
(CSK). O CSK sempre atuou quanto a forma celular, crescimento ancorado-
dependente, distribuicdo de proteinas da superficie celular e localizagdo de
organelas, como mitocéndrias e polirribossomos. Entretanto, o “kit de sobrevivéncia”
do GB se formalizou pelas modificagdes quanto a transducdo de sinal e
dinamicidade gendémica, epigenémica e metabolémica. Dessa forma, a motilidade e
invasividade se tornam alvos alcangaveis assim como evidenciado pelo
modulo/cluster 8. Para tanto, entre as principais proteinas que compdem os
filamentos do CSK, destacam-se a actina nos microfilamentos, a tubulina nos
microtubulos e o grupo heterogéneo de proteinas dos filamentos intermediarios
associados a diferentes tipos celulares, o que pode influenciar a adeséao celular, a
propagacao e a locomogao (Gunning, O’Neill & Hardeman 2008).

A invasividade do GB acaba sendo impulsionada pela produgdo de proteases e
fatores de transcricdo que iniciam a transi¢ao epitélio-mesénquima (EMT), regulados
por TGF-B, EGF, PDGF e FGF2. Em condi¢gbes hipdxicas, HIFs regulam ZEBA1,
suprimindo a E-caderina e aumentando a motilidade celular (Cloughesy; Cavenee &
Mischel 2014; Torrisi et al. 2022). Essa invasdo envolve remodelacdo do
citoesqueleto, degradacao da matriz extracelular (MEC), motilidade sob controle de
vias de sinalizagdo como SRC, TWIST1 e receptores de quimiocina, remodelagao
metabdlica e produgado de lactato (Qque aumentam a taxa de acidificagdo e estresse
oxidativo e reduz a fosforilagdo oxidativa produzindo ROS e resposta pro-

inflamatéria na microglia, removendo uma polarizagdo semelhante a M2 e
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estabilizando HIF) e imunomodulacao (Tuncel & Kalkan 2018).

Para além, a rigidez da matriz extracelular (MEC) esta associada a mutagdes IDH1
em tumores primarios, sendo que em GB se identificou uma maior rigidez da MEC e
sinalizagdo mecanica aumentada, indicada por niveis elevados de quinase de
adesao focal fosforilada (pFAK) e cadeia leve de miosina fosforilada (pMLC2),
contribuindo para a agressividade do glioma (Miroshnikova et al. 2016).

Nessa mistura de respostas bioquimicas, as tropomiosinas, que sao dimeros
enrolados em hélice formadores de polimeros continuos ao longo dos filamentos de
actina e regulam a interagdo actina-miosina, desempenham um papel essencial
quando apresentando expressao alterada dos dimeros de alto peso molecular em
GB, isto por atuar na estrutura das fibras de estresse, sendo associada a
capacidade invasiva e metastatica (Gunning, O’Neill & Hardeman 2008).

Em complemento, a cofilina, uma proteina de ligagdo a actina que atua na regulagao
da dindmica do citoesqueleto de actina, apresenta uma superexpressdao em GB
aumentando a taxa de movimento e invasao celular em até 4,5 vezes (Lv et al. 2022).
Mas também, atua na regulacdo da permeabilidade da barreira sangue- tumor,
aumentando tal permeabilidade por meio da ativagdo da via de sinalizagao
RhoA/ROCK e PI3K (Lv et al. 2022).

Além das tropomiosinas e cofilina, desregulagdo da expressao de subunidades de
actina afetam a migragao celular, assim como representavel pela askeletal-actin 1
(ACTC1) que demonstra uma expressao elevada em GB sendo um provavel
indicador de progndstico e invaséo, por estar correlacionada a menor sobrevida e
recorréncia a distancia mais frequente (Suresh & Diaz 2021).

Outrossim, durante EMT, a via Notch e a sinalizacdo TWIST1 s&o induzidas,
associando-se a reorganizagao e motilidade do citoesqueleto pela regulagéo positiva
da ciclina G2. A migracdo de células GB em diregdo aos vasos sanguineos é
associada a regulagao positiva de SDF-1 e ativacdo de CXCR4, que também esta
envolvido em mecanismos imunossupressores e na estimulacdo do GB induzida
pela microglia via PD1. SDF-1 secretado por GSCs promove quimioatracdo e
ativagao de células progenitoras endoteliais, apoiando a sobrevivéncia e proliferagéo
endotelial (Aseervatham 2020).
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A desorganizacdo da estrutura de actina durante a ultima etapa da divisdo celular,
conhecida como citocinese, pode levar a multinucleagcdo e formagao de poliploidia
em células pos-mitéticas, que influenciam também sobre EMT (Gibieza & Petrikaité
2021). Assim, apos a aquisicdo de EMT, uma nova fase se torna acessivel, a
metastase. Para a metastase ser eficiente, componentes do citoesqueleto como
actina, miosina e filamentos intermediarios, e suas proteinas associadas devem
coordenar-se de forma ordenada, levando a formacéao de protrusées celulares como
lamelipddios, filopodios e invadopddios (Tafazzoli-Shadpour, Mohammadi &
Torkashvand 2020).

A formacao dessas protrusdes esta atrelada a proteina Fascin-1, as quais as células
de GB apresentam uma associagao funcional cada vez mais reconhecida como um
marcador progndéstico da doengca em estado metastatico, isto por contribuir para a
reprogramagado metabolica, resisténcia a quimioterapia, atividade de stemness,
eventos do microambiente tumoral e metastases linfonodais (Tafazzoli- Shadpour,
Mohammadi & Torkashvand 2020; Li et al. 2022). Com isso, essas células
metastaticas migram até encontrar locais estruturalmente adequados para formagao
de colbnias, com o sucesso da metastase sendo influenciado por fatores
bioquimicos e biomecanicos, como sinais de quimiocinas, flexibilidade celular,
interacbes com células imunes e forcas de cisalhamento do fluxo sanguineo
(Tafazzoli-Shadpour, Mohammadi & Torkashvand 2020).

7.6 Resumo da Etapa in silico

Com base nas informagdes apresentadas ao longo do texto, o conteudo tedrico,
sugere que as PGCCs/MNGCs no GB devem exibir uma capacidade unica de
adaptacao e resisténcia, atribuida a alteracbes nas vias de sinalizacao celular e ao
controle dinamico do ciclo celular, que permitem gerar variabilidade genética e
resisténcia a multiplas drogas, tornando-as células-chave no desenvolvimento e
agressividade do GB. A poliploidizagdo dessas células promove a geragcdo de
células iniciadoras de cancer, com caracteristicas de células-tronco, que se
reprogramam em resposta a alteragcbes do ciclo celular e interagem com o

microambiente tumoral, assim como esquematizado na Figura 5.
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Figura 5: Compilado Tedrico-Computacional acerca das Relagbées PGCCs/MNGCs com GB
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Legenda: As vias Ras-Raf/MEK/ERK e PI3K/Akt/mTOR, frequentemente ativadas pelo EGFR mutante,
promovem a sobrevivéncia celular e a invasio tumoral, enquanto a barreira hematoencefalica dificulta
o tratamento e facilita a recidiva tumoral. A plasticidade epigenética das PGCCs/MNGCs permite
adaptagao rapida a estresses genotdxicos, como indu¢do de senescéncia e posterior reversdo para
estados mais agressivos, facilitando a propagacdo e renovacdo do tumor. Esse processo é
potencializado pela instabilidade genémica e pela superexpressdo de oncogenes como o c-Myc, que
contribuem para a resisténcia a terapias convencionais, como a quimioterapia com TMZ, que ativa
vias de sobrevivéncia e favorece a persisténcia tumoral. Além disso, a alteracdo do metabolismo
lipidico e a producao de energia através da glicolise aerdbica reforgam a agressividade do GB, com a
capacidade das PGCCs/MNGCs de realizar rearranjos cromossdmicos complexos, como divisdes
multipolares e formagao de mosaicismos, o que contribui para a heterogeneidade e plasticidade do
tumor. Essas células sdo fundamentais na progressdao do GB devido a sua habilidade de realizar
divisdes assimétricas, 0 que aumenta a variabilidade genémica e a agressividade tumoral, além de
conferir resisténcia as terapias convencionais. A ativagcdo das vias Ras-Raf/MEK/ERK e
PIBK/Akt/mTOR sustenta a alta demanda energética das células tumorais, essencial para sua
proliferagdo e sobrevivéncia. A adaptagdo metabdlica das PGCCs/MNGCs, com o uso da glicolise e
vias alternativas para a sintese de acidos graxos, é crucial para suportar a demanda energética dos
transportadores ABC, que sdo fundamentais para a resisténcia a farmacos e a sobrevivéncia das
células tumorais do GB (Linhas em Verde, Roxo, Vermelho e Amarelo). Além disso, a autofagia,
induzida durante a senescéncia, é essencial para a sobrevivéncia das PGCCs/MNGCs em condigdes
de estresse, permitindo a reciclagem celular e a manutengdo de um estado dormente que pode ser
reativado para promover a progressao tumoral. O citoesqueleto, regulado por proteinas como
tropomiosinas e cofilina, influencia a motilidade e invasividade do GB, faciltando a invasdo e

