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RESUMO

O fendmeno de transicao epitélio-mesenquimal (EMT) é tradicionalmente associado a migracao
celular durante o desenvolvimento embrionério ou na cicatrizacdo de feridas, entretanto, hoje
sabe-se que este mecanismo possui um papel fundamental na invasdo e metastase de tumores
solidos. Assim, utilizando-se do estado da arte, o objetivo principal deste estudo foi avaliar a
participacdo deste evento in-vitro, na linhagem celular de cancer de pulmao de células nao-
pequenas (NSCLC), LLC1, nos modelos monocamada (MN) e de enriquecimento de células
tronco do cancer (CSC’s) por meio da formagao de tumoresferas (TE). Além disso, buscamos
elucidar como o tratamento com cisplatina ou a deplecdo de neurdnios sensoriais podem
modular o evento EMT no cancer de pulméo in vivo. Para alcancar os objetivos aqui propostos,
determinamos o ICsp para células LLC1 tratadas com o quimioterapico cisplatina. O estado
transcricional dos genes reguladores de EMT (Zebl, Zeb2, Twist, Snail e FoxA2) e os alvos a
jusante desses fatores de transcricdo (E-caderina, Tgfbl, Vimentina, Fibronectina e N-
caderina), além dos genes de pluripoténcia (Sox2, Oct-4 e Nanog), foram avaliados por gPCR.
Avaliamos a expressdo do marcador epitelial E-caderina e das proteinas mesenquimais
fibronectina, vimentina e N-caderina pela técnica de imunofluorescéncia. Para caracterizar
subpopulacdes celulares com perfis de CSCs-like (CD44" / CD133" / ALDH" / CD24%) e o
estado proliferativo (Ki-67") realizamos imunofenotipagem por citometria de fluxo. As células
LLC1 foram tratadas com o meio condicionado isolado a partir do cultivo in-vitro de neurdnios
sensoriais extraidos do ganglio da raiz dorsal de animais C57BI/6J, ou colocadas em co-cultura
no sistema transwell. Finalmente, células LLC1 foram inoculadas via subcutanea (S.C) em
animais C57BI/6J que tiveram seus neurdnios sensoriais depletados por meio do tratamento
farmacol6gico com a resiniferotoxina (RTX) ou que foram tratados somente com o
quimioterapico cisplatina. Desta forma, caracterizamos o microambiente dos tumores oriundos
do crescimento das células LLC1 por meio da imunofenotipagem para CSCs de pulméo e
células imunes, além da avaliagéo do perfil transcriptdmico dos genes envolvidos no fenémeno
EMT, pluripoténcia e morte celular programada por apoptose. Entre os resultados obtidos
destacam-se: (I) regulacdo positiva da expressao dos transcritos reguladores do fenémeno EMT
e dos genes de pluripoténcia apds tratamento com cisplatina in-vitro e presenca de células com
perfil de CSCs mesmo apds o tratamento com cisplatina; (I11) aumento do ICso na MN e TE
tratada com cisplatina diluida em meio condicionado; (111) presenga de um fendtipo hibrido nas
ceélulas LLC1 em co-cultura com neurdnios sensoriais, com expresséo da proteina epitelial E-

caderina e mesenquimal, vimentina, nas células tumorais; (1V) auséncia de fibras sensoriais no



tumor primario de animais tratados com cisplatina, semelhante a deplecdo com RTX; (V)
aumento do volume, peso e &rea dos tumores de animais que tiveram os neurdnios sensoriais
depletados com RTX; (VI) diminuicdo das proteinas E-caderina, N-caderina, fibronectina e
vimentina, reducéo de células com perfil CSCs-like e de células do sistema imunoldgico, nos
tumores primarios de animais tratados com cisplatina ou que tiveram os neurdnios depletados
com RTX. Sendo assim, nossos achados dao forte suporte a ideia de que fibras nervosas
sensoriais estabelecem um crosstalk com o microambiente tumoral e que o tratamento com
cisplatina pode afetar a presenca dessas fibras no tumor primario. Desta forma, espera-se que
os dados gerados possam contribuir para o entendimento de como as fibras nervosas sensoriais
podem modular a complexidade celular do tumor, abrindo espaco para potenciais abordagens
terapéuticas.

Palavras-chave: cancer de pulmdo; cisplatina; inervacao sensorial; emt; rtx



ABSTRACT

The phenomenon of epithelial-mesenchymal transition (EMT) is traditionally associated with
cell migration during embryonic development or wound healing, however, today it is known
that this mechanism plays a key role in the invasion and metastasis of solid tumors. Thus, using
the state of the art, the main objective of this study was to evaluate the in-vitro participation of
this event, in the non-small cell lung cancer (NSCLC) cell line, LLC1, in the monolayer (MN)
and cancer stem cells enrichment model (CSC's) through the tumorspheres (TE) assay.
Furthermore, we seek to elucidate how cisplatin treatment or sensory neuron depletion can
modulate the EMT in lung cancer in-vivo. To achieve the objectives proposed here, we
determined the ICso for LLC1 cells treated with cisplatin. The transcriptional state of the EMT
regulatory genes (Zebl, Zeb2, Twist, Snail, and FoxA2) and the downstream targets of these
transcription factors (E-cadherin, Tgfbl, Vimentin, Fibronectin, and N-cadherin), in addition
to pluripotency genes (Sox2, Oct-4, and Nanog), were evaluated by gPCR. We evaluated the
expression of the epithelial marker E-cadherin and the mesenchymal proteins fibronectin,
vimentin, and N-cadherin by immunofluorescence. To characterize cell subpopulations with
CSCs-like profiles (CD447/CD133"/ALDH*/CD24"), and the proliferative state (Ki-67") we
performed immunophenotyping by flow cytometry. LLC1 cells were treated with the
conditioned medium isolated from the in-vitro culture of sensory neurons extracted from the
dorsal root ganglion of C57BL/6J animals, or placed in co-culture in the transwell system.
Finally, LLC1 cells were inoculated subcutaneously (S.C) in C57BI/6J animals that had their
sensory neurons depleted through pharmacological treatment with resiniferotoxin (RTX) or that
were treated only with the chemotherapy drug cisplatin. Thus, we characterized the
microenvironment of tumors arising from the growth of LLC1 cells through
immunophenotyping for lung CSCs and immune cells, in addition to evaluating the
transcriptomic profile of the genes involved in the EMT phenomenon, pluripotency and
programmed cell death by apoptosis. Among the results obtained, the following stand out: (I)
positive regulation of the expression of regulatory transcripts of the EMT phenomenon and
pluripotency genes after treatment with cisplatin in-vitro and presence of cells with a CSC
profile even after treatment with cisplatin; (1) increase in ICso in MN and TE treated with
cisplatin diluted in conditioned medium; (111) presence of a hybrid phenotype in LLCL1 cells in
co-culture with sensory neurons, with expression of the epithelial E-cadherin and mesenchymal
protein, vimentin, in tumor cells; (1) absence of sensory fibers in the primary tumor of animals

treated with cisplatin, similar to RTX depletion; (V) increase in volume, weight and area of



tumors in animals that had sensory neurons depleted with RTX; (V1) decrease of E-cadherin,
N-cadherin, fibronectin, and vimentin proteins, reduction of CSCs-like profile and of immune
system cells, in primary tumors of animals treated with cisplatin or whose neurons were
depleted with RTX. Thus, our findings strongly support the idea that sensory nerve fibers
establish a crosstalk with the tumor microenvironment and that cisplatin treatment can affect
the presence of these fibers in the primary tumor. In this way, it is expected that the data
generated may contribute to the understanding of how sensory nerve fibers can modulate the

cellular complexity of the tumor, opening space for potential therapeutic approaches.

Keywords: lung cancer; cisplatin; sensory innervation; emt, rtx
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1. INTRODUCAO

1.1 Céncer

Atualmente, a definicdo cientifica de cancer enquadra as neoplasias malignas,
caracterizadas pelo crescimento descontrolado de células transformadas. Existem cerca de 200
tipos de canceres, correspondentes aos varios tipos de células do corpo, e que se diferenciam
entre si pela capacidade de invadir tecidos e 6rgdos, sejam vizinhos ou distantes (NCI, 2015;
ALMEIDA et al., 2005). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, OMS (World Health
Organization — WHO), o cancer faz parte do grupo de doencas ndo transmissiveis (DNT). Além
do cancer, as doencas cardiovasculares, respiratorias e diabetes também fazem parte deste
grupo. Esta classe de doencas corresponde a principal causa de 6bitos no mundo, sendo
responsavel por cerca de 41 milhGes de 6bitos (equivalente a 71% de todas as mortes anuais).
O cancer é uma das disfuncdes patoldgicas que mais causam temor na sociedade, perdendo
somente para as doencas cardiovasculares em relacdo ao numero de mortes (17.9 e 9 milhdes

de pessoas por ano, respectivamente) (WHO, 2018).

A estimativa para o Brasil triénio 2020-2022, segundo o Instituto Nacional do Cancer
(INCA), apontou a ocorréncia de 625 mil novos casos de cancer a cada ano. O perfil
epidemioldgico no Brasil € parecido com os demais paises da América Latina, onde canceres
de préstata em homens e de mama nas mulheres sdo os mais frequentes (INCA, 2020) (Figura
1). A estimativa mundial para o ano de 2025 realizada pelo projeto GLOBOCAN/International
Agency for Research on Cancer (IARC), foi de 21.9 milhdes de novos casos e 11.4 milhdes de
mortes, indicando um acentuado aumento na incidéncia e mortalidade provocados pelo cancer
(IARC, 2022).

Mama feminina 66.280

Prostata 65.840 29,2% Homens Mulheres

Colon e reto 20.520 9,1% Célon e reto 20.470
Traqueia, bronquio e pulmao 17.760 7,9% Colo do utero 16.590
Estomago 13.360 5,9% Traqueia,bronquio e pulméao ~ 12.440
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950
Esofago 8.690 3,9% Estémago 7.870
Bexiga 7.590 3,4% Ovario 6.650
Linfoma nao Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do Utero 6.540
Laringe 6.470 2,9% Linfoma nao Hodgkin 5.450
Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220

29,7%

9,2%
7,4%
5,6%
5,4%
3,5%
3,0%
2,9%
2,4%
2,3%

Figura 1. Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por sexo,

excluindo os casos de pele ndo melanoma. FONTE: INCA, 2020.
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Acredita-se que a iniciagdo e progressdo do céncer, processo conhecido como
carcinogénese, é resultado da aquisi¢do de multiplas alteracGes gendmicas em células normais
(YAQ; DA, 2014). A manutencéo da estabilidade gendmica é fundamental para a integridade
celular, prevenindo, desta forma, erros que normalmente acontecem durante a replicacdo do
DNA, advindos de estresses genotdxicos enddgenos como aqueles causadas por espécies
reativas de oxigénio (ROS), ou exdgenos, como radiacao ultravioleta (UV), radiacdo ionizante,
e produtos quimicos conhecidos como xenobidticos, dentre estes: o0 &lcool, o tabaco e pesticidas
(ALI; BHATTACHARYA, 2014).

Além da perda da estabilidade gendmica, outras caracteristicas sdo essenciais durante a
carcinogénese e contribuem para a formagdo de um microambiente tumoral (CASEY et al.,
2015). Hanahan e Weiberg (2011) propuseram algumas caracteristicas para que células normais
evoluam para um estado neoplasico, dentre elas: 1) sustentacdo da sinalizacdo proliferativa; 2)
resisténcia a morte celular programada, a apoptose; 3) evasao dos supressores tumorais; 4)
capacidade de invadir tecidos adjacentes e colonizar locais diferentes do tumor primario,
processo conhecido como metéstase; 5) capacidade de induzir a formacdo de novos vasos
sanguineos, processo conhecido como angiogénese e 6) escape do sistema imunoldgico (Figura
2) (HANAHAN; WEIBERG, 2011).

Sustentacio da
sinalizacao
proliferativa

Evasio dos
supressores tumorais

Escape do sistema
imunologico

Reprogramacio do
metabolismo celular

Invasido e metastase

Imortalidade
replicativa

Figura 2. As caracteristicas do cancer. FONTE: HANAHAN; WEIBERG, 2011.

A progressdo do céncer frequentemente é vista como um modelo de evolugéo
Darwiniana. Neste contexto, forgas atuando sobre as células cancerosas selecionam aquelas

com fenoOtipos necessarios para sobreviver, proliferar, disseminar e sobretudo resistir as
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abordagens terapéuticas. As variagdes no fendtipo celular e no potencial adaptativo contribuem
para a heterogeneidade intratumoral (dentro do tumor) e intertumoral (entre pacientes
diagnosticados com o mesmo subtipo tumoral) (WAHL; SPIKE, 2017). O termo
heterogeneidade tumoral é definido pela presenca de diferentes populacdes celulares ou clones
que abrigam perfis genotipicos e fenotipicos distintos. Essa heterogeneidade tumoral
desempenha papel fundamental no crescimento, progressdo e resisténcia a terapia além de
confundir o diagnostico do tumor (INDA et al., 2014).

Um dos modelos que melhor explica a heterogeneidade celular observada em diferentes
tipos de tumores € a presenca de células-tronco do cancer (CSCs). Neste modelo, € proposto
uma organizacdo hierarquica na qual uma subpopulacdo de células-tronco com capacidade de
auto-renovacao e diferenciacdo em tipos celulares distintos € responsavel pela sustentacdo do
crescimento do tumor (VISVADER; LINDEMAN, 2008; REYA et al., 2001). CSCs podem se
originar de células-tronco mutadas ou células adultas diferenciadas que retornam a um estagio
indiferenciado através do mecanismo conhecido como transi¢édo epitélio-mesenquimal (EMT).
EMT em cancer dé origem a células com caracteristicas metastaticas tais como: perda de adesdo
a matriz extracelular (MEC) e contato célula-célula, aumento da capacidade de migracdo e
invasdo celular, além da resisténcia a morte celular programada, a apoptose (DONGRE;
WEIBERG, 2018; KIM et al., 2017).