disseminagdo metastatica do tumor, com a reorganizagao citoesquelética associada a EMT. As
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PGCCs/MNGCs desempenham um papel central na angiogénese e no mimetismo vascular,
essenciais para a sobrevivéncia tumoral em ambientes hipoxicos, e a comunicagcéo entre células
tumorais e o microambiente, por meio de canais vasculares e EVs, reforga a complexidade da rede
vascular e a resisténcia terapéutica do GB. Além disso, as anomalias metabdlicas, como mutag¢des
em IDH, conectam o metabolismo a regulagéo transcricional, gerando o G-CIMP, que divide os GBs
em dois subtipos: os com IDH selvagem, mais agressivos e resistentes a danos oxidativos, e os com
IDH mutado, com um progndstico geralmente melhor. O DDR é particularmente ativo nas GSCs, que
mantém a ativagao constitutiva de proteinas como ATM e ATR, influenciando os pontos de verificagdo
do ciclo celular. A sinalizagdo mediada por ROS se entrelaga com inflamagéo, regulagéo aberrante de
receptores de tirosina quinase, integridade gendmica e autofagia, promovendo a proliferagcdo e
progresséao do ciclo celular, além de inibir ROS. A superexpressao de proteinas reguladoras, como o
EGFR e sua variante mutada EGFRUVIII, ativa Ras-GTP e seus alvos, como B-Raf, que fosforilam
MEK1/2, influenciando a sobrevivéncia, proliferagado e invasdo celular. O estresse hipdxico, causado
pela reprogramacdo metabdlica, eleva a producgéo de lactato, acidificando o ambiente e estimulando a
expressdo de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo, além de facilitar a autofagia e promover a
resisténcia a danos ao DNA e a apoptose (Linhas em Vermelho, Amarelo e Azul Claro). O CSK
desempenha papel central na adaptacdo e agressividade do GB, influenciando a motilidade e
invasividade do tumor, sendo regulado por proteases e fatores de transcricdo que induzem a EMT,
como TGF-B, EGF, PDGF e FGF2, com os HIFs regulando ZEB1, suprimindo a E-caderina e
aumentando a motilidade celular. A disfungdo do CSK em GB envolve proteinas como tropomiosinas
e cofilina, que afetam a invasividade e motilidade celular, sendo a cofilina particularmente importante
na taxa de movimento e invasao celular, além de regular a permeabilidade da barreira sangue-tumor.
Subunidades de actina, como ACTC1, também desempenham papel crucial na invasao tumoral e no
progndstico negativo. Durante a EMT, a via Notch e a sinalizagdo TWIST1 s&o ativadas, promovendo
a reorganizagéo do CSK e facilitando a migragao das células GB em diregdo aos vasos sanguineos.
A desorganizacdo do CSK durante a citocinese pode levar a formagdo de células poliploides,
influenciando a EMT e promovendo a metastase. A fascin-1, proteina associada ao CSK, também
desempenha papel critico na metastase do GB, contribuindo para a reprogramacdo metabdlica e

resisténcia a quimioterapia (Linhas em Azul Escuro).
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7.7 Interpretagao Funcional e Morfométrica do Rastreamento de Célula Unica in
vitro

Interpretagé&o Funcional

As PGCCs/MNGCs representam subpopulacdes de células tumorais extremamente
relevantes para a evolugdo do tumor e adaptacdo ao estresse terapéutico, assim
como supracitado ao longo do embasamento tedrico e a analise funcional da rede.
Mas também, em complemento, buscou-se caracterizar em detalhes morfométricos
tal subpopulagdao singular e momentanea do GB. Para tanto, a metodologia de
rastreamento de célula unica in vitro foi aplicada, obtendo-se registros fotograficos
de 8 campos da placa de cultura, o que foi possivel identificar fendtipos com
multinucleagées (MN) e/ou micronucleagbes (Ml) e/ou nucleos gigantes (GN) com
uma porcentagem para células de controle (CCs) de 12,6% e 13,4% para células
tratadas com TMZ (TTCs) em relagdo ao numero total de células, como destacado

nas figuras 6 e 7.

Figura 6: Fendtipos da Linhagem U87 submetida a DMSO

10D Al 6 15D Al 11

20D Al 16 25D Al 7

Legenda: Placa A1 com destaques dos campos 4, 6, 7, 11, 13 e 16 representados por XD_A1_Y,

30D Al 13

sendo X o dia do registro e Y o campo avaliado. Ademais, em circulo vermelho (RGB - 255,0,0) se

encontram provaveis células MN, Ml e GN.
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Figura 7: Fendtipos da Linhagem U87 submetida a TMZ

5D BI 10 10D Bl 7 15D Bl 6

20D Bl 13 25D Bl 4 30D Bl 1

Legenda: A. Placa B1 com destaques dos campos 1, 4, 6, 7, 10, 11, 13 e 16 representados por
XD_BY, sendo X o dia do registro e Y o campo avaliado. Ademais, em circulo vermelho (RGB -

255,0,0) se encontram provaveis células MN, Ml e GN.

De acordo com as informagdes apresentadas acerca das PGCCs/MNGCs no tépico
5.4.2 e com a historia biologica fornecida diante da evolugdo do GB no tépico 5.4.3,
diversos mecanismos descritos sustentam-se por um acompanhamento de um grupo
de células U87 tratadas com DMSO e outras com TMZ. Os resultados concordam
com achados de Giangaspero et al. (1987), que demonstrou a uma distribuicao de
DNA anormal em GG, a qual evidenciou que as populacdes com valores de ploidia
da populacdo principal ndo se desviam grosseiramente de células normais, mas
existem heteroclones viaveis anormais ciclando ativamente na populagédo examinada
assim como é rastreado pelas figuras 5 e 6 com destaque dos ciclos de células pré-
estresse e pos-estresse permeadas por PGCCs/MNGCs/Senescentes Pré-PGCCs
(com MN e/ou MI e/ou GN).

Ademais, segundo Liu (2018), podem ser observados em dados histopatologicos e
de culturas célulares a presenca de PGCCs/MNGCs que possuem aumento em
namero com o grau de malignidade em pacientes com glioma, cancer de mama e

cancer de ovario. Com base neste autor, tal presenca de multinucleacdes parece ser
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comum em uma fase denominado por ele como auto-renovacdo na qual células
diploides estdo morrendo (5° dia nas figuras 5 e 6) e as células sobreviventes que
passaram para a tetraploidia (4n) continuam endociclando ou em endomitose para
produzir PGCCs mononucleadas ou multinucleadas. Algumas células multinucleadas
sofrem cito-fissdo para gerar células poliploides menores, de crescimento lento, que
persistem durante o tratamento quimioterapico, reiniciando a fase de iniciagdo do
endociclo amitico.

Em complemento, com base no estudo de Martinez et al. (2007), ao estudar GB de
células gigantes (gcGBM), células gigantes polimérficas multinucleadas evoluem de
células tumorais ndo gigantes em um estagio inicial do tumor, passando por
endomitose. Além disso, apresentam valor de corte para numeros aumentados de
cromossomos excedido para quase todos os cromossomos, alta celularidade,
nucleos bizarros hipercromaticos (assim como pode ser constatado pelas figuras 5 e
6 pela marcagao para 53BP1 (p53-binding protein 1), marcador do sistema de reparo
de dano ao DNA).