1.2 Transicéo Epitélio-Mesenquimal (EMT)

O fendmeno de transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) (Figura 3), é um evento
altamente orquestrado e que envolve uma série de mudancas que levam a perda das
caracteristicas de células epiteliais como a diminuigcdo de moléculas de adesdo (EpCAM, E-
caderina, claudina e ocludina) e de filamentos intermediérios de citoqueratina, bem como um
rearranjo na polaridade apical-basal, conduzindo & aquisicdo de propriedades de células
mesenquimais, como formato fusiforme semelhante a fibroblastos e capacidade de invasdo e
migracdo por meio do remodelamento da matriz extracelular (MEC) com liberagdo de
metaloproteases e expressdo de fibronectina, N-caderina, vimentina, laminina e colageno do
tipo I. Durante a EMT, a formacdo de projec0es ricas em filamentos de actina conhecidas como
filopddios eleva a capacidade de invasdo e motilidade de células mesenquimais (KIM et al.,
2017).
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EMT

- MMPs .
Epitelial e -Shail Mesenquimal
-~ N-caderina  -0-SMA

" -Vimentina -Twist ,
. : ' ‘ Hibrido -Fibronectina -Zcb ‘
-E-caderina -Citogucratina 18 ‘

) Alta capacidade metastatica
-EpCAM  -Ocludina P

-Adesdo célula-célula | -miR-200 -miR-34 l—jlnvlasﬁo da membrana
-Polaridade apical-basal § -Claudina 7 %S;da de polaridade
Matriz -Jungdes aderentes - Motilidade celular

Extracelular

S e e

. Migragdo
Célula tumoral

Colonizagéo

Corrente sanguinea

Extravasamento

Micrometastase
\‘ . ———

Figura 3. Transicdo epitélio-mesenquimal (EMT). Algumas proteinas sdo tipicamente expressas por células
epiteliais, como E-caderina, claudina, ocludina, citoqueratina 18 e EpCAM, e s8o responsaveis por promoverem
adeséo celula-célula e célula membrana basal, além de manterem uma polaridade apical-basal. Além disso, RNAs
ndo-codificantes como os microRNAs (miRNAs) também estdo envolvidos na manutencgdo do fen6tipo epitelial,
como 0 miR-34 e o miR200. Durante o evento EMT, as células tumorais perdem a expressdo dessas proteinas
epiteliais e adquirem a expressdo de proteinas mesenquimais classicas como fibronectina, vimentina, N-caderina
e alpha actina do musculo liso (a-SMA). Além disso, proteinas que promovem a degradacéo da matriz extracelular
(MEC), como as metaloproteinases (MMPs), sdo expressas por células tumorais que alcancaram o fenétipo
mesenquimal. Esse fendmeno € orquestrado por diferentes fatores de transcricdo intracelulares como ZEB, TWIST
e SNAIL, além da proteina TGFB. Consequentemente, as células epiteliais perdem a polaridade apical-basal e
adquirem uma morfologia fusiforme, semelhante a fibroblastos. Desta forma, células tumorais com fenétipo
mesenquimal e mobilidade celular aumentada conseguem migrar e alcangar a corrente sanguinea, promovendo
metastases em diferentes drgdos. As células tumorais podem ainda apresentar um fenétipo hibrido, expressando
marcadores epiteliais e mesenquimais, portanto, ndo associadas estritamente a um estado epitelial ou mesenquimal.
FONTE: adaptado de Zhang et al., 2021.

A perda da expressdo de E-caderina e consequente desestabilizacdo das juncbes de
adesdo célula-célula é um evento importante durante a EMT. Os fatores que induzem o

fendmeno EMT podem ser classificados quanto a habilidade de reprimir direta ou indiretamente
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0 gene de E-caderina. Proteinas “dedos de zinco” ou Zinc finger das superfamilias Snail e Zeb
sdo repressores diretos do gene de E-caderina, estes fatores de transcri¢do incluem Snaill,
Snail2 (Slug) e Zebl/2. J& os fatores de transcri¢do da familia bHLH (basic helix-loop-helix),
que incluem Twist1/2, sdo repressores indiretos do gene de E-caderina. Todos os fatores de
transcricdo citados acima possuem a capacidade de se ligarem a uma sequéncia na regiao
promotora do gene da E-caderina, conhecida como E-box. Desta forma, alteram os perfis de
metilacdo e acetilacdo e inibem a transcricdo génica (SERRANO; MAZIVEYI; ALAHARI,
2016; GARG, 2013).

Células epiteliais podem migrar ativamente durante condicBes fisiologicas ou
patoldgicas. Desta forma, o evento EMT pode ser classificado de acordo com as circunstancias
em que ocorre e ser dividido em trés tipos. O tipo 1 possui importante papel durante a
embriogénese, especialmente na gastrulacao, processo que origina as trés camadas germinativas
(endoderma, ectoderma e mesoderma), como também na formacdo do coragdo e da crista
neural. Defeitos durante EMT tipo 1 na embriogénese estdo relacionados a uma condigéo
patoldgica em recém-nascidos conhecida como fenda palatina (KIM et al., 2017; BARRIERE
etal., 2015).

EMT tipo 2 esta relacionado a cicatrizacdo de feridas, regeneracao tecidual e fibrose.
Durante a cicatrizacdo de feridas e regeneracdo tecidual, EMT estimula a geracdo de
fibroblastos, células classicas do tecido conjuntivo, para substituirem a parte lesionada. O
principal fator de crescimento que desencadeia este processo € o fator de transformacdo do
crescimento beta (TGFB) (KIM et al., 2017; BARRIERE et al., 2015).

Durante a carcinogénese, o processo EMT tipo 3 pode converter células epiteliais
cancerosas priméarias em células mesenquimais invasivas e com mobilidade aumentada,
podendo causar metastases. EMT tipo 3 é essencial para que células tumorais escapem do
processo de morte celular desencadeada pela apoptose, anoikis (um tipo particular de morte
celular que ocorre devido a perda de ancoragem a MEC) e senescéncia celular, além de
contribuir para o escape do sistema imunolégico. Além disso, EMT tem sido fortemente
relacionado a formacgdo e manutencdo de células-tronco tanto na embriogénese quanto no
cancer. Na literatura casos de quimio/radioresisténcia estdo associados a presenca de
subpopulacdes enriquecidas de CSCs oriundas do fendbmeno EMT (KIM et al., 2017; JOLLY
et al., 2015; SINGH; SETLEMAN, 2010).
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Em céncer, o evento EMT ndo é estritamente definido por estados epiteliais ou
mesenquimais, mas sim por um espectro onde as células em transigao exibem fendtipos hibridos
com caracteristicas que permeiam os dois estados. Este fenotipo hibrido, observado em
diferentes subtipos histolégicos de tumores humanos e murinos, tem sido correlacionado
negativamente com a sobrevida. Alem disso, estudos mostram que células que estdo
parcialmente em estado EMT sdo mais susceptiveis a promoverem metastases e resistirem a
terapias, em contrapartida daquelas que apresentam fenétipo claramente definido (epitelial ou
mesenquimal) (KARACOSTA et al., 2019).

1.3 Células-Tronco do Céancer

Um evento importante a ser considerado no tratamento do cancer de pulméo e que reflete
na resisténcia a morte celular frente as abordagens terapéuticas é a heterogeneidade celular. A
presenca de células tronco do cancer (cancer stem cells — CSCs) é um modelo atrativo e que
melhor explica a heterogeneidade comumente observada no cancer de pulmao. Neste modelo,
uma organizacao hierarquica de células com capacidade de auto-renovacao e diferenciacdo em
tipos celulares diferentes por divisdo assimétrica é responsavel pela sustentacao do crescimento
do tumor. CSCs foram inicialmente descritas em leucemia mieloide aguda por Lapidot e
colaboradores (1994) que mostraram um raro subtipo celular CD34*CD38", compreendendo
entre 0.01-1% da populacédo total do tumor, capaz de induzir leucemia quando transplantado
em camundongos imunodeficientes (VISVADER; LINDEMAN, 2008).

As CSCs sdo capazes de crescer in vitro em circunstancias especiais sob as quais outras
células do tumor tendem a morrer. CSCs sdo capazes de se expandir quando cultivadas em
superficies de baixa adesdo em meio sem soro, suplementado com fatores de crescimento
especificos como: fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento de fibroblastos
basico (bFGF) e o suplemento B-27. Desta forma, a expansdo e o crescimento de CSCs sao
melhorados utilizando esta abordagem, e tais células sdo capazes de proliferar em aglomerados

celulares em suspenséo, conhecidos como tumoresferas (GONCALVES et al., 2020).

Desde sua descoberta, CSCs tém sido frequentemente isoladas e estudadas em diferentes
tumores como nos de mama, préstata, melanoma e pulmdo. A combinagdo de diferentes
marcadores presentes na superficie da membrana celular como CD133, CD44, CD24, ou
moléculas de adeséo celular como EpCAM, transportadores da familia ABC e até a expressao

da enzima Aldeido Desidrogenase (ALDH), tem sido utilizados para isolar subpopulactes
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celulares enriquecidas de CSCs (AYOB; RAMASAMY, 2018; VISVADER; LINDEMAN,
2008). No cancer de mama triplo-negativo, células tronco sdo fenotipicamente identificadas
pelo perfil CD44H19"/CD24"%, juntamente com a detecgdo da enzima ALDH (MOREIRA et al.,
2018).

No cancer de pulméo, o perfil CD144%/CD133" é considerado uma combinacdo classica
para deteccdo de CSCs. Além disso, a expressdao de fatores de transcrigdo intracelulares
envolvidos na manutencéo de células tronco/pluripotentes, como SOX2, OCT-4 e NANOG, ja
foram associados as células tronco no céncer de pulmdo (GREEN et al., 2019;
PRABAVATHY; SWARNALATHA; RAMADOSS, 2018; ERAMO; HAAS; DE MARIA,
2010). A glicoproteina de membrana, CD24, também ja foi descrita como um marcador de
células tronco no cancer de pulméo (KARIMI-BUSHERI et al., 2013; KRISTIANSEN et al.,
2003).

1.4 Cancer de pulméao

O cancer de pulméo é a principal causa de morte relacionada ao cancer no mundo, tanto
em homens quanto em mulheres (BRAY et al.,, 2018). As neoplasias pulmonares séo
categorizadas dentro de dois principais grupos histologicos: os carcinomas de células pequenas
(SCLCs), representado por 15% de todos os casos de cancer de pulméo, e os carcinomas de
células ndo-pequenas (NSCLCs), responsavel por 85% dos casos de cancer de pulmao. NSCLCs
sdo geralmente subdivididos em adenocarcinomas, carcinomas de células escamosas (SqCC) e
carcinomas de grandes células. Evidéncias na literatura reforcam que o cancer de pulméo
representa um grupo de doencas molecularmente e histologicamente heterogéneo (R1ZVl et al.,
2015; GEORGE, et al., 2015; TRAVIS et al., 2015; CANCER GENOME ATLAS RESEARCH
NETWORK etal., 2014; RUDIN et al., 2012; PEIFER et al., 2012; PAEZ et al., 2004; LYNCH
et al., 2004; BEER et al., 2002).

A taxa de sobrevida de cinco anos para pacientes com cancer de pulmdo é
aproximadamente 20% e é considerada baixa comparada a outros tipos de neoplasias.
Entretanto, se o cancer de pulmao é detectado precocemente, a taxa de sobrevida de cinco anos
sobe para 56%, mas apenas 16% dos casos de cancer de pulméo séo detectados ainda na fase
inicial. Quando detectado em estagios mais avancados a taxa de sobrevida de cinco anos é
extremamente baixa e esta em torno de 5% (FRANKLIN, 2019) .

Apbs o diagnostico, o tratamento para as neoplasias pulmonares depende de diferentes
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fatores como o tipo de cancer (SCLC ou NSCLC), o tamanho e localizagdo da massa tumoral,
além do estagio em que o tumor se encontra (se metastatico ou ndo). Os tratamentos incluem
remocdo cirdrgica, quando cabivel, para tentar remover a maior parte do tumor, radioterapia,
quimioterapia e imunoterapia, ou até mesmo a combinacdo de um ou mais esquemas
terapéuticos. A guimioterapia pode ser utilizada antes da cirurgia para tentar diminuir o tumor
e facilitar sua remocgdo. J& para alguns grupos de risco, quimio/radioterapia se tornam
necessarias apos o procedimento cirdrgico (CANCER RESEARCH UK, 2022).

A subclassificacdo e o estagio do NSCLC ditam a estratégia de intervencéo terapéutica. A
resseccdo cirurgica € uma escolha comum de tratamento para NSCLC em estagio inicial e pode
ser combinada com quimioterapia e ou radioterapia. Para estadgios avancados de NSCLC, os
pacientes geralmente sdo tratados com medicamentos direcionados e quimioterapia
(MARSHALL et al., 2016).

O tratamento oncoldgico de pacientes com NSCLC é dado de acordo com o estagio do
tumor. No estégio | os tumores encontram-se localizados no sitio primario ndo havendo focos
metastaticos nos linfonodos. Nesse caso, a cirurgia é passivel de ser realizada para remocéo de
uma parte do pulméao (lobectomia) ou de todo o érgdo (pneumonectomia). Apds o procedimento
cirurgico, os pacientes podem ser submetidos a quimioterapia ou tratamento molecular alvo
para reduzir a chance de recidiva (CANCER RESEARCH UK, 2022).

O estégio Il pode ser subdividido em 1A e 1B, sendo que no primeiro, 0 cancer possui
entre 4-5cm de tamanho, mas nao se espalhou para os linfonodos. J& no estagio I1B, o tumor
possui entre 5 e 7 cm e ha presenca de células tumorais nos linfonodos proximos. Em ambos 0s
casos a cirurgia é o principal tratamento e o paciente podera ser submetido a
quimio/radioterapia, bem como o uso de drogas alvos (CANCER RESEARCH UK, 2022).

No estagio 111 o cncer esta presente em mais de um lobo do pulméo ou se espalhou para
os linfonodos ou estruturas proximas ao térax. Neste caso, ha diferentes abordagens
terapéuticas, incluindo quimioradioterapia seguida de cirurgia ou 0 esquema inverso, bem como
o tratamento molecular alvo apés a cirurgia (CANCER RESEARCH UK, 2022).

No estagio IV, comumente encontra-se tumores nos dois pulmdes, além disso,
metastases para orgdos distantes como figado e 0ssos séo frequentes. Uma vez que a remogéo
cirurgica ndo € possivel, a combinacdo de diferentes esquemas terapéuticos como

quimio/radioterapia e imunoterapia é utilizada para melhorar a respiracéo do paciente e
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controlar o crescimento/metastase das células cancerosas (CANCER RESEARCH UK, 2022).

Em todos os estagios, observa-se a possibilidade de tratamento a base de quimioterapia
citotoxica. Os esquemas quimioterapéuticos em cancer de pulméo usualmente incluem uma
combinacdo de drogas citotdxicas, dentre elas: ciclofosfamidas, vincristina, doxorrubicina,
etoposideo, topotecano, carboplatina ou cisplatina (CANCER RESEARCH UK, 2022).

O quimioterapico cisplatina ou cis-diaminodicloroplatina (I1), formula molecular
PtCI2N2Hg, foi sintetizada pela primeira vez por M. Peyrone em 1844, tendo sua estrutura
quimica esclarecida por Alfred Werner no ano de 1893. No entanto, 0 novo composto nao
despertou muito interesse até 1960, quando as observacdes iniciais de Rosenberg apontaram
que produtos de eletrodos de malha de platina apresentaram-se capazes de realizar a inativacao
da divisdo celular em Escherichia coli (ROSENBERG; VANCAMP, 1970).

Os dados obtidos por Rosenberg despertaram interesse na possibilidade do uso dos
derivados de platina na area oncoldgica, sendo a cisplatina um composto que demonstrou acao
citotoxica em varios tipos de neoplasias como as de ovario, testiculo e tumores solidos da
cabeca e pescoco. No final da década de 1970, a droga ganhou renome como pecga-chave no

tratamento sistémico dos canceres de células germinativas (ROCHA, 2018).

Ao se ligar ao DNA, a cisplatina promove ligac@es cruzadas (crosslinks) mono, inter ou
intrafitas (Figura 4). O meio intracelular promove a dissociagdo dos cloretos da estrutura
molecular da cisplatina. O produto hidrolisado € um importante eletr6filo que possui a
capacidade de reagir com nucleofilos como grupos sulfidrilas em proteinas e &tomos doadores
de nitrogénio nos acidos nucléicos. A ligacdo da cisplatina ao nitrogénio 7 (N7) nos anéis de
purinas resulta na formacéo de adultos de DNA interrompendo desta forma a dinamica do ciclo
celular e induzindo a morte celular programada, conhecida como apoptose (ALDOSSARY,
2019; ROCHA et al., 2018). No entanto, a quimioterapia com cisplatina também esta associada
a notaveis casos de efeitos colaterais que incluem hepatotoxicidade, nefrotoxicidade,
cardiotoxicidade, neurotoxicidade e/ou danos as células hematoldgicas (DASARI et al., 2015).
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Figura 4. Ativacdo da cisplatina e inducéo de danos ao DNA. No meio intracelular, a cisplatina perde seus &tomos
de cloro e ganha duas moléculas de dgua se tornando um composto capaz de interagir com bases puricas (Adenina
e Guanina), formando adultos de DNA ou liga¢cfes cruzadas entre as duas fitas (crosslink). FONTE: ROCHA et
al., 2018.

1.5 Apoptose

Os processos de crescimento e manutencdo de organismos multicelulares sao
cuidadosamente regulados por um balanceamento entre o0 nascimento e a morte celular. Até
mesmo no desenvolvimento embrionario, a morte de células especificas é fundamental para
que oOrgaos e tecidos sejam formados com o tamanho e a morfologia correta. A morte celular
programada e regulada tem um papel muito importante na manutencao e reposicao fisiologica
de tecidos adultos, na maturacdo de celulas do sistema imunoldgico e na eliminacdo de
células danificadas ou infectadas, antes que estas causem maior dano ao organismo
(ALBERTS et al., 2017; GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).

O microambiente tumoral contribui para a resisténcia a morte celular por meio da produgéo
de fatores sollveis que promovem a sobrevivéncia das células tumorais, ativacdo do fenémeno
EMT, aumento do estresse oxidativo, alteracdo da MEC, assim como modificagdes no
metabolismo celular. Estes eventos auxiliam as células tumorais a escaparem dos mecanismos

de morte celular, o que acaba desencadeando a sobrevivéncia, proliferacdo e metastase (KUOL
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etal., 2018; PAOLI; GIANNONI; CHIARUGI, 2013).

Diminuicdo no tamanho da célula, protusdes na membrana plasmatica, fragmentacao
nuclear (cariorrexe), condensacéo irreversivel da cromatina (picnose) e fragmentacdo do DNA
sdo algumas caracteristicas das células que estdo passando pelo processo de apoptose (NUNEZ
etal., 2010; ERNEST; HABELA; SONTHEIMER, 2008; COLEMAN et al., 2001). Antes das
caracteristicas supracitadas, a apoptose pode ser iniciada por meio das vias extrinseca,
intrinseca ou perforina/granzimas A/B. A via da granzima A induz danos a mitocondria apds o
estresse celular. A granzima B é capaz de clivar algumas proteinas da matriz extracelular
incluindo laminina, fibronectina e vitronectina, para induzir a perda de adesdo, anoikis e
inibicdo da migracao celular (ADESHAKIN et al., 2021; ELMORE, 2007; BUZZA et al., 2005;
MARTINVALET; ZHU; LIEBERMAN, 2005).

As vias extrinseca e intrinseca da apoptose sdo dependentes de proteinas chamadas
caspases. As caspases sdo sintetizadas nas células como precursores inativos, chamados
zimogénios, e podem ser divididas em dois grandes grupos, de acordo com a sua fungdo. O
primeiro grupo, que engloba as caspases relacionadas a caspase 1 (1, 4, 5, 11, 12, 13 e 14), sdo
proteases envolvidas no processamento e maturagdo de citocinas em respostas
inflamatdrias, enquanto o segundo grupo corresponde as caspases 2, 3, 6, 7, 8, 9 e 10,
envolvidas na apoptose. As caspases apoptéticas podem ainda ser classificadas, de acordo com
a sua funcédo, em iniciadoras (2, 8, 9 e 10) e executoras / efetoras (3, 6 e 7) (GRIVICICH;
REGNER; ROCHA, 2007; FINK; COOKSON, 2005).

Caspases executoras sdo as proteases que participam ativamente na clivagem de proteinas
celulares, resultando na morte celular, enquanto caspases iniciadoras sao aquelas que ativam
as caspases executoras. Caspases iniciadoras geralmente sdo monémeros sollveis e inativos
no citosol, que possuem um dominio de protease na regido carboxiterminal e um dominio de
interacdo com uma proteina na regido aminoterminal. Quando sinais apopto6ticos promovem a
dimerizagdo das caspases iniciadoras, estas sdo ativadas e passam a ser capazes de clivar um
sitio do dominio da protease das caspases executoras. Caspases executoras, que sao inicialmente
formadas como dimeros inativos, sofrem uma mudanga conformacional quando clivadas por
caspases iniciadoras e se ativam, adquirindo a capacidade de clivar diversas proteinas celulares
e levar a morte celular controlada (ALBERTS et al., 2017; FINK; COOKSON, 2005).

A via intrinseca da apoptose € um evento induzido por uma variedade de perturbacdes,
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incluindo a falta de fatores de crescimento celular, danos ao DNA, estresse do reticulo
endoplasmatico (RE), aumento das espécies reativas de oxigénio (ROS), problemas durante a
replicacdo do DNA, altera¢cdes nos microtibulos e defeitos na mitose. O passo critico para 0
inicio da apoptose intrinseca € a permeabilizacdo irreversivel e generalizada da membrana
mitocondrial externa. Este processo € controlada por membros pro-apoptéticos e anti-
apoptdticos da familia de proteinas BCL2, um grupo de proteinas que compartilham entre um
a quatro dominios de homologia BCL2 (BH), isto é, BH1, BH2, BH3 e BH4. Em resposta a
estimulos apoptdticos, as alteracdes na permeabilidade da membrana externa da mitocondria
sdo mediadas pela proteina X associada a BCL2 (BAX) e ou pela proteina BAK1. Juntamente
com BOK, BAX e BAK1, sdo os Gnicos membros da familia BCL2 caracterizados até o
momento em células de mamiferos que sdo capazes de formar poros na membrana externa da
mitocondria. Apds inducdo da apoptose, proteinas pro-apoptdticas contendo apenas um
dominio BH3 sdo ativadas. Essas proteinas BH3-apenas incluem: PUMA, BCL2L11 (também
conhecida como BIM), NOXA e BID (GALLUZI et al., 2018).

As proteinas BID, BIM, PUMA e NOXA, compartilham a capacidade de interagir
fisicamente (mas transitoriamente), com o pool mitocondrial de BAX e ou BAK, promovendo
uma série de alteracbes conformacionais que culminam na formacdo de homodimeros e
heterodimeros, resultando na liberacdo das proteinas BH3-apenas e mais oligomerizacdo de
BAX e BAK. A oligomerizacdo leva a montagem de um poro lipidico que altera a
permeabilidade mitocondrial (GALLUZI et al., 2018). A permeabilizacdo da mitocondria por
meio da formacédo de poros na membrana externa conduz a liberacdo de proteinas apoptoticas
como o citocromo C, segundo ativador de caspases derivado da mitocondria (SMAC/DIABLO)
e serino-proteases. O citocromo C liga-se ao fator 1 ativador de protease apoptotica (Apaf-1) e
a pro-caspase 9, para formar um complexo apoptossémico, que induz o sinal de morte por meio
da clivagem de prd-caspase 9 em caspase 9. Esta Gltima promove ativacédo das caspases efetoras
3 e 7, as principais responsaveis pelo desencadeamento da apoptose tanto pela via intrinseca,
guanto a extrinseca, esta Ultima que serd abordada com mais detalhes a seguir (ADESHAKIN
etal., 2021; OLA; NAWAZ; AHSAN, 2011; ELMORE, 2007).

A proteina SMAC/DIABLO antecipa a apoptose associando-se a membros da familia de
proteinas inibidoras da apoptose (IAPs), incluindo o inibidor da apoptose ligado ao
cromossomo X (XIAP). XIAP é o tnico membro da familia de proteinas IAP que neutraliza a
cascata apoptdtica ligando-se de forma estavel as caspases 3, 7 e 9 e bloqueando-as fisicamente.

Desta forma, SMAC/DIABLO previne a ligagdo de XIAP as caspases. Por outro lado, outros
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membros da familia das proteinas IAP, BIRC2 e BIRC3, impulsionam a regulagdo positiva de
fatores anti-apoptdticos como C-FLAR (também chamado de c-FLIP), além de promoverem a
inativacao de caspases em virtude da atividade ubiquitina ligase, regularem a via de sinalizagéo
NF-kB e promoverem a degradacao de SMAC/DIABLO nas mitocondrias por meio de um
mecanismo dependente de proteinas BCL2 (GALLUZI et al., 2018).

As alteracbes na permeabilidade da membrana mitocondrial externa podem ser
antagonizadas por membros anti-apoptéticos da familia BCL2, incluindo a propria proteina
BCL2, BCL2L1 (também conhecido por BCL-X.), MCL1, BCL2L2 (ou BCL-W) e BCL2A1
(mais conhecida como BFL-1 em humanos). Essas proteinas contém os quatro dominios BH e
geralmente estdo inseridas na membrana mitocondrial externa ou na membrana do reticulo
endoplasmatico, e exercem suas funcdes ligando-se diretamente aos membros pré-apoptoticos
da familia BCL2, como BAX e BAK e prevenindo a oligomerizacdo e a formacdo dos poros
mitocondriais, ou inibindo indiretamente a apoptose por sequestrar os ativadores BH3-apenas
(GALLUZI et al., 2018).

A via extrinseca da apoptose é ativada por perturbagfes no microambiente extracelular e
pode ser conduzida por pela ativacdo de receptores de morte presentes na membrana plasmatica:
e cuja ativacao depende da ligacdo do(s) ligante(s) cognato(s). Dentre os receptores de morte
da superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF), estdo os receptores tipo TRAIL, TNFR e 0
FasR. Quando os receptores de morte reconhecem seus ligantes especificos, o dominio
intracelular desses receptores recruta proteinas adaptadoras como a TRADD (TNF receptor-
associated death domain) e FADD (Fas-associated death domain) que se ligam as caspases
iniciadoras. O complexo formado pelo ligante, o receptor de morte e a proteina adaptadora é
chamado de complexo de sinalizacdo indutor de morte ou DISC (death-inducing signalling
complex). DISC ativa caspase-8, a qual ativa as caspases efetoras 3 e 7 para induzir a morte
celular (WAJANT, 2022; ADESHAKIN et al., 2021; ELMORE, 2007).

A atividade catalitica das caspases executoras € responsavel por muitos dos correlatos
morfoldgicos e bioquimicos da apoptose, incluindo a fragmentacdo do DNA, exposi¢do da
fosfatidilserina e formacao dos corpos apoptéticos. CASP3 favorece a fragmentacdo do DNA
catalisando a inativacdo proteolitica da subunidade alfa do fator de fragmentacdo do DNA
(DFFA), desta forma, levando a atividade catalitica de DFFB. Estudos na literatura mostraram
que CASP3 promove a externalizagdo de fosfatidilserina, um fosfolipideo presente no lado

interno das membranas celulares, mas que € translocado para a superficie da célula durante a
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apoptose (GALLUZI et al., 2018).

A aderéncia célula-célula e sua interacdo com a matriz extracelular (MEC) séo passos
cruciais para o crescimento e sobrevivéncia celular. A MEC é um scaffold tridimensional que
fornece os sinais mecénicos e bioquimicos necessarios para formacao tecidual, crescimento,
diferenciacdo e homeostase. A MEC é composta por uma variedade de moléculas, tais como:
(1) glicosaminoglicanos; (11) proteoglicanos e (I111) proteinas fibrosas (ADESHAKIN et al.,
2021; KUSIDARTA et al., 2018; FRANTZ; STEWART; WEAVER, 2010). Receptores de
adesdo como integrinas, caderinas, selectinas e moléculas de ades&o do tipo imunoglobulinas,
medeiam a adesdo célula-MEC (PARDI et al., 2010). Alteracbes na MEC frequentemente
levam a disfuncdes e até a morte celular (ADESHAKIN et al., 2021; 10ZZ0O; GUBBIOTTI,
2018; SOLBOL, 2018).

A perturbacdo na adesdo célula-célula ou célula-MEC leva a morte celular por anoikis. A
anoikis € um mecanismo para eliminacdo de células que perderam a adesdo com a MEC,
consequentemente, retardando o processo de metastase. Entretanto, as células cancerosas
tornam-se resistentes a anoikis, o que facilita a migracdo das células tumorais para outros locais.
O inicio da anoikis é facilitado pela ativacdo de caspases, semelhante a cascata apoptédtica
(ADESHAKIN et al., 2021; PAOLI; GIANNONI; CHIARUGI, 2013; KIM et al., 2012;
ELMORE, 2007).

Assim como a apoptose intrinseca, a anoikis é marcada pela alteracdo na permeabilidade da
membrana externa da mitocondria e ativacdo de caspases executoras, principalmente a CASP3.
O desprendimento da MEC desencadeia a alteracdo na permeabilidade da membrana da
mitocondria apos a ativacdo das proteinas BH3-apenas, BIM e BMF. As células neoplasicas
podem escapar da anoikis ap6s ativacdo da quinase 1 ativada por mitégeno (MAPK1), e
consequente estabilizacdo do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), mediada
pelo receptor tirosina quinase 2 (ERBB2), ou degradacdo da proteina BRAP, que regula
MAPK1 (GALLUZI et al., 2018).

1.6 Fibras nervosas e cancer

O sistema nervoso regula as funces da maioria dos 6rgaos presentes no corpo humano. O
sistema nervoso periférico (SNP), consiste em fibras eferentes motoras e autonémicas e fibras
aferentes sensoriais. Desta forma, conectando os diferentes 6rgéos ao sistema nervoso central

(SNC) (Figura 5). O SNP e SNC medeiam as alteragdes adaptativas em doencas crénicas como



31

0 cancer. Essas alteracdes sdo denominadas de neuroplasticidade. Tal plasticidade neural refere-
se as alteracBes morfoldgicas e/ou funcionais dos nervos, incluindo alteracfes na morfologia,
densidade e qualidade das fibras nervosas, além de alteracGes das células de Schwann que séo
responsaveis por promover a mielinizacdo das fibras nervosas no SNP (DEMIR; FRIESS;
CEYHAN, 2015).

!
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Figura 5. Visdo geral do sistema nervoso. O sistema nervoso central (SNC) compreende o cérebro e medula
espinhal (azul), os quais integram os sinais aferentes advindos do sistema nervoso periférico (SNP / laranja) e
consequentemente disparam uma resposta por meio das fibras eferentes em direcdo a diferentes locais do corpo.
Os nervos somatossensoriais no SNP podem ser estimulados pela ativagdo de mecanoceptores, proprioceptores,
peptideo natriurético B (NPPB), canal catiénico de potencial receptor transitorio, como TRPAL (receptor para
substancias quimicas), TRPV1 (receptor para calor) ou TRPMS8 (receptor para frio). Os sinais eferentes consistem
de fibras motoras e autondmicas. Os nervos autondmicos podem ser divididos em simpaticos, os quais controlam
as respostas de luta ou fuga e sdo positivos para tirosina hidroxilase (TH*), ou nervos parassimpaticos, que sdo
responsaveis por manter a homeostasia corporal e sdo positivos para o peptideo vasoativo intestinal (VIP*) e para
o transportador vesicular de acetilcolina (VAChT*). FONTE: adaptado de REAVIS; CHEN; DRAPKIN, 2020.