Em concordancia, as alteragdes quanto a proliferagdo como salientado pelos tépicos
5.4.2 e 5.4.3 nas integracdes referentes a sinalizagéo celular/transdugéo de sinal e
dano ao DNA, uma caracteristica visivel € um aumento marcante no tamanho celular
para células de GB tratadas com TMZ, como especifica a figura 6. Assim, tais
achados concordam com os dados in silico quanto a provavel mecanistica atrelada e
com os achados de Mirzayans, Andrais & Murray 2018, que expde a funcdo da
senescéncia prematura induzida por estresse podem representar um estado
intermediario capaz de gerar PGCCs/MNGCs produtoras de células mononucleadas
de rapida proliferacdo por um processo de brotamento. Sendo que para linhagens
celulares primarias de baixa passagem que foram estabelecidas a partir de tumores
de 10 pacientes com GB, a menor frequéncia de PGCCs/MNGCs foi de 1 em 20
células (ou seja, 5% do total de células). Ademais, PGCCs/MNGCs tendem aparecer
cerca de 3 dias apds o tratamento anticancer, como demonstrado pelos resultados
deste estudo (figura 6).

Algo importante a ser destacado € o impacto da parte bioquimica de lipidios e

biofisica associada a actina do GB e PGCCs/MNGCs como apresentado pelas redes
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proteicas, isto porque Maeda et al. (2003), Zekri et al. (2016), Silva et al. (2019) e
Delgado-Martin & Medina (2020) realgam o protagonismo do citoesqueleto, os quais

foram visiveis quanto a demarcagao de LC3 e 53BP1, confirmando a necessidade
de tamanho para compensar instabilidade genémica, sendo resultado do bloqueio da
citocinese e danos no DNA, um compilado de alteragdes quanto a desregulacéo da
sinalizacdo de crescimento via amplificacdo e ativacdo mutacional dos RTKs,
ativacao de PI3K, atuacdo de CD44 na adesao célula-célula e célula-substrato ou
reorganizacdo do citoesqueleto (no qual as GTPases da familia Rho sao
“‘interruptores” moleculares dentro das células, que controlam as reorganizag¢des
dindmicas da actina utii a producdo de protrusdes formadoras de redes
multicelulares), assim como referido no tépico 5.4.3 na Integracéao IV.

Apesar de tais achados, demandar-se-ao mais estudos capazes de interpretar
molecularmente a origem dessas células, se seria por falha na citocinese,
frequentemente seguida de mitoses multipolares em células de GB, como salientado
por Telentschak et al. (2015), ou por danos ao DNA juntamente com catastrofe
mitética ou deslizamento mitético apds perda de quinases (como a Aurora kinase B)
resultando em morfologias nucleares anormais, formagéo de micronucleos e pontes

nucleoplasmicas, como evidenciado por Pacioni et al. (2015) e Zekri et al. (2016).

Interpretagdo Morfométrica

As medi¢cdes morfométricas da area nuclear (NA), area citoplasmatica (CA) e
contagem de nucleos por célula (NCC), forneceram uma média de NA de 192 uym?
(CCs) e 428,50 um? (TTCs), enquanto a CA foi de 1722 um? (CCs) e 11472 uym?

(TTCs), assim como destacado na figura 7.
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Figura 8: Imagens de microscopia utilizadas para analises morfométricas e funcionais

5D A2 13 20D A2 4

5D B2 13 20D B2 4

Legenda: A e B. Representam, respectivamente, CCs no 5° dia e 20° dia de monitoramento. C e D.

Representam, respectivamente, TTCs 5° dia e 20° dia de monitoramento. As setas vermelhas (RGB:
255.0.0) demonstram PGCCs/MNGCs com um fenétipo semelhante a star- e veil-like com aumento

da relagado N/C e com brotamento celular (como na letra D) ou néo.

As CCs apresentaram fendtipos semelhantes as PGCCs/MNGCs ou de Pré-
PGCCs/MNGCs, conforme as caracteristicas e detalhes apresentados pelos
resultados in silico nos toépicos 5.4.2 e 5.4.3, sugerindo uma resposta de
poliploidizacdo a variagdo sutis de nutricio e oxigénio, representando uma
diversidade/heterogeneidade intratumoral. Em paralelo, as TTCs tiveram um
aumento na area e na relagdo N/C, o que representa um papel importante da
poliploidizacdo na organizagdo dos componentes das interagcbes nucleo-

citoesqueléticas. Essas diferengas contribuem para uma complexa morfobiologia
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(macroestrutura nuclear) das PGCCs/MNGCs.

Tais dados obtidos, se somam com achados de outros pesquisadores como
Biswas et al. (2023), ao destacarem a importancia da densidade intracelular no
citoesqueleto e nucleoplasma, observando que o nucleo € menos denso que o
citoplasma e que os sistemas vivos mantém uma relagdo constante de
densidade entre esses compartimentos. Neste sentido, apesar das mudangas nas
proporcdes de volume nuclear-citoplasmatico (N/C) a relagdao de densidade N/C
€ mantida de maneira robusta. Isso sugere que a manutengdo de uma relagao
constante de densidade N/C (a qual pode ser regulada pela relagdo entre
aminoacidos e proteinas) € um mecanismo fundamental de organizagao celular,
com implicagbes para a senescéncia e o cancer.

Neste sentido, Taddei et al. (2004), Cavalier-Smith (2005), Scholes & Paige (2015),
Lanz et al. (2022) e Lessenger et al. (2024) discutem que possivelmente a variagao
do tamanho do genoma seja consequéncia da origem do envelope nuclear e da
montagem de sua nucleagao pelo DNA, além da selegao adaptativa para otimizar as
propor¢cdes de volume cario-plasmaticas, tendo genes de controle do ciclo celular
influentes sobre os volumes celulares. O que poderia explicar as mudancas
morfofisioldgicas associadas a duplicagdo do genoma com os dados in silico. E as
relagbes com tamanho celular, volume nuclear e duragdo do ciclo celular
(caracterizados como “nucleotipicos”) nos dados in vitro (Doyle & Coate 2019).
Pesquisas em cancer de prostata suplementam os dados alcancados em GB,
principalmente, ao observar os aspectos fenotipicos, que segundo Kim et al. (2023)
associam mudancgas perante a sobrevivéncia apds exposi¢ao a quimioterapia, como
no caso de exposicao de GB a TMZ, isto porque células sobreviventes exibiram
aumento no tamanho celular e nuclear (que pode ter sido facilitado por
endociclagem continua), resultando em duplicagdes do genoma e com predominio
de células mononucleadas gigantes, como em GB diante das figuras 6 e 7.

Muitas informagdes ainda permanecem desconhecidas, sendo que os estudos
morfologicos isolados ndo conseguem responder com facilidade, mas auxiliam na
quantificacdo de alteragdes e iniciam o desbravamento de novos estudos inovadores

quanto ao entendimento da relagédo biofisica e funcional geral das células de GB
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diante da diversidade celular, como a geracdo de PGCCs/MNGCs.

A vista disso, a presenca de PGCCs/MNGCs ap6s estresse por TMZ em GB
também se justifica pelo fato de que essas células exibem uma rigidez elevada tanto
no citoplasma quanto no nucleo, caracteristicas que as ajudam a suportar o estresse
mecanico associado ao seu tamanho aumentado e ao tratamento (Xuan et al. 2018).
A rigidez demonstra-se como resultado de uma estrutura nuclear inerentemente
mais rigida, atribuido a uma organizacdo anémala do citoesqueleto, uma regulagao
disfuncional da via RhoA-ROCK1, aumento na espessura e comprimento dos
filamentos de actina, presenca de multiplos centros organizadores de microtubulos
(MTOCs), uma rede aumentada de filamentos intermediarios de vimentina e
capacidade aumentada de reparar o DNA danificado, concordando com os achados
das redes proteicas de PGCCs/MNGCs e GB (Xuan et al. 2018; Xuan, Ghosh &
Dawson 2022; Casotti et al. 2023; Kirsch-Volders, MiSik & Gerlache 2024).