Evidéncias crescentes na literatura sugerem que o prognostico do cancer esta associado
a infiltragdo de fibras nervosas no tumor. Esse fendmeno é mais comumente observado em
canceres que surgem em o6rgdos altamente inervados, incluindo quase todos 0s canceres
pancreéticos, 80% dos canceres de cabeca e pescogo, 75% dos canceres de prostata e 33% dos
canceres colorretais (BAPAT et al.,, 2011). Estudos com amostras de tumores humanos
revelaram que a densidade de fibras dentro do tumor estd associada a metastase, morbidade e

mortalidade aumentadas. Além disso, a presencga de fibras nervosas é um fator progndstico
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independente para a sobrevida global em adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC) (LEI et
al.,, 2017; DEMIR; FRIESS; CEYHAN, 2012; BAPAT et al., 2011; DESHMUKH,;
WILLMANN; JEFFREY, 2010), carcinoma gastrico (ESPANA-FERRUFINO; LINO-SILVA;
SALCEDO HERNANDEZ, 2018; DENG et al., 2014), tumores do trato biliar (OVEN
USTAALIOGLU et al., 2019), cancer de cabeca e pescoco (SCHMITD; SCANLON;
D’SILVA, 2019; CRACCHIOLO et al., 2018; HUYETT et al., 2018) e cancer cervical (ZHU
et al., 2018; CUI; SHI; ZHANG, 2015), e um indicador de risco de recidiva em cancer
pancreatico (OZAKI et al., 1999), cancer de prostata (ZHU et al., 2018; BEARD et al., 2004),
cancer gastrico (DURAKER; SISMAN; CAN, 2003) e cancer colorretal (CHEN et al., 2018;
HUANG et al., 2018; ZARE-BANDAMIRI et al., 2017; JOBLING et al., 2015; CEYHAN et
al., 2007). A inervacdo tumoral desempenha um papel importante na facilitacdo da metéstase,
pois 0s nervos associados ao tumor podem se estender para o sistema nervoso central e cultivar
nichos pré-metastaticos (ZENG et al., 2019; CHEN et al., 2018).

Estudos tém demonstrado que o sistema nervoso participa de todos os estagios do
cancer, mesmo aqueles que precedem o seu desenvolvimento, como o0 que ocorre na neoplasia
intraepitelial pancreéatica (PanIN) ou neoplasia intraepitelial de préstata (PIN) (FAULKNER et
al., 2019; KUOL et al., 2018; COLE et al., 2015; MAGNON, 2015; MAGNON et al., 2013).

O sistema nervoso autbnomo (SNA), composto por fibras nervosas simpéticas e
parassimpaticas, possui importante papel na carcinogénese (ZHAO et al., 2014). Por exemplo,
pacientes com lesGes na medula espinhal possuem menores incidéncia de cancer de prostata
devido a denervacdo funcional da glandula, indicando uma dependéncia dos nervos no cancer
de préstata (RUTLEDGE et al., 2017).

Diferentes teorias tém sido discutidas a respeito do envolvimento do sistema nervoso na
carcinogénese e tem sido demonstrado que o0 processo de neurogénese e axonogénese estao
presentes em lesdes pré-neoplésicas e provavelmente contribuem para a iniciagdo do cancer
(MAUFFREY et al., 2019; AYALA et al., 2008). A neurogénese envolve a proliferacdo e
diferenciacéo de celulas tronco neurais (NSCs) em células tronco progenitoras (NPCs), seguido
pela diferenciacdo em células neurais maduras. A neurogénese ocorre principalmente durante
o desenvolvimento embrionario e pds-natal do cérebro. NSCs e NPCs persistem ao longo da
vida na zona subventricular (SVZ) dos ventriculos laterais e na zona subgranular (SGZ) do giro
denteado no hipocampo, podendo originar novos neurdnios (VENKATESH et al., 2015; LOIS;
ALVAREZ-BUYLLA, 1994). Um estudo retrospectivo, controlado e pareado por idade,
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descobriu que o nimero de neurdnios era maior nos ganglios prostaticos em pacientes com
cancer de prostata do que no grupo controle. Desta forma, este resultado aponta a existéncia de
neurogénese no cancer de prostata (AYALA et al., 2008).

Magnon e colaboradores (2013) demonstraram que a inervacdo tumoral também pode
ser oriunda do sistema nervoso central. Para isto, os autores propuseram um rastreio de
linhagem de células progenitoras neurais positivas para doublecortin (DCX"), uma proteina de
migracao neuronal. Os dados dos autores mostraram que NPCs derivadas da SVZ podem passar
pela barreira hematoencefalica e migrar pela circulagdo até alcancarem o tumor de prostata.
Apbs a chegada no microambiente tumoral, essas NPCs se diferenciam em neurdnios
simpaticos positivos para TH (tirosina hidroxilase). Esse mesmo grupo mostrou que a deplecao
dessas NPCs-DCX™ anula o inicio e a progressao do cancer de prostata, e que o transplante
dessas células aumenta o crescimento do xenoenxerto tumoral, além do nimero de metéstases
in-vivo (MAUFFREY et al., 2019).

Orgéos e glandulas sdo regulados pelo sistema nervoso periférico, especialmente o
SNA. Por exemplo, o estbmago é predominantemente inervado por fibras parassimpaticas,
enguanto o pancreas é regulado por ambas fibras simpaticas e parassimpaticas. Além disso,
muitos tumores solidos sdo inervados por fibras nervosas que partem do SNP. Desta forma,
essas fibras acabam fazendo parte do microambiente tumoral. E postulado ainda que alteracées
na sinalizacdo desencadeadas por fatores neurotréficos antes da tumorigénese podem impactar
na progressao de lesdes pré-cancerosas para uma neoplasia maligna, por influenciar células
precursoras do tumor. Em um estudo utilizando um modelo murino de adenocarcinoma ductal
pancreatico, foram encontradas alteracGes na expressdao de fatores neurotréficos e seus
receptores (Ngf, Gfra2 e Nrtn), na fase pré-maligna. Além disso, lesbes do tipo PanIN foram
causadas por um aumento da inervacdo em um microambiente rico de fatores neurotroficos
(STOPCZYNSKI et al., 2014; AYALA et al., 2008).

As fibras nervosas que inervam os tecidos normais podem ser quimioatraidas para o
microambiente tumoral e crescerem como resultado da liberacdo de fatores neurotréficos pelas
células cancerosas. As células neoplasicas podem, portanto, promover o crescimento neuronal
e darem inicio a sua propria inervacgao por meio da secrecao paracrina, um fenébmeno conhecido
como efeito neurotrofico. Neurotrofinas como o fator de crescimento de nervo (NGF), fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), neurotrofina 3 (NT-3) e NT-4/5 possuem importante

destague na axonogénese por estimular receptores tirosina-quinase (TRKS) expressos nos
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terminais das fibras nervosas (LAGADEC et al., 2009; AREVALO; WU, 2006; CHAO, 2003).
Os papéis de NGF e seus receptores (TRKA e p75) no cancer sao bem discutidos na literatura.
Por exemplo, células de cancer de mama podem estimular o crescimento neuronal utilizando
neurotrofinas como NGF, que séo liberadas pela exocitose de vesiculas contendo esta molécula
(VORONINA et al., 2020; DOLLE et al., 2004). NGF também pode ser secretado por células
imunes associadas ao tumor e fibroblastos. De forma similar, células de cancer de prdstata
induziram a diferenciag@o neuronal e axonogénese in-vitro, por meio da liberagdo do precursor
do NGF (PUNDAVELA et al., 2014).

Moléculas de orientacdo axonal, secretadas por células cancerosas atuam em sinergismo
com os fatores de crescimento neurotr6ficos para aumentar o processo de axonogénese
(MADEO et al., 2018; BIANKIN et al., 2012). Durante os estagios iniciais do cancer de
pancreas, alguns genes de orientacdo axonal, especialmente aqueles que codificam as proteinas
envolvidas na via de sinalizacdo SLIT/ROBO, exibem mutacgdes recorrentes, além de variacoes
no namero de copias (CNV). Alteragdes nesses genes também ja foram identificadas em outros
tipos de neoplasias malignas como as de pulm&o, mama e rim. Portanto, o crosstalk entre as
células tumorais e as células do sistema nervoso contribuem para a axonogénese (MADEO et
al., 2018).

1.7 Invasdo perineural (PNI), uma rota de disseminacdo de tumores solidos

Os nervos periféricos sdo constituidos por trés camadas: (1) endoneuro; (1) perineuro e (111)
epineuro (AMIT et al., 2015). O termo invasdo perineural (PNI) refere-se a invasdo do
perineuro de grandes nervos que circundam o tumor, por células cancerosas. A PNI é uma rota
de disseminacdo de tumores sélidos frequentemente ignorada, exceto pela invasdo direta dos
tecidos circundantes, linfaticos e disseminacdo hematogénica (MARCHESI et al., 2010). Por
exemplo, a proximidade anatdmica de alguns tipos de canceres de cabeca e pesco¢o com alguns
nervos craniais facilita a migragdo das células tumorais (LIU et al., 2020). A PNI é comum
entre tumores solidos altamente inervados como os canceres de préstata e pancreas. Um estudo
retrospectivo com 133 amostras de pacientes com colangiocarcinoma extra-hepatico mostrou
que 73,7% dos pacientes apresentaram PNI, além de uma baixa taxa de sobrevida de cinco anos
(MURAKAMI et al., 2013).

A PNI é mediada por uma diversidade de moléculas secretadas pelas células tumorais e
nervos (BAPAT et al., 2011). As fibras nervosas podem secretar varios neuropeptideos e

neurotransmissores no microambiente tumoral que ativam receptores de membrana envolvidos
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na inducdo de vias relacionadas ao crescimento tumoral e metéstase (LI et al., 2014). No
carcinoma adenoide cistico, derivado das glandulas salivares, a sinalizagdo NE/B2-AR promove
proliferacdo, migracdo e PNI, induzindo o fendbmeno EMT e regulagdo positiva de
metaloproteinases como MMP-2 e MMP-9 (MA et al., 2019). No cancer pancredtico, a ativacao
da via de sinalizacdo B-AR/PKA/STAT3 pela norepinefrina, promoveu a regulacao positiva de
NGF e MMPs (GUO et al., 2013). J& no céncer de prostata, 0s nervos parassimpéaticos
promoveram a proliferacdo e migracdo das células tumorais por meio da secrecdo de
acetilcolina (Ach), a qual estimula o receptor colinérgico muscarinico do tipo 1 (MARCH et
al., 2020).

Diferentes estudos ja descreveram uma possivel participacdo de fatores neurotréficos na
PNI. Uma correlagdo positiva foi observada entre os niveis de expressao de NGF, p75, TRKA,
TRKB e o fator neurotréfico derivado da glia (GDNF), com a PNI em amostras de tecidos de
cancer pancreatico ou linhagens celulares (WANG et al., 2009; MA et al., 2008; SCLABAS et
al., 2005). Modelos de co-cultura de neurénios do ganglio da raiz dorsal (DRGNS) e cancer de
pancreas sugeriram um tropismo muatuo entre nervos/DRG e as células cancerosas por meio de
diferentes fatores como NGF e TRKA (CEYHAN et al., 2008; MA et al., 2008).

1.8 Sistema Nervoso Sensorial

Os neur6nios sensoriais sdo heterogéneos em relacdo a sua sensibilidade a estimulos,
velocidade de conducdo e conteido de neuropeptideos. Cada terminal nervoso sensorial
expressa diferentes combinagdes de canais i6nicos que possibilitam detectar uma variedade de
estimulos. Esses canais idnicos incluem NaV1.7, NaV1.8, NaV1.9, potencial receptor
transitdrio vaniloide 1 (TRPV1), potencial receptor transitério anquirina 1 (TRPAL) e potencial
receptor transitdrio canal catidénico subfamilia M membro 8 (TRPM8). O TRPV1 responde ao
aumento de temperatura e a substancia capsaicina, esta relacdo por sua vez sera abordada com
mais detalhes no decorrer deste trabalho. O TRPAL responde ao estresse quimico e mecanico
bem como a irritantes quimicos, incluindo o wasabi, um condimento utilizado na culinaria
japonesa e extraido da planta Wasabia japonica, e a temperatura fria (KANG et al., 2010;
KARASHIMA et al., 2009). O TRPMS8 responde a temperatura fria e ao mentol (BAUTISTA
et al., 2008).

As fibras dos neurbnios sensoriais partem dos ganglios da raiz dorsal (DRG) onde
encontram-se 0s corpos celulares desses neurdnios. Os DRGs estdo localizados no SNP, entre

0 corno dorsal da medula espinhal e 0os terminais nervosos periféricos e abrigam varias
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subpopulagdes celulares n&o-neuronais e neuronais. Um subconjunto especializado de
neurdnios sensoriais que detectam estimulos nocivos ou potencialmente nocivos sdo chamados
de nociceptores e inervam a pele, as articulagfes, o trato respiratério e gastrointestinal
(KABATAZetal.,2019).

A maior parte dos nociceptores sdo nervos de pequeno didmetro ndo mielinizados e de
conducado lenta, chamados de fibras C. Mais informagdes sobre as subdivisdes desses neurénios
serdo abordadas a seguir. Nociceptores ndo expressam apenas canais i6nicos, mas também
receptores para citocinas, mediadores lipidicos e fatores de crescimento. Portanto, uma
variedade de estimulos incluindo moléculas inflamatdrias levam a ativacéo de nociceptores. Por
exemplo, citocinas do tipo 2 como IL-4, IL-5 e IL-13 induzem a ativagcdo de neuronios
sensoriais e induzem coceira cronica (KABATAetal., 2019).

Notavelmente, os terminais dos nociceptores liberam neuropeptideos como CGRP, SP e
VIP, os quais sdo rapidamente liberados em resposta a estimulos nocivos e durante processos
inflamatorios. Esses neuropeptideos atuam diretamente em varias células do sistema
imunolégico. O SP é conhecido por ser um neuropeptideo pro-inflamatério que ativa maltiplas
células imunes, incluindo células T, macréfagos, células dendriticas, mastdcitos, eosindfilos e
neutrofilos (LIM; CHUNG; SON, 2017; JANELSINS et al., 2013; O'CONNOR et al., 2004).
VIP possui a capacidade de suprimir as citocinas inflamatdrias derivadas de células dendriticas
e macrofagos, ao passo que promove a diferenciacdo, sobrevivéncia e migracdo das células Th2
(ASSAS; PENNOCK; MIYAN, 2014; DELGADO; GANEA, 2013; GANEA; RODRIGUEZ;
DELGADO, 2003), enquanto o0 CGRP induz a degranulacdo dos mastocitos e diferenciacéo de
linfocitos T auxiliares no subtipo Th2 (GRANSTEIN et al., 2015). Esses neuropeptideos
também afetam a permeabilidade vascular, evento importante no recrutamento de células
imunes no cancer (KABATAZ etal., 2019).

1.9 Neuromediadores sensoriais

Os neuropeptideos sdo moléculas reguladoras amplamente distribuidas no corpo e regulam
diversos processos fisiologicos por meio de receptores acoplados a proteina G. Alguns podem
atuar como neurotransmissores ou até mesmo como fatores de crescimento autdcrinos ou
paracrinos em células tumorais (SASTRY et al., 2017). Dentre os neuropeptideos produzidos
pelos nervos sensoriais, VIP, SP e CGRP sdo frequentemente associados as atividades
imunomoduladores e antitumorais. Além disso, metade das fibras do tipo C produzem CGRP e

SP. Portanto, SP e CGRP desempenham papéis importantes na modulagdo da resposta
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imunoldgica no cancer (ERIN et al., 2022).

O neuropeptideo Substancia P (SP) € uma proteina formada por 11 aminoacidos e que
pertence a familia das taquicininas. O SP é amplamente expresso nos sistemas nervoso e
imunolégico e estd sendo estudado como um potencial biomarcador prognéstico e alvo
terapéutico no cancer. SP ja foi descrito como superexpresso em diferentes tipos de cancer,
como colorretal, pancreatico, mama e carcinoma oral de células escamosas (CHEN et al., 2016;
MEHBOOB et al., 2015; MUNOZ et al., 2014; GARCIA-RECIO et al., 2013; PALMA et al.,
2006; FRIESS et al., 2003; SINGH, et al., 2000). Ao se ligar preferencialmente ao receptor de
neurocinina 1 (NK1R), o SP participa de varios processos vitais na carcinogénese, incluindo
proliferacdo, sobrevivéncia, angiogénese e metastase (GARNIER et al., 2015; HARFORD-
WRIGHT et al., 2014; MUNOZ et al., 2014: LI et al., 2013; FRIESS et al., 2003). Além disso,
0 blogueio de NK1R por meio de antagonistas do receptor resultou na reversdo dos efeitos
tumorigénicos induzidos por SP in-vitro e in-vivo (BAYATI et al., 2018; GARNIER et al.,
2015; HARFORD-WRIGHT et al., 2014; Ll et al., 2013).

O neuropeptideo SP e seu receptor NK1R (um receptor acoplado a proteina G), estdo
envolvidos em uma diversidade de processos bioldgicos relacionados a oncogénese, tais como:
(1) divisdo celular; (1) angiogénese, migracdo celular e metastase. A ligagdo de SP ao NK1R
leva a hidrolise de fosfoinositideos, mobilizagdo de célcio e ativacdo da proteina quinase ativada
por mitdgeno (MAPK). Desta forma, SP estimula a proliferacédo celular por ativacdo da via de
sinalizacdo MAPK (ESTEBAN et al., 2006). Em diferentes linhagens celulares derivadas de
tumores cerebrais, a presenca de NK1R foi estritamente correlacionado com os efeitos de SP
no aumento da sintese de DNA e proliferacdo celular (PALMA et al., 1999; LUO; SHARIF;
SHARIF, 1996).

A ativacdo de NK1R pelo neuropeptideo SP pode ainda modular a resposta imunolégica.
Fibras nervosas secretoras de SP inervam oOrgaos linfoides primarios (timo e medula 6ssea) e
secundarios (baco, ganglios linfaticos, amigdalas e tecido linfoide associado ao intestino)
(ERIN et al., 2022). Na literatura, € descrito que as taquicininas modificam a resposta
inflamatdria em diferentes tipos celulares como células natural Killer (NK), células dendriticas,
mastocitos, granulocitos, linfocitos T e B, monadcitos e macrdéfagos. Desta forma, a regulacao
da resposta imunoldgica por SP pode ser oriunda de nervos sensoriais como também de
elementos ndo-neuronais, como eosinéfilos e macrofagos, sendo a expressdo de SP e seu

receptor regulada positivamente durante a inflamagéo (ESTEBAN et al., 2006).
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Além da inflamacéo neurogénica, SP estimula uma resposta imunologica de fase aguda,
induzindo a liberagdo de citocinas inflamatérias e aumentando a citotoxicidade mediada por
neutrofilos de uma maneira dependente de NK1R. A ativagdo de NK1R em células dendriticas
regula positivamente a producdo de IL-12. Além disso, SP possui um papel importante na
manutencdo dessas células residentes em tecidos sob condi¢fes homeostaticas. Estudos in-vitro
mostraram que SP estimula a proliferagdo de linfocitos T humanos por meio da regulagéo
positiva da expressdo de IL-2 e da expressdao de NK1R induzida por I1L-12, IL-18 e o fator de
necrose tumoral alpha (TNF-a), em células T (ERIN et al.,, 2022). Achados na literatura
confirmam ainda que o efeito antitumoral de SP provavelmente se deve a diminuicdo de
MDSCs infiltrantes no tumor, bem como a liberacdo de TNF-o enquanto aumenta a secregdo
de IFN-y pelos leucdcitos (ERIN et al., 2015).

O CGRP é um peptideo de 37 aminoacidos, membro da familia de peptideos da calcitonina.
Este neuropeptideo pode ser encontrado em duas isoformas em humanos: CGRP alpha (a-
CGRP, CGRP1) e CGRP beta (B-CGRP, CGRP2). Os receptores da familia CGRP séo
chamados de receptores de calcitonina (CTRS) e receptores semelhantes a receptores de
calcitonina (CRLRs). Assim como SP, o CGRP pode ser encontrado tanto em neurénios do
SNP quanto do SNC. Este neuropeptideo estd envolvido no suprimento vascular de nervos
periféricos, nocicep¢do, homeostase cardiovascular, ingestdo e modulagcéo do sistema nervoso
autonomo (ERIN et al., 2022).

Os efeitos antiinflamatérios de CGRP sdo bem documentados na literatura. Este
neuropeptideo diminui acentuadamente a regulacdo positiva induzida por lipopolissacarideo
(LPS) de neutrdfilos sanguineos, secre¢do de TNF-a e acimulo de neutréfilos nos tecidos, além
de aumentar a producdo de IL-10 por macréfagos peritoneais. O tratamento com CGRP inibe a
producdo de quimiocinas induzidas por LPS, como os fatores quimiotaticos de neutrofilos
CXCL1 e CXCLS, e o fator quimiotatico de mondcitos e células dendriticas, CCL2. Tais efeitos
se devem provavelmente pela inibi¢do da ativagdo do fator nuclear kappa B (NF-«B) ou pela
inibicdo do inibidor fosforilado da quinase NF-kB (p-IkkB). Os efeitos celulares do CGRP
também podem ser mediados pela estimula¢do da adenilato ciclase e acimulo de adenosina
monofosfato ciclico (CAMP) por meio do receptor de CGRP (ERIN et al., 2022).

O CGRP derivado de neur6nios sensoriais inibe a maturacdo das celulas dendriticas, o que
leva a supressdo da ativacéo das células T (KABATA et al., 2019). Outro estudo mostrou que a

transferéncia adotiva de células dendriticas tratadas previamente com CGRP diminui a
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inflamacd&o alérgica das vias aéreas in-vivo. Este resultado foi associado a redugéo da eosinofilia
e elevacdo dos niveis de 1L-10 no lavado broncoalveolar. Esses achados sugerem que o CGRP
derivado de neurdnios sensoriais possui um efeito supressor nas células dendriticas presentes
no pulmao (ROCHLITZER et al., 2011).

Altos niveis de CGRP ja foram descritos em diferentes tipos de neoplasias como no cancer
de pulmdo de células ndo-pequenas (KELLEY et al., 1994; GOADSBY; EDVINSSON;
EKMAN, 1988), tumores neuroenddcrinos (TAKAMI et al.,, 1989), céncer de prostata
(NAGAKAWA et al., 1989) e carcinoma medular de tireoide (WIMALAWANSA, 1993). No
carcinoma de células escamosas da boca, 0 CGRP foi relacionado a invasdo perineural e
metéstases para linfonodos (ZHANG et al., 2021). Uma maneira pela qual o CGRP é capaz de
influenciar o desenvolvimento do cancer é por meio do seu potente efeito vasodilatador. Um
estudo realizado por Toda e colaboradores (2008) utilizando camundongos knockout para
CGRP, mostrou que o CGRP enddgeno favorece a angiogénese e crescimento tumoral em

animais que foram inoculados com o células de carcinoma pulmonar de Lewis (LLC).

O peptideo vasoativo intestinal (VIP), € um neuropeptideo composto por 28 aminoacidos
em sua sequéncia primaria, e compartilha 70% de identidade de sequéncia com o polipeptideo
hipofisario ativador de adenilato ciclase (PACAP). As funcdes bioldgicas do VIP sdo mediadas
por trés classes de receptores acoplados a proteina G, VPAC1, VPAC2 e PACL, que sdo
membros da familia de receptores semelhantes a secretina (MOODY; NUCHE-BERENGUER;
JENSEN, 2017). O VIP é produzido por neur6nios sensoriais, células enddcrinas e imunes, e
esta presente no SNC, coracdo, pulmao, tireoide, rins, trato urinario e gastrointestinal, 6rgaos
genitais e sistema imunoldgico. Devido a sua ampla distribuicdo no organismo, o VIP participa
de diferentes eventos fisiologicos, regulando o débito cardiaco, broncodilatacdo, relaxamento
do masculo liso, processos secretores e motilidade do trato gastrointestinal (GANEA; HOOPER;
KONG, 2015).

O VIP ja foi relacionado a inibi¢do da producdo de citocinas pro-inflamatodrias, tais como
TNFa, IL-6 e IL-12, inducdo de iNOS e produgdo de IL-10 em macrdfagos estimulados com
LPS. Estes efeitos sdo mediados primariamente pelo receptor VPAC1. O VIP pode ainda
reduzir a capacidade de células dendriticas e macréfagos de ativarem linfocitos T CD4",
principalmente por impedir a regulagéo positiva das moléculas co-estimulatorias CD40, CD80
e CD86, levando a uma reducdo da proliferacdo de células T CD4 in-vivo e in-vitro. Este

neuropeptideo também ja foi associado a inibicdo da diferenciacdo de células T CD4 para o
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fendtipo Thy, favorecendo a diferenciacdo para o perfil Thy, in-vivo e in-vitro (GANEA;
HOOPER; KONG, 2015).

A expressao de receptores para VIP ja foi descrita em diferentes tipos de células tumorais.
Em céncer de pulméo de celulas pequenas, o tratamento com antagonista para o receptor de
VIP inibiu o crescimento celular (MOODY; NUCHE-BERENGUER; JENSEN, 2017). Sastry
e colaboradores (2006) demonstraram que, o tratamento de células de cancer de prostata com
VIP protegeu do processo de morte celular programada por apoptose. O mesmo grupo de
pesquisa avaliou os efeitos do VIP em células com perfil de CSCs em linhagens celulares de
cancer de mama e de préstata e os resultados dos autores mostraram que VIP induz uma
sinalizacdo anti-apoptotica (SASTRY et al., 2017).

1.10 Cisplatina e sistema nervoso sensorial

As neuropatias periféricas associadas aos tratamentos quimioterapicos com cisplatina sao
um dos efeitos adversos mais comuns nos pacientes oncoldgicos, os sintomas incluem
parestesia dolorosa nas extremidades, alodinia ou hiperalgesia térmica e tatil (HU et al., 2019).
Entretanto, 0os mecanismos pelos quais a cisplatina medeia tal neurotoxicidade ainda néo séo
completamente estabelecidos, mas a literatura estabelece uma possivel correlagdo com 0s
neurdnios do ganglio da raiz dorsal (DRGNs) desta forma os DRGNs tornam-se alvos

promissores dos efeitos neurotdxicos provocados pela cisplatina (FINNO et al., 2022).

A diversidade de repercussfes neuropaticas pode resultar da heterogeneidade dos DRGNs
em propriedades, funcbes e suscetibilidade varidvel a toxicidade da cisplatina. Estudos
mostraram que a degeneragdo da bainha de mielina dos DRGNS esta relacionada a neuropatia
periférica durante o tratamento dos pacientes oncolégicos (MCDONALD et al., 2005;
KRARUP-HANSEN et al., 1999; CAVALETTI et al., 1992).

Os DRGNs sdo heterogéneos em tamanhos e propriedades neuroquimicas distintas e podem
ser agrupados em até 13 diferentes clusters baseados no perfil de expressao génica (RENTHAL
et al., 2020; LI et al., 2016; USOSKIN et al., 2015). Dentre os neurdnios presentes no DRG,
destacam-se 0s neurdnios sensoriais, que transmitem sinais da periferia para a medula espinhal.
Um importante aspecto na diferenciacdo de neurdnios sensoriais é a transi¢do morfoldgica de
ceélulas tronco neurais para neurdnios bipolares, e por fim, pseudo-unipolares (WILSON,
Rachel et al., 2018).

Diferentes perfis de neurdnios presentes no DRG sdo especializados para modalidades
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perceptivas distintas. Neurénios do DRG de pequeno didmetro ddo origem a axonios nédo
mielinizados (fibras do tipo C) e axOnios finamente mielinizados (fibras do tipo Ad) que
transmitem 0s sinais nociceptivos, térmicos e mecanorreceptores gerados nos terminais
nervosos periféricos para os neurénios na lamina I-11 da medula espinhal. Grandes neurdnios
do DRG transmitem sinais mecanorreceptores e proprioceptivos por meio de fibras aferentes
densamente mielinizadas (fibras do tipo AP) para a lamina espinhal III-V1. Tradicionalmente,
0S neurdnios pequenos tém sido classificados em trés subgrupos: (1) Isolectina B4 (I1B4)
positivo (ndo peptidérgico); (I1) os que expressam substancia P e o peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP) e (111) os que expressam a tirosina hidroxilase (TH), enquanto os
grandes neurdnios expressam o neurofilamento 200 (NF200) (LI et al., 2016; MARMIGERE;
ERNFORS, 2007).

1.11 Resiniferatoxina e canal ibnico TRPV1

Algumas doencas, incluindo neuropatia diabética, enxaqueca, asma, doenca inflamatéria
intestinal, cistite intersticial, tosse crénica, osteoartrite, bem como dores relacionadas a
progressdo do cancer, possuem um componente inflamatério neurogénico significativo
(SZALLASI et al., 2000; GEPPETTI; HOLZER, 1996). Esse tipo de dor é transmitida por
fibras sensoriais do tipo C (ndo mielinizadas) ¢ também por fibras sensoriais do tipo Ad
(finamente mielinizadas), ambas fibras axonais sensiveis a capsaicina, uma substancia presente
nas pimentas do género Capsicum (JI; CHAMESSIAN; ZHANG, 2016).

A capsaicina ativa especificamente os receptores TRPV1, presente nos neurbnios
nociceptivos. A ativacdo do TRPV1 promove a liberacdo de SP e CGRP, neuropeptideos que
estdo envolvidos no desencadeamento da resposta inflamatoria, a qual desempenha um papel
central na dor neurogénica (JI; CHAMESSIAN; ZHANG, 2016). Além disso, o receptor
TRPV1 pode ser regulado positivamente na hiperalgesia (sensibilidade exagerada a dor ou
sensacdo elevada a estimulos dolorosos) devido a lesdo do nervo periférico e em alguns casos
de neuropatia diabética. Desta forma, o canal TRPV1 é um importante alvo para o controle da
dor em diferentes neuropatias periféricas (WILSON, Rachel et al., 2018; MALMBERG,;
BLEY, 2005; GEPPETTI; HOLZER, 1996).

A capsaicina em baixas doses ativa fibras ndo mielinizadas, enquanto em altas doses induz
a inativacdo das mesmas. A ativacao do receptor TRPV1 leva a um influxo de cations célcio e
sodio, e a superativagdo desses neurdnios desencadeia a sua exaustdo e morte celular (ERIN,
2020; ERIN et al., 2006; HOLZER, 1988; KRUGER, 1988). Os receptores TRPV1 ndo sdo
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encontrados em neur6nios sensoriais de grande didmetro, neurbnios motores ou simpaticos
(HELLIWELL etal., 1998; CATERINA et al., 1997). Portanto, apenas 0s neur6nios sensoriais
amielinicos e mielinizados de pequeno didmetro sdo destruidos apds a injecdo de altas doses de
capsaicina. Ja os neurbnios sensoriais de grande diametro, assim como as fibras simpaticas e
motoras, ndo sdo afetados (BUCK, 1986; NAGY et al., 1983; CERVERO; MCRITCHIE,
1982).

Saloman e colaboradores (2016) demonstraram que o tratamento neonatal com capsaicina
pode ser utilizado para depletar neurbnios sensoriais que inervam 0 pancreas. Este
procedimento pode prevenir a inflamagdo neurogénica e prolongar a sobrevida de camundongos
com PDAC de uma maneira dose-dependente. Em um modelo murino singénico de carcinoma
de mama, a inativagdo sistémica de neurbnios sensoriais utilizando doses neurotdxicas de
capsaicina, aumentou o nimero de focos metastaticos no coracdo e no pulméo (ERIN, 2020;
ERIN et al., 2006; ERIN et al., 2004).