7.8 Resumo da Etapa in vitro

Conforme a etapa in silico, as PGCCs/MNGCs desempenham um papel fundamental
na evolucao e adaptacao ao estresse terapéutico do GB, e visualmente se destacam
como subpopulagbes de células tumorais com caracteristicas funcionais e
morfométricas distintas. O rastreamento de célula unica in vitro revelou a presencga
de fendtipos com multinucleagdes, micronucleagdes e nucleos gigantes em células
U87 tratadas com DMSO e TMZ, com evidéncias de células multinucleadas sendo
mais frequentes nas amostras tratadas. Esses resultados corroboram estudos
anteriores que indicam a presenga de PGCCs/MNGCs como um mecanismo de
resisténcia ao tratamento quimioterapico, onde células tumorais devem passar por
endomitose ou endociclo, gerando células de poliploidia com alta capacidade de
sobrevivéncia. A analise morfométrica revelou um aumento significativo na area
nuclear e citoplasmatica das células tratadas com TMZ, evidenciando uma maior
relagdo entre volume nuclear e citoplasmatico, o que € consistente com a
poliploidizacdo observada em resposta ao estresse. A diversidade intratumoral
observada sugere uma adaptagdo ao ambiente de hipdxia e variagao nutricional, um

fendbmeno que também pode ser associado a senescéncia prematura induzida por
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estresse. As alteragdes morfoldgicas, incluindo o aumento no tamanho celular e a
presenga de nucleos bizarros, podem estar em conformidade com a desregulagao
de vias de sinalizagao, como a ativacado de PI3K e a amplificacdo de RTKs, além da
reorganizagao do citoesqueleto. Embora os dados in vitro e in silico sugiram uma
complexa interagdo entre o aumento do tamanho celular, a instabilidade gendémica e
a resisténcia ao tratamento, a origem das PGCCs/MNGCs ainda necessita de mais
estudos, especialmente para entender se elas surgem devido a falhas na citocinese,
danos ao DNA ou catastrofes mitoticas. O estudo das redes proteicas associadas a
actina e a bioquimica lipidica das PGCCs/MNGCs também sugere que a rigidez
aumentada do nucleo e do citoplasma dessas células pode conferir uma vantagem
na sobrevivéncia frente ao estresse terapéutico, favorecendo sua capacidade de
reparar danos no DNA e reiniciar ciclos celulares. Estes achados abrem portas para
novas investigacbes sobre o0s mecanismos Dbiofisicos e funcionais das
PGCCs/MNGCs e sua contribuicao para a resisténcia ao tratamento no GB,
destacando a necessidade de mais estudos para elucidar a origem e a dinamica
dessas células em diversos estagios da doenca, para além dos dados iniciais

alcangados neste estudo piloto de mestrado.
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7.9 Estudo Translacional

As neoplasias foram descritas de acordo com os registros dos prontuarios
eletrbnicos do Hospital Estadual Central e dos laudos histopatolégicos do
Laboratério de Patologia do Espirito Santo (LAPAES) ambos referidos como
coalboradores no estudo aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres
Humanos do Hospital Universitario Cassiano Anténio de Moraes da Universidade
Federal do Espirito Santo - HUCAM/UFES (Parecer n° 6.813.985) e do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo - CCS/UFES (Parecer
n°® 6.700.676).

O estudo realizado revelou uma prevaléncia do sexo feminino (56%) e de
autodeclarados brancos (83%) entre os 48 pacientes analisados (Tendo sido
retirados 2 pacientes com bidpsias de outros tecido), o que esta alinhado com os
achados de Mendes et al. (2014), que também relataram maior prevaléncia feminina
(67%) em sua amostra de 106 casos de tumores primarios do sistema nervoso
central (SNC). Essa predominancia feminina pode ser explicada pelos horménios
envolvidos no desenvolvimento de meningiomas, como observado por Ostrom et al.
(2021), que associaram a presenga de receptores de progesterona nesse tipo de
tumor ao maior acometimento em mulheres. No presente estudo, a baixa frequéncia
de neoplasias cerebrais no sexo masculino (44%) e entre autodeclarados negros
(17%) difere do observado por Zavarise et al. (2024), que destacaram maior
incidéncia de neoplasias no sexo masculino na regido Norte do Brasil, onde a
raga/cor parda predominou entre os pacientes (64,07%). A média de idade dos
pacientes foi de 55 anos, corroborando parcialmente os dados de Barioni et al.
(2024), que evidenciaram maior prevaléncia de neoplasias entre individuos de meia-
idade e idosos.

Dentre os pacientes analisados, apenas 33% nao utilizavam ou especificaram
relagdo com medicagdes de uso continuo, enquanto 50% apresentaram
comorbidades cardiovasculares, principalmente hipertensao arterial sistémica (HAS),
dado que reflete a associacédo entre HAS e desfechos em tumores cerebrais, como
apontado por Mukand et al. (2016). Além disso, 61% dos pacientes apresentaram

problemas relacionados a saude mental, incluindo cefaleia, memoria ineficiente,
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ansiedade, depressao, convulsdes e problemas sensoriais € motores, sendo a
cefaleia um dos sintomas mais frequentemente associados a tumores do SNC,
conforme relatado por Mendes et al. (2014), com prevaléncia de 52% em sua
amostra. Esses resultados reforcam os dados de Yuile et al. (2023), que associaram
cefaleia e perda de memodria aos glioblastomas, destacando a complexidade
sintomatica dos tumores cerebrais. A prevaléncia de sintomas neurolégicos e as
condicbes associadas aos tumores cerebrais apontam para a importancia de fatores
de risco como radiagao ionizante, campos eletromagnéticos e exposicdes ambientais,
discutidos por Yamanaka et al. (2018) e Aydemir et al. (2023), que identificaram tais
exposicdes como potenciais agravantes para gliomas e meningiomas. Esses
achados reiteram a necessidade de estratégias integrativas e personalizadas no
diagndstico e tratamento, conforme discutido por Barioni et al. (2024), que
destacaram o papel de biomarcadores neurogenéticos na compreensao € manejo de
tumores do SNC.

Evolugéo Clinica

No caso da evolucédo clinica, revelou-se uma ampla diversidade de desfechos pés-
operatorios, com controle clinico e tomografico estaveis em alguns casos e
complicagdes como hidrocefalia e infecgdes tratadas com antibidticos em outros. Em
consonancia com Mendes et al. (2014), que descreveram meningiomas e
glioblastomas como os tumores mais prevalentes, observou-se planejamento para
resseccao tumoral em gliomas de alta agressividade e acompanhamento oncoldgico
continuo. A presenca de comorbidades, como crises hipertensivas e hiperglicemia
induzida por dexametasona, reflete dados de Zavarise et al. (2024), que destacaram
elevada incidéncia de doencas associadas em pacientes do Norte do Brasil.

A recuperacdo em varios casos apresentou resultados estaveis, alinhando-se a
estudos que apontam melhora progressiva no estado clinico de pacientes
submetidos a resseccdo completa de meningiomas (Ostrom et al.,, 2021). A
utilizacdo de corticoides, como dexametasona, e a realizacdo de radioterapia em
ependimomas de grau |l evidenciam abordagens consistentes com as descritas por

Barioni et al. (2024), que enfatizaram a importancia de tratamentos personalizados e
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integracdo de biomarcadores genéticos. Casos de ressecgao parcial ou suspensao
devido a sangramentos volumosos destacam a complexidade cirurgica e reforgam a
alta taxa de morbidade associada.

Em paralelo, a incidéncia de gliomas e meningiomas com caracteristicas infiltrativas
e recorréncias, confirmadas por Ressonancia Magnética e Tomografia
Computadorizada, € consistente com os achados de Mukand et al. (2016), que
relataram taxas elevadas de recidivas em tumores cerebrais. As orientagdes pods-alta
com acompanhamento ambulatorial e desmame de corticoides refletem praticas
clinicas descritas por Yuile et al. (2023), que destacaram a necessidade de suporte
continuo para reduzir complicagdes. A alta prevaléncia de complicacbes
neurolodgicas, como tetraparesia e déficit visual, reforca a importancia de uma
abordagem multidisciplinar e do monitoramento rigoroso, alinhando-se a Ostrom et al.
(2021), que relataram déficits sensoriais e motores em tumores do SNC. A
associacdo entre hidrocefalia compressiva e incontinéncia urinaria, bem como a
utilizacdo de dispositivos para drenagem, corrobora os dados de Aydemir et al.
(2023), que enfatizaram a relagcdo entre fatores locais e o desenvolvimento de
complicagbes pods-cirurgicas. Por fim, os resultados evidenciam a relevancia de
intervengdes cirurgicas e radioterapicas adequadas, destacando a necessidade de
politicas publicas para melhorar o diagndstico precoce e ampliar o acesso ao

tratamento, conforme sugerido por Zavarise et al. (2024).

Dados Histopatolégicos

Os resultados mostram uma predominancia de meningiomas grau | (35%), seguidos
por GB/astrocitomas grau IV (19%), schwannomas (13%) e neoplasias metastaticas
(19%), enquanto astrocitomas graus Il e Ill e ependimomas apresentaram
incidéncias menores (2% cada). Esses achados corroboram com Mendes et al.
(2014), que destacaram os meningiomas como o tipo mais prevalente entre os
tumores primarios do sistema nervoso central (SNC), com 48% dos casos
analisados, frequentemente classificados como grau | pela OMS. Além disso, a alta
incidéncia de GBs neste estudo € consistente com a observacdo de Santos et al.