Uma vez que a modulagdo do canal TRPV1 em fibras nervosas sensoriais demonstra uma
relagdo com a progresséo do cancer em modelos murinos experimentais, optamos neste trabalho
por utilizar um analogo da capsaicina, a resiniferatoxina (RTX), para depletar os neurbnios
sensoriais antes da inoculacdo da linhagem celular de cancer de pulméo, LLC1. O RTX é um
agonista do canal TRPV1 isolado da planta Euphorbia resinifera e mais potente do que a
capsaicina. Ao contrario da capsaicina, a interacdo entre RTX e TRPV1 é irreversivel, levando
a um influxo sustentado de sddio e calcio e uma dessensibilizacdo dos neurbnios sensoriais
presentes no DRG. Além disso, 0 RTX possui vantagens sobre a capsaicina pois induz uma

menor irritagdo inicial e toxicidade sistémica (KOH et al., 2016).

1.12  Utilizacdo do modelo murino de Lewis para estudos do microambiente dos tumores
de pulméo

A linhagem celular LL/2, também conhecida como LLC1, foi desenvolvida a partir de um
nodulo tumoral primario do modelo de carcinoma pulmonar de Lewis gque se desenvolveu
espontaneamente como um carcinoma epidermoide no pulmao de um camundongo C57BL/6.
Os tumores formados pela inoculagéo de células LLC1 por via subcutanea tém sido amplamente
utilizados para estudar o microambiente do cancer de pulmao, especificamente do NSCLC, além
da resposta terapéutica a diferentes quimioterapicos utilizados no tratamento dessas neoplasias

como os derivados do taxol, medicamentos da classe das antraciclinas e os derivados de platina.
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Por se tratar de um modelo singénico, 0s animais s&o imunocompetentes, sendo possivel avaliar
0 papel da resposta imunologica do hospedeiro no desenvolvimento do tumor (HSIAO et al.,
2020; DESKIN et al., 2020; HUANG et al., 2017).

2. JUSTIFICATIVA

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o cancer faz parte do grupo de doencas
ndo transmissiveis. Além do céancer, as doencas cardiovasculares, respiratorias e diabetes
também fazem parte deste grupo. Este grupo de doencas corresponde a principal causa de 6bitos
no mundo, sendo responsaveis por cerca de 41 milhdes de 6bitos (equivalente a 71% de todas
as mortes anuais). O cancer é uma das disfuncGes patoldgicas que mais causam temor na
sociedade, perdendo somente para as doencas cardiovasculares em relacdo ao niUmero de mortes

(17.9 e 9 milhGes de pessoas por ano, respectivamente) (WHO, 2018).

Para o Brasil, a estimativa para cada ano do triénio 2020-2022, segundo o Instituto Nacional
do Cancer (INCA), apontou a ocorréncia de 625 mil novos casos de cancer (450 mil, excluindo
0s casos de cancer de pele ndo melanoma). O perfil epidemioldgico no Brasil é semelhante aos
demais paises da América Latina, onde canceres de prdstata em homens e mama nas mulheres
sdo os mais frequentes (INCA, 2020). A estimativa mundial para o ano de 2020 realizada pelo
projeto GLOBOCAN/International Agency for Research on Cancer (IARC), foi de 19.3 milhdes
de novos casos e 9.96 milhGes de mortes, indicando um acentuado aumento na incidéncia e

mortalidade provocados pelo cancer (FERLAY et al., 2020).

A justificativa para a realizacdo deste trabalho também esta embasada no fato de que, dados
recém publicados do nosso grupo (PRAZERES et al., 2020), utilizando camundongos
geneticamente modificados, mostraram que fibras nervosas sensoriais expressando canais de
sodio dependentes de voltagem NaV1.8 estdo presentes no microambiente tumoral de
melanoma murino induzido pelo transplante ortotopico de células B16F10. Apods deplecédo
genética das fibras sensoriais utilizando toxina diftérica A (iDTA) em animais NaV1.8-
Cre/iDTA observamos o0 aumento do crescimento do melanoma e angiogénese tumoral. N0ossos
dados mostraram ainda que a deplecdo farmacologica de nervos sensoriais utilizando
resiniferatoxina (RTX), antes do indculo das células de melanoma murino, também estimulou o
crescimento tumoral e formacdo de vasos sanguineos. Sendo assim, nossos resultados
forneceram fortes evidéncias de que a presenca de nervos sensoriais dentro do microambiente

tumoral inibe a progressao do melanoma. Portanto, ¢ fulcral entender como as fibras nervosas
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sensoriais afetam o desenvolvimento de diferentes tipos de cancer, e como esses neurdnios
sensoriais interagem com outros componentes do microambiente tumoral, como células do

sistema imunoldgico, células tronco do cancer e células passando pela EMT.
3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a heterogeneidade celular e participacdo do fendmeno de transicao epitélio-
mesenquimal (EMT) na linhagem celular de céncer de pulmé&o de células ndo-pequenas,
LLC1, cultivada in-vitro nos modelos 2D (monocamada) e 3D (tumoresfera -
enriquecimento de CSCs), e em in-vivo em tumores oriundos da inoculacdo das células
LLC1 em camundongos C57BI/6J com o0s nervos sensoriais depletados com
resiniferatoxina (RTX) ou tratados com o quimioterapico cisplatina.

3.1.1 Objetivos especificos

> Comparar os valores de ICso do quimioterapico cisplatina em células LLC1
cultivadas em modelo 2D (monocamada) e 3D (tumoresfera / enriquecimento
de CSCs);

» Compreender como o tratamento com cisplatina modula a expressdo do mRNA
dos fatores de transcrigdo (FTs) que controlam o evento EMT, bem como o0s
alvos a jusante desses genes, nos modelos 2D e 3D;

> Entender como o tratamento com cisplatina modula o perfil das subpopulacdes
celulares CSCs-like CD133*/CD44*/CD24*/ALDH?, e o estado proliferativo
(células Ki-67") em modelos 2D e3D;

> Comparar se o tratamento com meio condicionado derivado do cultivo de
neurdnios sensoriais influencia na resposta terapéutica a cisplatina;

> Avaliar in-vivo como a deplecdo farmacoldgica dos nervos sensoriais ou 0
tratamento com o quimioterapico cisplatina afeta a progressao e composicgéo celular
do microambiente dos tumores oriundos do crescimento de células LLC1 em
camundongos C57BI/6J.

» Comparar os efeitos do tratamento in-vivo com o quimioterapico cisplatina e a
deplecdo farmacoldgica dos neurbnios sensoriais utilizando RTX, sobre os

marcadores de transi¢édo epitélio-mesenquimal, apoptose, células tronco do cancer



45

e células do sistema imunoldgico;

> Auvaliar se o tratamento com cisplatina ou a deplecdo prévia de neurdnios sensoriais
com RTX, impacta na formacgdo de fibras de colageno na MEC dos tumores

primarios.
4, METODOLOGIA

4.1 Cultivo in vitro

A linhagem celular imortalizada de céncer de pulmédo de células ndo-pequenas
LLC1/LL2 (ATCC® CRL-1642™) bem como a linhagem celular de fibroblasto murino, L929
(ATCC® CCL-1"™), foram cultivadas em meio DMEM Alta Glicose suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibi6tico/antimicético (anti-anti, GIBCO™). Para obtengdo
de tumoresferas, as células LLC1 foram semeadas em placas de baixa adesdo e cultivadas no
meio DMEM/F-12 suplementado com 2% de B-27 50x (Thermo Fisher Scientific™ cat.
1750444), 20ng/mL de EGF (Sigma® cat. E1257), 20ng/mL de bFGF (ImmunoTools cat.
11343623) e hidrocortisona 0,5 pg/mL (Sigma cat. H0888). As células foram incubadas por 7
dias a 37°C com atmosfera enriquecida com 5% de CO2. No terceiro dia de cultivo, metade do

volume do meio de cultura foi substituido por um meio novo.

4.2 Ensaio de viabilidade celular

A citotoxicidade celular mediante ao tratamento quimioterapico com cisplatina foi
avaliada utilizando o reagente brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
(MTT). Este ensaio baseia-se na capacidade das células viaveis reduzirem o reagente MTT
por meio das enzimas desidrogenases mitocondriais. A redugdo deste composto origina o
formazan, um cristal de cor violeta insoltvel em agua, mas que pode ser solubilizado em
solventes organicos possibilitando a leitura colorimétrica por espectrofotometria
(LOBNER, 2000). A redugdo do MTT é diretamente proporcional a atividade mitocondrial,
podendo desta forma determinar a viabilidade celular. As linhagens celulares foram
semeadas em placas de 96 pogos na densidade de 1,25x10* células / pogo (concentragdo

previamente determinada/dados ndo mostrados).

As células foram deixadas overnight, para aderirem no fundo do pogo. O meio de cultivo

foi ent&o retirado de cada poco e as células foram incubadas com diferentes concentragdes de
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cisplatina. Apds 24h, o meio de cultura foi retirado e adicionado o0 MTT em meio sem
suplementacdo (100uL/pogo) a 0,5 mg/mL. Seguindo uma nova incubacdo por 3hrs, e em
seguida a placa foi centrifugada por 10 minutos a 2500 RPM, o sobrenadante foi desprezado e
adicionado 100 pL/pogo do solvente organico DMSO (Merck cat. #K35781952610), a fim de
solubilizar os cristais de formazan. Finalmente, a leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotometro (Varioskan™ LUX) a 550 nM. Apds a leitura no equipamento, a sobrevida
dos pocos tratados foi calculada dividindo o valor da absorbéncia das células tratadas pela
média do controle de vida e multiplicando por 100. Vale ressaltar que o experimento foi
realizado em triplicatas técnicas e bioldgicas. O valor de ICso (concentracdo capaz de inibir o
crescimento de 50% das células) foi estimado utilizando o programa Dr Fit versdo 1.042 (DI
VEROLI, 2015).

4.3 Experimentacdo in vivo - aspectos éticos

Os experimentos in vivo foram devidamente aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo
183/2021). Foram utilizados camundongos fémeas wild type (WT) adquiridos do Biotério
Central da Universidade Federal de Minas Gerais, e camundongos transgénicos NaV1.8¢"¢/-
tdTomato (GAUTRON et al.,, 2011; STIRLING et al., 2005) mantidos no background
C57BL/6J. Os animais geneticamente modificados foram adquiridos do Jackson Laboratory
(Bar Harbor, Maine, USA). Os animais foram mantidos no biotério do departamento de
Patologia no ICB bloco F3, alojados em gaiolas e alimentados com agua e racao ad libitum, e
controle artificial de ciclos de luminosidade (12 horas claro / 12 horas escuro). As ninhadas
foram vermifugadas com ivermectina (Ivomec® - Boehringer Ingelheim). Para realizacdo de
todos os experimentos, os animais foram anestesiados com cloridrato de xilasina (10mg/kg) e
cloridrato de ketamina (80mg/kg), em seguida, os animais foram eutanasiados por
deslocamento da coluna cervical. A fenotipagem dos animais NaV1.8%"®/-tdTomato foi
realizada através da analise de um pequeno fragmento tecidual dos animais, utilizando o
microscopio de fluorescéncia EVOS™ FL Imaging System (Invitrogen™ / modelo:
AMF4300). Os animais positivos possuem a fluorescéncia vermelha presente nos nervos

sensoriais da pele.

4.4 Isolamento e cultivo de neurénios sensoriais extraidos do ganglio da raiz dorsal (DRG)

Neurdnios sensoriais provenientes do ganglio da raiz dorsal de animais fémeas

C57BL/6J pesando aproximadamente 20g e com oito semanas de idade foram extraidos
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conforme descrito na literatura (MIETTO et al., 2021; PERNER; SOKOL, 2021; LIN; CHEN,
2018). A coluna vertebral foi coletada em meio L-15 (Leibovitz — Sigma, cat: L4386) gelado e
suplementado com 1% de antibiotico/antimicético (anti-anti), e em fluxo laminar, com auxilio
de pincas e tesouras esterilizadas 0 DRG foi extraido e mantido em meio L-15 suplementado
com 1% de anti-anti até o inicio do processo de dissociacdo. Apos retirada dos DRGs, as
amostras foram submetidas a lise de eritrocitos utilizando tampao ACK (Ammonium-Chloride-
Potassium) por cinco minutos a temperatura ambiente (T.A). Em seguida, os DRGs foram
lavados com PBS 1x e centrifugados a 3500 RPM por cinco minutos. Apos este passo, procedeu-
se com a dissociagdo enzimatica utilizando colagenase | (1.25 mg / mL, GIBCO™) diluida em
meio L-15 suplementado com 1% de anti-anti e HEPES (Sigma cat. H3375). As amostras foram
incubadas a 37°C durante 45 minutos, agitando os microtubos a cada 10 minutos no vortex.
Apbs a dissociacdo com colagenase, as amostras foram lavadas com PBS 1x e centrifugadas a
3500 RPM por cinco minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e os DRGs colocados
em solucdo de tripsina/EDTA seguido por um periodo de incubacdo de 10 minutos na
incubadora de células. Apds completa dissociacdo, procedeu-se com uma nova centrifugacéo a
3500 RPM por cinco minutos e os neurdnios obtidos foram transferidos para meio Neurobasal-
A (GIBCO™) suplementado com 100 ng/mL de fator de crescimento de nervo (NGF), L-
glutamina a 2mM, Soro Fetal Bovino a 10%, N-2 (Invitrogen) e anti-anti. As amostras foram
entdo filtradas em um cell-strainer de 70 UM e os neur6nios semeados em pocos de placas de
24 wells (2x10* células / well) tratados previamente com Laminina (5 pg/ mL) e Poli-D-Lisina
(0,1 mg/ mL).

4.5 Tratamento das linhagens LLC1 e L929 com o meio condicionado dos neuronios

O meio dos neurdnios sensoriais cultivados in vitro foi coletado e centrifugado a 5000
RPM durante 10 minutos a 4°C e filtrado em membrana de 0.22 uM para remocao de qualquer
debri celular. Em seguida, o meio condicionado foi armazenado a -80°C até sua utilizacdo
(JINESH; CHUNDURU; KAMAT, 2012; KITAZAWA; SHIMIZU, 2011; KITAZAWA,
SHIMIZU, 2007). As linhagens celulares L929 (monocamada) e LLC1 (monocamada e
tumoresfera) foram submetidas ao tratamento com cisplatina diluida em meio condicionado ou
com o meio Neurobasal-A utilizado no cultivo dos neurdnios (controle). A viabilidade celular

foi mensurada conforme descrito no topico 4.2.

4.6 Co-cultivo da linhagem de cancer de pulmé&o com neurdnios sensoriais

Neste ensaio, utilizamos o sistema Transwell® da Corning (cat. 3462) com insertos de
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24 mm de didmetro e membrana de poliéster (PET) com poros de 3 uM. No compartimento
inferior da placa, os neurdnios sensoriais extraidos do DRG foram semeados na densidade de
(2x10* células/well) e no compartimento superior, células LLC1 advindas da dissociagdo da
monocamada ou tumoresfera, controle e tratada com cisplatina, foram semeadas na
concentracio celular de 7,62 x10* células/inserto. As células tumorais foram mantidas 24 horas
em contato com o meio dos neur6nios e apds esse periodo 0s meios de ambos compartimentos
foram removidos, as membranas lavadas com PBS 1x por trés vezes e as células fixadas com

formaldeido 4% para microscopia de fluorescéncia.

4.7 Deplecdo farmacoldgica dos nervos sensoriais utilizando resiniferotoxina (RTX)

A deplecdo farmacoldgica dos nervos sensoriais foi realizada utilizando
Resiniferatoxina (RTX, Sigma) por via subcutdnea por trés dias consecutivos com doses
crescentes de 30, 70 e 100 pg/kg dissolvido em PBS 1x, conforme descrito previamente por
Prazeres et al., 2020. Os camundongos do grupo controle foram tratados apenas com o veiculo

(PBS 1x). Nosso delineamento experimental esta esquematizado na figura 24.