(2021), que identificaram o GB como o tipo de glioma mais comum, responsavel por
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63,7% dos casos de gliomas e associado a alta malignidade. Visando especificar as

principais caracteristicas dos subtipos tumorais,estruturou-se a tabela 10 a seguir.

Tabela 10: Caracteristicas Classificatorias Gerais dos Subtipos Tumorais Analisados

Subtipos Tumorais Descrigao

Tumores predominantemente benignos e de crescimento lento,
representam o subtipo mais comum entre o0s meningiomas.
Histologicamente, apresentam corpos psamomatosos, células poliédricas
o organizadas em |obulos e uma matriz rica em colageno. Possuem alta
Meningioma Grau | ) ] . . L
celularidade, com nucleos uniformes e baixa taxa mitdtica,
frequentemente associada ao indice Ki-67 reduzido. Localizam-se
principalmente nas meninges, com compressao de estruturas adjacentes,

sem invasao significativa ao tecido cerebral.

Tumores neuroepiteliais de crescimento lento, originados do revestimento
ventricular ou canal central da medula. Morfologicamente, apresentam
] pseudorosetas perivasculares e rosetas ependimarias, com nucleos
Ependimoma Grau I o . o .
monomorficos e citoplasma abundante. A vascularizagdo proeminente e a
organizagdo celular em padrbes definidos sdo marcantes. Apesar de

serem tipicamente benignos, podem infiltrar estruturas circundantes.

Gliomas de baixo grau, frequentemente diagnosticados em criangas e
jovens. Morfologicamente, apresentam astrdcitos bem diferenciados, com
. ndcleos uniformes e auséncia de atipias significativas. Possuem padrao
Astrocitoma Grau | . ] . ] o
histolégico organizado e, muitas vezes, uma capsula delimitadora que
impede a invasado difusa. Sua localizagdo comum € no cerebelo ou nos

hemisférios cerebrais.

Gliomas difusos com potencial infiltrativo, caracterizados por nucleos
alongados e ligeiramente hipercromaticos, com uma organizagao celular
) menos definida. A taxa mitética € baixa, mas a invasao ao parénquima
Astrocitoma Grau |l o a o .
cerebral é significativa, dificultando a delimitagéo cirurgica. Sdo tumores
mais frequentes em adultos jovens e tém potencial de progressao para

subtipos de maior grau.

Também conhecido como astrocitoma anaplasico, apresenta maior
celularidade, atipias nucleares marcantes e um indice mitético elevado. A
Astrocitoma Grau llI invasividade é mais pronunciada, com margens indistintas e potencial

para progressdo para glioblastoma. A presenca de necrose focal e

proliferagdo vascular indica maior agressividade em comparagdo aos
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graus anteriores.

Subtipo mais agressivo entre os gliomas, caracterizado por alta
heterogeneidade celular, atipias nucleares extremas, proliferacao

. . vascular aberrante e necrose em pseudopalicada. As células
Glioblastoma/Astrocitoma

G v frequentemente exibem pleomorfismo, multinucleagdo e elevada
rau

atividade mitética. Sua rapida progressao, capacidade de invasao difusa
e resisténcia terapéutica tornam o glioblastoma um dos tumores mais
letais do SNC.

Tumores benignos originados das células de Schwann, frequentemente
associados aos nervos cranianos ou espinhais. Histologicamente,
possuem areas bipolares densas (Antoni A) e frouxas (Antoni B), além de
Schwannoma : ) .
corpos de Verocay. Apresentam nucleos fusiformes organizados em
palisadas e baixa atividade mitética. Apesar de benignos, podem causar

sintomas significativos devido a compressao nervosa.

Tumores que frequentemente apresentam caracteristicas celulares
variadas, com agrupamentos de células uniformes, nucleos pequenos e
o cromatina em sal e pimenta. Possuem marcadores especificos, como
Neuroenddcrino . o o ) o .
sinaptofisina e cromogranina, indicando sua origem neuroendécrina. Sao
altamente vascularizados e podem ser funcionais, produzindo hormdnios

que causam sindromes paraneoplasicas.

Tumores neuroectodérmicos de alta malignidade, originados das células
da crista neural. Caracterizam-se por pequenos nucleos hipercromaticos,
cromatina densa e escasso citoplasma, formando pseudorosetas de
Neuroblastoma ] B ) .
Homer-Wright. Sdo comuns em criangas e frequentemente metastaticos,
envolvendo estruturas adjacentes e 6rgéos distantes. A presenca de

amplificagdo do oncogene MYCN esta associada a pior prognostico.

Tumores derivados de tecidos conectivos, frequentemente associados a
regido craniofacial. Morfologicamente, apresentam células fusiformes
. organizadas em feixes, com matriz extracelular colagenosa e areas de
Mesenquimal o . . o
necrose. Podem exibir pleomorfismo e elevada atividade mitética,
dependendo do grau de malignidade. A angiogénese é frequentemente

proeminente nesses tumores.

Caracterizam-se por serem lesdes secundarias provenientes de tumores
primarios de outros érgdos, como pulmao, mama ou rim. Possuem alta
Metastase/lInvasao heterogeneidade celular, com nucleos pleomorficos, hipercromaticos e
alto indice mitético. Apresentam margens mal definidas, frequentemente

infiltrando o parénquima cerebral. A presenca de necrose central e
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padrdo vascular aberrante é comum, refletindo a agressividade e

capacidade de disseminagao.

No que tange aos resultados supracitados, Ostrom et al. (2021) corroboram,
enfatizando sobre a prevaléncia de gliomas como as neoplasias malignas mais
comuns do SNC em adultos, enquanto meningiomas continuam a ser o tipo mais
frequente de tumor ndo maligno, confirmando a alta taxa de meningiomas grau |
neste estudo. As caracteristicas histolégicas observadas, como corpos
psamomatosos em meningiomas e pseudopalicadas em GBs, alinham-se as
descri¢cdes classicas desses tumores na literatura, como apontado por Zavarise et al.
(2024), que destacaram a importancia dos critérios histopatolégicos e moleculares
para o diagndstico e progndstico dessas neoplasias.

A presenca de schwannomas em 13% dos casos refor¢a a relevancia desse tipo de
tumor, que, de acordo com Mendes et al. (2014), apresenta crescimento lento e
geralmente benigno, mas com impacto clinico significativo dependendo da
localizacdo. Neoplasias metastaticas, representando 19% dos casos, também
refletem dados de Santos et al. (2021), que identificaram um numero consideravel de
tumores secundarios em amostras semelhantes, destacando a necessidade de
estratégias terapéuticas personalizadas.

Adicionalmente, os astrocitomas grau Il e Ill, embora menos frequentes, confirmam
as observagbes de Zavarise et al. (2024), que mencionam a raridade desses
tumores em comparagao aos gliomas de alto grau. A inclusdo de neoplasias menos
comuns, como neuroblastomas olfatérios e tumores neuroendécrinos, também
amplia a relevancia clinica e cientifica do estudo, pois enfatiza a diversidade de
neoplasias que podem afetar o SNC. Dessa forma, os achados refletem ndo apenas
padrées epidemiolégicos conhecidos, mas também confirmam a importancia do
diagndstico precoce e da classificagado detalhada, como proposto por Ostrom et al.

(2021) e Mendes et al. (2014), para um manejo mais eficaz dos pacientes.

Histomorfometria
Com o conjunto de imagens digitalizadas das laminas coradas em Hematoxilina e

Eosina (H&E) foi possivel realizar a segmentacéo dos nucleos das células por meio
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do algoritmo Cell Detection do QuPath, assim como salientado na figura 9.

Figura 9: Exemplo de Segmentacdo de Imagem da Lamina Digitalizada do Paciente 8754

(Schwannoma)

Legenda: a) Lamina Original Digitalizada com ampliagdo de 20x. b) Lamina Original Segmentada pelo
Algoritmo Cell Detection do QuPath com as seguintes especificagdes: 7 de Background radius -
Nucleus, 1.5 de Sigma, 10 de Minimum area, 400 de Maximum area, 2 de Cell expansion, 0.1 de

Threshold, 2 de Maximum background intensity, com Split by shape e com Smooth boundaries.