Para confirmar a eficiéncia da deplecdo dos nervos sensoriais, 0s camundongos foram
submetidos a testes comportamentais para medir as respostas térmicas e mecanicas reduzidas.
Para o calor nocivo, foi utilizado o teste de movimento da cauda (Tail Flick) (DA FONSECA
PACHECO; ROMERO; DUARTE, 2019). Para o teste mecanico foi utilizado o teste Randall-
Selitto (RANDALL, 1957) usando um analgesimetro com um prensador de pata em forma de
cone com uma ponta arredondada para aplicar uma forca linearmente crescente na pata traseira.
O peso em gramas (g) e o tempo em segundos (S) necessarios para desencadear a resposta

nociceptiva foram determinados como o limiar nociceptivo.

4.8 Inoculacdo da linhagem LLC1 e analise do crescimento tumoral in vivo

Para o desenvolvimento do tumor de pulmao, células LLC1 foram inoculadas via
subcutanea no flanco esquerdo dos animais na concentracdo de 5x10° células diluidas em
50 pL de PBS 1x. O comprimento (L) e a largura (W) dos tumores foram medidos com o
auxilio de um paquimetro digital (Western®) a cada dois dias a partir do desenvolvimento
de um tumor palpavel (9° dia), durante 22 dias. Para determinar o volume (V) tumoral
utilizamos a formula: V = 0,5 x (L x W?) (FITZGERALD et al., 2020; TANAKA et al.,
2000). A partir do 9° dia apos o inéculo das células LLC1 (Figura 24 A), um grupo de

animais que néo tiveram os neurdnios sensoriais depletados com RTX foram tratados com
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0 quimioterapico cisplatina (1 mg/kg) via intraperitoneal (1.P), até o 22° dia, com intervalo
de 3 dias entre cada dose.

Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados e os pulmdes coletados, para
coloracdo com hematoxilina e eosina e identificacdo de metastases. Os tumores coletados
foram divididos para imunofluorescéncia, qPCR, histologia (coloracdo por
hematoxilina/eosina e Picrossirius Red) e imunofenotipagem por citometria de fluxo. Para
avaliar a presenca dos nervos sensoriais em diferentes momentos do desenvolvimento
tumoral, os tumores de animais transgénicos NaV1.8"¢/-tdTomato* tratados somente com

PBS 1X, foram removidos com 14 e 22 dias.

4.9 Extracdo de RNA total

O RNA total foi extraido da linhagem celular LLC1 nos modelos monocamada e
tumoresfera, antes e ap6s o tratamento quimioterapico com o 1Cso determinado, e das amostras
de tumores dos grupos controle (PBS), cisplatina e RTX. Para isto foi utilizado o reagente
TRIzol® (SIGMA®) de acordo com as instrucdes do fabricante. Para cada 1x10° de células, ou
50-100 mg de tecido, foi adicionado 1 mL de TRIZOL. O reagente com as amostras foi
homogeneizado até obter-se uma consisténcia com caracteristica viscosa. O lisado foi transferido
para microtubos de 1,5 mL e adicionados 200 uL de cloroférmio para cada 1 mL de trizol, sendo
agitado vigorosamente no vortex por 15 segundos. As amostras foram incubadas por 3 minutos
a 30°C no banho seco centrifugando em seguida por 15 minutos - 12.000g - 4°C. Apos a
centrifugacdo, formou-se trés fases: 12 fase RNA; 22 fase proteina e 3?2 fase DNA. A primeira
fase foi aspirada cuidadosamente e transferida para outro microtubo de 1,5 mL com 500 pL de
isopropanol para cada 1 mL de Trizol, e entdo a amostra foi incubada por 10 minutos a 30°C em
banho seco, centrifugando em seguida por 15 minutos - 12.000g - 4°C. Nesta fase ocorreu a
sedimentacdo do RNA total. Em seguida foi adicionado 1 mL de etanol 75% e o RNA total foi

centrifugado por 5 minutos - 10.000g - 4°C. Esta etapa foi repetida trés vezes.

Apos a terceira centrifugacdo, o etanol foi descartado e o sedimento seco a temperatura
ambiente, sendo ressuspendido no final da extragdo em agua tratada com Dietilpirocarbonato
(DEPC). A quantificagdo do RNA total extraido foi realizada em espectrofotometro de
microvolume Nanovue™ Plus Spectrophotometer (GE Heathcare Life, USA). Foram avaliados
0s seguintes parametros na quantificacdo: concentracao, absorbancias a 230 nm, 260 nm e 280
nm, além das razGes entre as absorbancias 260/280 e 260/230. A qualidade das amostras de

RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1% e a presenca de duas bandas integras
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e sem arrastes, correspondentes as subunidades 18S e 28S do RNA ribossomal, foram

determinantes para considerar as amostras com qualidade para continuidade dos experimentos.

4.10 Tratamento do RNA total com DNAse e sintese de cDNA

O total de 2 ng de cada RNA total extraido foi tratado com o kit RNAse-Free DNase
Set® (Qiagen), conforme as instrucdes do fabricante. Foram acrescentados em um microtubo
2 ug de RNA total, 2 puL de tampédo e 0,2 uL. de DNase. O volume foi completado com agua
DEPC para 20 pL. As amostras foram incubadas por 30 minutos, a 37°C, e em seguida, por 5
minutos a 65°C. O cDNA foi obtido utilizando-se o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems™) conforme instru¢des do fabricante.

4.11 Andlise de alvos por qPCR utilizando SYBR™

Neste trabalho avaliamos um painel de 12 genes relacionados ao fenémeno de
transicao epitélio-mesenquimal/pluripoténcia, sendo estes: E-caderina, N-caderina, Zebl,
Zeb2, Snail, Twist, Tgfbl, Vimentina, FoxA2, Nanog, Sox2, Oct-4 (Tabela Suplementar 1).
Além disso 9 genes relacionados ao perfil imunol6gico dos tumores oriundos da inoculacao
de células LLC1 em animais WT, sendo eles: IL-12, TNF, IL-10, IL-6, IL-1B, IL-5, IFNG
e CXCL10 (Tabela Suplementar I). Avaliamos também o perfil dos transcritos para
Coléageno-I e Colageno-I1l nos tumores. Como controles enddgenos utilizamos primers
para Beta-actina e RPS26. As analises dos transcritos foram realizadas utilizando o GoTaq

gPCR MasterMix (Promega), conforme especificacdes do fabricante.

Para avaliar genes relacionados ao processo de morte celular programada por
apoptose nas amostras de tumores, utilizamos um ensaio da Qiagen (Tabela Suplementar
Il - Mouse Apoptosis Cat. 330231 PAMM-012ZA) que relne 85 genes essenciais na via de
sinalizacdo da Apoptose, além de 3 genes housekeeping. As analises dos transcritos foram
realizadas utilizando o Power Up Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems™),

conforme especifica¢Ges do fabricante.

A concentracdo do cDNA em todas as reagdes foi de 50 ng. Para averiguar
contaminacdo por DNA gendmico, foi utilizado o RNA total tratado com DNase na
mesma concentracdo que o cDNA, nos pogos identificados como NoRT (No Reverse
Transcriptase) e para monitorar contaminagdes dos reagentes, completou-se o volume da
reacdo com Agua Nuclease Free, nos pocos identificados como NTC (No Template
Control), para cada alvo. A ciclagem da PCR em tempo real foi realizada no equipamento



Step One Plus (Applied Biosystems™), nas seguintes temperaturas: 95°C por 2 minutos
(ativacéo da enzima Taq DNA polimerase); 95° C por 15 segundos (desnaturacdo das fitas)
e 60°C por 60 segundos (passo Unico para anelamento e extensao), os dois ultimos passos
repetidos por 45 vezes. Em seguida, foi realizada uma curva de melting para avaliar a
dissociacdo dos primers em funcéo da temperatura e excluir possiveis contaminacdes por

dimeros de primers (dados ndo mostrados no manuscrito).

4.12 Caracterizacdo morfoldgica por microscopia

A andlise morfol6gica das linhagens celulares cultivadas nos modelos monocamada
e tumoresferafoi realizada antes e apds tratamento com cisplatina. Para isto, as células foram
fixadas com formaldeido 4% (Sigma) por 1h a temperatura ambiente (T.A), em seguida as
amostras foram permeabilizadas durante 20 minutos com Triton X-100 0,1%, 0s pogos
foram lavados trés vezes com PBS 1x e incubados com tampé&o de blogueio (10% de SFB
e 1% BSA em PBS 1x) por 60 minutos. As células foram incubadas com os anticorpos
primarios (tabela I) anti fibronectina, vimentina, N-caderina e E-caderina, diluidos em
tampdo de bloqueio. Em seguida, os pocos foram lavados com PBS 1x por trés vezes e
aplicou-se os anticorpos secundarios conjugados com fluorocromos especificos para cada
Ac 1°. Além disso, as células foram marcadas por 20 minutos utilizando sondas Faloidina
Alexa Fluor® 488 (Invitrogen™) que reconhecem filamentos de actina e em seguida, por
cinco minutos utilizando sondas fluorescentes que marcam nucleo celular, DAPI (1ug / mL,

Invitrogen™).

Para imunofluorescéncia dos tumores e DRGs, as amostras foram coletadas e
fixadas com paraformaldeido 4% pH=7,4 overnight (4°C), em seguida lavadas trés vezes
com PBS 1x e colocadas em solucdo de sucrose diluida em PBS 1x a 30% (peso/volume),
e mantidas 48h a 4°C, até o processamento dos tecidos. Apds esse periodo, as amostras
foram congeladas em OCT TissueTek utilizando isopentano (2-metilbutano, Sigma cat.
M32631). Apos inclusdo no OCT TissueTek, os tecidos foram cortados utilizando um
criostato (Leica) e colocados em laminas gelatinizadas. Os tumores foram cortados em 20
UM e os DRGs em 12 pM. As amostras de tumores e DRGs foram entdo incubadas com
tampéo de bloqueio (4% BSA + 0,5% de triton X-100 diluidos em PBS 1x) durante
1h30min a T.A. Em seguida, os anticorpos primarios que reconhecem fibronectina,
vimentina, N-caderina, E-caderina, CD31, CGRP, SP, VIP, NaV1.8 e TUBB3, foram

diluidos em tampé&o de bloqueio e aplicados nas concentra¢Ges padronizadas (tabela I). Os
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cortes de tecidos foram deixados overnight (4°C) e no dia seguinte procedemos com a
imunofluorescéncia. O anticorpo primario foi entdo removido e as amostras lavadas trés
vezes com PBS 1x e os anticorpos secundéarios especificos foram diluidos em PBS 1x e
aplicados na diluicdo de 1:1000. Apds 3h de incubacdo a T.A, os anticorpos secundarios
foram removidos e os tecidos lavados trés vezes com PBS 1x. Em seguida, os cortes foram
marcados com DAPI (1pg/mL, Invitrogen™) por 10 minutos a T.A. Para finalizar, as
amostras foram lavadas trés vezes com PBS 1x e as laminas foram fechadas utilizando
glicerol a 50%, diluido em PBS 1x. As marcacOes foram visualizadas no microscépio de
fluorescéncia confocal da Carl Zeiss (LSM 880) e registradas utilizando o programa ZEN

versao 3.4.

Tabela 1. Informacdes sobre os anticorpos primarios utilizados na imunofluorescéncia

Anticorpo Fabricante Host Diluicéo
E-caderina BD Biosciences Mouse 1:500
N-caderina Thermo Fisher Scientific Mouse 1:500

Fibronectina Abcam Rabbit 1:100
Vimentina Abcam Rabbit 1:500
Vimentina Abcam Mouse 1:500

CD31/PECAM-1 Novus Biologicals Rat 1:500
CGRP Invitrogen Goat 1:300

SP Invitrogen Rabbit 1:300

VIP Invitrogen Rabbit 1:300

NaV1.8 Invitrogen Ginea Pig 1:300

TUBB3 — alexa fluor 488 BioLegend Mouse 1:200

4.13 Caracterizacao celular por citometria de fluxo

A eliminacdo da sobreposicdo de cores foi realizada ap6s o desenho experimental na

plataforma online “Spectrum Viewer” da Thermo Fisher. As amostras de células cultivadas in-
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vitro foram adquiridas no citdmetro de fluxo LRSFortessa™ (BD Bioscience) utilizando o
software de aquisicdo FACSDiva. J& a aquisicdo das amostras de tumores foi realizada no
equipamento DxFLEX (Beckman Coulter) utilizando o software CytExpert. Os fluorocromos
foram compensados utilizando BD™ CompBeads (BD Biosciences). As analises posteriores dos
dados foram realizadas no software Flow Jo (Tree Star) V10. Foram adquiridos 100.000

eventos no citdmetro de fluxo.

4.13.1 Citometria das células cultivadas in-vitro

Para caracterizacdo fenotipica da linhagem celular LLC1 cultivada in-vitro, 1x10°® de
células para cada marcacdo foram coletadas e lavadas com PBS 1x por cinco minutos a 3500
RPM. As amostras foram incubadas com 100 pL de Live/Dead™ Fixable Aqua Dead Cell Stain
(Invitrogen — 1:1000) por 15 minutos a T.A. Em seguida foram adicionados 100 pL de PBS 1x
em cada poco e entdo as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 2500 RPM (4°C). Ap6s
este passo, as células foram ressuspensas em FACS buffer (PBS 1x + 0,1% de azida sodica +
1% de SFB) com anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos e que reconhecem:
(1) CD24, (11) CD133 e (11I) CD44, na diluigéo previamente estabelecida (tabela suplementar
I11). As amostras foram incubadas durante 20 minutos a 4°C e protegidas da luz. Apds a marcacgao
das proteinas extracelulares, procedemos com a marcacdo das proteinas intracelulares
utilizando o kit eBioscience Intracellular Fixation and Permeabilization Buffer™. Para isto,
adicionamos 100 pL da solugéo de permeabilizacdo (Fix/Perm) e incubamos as amostras a 4°C
(protegido da luz). Em seguida foram adicionados 100 uL da solucdo Perm/Wash para que as
amostras fossem centrifugadas. O sobrenadante foi entdo descartado e 100 pL de Ki-67 diluidos
em solucdo Perm/Wash foram adicionados. Apds 20 minutos a 4°C (protegido da luz), foi
adicionado 100 pL da solucdo Perm/Wash e as amostras foram centrifugadas. O sobrenadante
foi descartado e todas as amostras foram fixadas com PFA a 2%, e armazenadas a 4°C para

serem adquiridas no citdmetro de fluxo no dia seguinte.

Para identificacdo das células ALDH" foi utilizado o kit ALDEFLUOR Stem Cell
Identification (Stemcell Technologies) de acordo com as instrucOes do fabricante. Brevemente,
foi coletado 1x10° células e lavadas com PBS 1x durante cinco minutos por 3500 RPM. Apos
centrifugacao, as células foram ressuspensas em 0.5 mL do tampdao de marcacéo disponibilizado
pelo kit e foi adicionado 2.5 pL do reagente ALDEFLUOR, substrato intracelular de ALDH
que entra por difusdo passiva nas membranas de células viaveis. Apos este passo, 250 pL foi

transferido para um novo tubo contendo 2.5 pL do reagente DEAB, um inibidor seletivo de
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ALDH. O DEAB ¢ utilizado como um controle negativo no momento em que delimitamos a
populagéo celular positiva para ALDH (ZHOU et al., 2019).