Por meio da segmentacgdo, identificou-se um conjunto de células com nucleos
gigantes, sendo 7% para Ependimoma Grau Il, 12% para Astrocitoma Grau lll, 10%
para Neuroenddcrino, 4% para Mesenquimal, 3% para GB/Astrocitoma Grau IV, 27%
para Schwannoma, 28% para Meningioma Grau |, 14% para Neuroblastoma, 16%
para Astrocitoma Grau Il e 31% para Metastase/lnvasdo, o que remonta aos

achados in vitro (Vide figura 10).
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Figura 10: Exemplos de diferentes Subtipos Tumorais Segmentados

Legenda: 1) EP=Ependimoma Grau II, 2) Alll=Astrocitoma Grau Ill, 3) NE=Neuroenddcrino, 4)
MS=Mesenquimal, 5) AIV/GB=GB/Astrocitoma Grau IV, 6) S=Schwannoma, 7) M=Meningioma Grau |,

8) NB=Neuroblastoma, 9) All=Astrocitoma Grau Il e 10) MT=Metastase/Invasao.

Para a verificacdo das relagbes estatisticas presentes entre a média geral dos
valores de area e perimetro para cada subtipo tumoral, realizou-se uma média
ponderada para subtipos tumorais que estavam presentes em mais de uma lamina
de paciente, fornecendo um valor de média geral com respectivos desvio-padréo

para os subtipos tumorais que possuiam mais de um paciente, como destacado na
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tabela 11.

Tabela 11: Média Geral de Area e Perimetro dos Subtipos Tumorais calculadas por Média Ponderada

Subtipo Média Geral de Desvio-Padrao Média Geral Desvio-Padrao
Tumoral Area (Area) Perimetro (Perimetro)
All 21,68 0 177,774 0
Alll 22,91 0 193,592 0
AIV/GB 22,45 1,311 182,454 10,01
EP 21,27 0 174,653 0
M 23,43 2,552 184,149 10,22
MS 20,7 0 173,956 0
MT 23,94 2,433 187,015 12,066
NB 24,77 0 182,211 0
NE 22,85 1,14 182,42 8,237
S 23,66 3,057 182,655 14,288

Legenda: M=Meningioma Grau |, MT=Metastase/Invasdo, EP=Ependimoma Grau I, Al=Astrocitoma
Grau |, All=Astrocitoma Grau II, Alll=Astrocitoma Grau Ill, AIV/GB=GB/Astrocitoma Grau IV,
S=Schwannoma, NE=Neuroenddécrino, MS=Mesenquimal, NB=Neuroblastoma. Perimetro=pm e

Area=pm?2.

Tendo em vista, a auséncia de mais de um paciente apresentando EP, All, Alll, MS
e NB, para um comparativo entre todos os resultados foi possivel aplicar somente a
identificacdo de um coeficiente de variagao (CV), indicando o subtipo S com um
elevado CV de 12,92% para area, que representa uma alta variabilidade, e de
intervalos de confianga (IC), salientando que o subtipo AIV/GB ([19,88;25,02]) nédo se
sobrepbe ao IC do subtipo S ([17,67;29,65]), indicando uma possivel diferenga
significativa. Por meio do indicativo anterior de diferenca de ICs, visando avaliar
potenciais diferencas significativas perante as variaveis de Area e Perimetro, foram
removidos os subtipos tumorais sem desvio-padrao e reformulada a tabela 11 para a
tabela 12.
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Tabela 12: Média de Area e Perimetro dos Subtipos Tumorais com Desvio-Padréo

Subtipo Média Geral de Desvio-Padréo Média Geral Desvio-Padrao
Tumoral Area (Area) Perimetro (Perimetro)
AIV/GB 22,45 1,311 182,454 10,01

M 23,43 2,552 184,149 10,22

MT 23,94 2,433 187,015 12,066

NE 22,85 1,14 182,42 8,237

S 23,66 3,057 182,655 14,288

Legenda: M=Meningioma Grau |, MT=Metastase/lnvasdo, AIV/GB=GB/Astrocitoma Grau |V,

S=Schwannoma, NE=Neuroenddcrino. Perimetro=pm e Area=pm2.

No que tange a inferéncia estatistica, utilizando-se do Python no Google Colab,
aplicou-se o Teste de Shapiro-Wilk, identificando distribuicdo normal para valores de
area (pvalue=0.759) e normalidade marginal para perimetro (pvalue=0.0503). Em
seguida, com o Teste de Levene, indicou-se homogeneidade das variancias entre os
grupos (area x perimetro, pvalue=0.367). Em sequéncia, os resultados do Teste de
ANOVA, indicaram que a area apresenta diferengas significativas entre os grupos
(F=2.70 e pvalue=0.032) e o perimetro ndo possui diferengas significativas entre os
grupos (F=1.25 e pvalue=0.291). Por fim, ao aplicar o Teste Tukey HSD para
identificacao dos pares com diferenga estatistica, observou-se que somente para a
variavel de area entre os grupos AIV/GB e MT teve diferenga estatisticamente
significativa (pvalue adj=0.017).

Os resultados do estudo evidenciaram que a distribuicdo de células com nucleos
gigantes varia significativamente entre subtipos tumorais, com predominio em
Metastase/Invasdo (31%), Meningioma Grau | (28%) e Schwannoma (27%). Esses
achados estao alinhados com Kolles et al. (1995), que destacaram a relevancia do
indice Ki-67 e do volume nuclear na diferenciagdo de meningiomas, indicando que
padrées morfométricos desempenham papel central no prognéstico e classificagao.
A baixa prevaléncia de nucleos gigantes em subtipos como Ependimoma Grau Il
(7%) e GB/Astrocitoma Grau IV (3%) reforca a heterogeneidade morfologica,
corroborando Nafe et al. (2005), que identificaram diferencas significativas no
tamanho e deformidade nuclear associadas ao potencial maligno em glioblastomas.

Essa relagcdo entre deformidade nuclear e agressividade tumoral também é
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sustentada por Yoshii et al. (1995), que apontaram que gliomas com maior ploidia e
maiores indices SG2M apresentam maior malignidade e deformidade nuclear.

O uso de inteligéncia artificial na analise morfoldgica de nucleos, como demonstrado
por Jensen et al. (2024), valida a abordagem empregada no presente estudo,
especialmente na identificacdo de caracteristicas como hiperplasia e pleomorfismo
nuclear em gliomas e outros tumores do SNC. Contudo, dificuldades técnicas para
segmentacao de células multinucleadas, também apontadas por Jensen et al. (2024),
refletem limitagdes em bancos de dados de imagens, destacando a necessidade de
otimizacdo metodologica. Além disso, os achados do estudo sobre diferengas
significativas na area nuclear entre GB/Astrocitoma Grau IV e Metastase/Invasao,
revelados por ANOVA e Teste de Tukey HSD, sao consistentes com Whitney et al.
(2022), que destacaram a relagao entre caracteristicas nucleares, como forma e
textura, e subtipos moleculares de meduloblastomas, sugerindo que essas variaveis
podem ser usadas como marcadores prognoésticos.

A variabilidade observada no coeficiente de variagdo (CV) para Schwannoma
(12,92%) reflete a diversidade morfolégica desse subtipo, alinhando-se as
observagdes de Surowka et al. (2014), que destacaram mudangas significativas no
formato e tamanho dos nucleos em diferentes subtipos tumorais, especialmente em
gliomas de alto grau. A normalidade e a homogeneidade das variancias, indicadas
pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, reforcam a robustez das analises, conforme
defendido por Olaniyi et al. (2023), que enfatizaram a importancia de validagéo
estatistica em ferramentas de segmentacao para aplicagdes clinicas. Ademais, as
analises morfométricas e estatisticas destacam que parametros nucleares, como
area e deformidade, sao preditores robustos de malignidade, como demonstrado por
Yoshii et al. (1995), que identificaram que gliomas aneuploides com maior SG2M
apresentaram maiores deformidades nucleares e agressividade clinica.

A integracdo de abordagens computacionais e métodos estatisticos oferece uma
ferramenta valiosa para a classificagao de tumores do SNC, fornecendo insights que
contribuem para a estratificagdo de risco e planejamento terapéutico, alinhando-se
as tendéncias emergentes na literatura. Essas analises também sugerem que a

combinagao de caracteristicas morfométricas, como textura e tamanho nuclear, com



135

subtipos moleculares, pode melhorar a capacidade prognostica, como proposto por
Whitney et al. (2022), avancando na direcdo de terapias personalizadas baseadas

em dados morfolégicos e moleculares.
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8 CONCLUSOES

Os resultados do estudo evidenciaram uma interconexao relevante entre os achados
computacionais, in vitro e translacionais, reforcando a relevancia translacional das
PGCCs/MNGCs no GB. O estudo computacional destacou que essas células
apresentam uma capacidade uUnica de adaptacdo e resisténcia, atribuida a
plasticidade epigenética e a desregulacdo de vias de sinalizagdo como Ras-
Raf/MEK/ERK e PI3K/Akt/mTOR, conforme esquematizado na Figura 5. A interagao
com o microambiente tumoral e a reprogramacado metabdlica, incluindo glicdlise
aerobica e sintese de acidos graxos, foram apontadas como cruciais para a
sobrevivéncia e progressdo do GB, corroborando com Jensen et al. (2024), que
validaram a importancia da segmentacgao nuclear na identificagao de pleomorfismo e
hiperplasia em tumores do SNC. O modelo computacional sugeriu que a
poliploidizacdo das PGCCs/MNGCs promove resisténcia a multiplas drogas e
favorece a formagao de células iniciadoras de cancer, alinhando-se aos achados de
Yoshii et al. (1995), que relacionaram deformidade nuclear e ploidia com a
agressividade tumoral.

No estudo in vitro, essas caracteristicas computacionais foram corroboradas pela
analise morfométrica de células tratadas com TMZ, que exibiram aumento na area
nuclear e citoplasmatica, indicando poliploidizagdo como mecanismo adaptativo ao
estresse terapéutico. A presengca de fendtipos com multinucleacbes e
micronucleagdes reforca a ideia de que PGCCs/MNGCs emergem como
subpopulagdes resistentes, conforme sugerido por Nafe et al. (2005), que
relacionaram a deformagao nuclear ao potencial maligno em gliomas. O impacto da
reorganizacgao citoesquelética, mediada por proteinas como cofilina e tropomiosinas,
também foi evidenciado, corroborando a ligacdo entre motilidade celular,
invasividade e resisténcia ao tratamento descrita por Jensen et al. (2024). A
diversidade intratumoral observada in vitro, com adaptagdes ao ambiente hipoxico e
variagdes nutricionais, reflete a plasticidade das PGCCs/MNGCs e sua capacidade
de remodelar o microambiente tumoral.

Translacionalmente, os desfechos clinicos corroboram os dados computacionais e in

vitro, mostrando ampla diversidade de resultados em pacientes com GB e outros
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tumores do SNC. A alta prevaléncia de meningiomas grau | (35%) e GBs (19%),
assim como as caracteristicas histolégicas como corpos psamomatosos em
meningiomas e pseudopalicadas em GBs, refletem os achados de Mendes et al.
(2014) e Ostrom et al. (2021), que apontam esses tumores como 0s mais
prevalentes no SNC. As complicagdes pos-operatorias, como hidrocefalia e
infeccbes, sao consistentes com Zavarise et al. (2024), que destacaram a
necessidade de abordagens multidisciplinares para reduzir a morbidade. A utilizacao
de tratamentos personalizados, como radioterapia e dexametasona, reforgca a
importancia de integrar biomarcadores genéticos ao manejo clinico, conforme
proposto por Barioni et al. (2024). A observacao de resisténcia ao tratamento em
casos de GB, com recidivas frequentes e complicagbes neuroldgicas, confirma a
necessidade de novas estratégias terapéuticas baseadas em dados morfolégicos e
moleculares, como sugerido por Whitney et al. (2022).

A integragdo dos estudos computacional, in vitro e translacional aponta para a
relevancia das PGCCs/MNGCs como alvos terapéuticos potenciais no GB,
fornecendo uma base robusta para o desenvolvimento de tratamentos
personalizados. As abordagens computacionais destacam vias moleculares e
padrées morfométricos, enquanto os dados in vitro oferecem evidéncias concretas
de adaptacao celular. Os achados translacionais validam a aplicabilidade clinica,
reforcando a necessidade de politicas publicas para melhorar o diagndéstico precoce
e ampliar o acesso ao tratamento, conforme proposto por Zavarise et al. (2024). Em
suma, o estudo consolida a importancia de abordagens integradas para explorar a
complexidade das PGCCs/MNGCs no contexto do GB e sua implicagdo no manejo
clinico e terapéutico como uma proposta exploratoria inicial consistente com o que

se objetivou previamente.



138

9 DESAFIOS, LIMITAGOES E SUPERAGCOES DO ESTUDO

Durante a realizacdo do estudo, destacaram-se alguns desafios, limitagdes e
superacgoes, evidenciando a complexidade de um projeto que exigiu esforgco continuo,
resiliéncia e inovacdo. A dificuldade na obtengdo de material humano foi um dos
primeiros obstaculos, dada a necessidade de amostras representativas para garantir a
qualidade e relevancia cientifica dos resultados. Essa etapa exigiu um rigoroso
processo de aprovacéo no Comité de Etica do Hospital Universitario Cassiano Antdnio
Moraes (HUCAM) e o Centro de Ciéncias da Saude (CCS), que, embora necessario
para assegurar conformidade com padrbes éticos e legais, demandou tempo
consideravel devido as exigéncias documentais e a analise detalhada dos protocolos,
tendo em vista a necessidade de submissao de duas emendas pelo fato da inclusao
de parceiros como o Hospital Estadual Central (HEC), Hospital Santa Rita de Cassia
(HSRC) e a Fundacao Estadual de Inovagao em Saude - iINOVA Capixaba.

Outro ponto critico foi a limitacdo de verba para custeio, um entrave comum em
projetos de alta complexidade. A busca por financiamento levou a exploragdo de
parcerias publico-privadas como alternativa viavel para viabilizar o estudo. A obtengao
de recursos financeiros foi dificultada pela burocracia inerente aos processos de
captagao e repasse de verbas pela Empresa Vale, que conseguimos a parceria e
tivemos que superar muitas demandas de diversos setores institucionais da UFES e
da Vale, mas a superacdo desse desafio foi possivel por meio de uma articulagéao
estratégica quanto ao impacto da pesquisa pretendida e também dos impactos
cientifico e social do projeto retornaveis para a Sociedade, Vale e UFES.

A complexidade do projeto foi intensificada por questbes logisticas, como a
necessidade de movimentar amostras e equipamentos para Sao Paulo e problemas
técnicos enfrentados com o digitalizador do HSRC. Esses contratempos trouxeram
atrasos, mas foram superados por meio de solugdes inovadoras, como outra parceria
estabelecida com o Prof. Dr. Mario Costa Cruz quem disponibilizou o acesso ao
digitalizador sob sua supervisdo na Facility CONFOCAL localizada no Centro de
Facilidades para a Pesquisa (CEFAP) na Universidade de S&o Paulo (USP). Em
paralelo, demandou-se uma estruturagdo da logistica de transporte por meio do uso

de transportadora especializada no Deslocamento de Material Bioldgico. Assim, a
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capacitagao e o estabelecimento de parcerias pelo dialogo constante foram essenciais
para garantir o enfrentamento desse desafio e alcangar a entrega no tempo correto,
sendo um movimento de adaptar-se a mudangas inesperadas no cronograma.

Parcerias alcangadas ao longo do projeto foram determinantes para a finalizagao
dessa dissertacdo. Isto porque, colaboracbes com laboratérios, universidades e
empresas fortaleceram a infraestrutura disponivel e proporcionaram acesso a
tecnologias e desenvolver expertises que seriam inviaveis de outra forma. Essas
parcerias também contribuiram para a superagao burocratica, viabilizando a obtengao
de recursos e simplificando etapas administrativas. Ao final, o estudo ndao apenas
superou as limitagdes iniciais, mas também estabeleceu bases sodlidas para futuras
pesquisas, reforcando a importancia de planejamento estratégico, colaboragdo e
inovagao como pilares fundamentais para enfrentar desafios em projetos cientificos de

grande escala.
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10 PERSPECTIVAS FUTURAS

Na continuagdo da proposta dessa pesquisa para inumeros outros ensaios e
metodologias a serem desenvolvidas no doutorado, demandardo de
aprofundamentos Unicos quanto a associagao integrada de estudo computacional, in
vitro e translacional, conjuntos e relacionados as informagdes longitudinais quanto a
evolugédo do tumor ao longo de estressores. Para tanto, elucidagdes moleculares e
tavaliacbes histo-/morfométricas adicionam uma valorosa aplicagdo de
personalizagao e velocidade tanto ao diagnoéstico quanto a um progndstico em
tempo real ao setor patoléogico e para melhorar a utilizagdo de tratamentos
adaptados as necessidades de cada paciente e reduzindo efeitos colaterais.

Dessa maneira, evidencia-se que novos desbravamentos precisam e devem romper
um gap entre pesquisa basica e clinica de forma a tragar uma inovagéao translacional
por meio da analise morfoldgica no cancer com metodologias diversas, indo da area
computacional a clinica. Para tanto, analises de células individuais e rastreamento in
vitro de células individuais sao fronteiras do conhecimento essenciais para decifrar a
heterogeneidade tumoral e melhorar as estratégias de tratamento. E com isso, a
patologia digital combinada com a analise de imagens, por meio de softwares como
QuPath, incorporam aprimoramentos significativos para elucidagbes comparativas
entre aspectos morfométricos e resultados clinicos.

Consequentemente, novos insights serdo alcangaveis através de conexdes
multidisciplinares (e flexiveis as novidades) em estudos funcionais, misturando
conceitos de entropia e caos (refletindo a imprevisibilidade do crescimento, perda de
ordem e disseminagdo de células malignas), mecanica quantica (aspectos
moleculares em nivel atdbmico e impactos tecnolégicos relacionados a
nanotecnologia e terapéuticas), evolugdo e genética de diversas subpopulagdes,
como PGCCs/MNGCs (novas estratégias terapéuticas baseadas na progresséo
evolutiva do tumor por seleg¢ao natural, mutagées, herangca Mendeliana e McClintock,
e melhorias na personalizagao), e computacado avancada (Inteligéncia Artificial).

Por fim, para o alcance desses novos insights, os préximos passos deste estudo se
concentram em expandir e aprofundar as analises realizadas, com o objetivo de

aumentar a robustez dos resultados e explorar novas abordagens cientificas. Um
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dos focos principais sera a digitalizagdo de um maior numero de laminas, permitindo
a ampliacdo do conjunto de dados e o aumento do tamanho amostral (n). Essa
expansao é essencial para garantir maior representatividade estatistica, melhorando
a confiabilidade das inferéncias e a validade externa dos achados.

Além disso, a realizagcdo de outros estudos in vitro sera uma etapa crucial para
validar as observagdes obtidas em analises digitais e computacionais. Para tanto,
serao aplicadas metodologias inovadoras como scMTT (publicada pelo Prof. Dr.
Razmik Mirzayans) e a quantificagdo de DNA nuclear por espectroscopia de Raman.
Paralelamente, planeja-se ampliar as diferentes marcagdes utilizadas (como a
inclusdo da Coloragéo por Feulgen e Densitometria por Microscopia para quantificar
DNA nuclear), incorporando biomarcadores adicionais que possam fornecer
informacdes mais detalhadas sobre os processos celulares, como proliferacao,
invasdo e resisténcia terapéutica. Assim como a identificacdo, quantificacdo e
caracterizagdo de PGCCs/MNGCs em uma abordagem multimarcagao, trazendo
uma analise mais rica e integrada dos fenétipos tumorais.

Outra prioridade sera a otimizacado do algoritmo de segmentacao, que desempenha
papel central na analise das imagens digitalizadas. Melhorias no algoritmo visam
aumentar sua precisdo na identificacdo e delimitagdo de células (como células
multinucleadas) e estruturas nucleares, minimizando erros de segmentacéo e
potencializando a extragdo de parametros morfométricos. Essa otimizagao podera
incluir o uso de técnicas de aprendizado de maquina ou redes neurais
convolucionais, garantindo que o algoritmo seja adaptavel a diferentes padrdes
morfolégicos encontrados nos tumores analisados.

Nesse sentido, esses proximos passos consolidam um plano de agao estratégico
para elevar o nivel cientifico do estudo, ampliando sua aplicabilidade e impacto. Ao
integrar esforgos para melhorar a coleta de dados, a analise computacional e os
experimentos laboratoriais, 0 projeto ndo apenas refor¢a sua contribuicdo académica,
mas também abre caminhos para avancos translacionais em diagnostico,
progndstico e terapias personalizadas no contexto de tumores do sistema nervoso

central.
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Regeneration: Challenges and
Perspectives in Human Disease
Treatment
(10.47820/recima21.v5i3.4956)

Regeneracao Celular na Biotecnologia Vermelha

Molecular e Bioinformatica

B4 (RECIMA21: 2675-
6218)

Andlise de Genes
Diferencialmente Expressos
em Amostras de Cancer de

Mama do Sequence Read
Archive (SRA)
(10.47820/recima21.v5i3.4955)
- 1° Autor

Cancer de Mama e Analise de Bancos de Dados na

Biotecnologia Vermelha Molecular e Bioinformatica

B4 (RECIMA21: 2675-
6218)

Biotechnology and Genetic
Engineering: Current
Advancements, Emerging
Challenges, and Future
Horizons in Modern Science
(10.47820/recima21.v5i2.4797)

Engenharia Genética, Biotecnologia Geral e Analise de
Bancos de Dados na Biotecnologia Vermelha Molecular,

Engenharia Genética e Bioinformatica

B4 (RECIMA21: 2675-
6218)
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Integrating frontiers: a holistic,
quantum and evolutionary
approach to conquering cancer
through systems biology and
multidisciplinary synergy
(10.3389/fonc.2024.1419599) -
1° Autor

Biologia de Sistemas (Omicas, Modelagem
Computacional, Biotecnologia Sintética), Biologia
Quantica, Teoria do Caos e Biocomplexidade (Dinamica
de Sistemas Bioldgicos, Biologia Computacional,
Ecologia de Sistemas), Biofisica, Bioquimica e Estudando
Centros Organizadores Nucleares e Metabdlicos no
Cancer unindo Biotecnologia Vermelha com a
Biotecnologia Computacional e Integrativa (Translacional
e Multidisciplinar)

A4 (Frontiers in Oncology:
2234-943X)

PGCC: uma resposta complexa
do cancer
(10.22533/at.ed.740231309) -

1° Autor Organizador

Livro - Biotecnologia Integrativa

L1 (Calculo suposto)

Bioinformatica aplicada a
Oncogenética: uma nova
ferramenta para casos
complexos - Volume |
(10.22533/at.ed.884230512)

Livro - Biotecnologia Vermelha Molecular e Bioinformatica

L1 (Calculo suposto)

Bioinformatica aplicada a
Oncogenética: uma nova
ferramenta para casos
complexos - Volume Il
(10.22533/at.ed.891230512)

Livro - Biotecnologia Vermelha Molecular e Bioinformatica

L1 (Calculo suposto)

Bioinformatica aplicada a
Oncogenética: uma nova
ferramenta para casos
complexos - Volume llI
(10.22533/at.ed.860230512)

Livro - Biotecnologia Vermelha Molecular e Bioinformatica

L1 (Calculo suposto)

Bioinformatica aplicada a
Oncogenética: uma nova
ferramenta para casos
complexos - Volume IV
(10.22533/at.ed.522242602)

Livro - Biotecnologia Vermelha Molecular e Bioinformatica

L1 (Calculo suposto)

Genética humana e molecular:
um olhar multidisciplinar
(10.22533/at.ed.330232711)

Livro - Biotecnologia Integrativa

L1 (Calculo suposto)

CYPS & agrotoxicos: o que
VOCé precisa saber?
(10.22533/at.ed.207230310)

Livro - Biotecnologia Vermelha Molecular e Integrativa

L1 (Calculo suposto)
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Produgé&o bibliografica

Artigos completos publicados em periddico - 23 (4 como 1° Autor)

Livros publicados (1° Autor, Co-Autor e Organizador) - 8 (1 no Tema de PGCCs -
Primeiro Material em Portugués)

Capitulos de livros publicados (Autor e Co-autor) - 45

Trabalhos publicados em anais de eventos (Autor e Co-autor) - 30

Apresentacdes de trabalhos - 6

Projetos de Inovagéao - 4

Producéo técnica e de Extensdo

Curso de curta duragao ministrado - 4

Eventos

Participagbes em eventos - 7 (3 Internacionais: Salamanca - Espanha, NASA - EUA,
Houston - EUA)

Participagdo em banca de trabalhos de conclusao (graduacgao) - 4

Estagio Técnico-Ciéntifico em Portugal durante 3 meses
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