4.13.2 Citometria das amostras de tumores de animais C57BL/6J

Para imunofenotipagem dos tumores, as amostras foram coletadas em microtubos de 2 mL
contendo meio L-15 gelado suplementado com 1% de antibi6tico-antimicotico, sem soro fetal
bovino. Logo em seguida, foi adicionado as enzimas Liberase (62,5 pg/mL) e DNase (0,5
mg/mL). Os tumores foram entdo incubados durante 90 minutos a 37°C, agitando as amostras
a cada 10 minutos com o auxilio de um vortex. Apds esse periodo, os microtubos foram
centrifugados a 3500 RPM durante cinco minutos. O sobrenadante foi removido
cuidadosamente e foi adicionado uma solucéo de tripsina-EDTA 1x (Sigma) para completa
dissociacdo do tecido. Ap6s 10 minutos na incubadora a 37°C, as amostras foram novamente
centrifugadas. Apos este passo, as amostras foram submetidas a lise de eritrécitos utilizando
tampdo ACK por cinco minutos a temperatura ambiente (T.A). Em seguida, procedeu-se com
uma nova etapa de centrifugacdo. As células foram ressuspensas em PBS 1x estéril e filtradas
em um cell-strainer de 40 UM e contadas na camara de neubauer. Para cada marcacéo celular,

foram utilizados 1x10° células. As marcacdes foram realizadas em placas de fundo redondo.

As amostras foram incubadas com 100 pL de Live/Dead™ Fixable Aqua Dead Cell Stain
(Invitrogen — 1:1000) por 15 minutos & T.A. Em seguida foram adicionados 100 pL de PBS 1x
em cada poco e entdo as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 2500 RPM (4°C). Para
neutralizar ligacdes inespecificas, optamos por tratar as amostras por 10 minutos com o préprio
soro extraido de cada animal e diluido (1:100) em PBS 1x. As amostras foram novamente
centrifugadas e em seguida foi adicionado 100 pL do mix contendo anticorpos para marcagao
de proteinas de superficie de membrana celular (tabela suplementar I11), sendo estas: CD24,
CD133, CD44, CD3, CD45, NK1.1, CD4 e CD8. Apo6s 20 minutos de incubacdo a 4°C
(protegido da luz), 100 pL de PBS 1x foram adicionados e as amostras foram entdo
centrifugadas. Além disto, a suspensdo celular foi fixada e permeabilizada para a avaliacdo
intracelular de Ki-67 ou FOXP3. Para identificacdo de células ALDH" nos tumores,
procedemos com as marcac¢es da mesma forma que fizemos para as células cultivadas in-vitro,
utilizado o kit ALDEFLUOR Stem Cell Identification (Stemcell Technologies) de acordo com

as instrucdes do fabricante.

Para obter o numero absoluto de células por amostras, multiplicamos o namero de

células identificadas em cada subpopulacao no citdmetro pelo nimero total de células contadas
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apos a digestdo dos tumores. Em seguida, dividimos o resultado pelo nimero de eventos
adquiridos na citometria. Para descobrir qual era exatamente o nimero de células por mg de
tumor, dividimos o numero total de células pelo peso do tumor (BLANCHARD et al., 2022).

4.14 Analise de dados

A expressdo relativa na gPCR foi calculada utilizando o método 2 -AACt, Este método
analisa as mudancas na expressao dos alvos na amostra tratada em relacdo a mesma amostra
ndo tratada (também chamada de calibradora ou amostra de referéncia), considerando o
controle enddégeno como normalizador. Assim, é possivel verificar a subexpressdo ou
superexpressdo dos genes alvo (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). O processamento das
imagens de microscopia confocal foi realizado no software Image J (FIJI v.1.53c). O registro
da coloragdo por Picrosirius Red foi realizado utilizando uma camera com luz polarizada (Spot
Insight) conectado ao microscépio Olympus BX41, software Spot 3.4. Em média 10 campos
por lamina foram capturados para serem quantificados no software QuPath. As analises
estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA). Apds os testes de normalidade (Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov),

foram aplicados os métodos mais apropriados para cada anélise.

5. RESULTADOS

A figura 6 mostra uma micrografia da linhagem celular LLC1 cultivada nos
modelos monocamada (MN) e tumoresfera (TE). E possivel observar que a monocamada
de células LLC1 é caracterizada por células aderidas a garrafa de cultivo e outras
fracamente aderidas, enquanto a estrutura tridimensional das tumoresferas € mais compacta
no sétimo dia (7D) em relacdo ao terceiro dia (3D) de incubagdo (momento em que hé troca

de meio).
LLCI MN LLCI TE 3D LLC1 TE 7D

Figura 6. Fotomicrografia da linhagem celular LLC1 cultivada em monocamada (MN) e tumoresfera (TE). A
monocamada celular é caracterizada por células aderentes, enquanto as tumoresferas sdo representadas por
estruturas tridimensionais compactas, dificilmente dissociadas por simples pipetagem. 3D e 7D: terceiro e sétimo

dia de incubacéo das tumoresferas, respectivamente. Escala: 50 uM. Aumento: 20x.
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5.1 O modelo de enriquecimento de CSCs demonstrou-se mais resistente ao tratamento
com cisplatina

Para mostrar que as tumoresferas representam um modelo de quimiorresisténcia
comparado ao modelo monocamada, investigamos as diferencas no ICso das células LLC1
tratadas com o quimioterapico cisplatina em ambos modelos. Nossos resultados mostraram
diferengas estatisticas na curva de sobrevida da linhagem celular de cancer de pulméo de
células ndo-pequenas (NSCLC) cultivada em monocamada (MN) e tumoresfera (TE) (Figura
7A e B, respectivamente). Baseados na analise da curva de sobrevida, os valores de ICso
foram estimados por meio do software Dr Fit (Figura 7C e D). A média do ICsy de trés
experimentos independentes foi calculada. Andlises estatisticas revelaram uma clara diferenca
da dose necessaria para inibir 50% do crescimento entre os modelos MN e TE (Figura 7E). A
TE da linhagem celular LLC1 demonstrou-se mais resistente ao tratamento com cisplatina

(166,66 pug/mL) em comparacdo a MN (6,25 pg/mL).
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Figura 7. Anélise da curva de sobrevida da linhagem celular LLC1 nos modelos monocamada (MN) e tumoresfera
(TE) tratados com cisplatina. (A) observa-se uma dose-resposta entre 3,125 e 6,25 ug/mL paraa LLC1 em MN e
(B) 100 - 400 pg/mL para as células em TE. O ICs foi estimado utilizando o programa Dr.Fit versdo 1.042 (C e
D). (E) Distribuicéo dos valores de 1Cso para as células nos dois modelos estudados. A linhagem celular LLC1 no
modelo TE demonstrou-se mais resistente ao tratamento com cisplatina em relagdo a mesma célula em MN. Curvas

de sobrevida foram analisadas utilizando One-way Anova e as diferengas de 1Csp pelo teste T. * p <0,05.
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5.2 O tratamento com cisplatina regulou positivamente genes de pluripoténcia e
marcadores EMT nos modelos 2D e 3D

Apds a extracdo do RNA total da linhagem celular LLC1 nos modelos monocamada e
tumoresfera antes e apds o tratamento com cisplatina, as amostras foram quantificadas no
equipamento Nanovue™ Plus e a integridade analisada por meio de uma eletroforese em gel
de agarose 1% (Figura 8A). A presenca das subunidades ribossomais 18S e 28S sem arrastes
em todas as amostras foram determinantes para afirmar que as amostras de RNA total estavam

integras e adequadas para dar continuidade ao estudo.

Neste estudo avaliamos como o tratamento quimioterapico com cisplatina nos modelos
monocamada (MN) e tumoresfera (TE) da linhagem celular LLC1 interfere na transcri¢do de
Zebl, Zeb2, Twist, Snail e FoxA2, que sdo os principais fatores de transcrigdo (FTs) envolvidos
na regulagdo do evento EMT. Avaliamos também os alvos a jusante desses fatores de
transcricdo, como E-caderina, Tgfbl, Vimentina, Fibronectina e N-caderina. Além disso,
avaliamos a expressdo dos transcritos Oct-4, Sox2 e Nanog, os quais estdo relacionados a
pluripoténcia e manutencao das caracteristicas de CSCs. ApGs o tratamento com cisplatina,
observamos uma regulacdo positiva dos genes de pluripoténcia na monocamada e tumoresfera
(Figura 8B). Neste trabalho, identificamos uma superexpressdo do mRNA do marcador epitelial
E-caderina e dos FTs Snail, Zebl e Zeb2 na monocamada tratada. No modelo de
enriquecimento de CSCs, os transcritos de N-caderina, Snail, Zebl e Zeb2 também foram
regulados positivamente (Figura 8C).
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Figura 8. Tratamento com cisplatina promove superexpressdo dos genes de pluripoténcia e do fenémeno EMT.
(A) Andlise da integridade do RNA total extraido das amostras em monocamada controle (1), tratada (2) e
tumoresfera controle (3) e tratada (4). (B) Apos o tratamento com cisplatina, observamos uma uma regulacgao
positiva dos genes de pluripoténcia na monocamada e tumoresfera. (C) Neste trabalho, identificamos uma
superexpressdao do MRNA do marcador epitelial E-caderina e dos fatores de transcricdo (FTs) , Snail, Zebl e Zeb2

na monocamada tratada. No modelo de enriquecimento de CSCs, os transcritos de N-caderina, Snail, Zebl e Zeb?2
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também foram regulados positivamente. Teste: Mann-Whitney. * p <0,05.

5.3 Cisplatina afeta a expressao dos marcadores mesenquimais na linhagem celular LLC1
cultivadaem 2D e 3D

Durante a EMT, as células epiteliais perdem a expressdo de marcadores epiteliais como E-
caderina e juncbes aderentes, e passam a expressar marcadores mesenquimais, como N-
caderina, fibronectina e vimentina. Estas alteraces refletem em uma mudanca morfoldgica
celular, onde as células adquirem aspectos fusiformes caracteristicos de células mesenquimais
(RIBEIRO; PAREDES, 2014).

Nossos resultados mostraram que o tratamento com cisplatina diminuiu a expresséo do
marcador mesenquimal vimentina (Figuras 9 A e B, 12 C) na monocamada. Nenhuma
alteracdo na expressdao da proteina do citoesqueleto F-actina, do marcador epitelial E-
caderina ou mesenquimais, fibronectina e N-caderina, foram observadas ap6s o tratamento
da monocamada com cisplatina (Figuras9 AeB, 10 AeB,11AeBel1l2A,B,DeE). No
que se diz respeito a organizacdo tridimensional de células LLC1, observamos que o
tratamento com cisplatina reduziu a expressdo dos marcadores mesenquimais fibronectina
e N-caderina (Figuras 9 Ce D, 11 Ce D e 12 G e J). Além disso, poucas células eram

positivas para o marcador epitelial E-caderina (Figuras10Ce D e 12 I).
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Monocamada controle

Monocamada tratada

F-actina

Tumoresfera controle

F-actina MERGE

Tumoresfera tratada

Figura 9. Perfil e distribuicdo dos marcadores mesenquimais fibronectina e vimentina, e da proteina do
citoesqueleto F-actina na linhagem celular LLC1 cultivada em monocamada (A e B) e tumoresfera (C e D), antes
e apos tratamento com cisplatina. Setas brancas indicam células positivas para os marcadores mesenquimais no
interior das tumoresferas. Nicleo foi marcado com DAPI. Aumento 20x. Escala: 50 uM. Imagens das tumoresferas

foram capturadas em Z-stack.
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Monocamada controle

B Monocamada tratada

D Tumoresfera tratada

Figura 10. Perfil e distribuicdo do marcador epitelial E-caderina na linhagem celular LLC1 cultivada em
monocamada (A e B) e tumoresfera (C e D), antes e ap6s tratamento com cisplatina. Observamos raras células

positivas para E-caderina. Aumento 20x. Escala: 50 pM. Imagens das tumoresferas foram capturadas em Z-stack.
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Monocamada controle

Monocamada tratada

C Tumoresfera controle

D Tumoresfera tratada

Figura 11. Perfil e distribui¢do do marcador mesenquimal N-caderina na linhagem celular LLC1 cultivada em

monocamada (A e B) e tumoresfera (C e D), antes e apés tratamento com cisplatina. Observamos raras células
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positivas para N-caderina nos modelos monocamada e tumoresfera. Além disso, a distribuicdo morfologica dessa
proteina na organizacdo tridimensional das tumoresferas mostra que assim como 0s outros marcadores
mesenquimais, fibronectina e vimentina, células N-caderina* estdo localizadas mais no interior das tumoresferas.

Aumento 20x. Escala: 50 uM. Imagens das tumoresferas foram capturadas em Z-stack.
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Figura 12. O tratamento com o quimioterapico cisplatina afetou a expressdao dos marcadores mesenquimais na
linhagem LLC1 cultivada em monocamada (A-E) ou tumoresfera (F-J). A cisplatina diminuiu a expressao de
vimentina nas células LLC1 em monocamada (C), e de fibronectina (G) e N-caderina (J) nas células cultivadas

sob 0 modelo de tumoresfera. Teste: Mann-Whitney. * p <0,05. n=5.
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5.4 O tratamento com cisplatina néo alterou o perfil de células CSCs-like ou aquelas em
estado proliferativo

Dados os resultados supracitados, buscamos compreender como o tratamento com
cisplatina afeta o perfil fenotipico de CSCs-like baseado na expressdo dos marcadores
CD44%/CD133*/CD24* e ALDH". Além disso, avaliamos o estado proliferativo das células
por meio da marcagdo de Ki-67. Desta forma, utilizamos um painel de anticorpos
conjugados com fluorocromos para estudar a presenca dessas células na monocamada
(MN) e tumoresfera (TE) de LLC1. As estratégias de gates utilizadas na citometria de fluxo

estdo representadas nas figuras 13 e 15.

Nossos dados mostraram diferencas no perfil de células CD44" totais entre 0s grupos
MN ou TE, mas ndo devido ao tratamento com cisplatina (Figura 14 A). Ao discriminar o
perfil de células CD44" dentro do grupo de células Ki-67-, observamos uma diferenca na
porcentagem desse tipo celular na tumoresfera controle comparado a monocamada controle
(Figura 14 B). Subpopulagbes CD24" foram encontradas nos quatro modelos aqui
estudados (monocamada e tumoresfera, controle ou tratada), entretanto, o tratamento com
0 quimioterapico cisplatina ndo alterou a porcentagem de células positivas para esse
marcador (Figura 15 B). Destacamos ainda que o modelo de enriquecimento de CSCs
apresentou células positivas para ALDH quando comparado a monocamada celular (Figura
15 D), mas aporcentagem de células ALDH* apés tratamento com cisplatina nao teve

alteracdes significativas.
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Figura 13. Estratégia de gates utilizada para identificacdo de células CD44*/CD133" totais ou dentro dos grupos

Ki-67- / Ki-67*. (A) Agregados celulares foram eliminados utilizando os pardmetros de FSC-H e FSC-A.

Inicialmente as populacGes celulares foram selecionadas com base nos valores de granulosidade/complexidade

interna (SSC — side scatter) e de tamanho (FSC — forward scatter). A discriminagdo da subpopulacdo Ki-67*e
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CD44*/CD133* foi realizada dentro das células vivas (ndo marcadas com as sondas Live/Dead). (B) células

CD44*/CD133* também foram estudadas conforme o estado proliferativo (Ki-67 ou Ki-67%).
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Figura 14. Analises estatisticas do perfil de células com caracteristicas CSCs-like (CD44* / CD133") e do estado
proliferativo (Ki-67%). (A) Nossos dados mostraram diferencas no perfil de células CD44" totais entre 0s grupos
monocamada e tumoresfera ndo tratados com cisplatina. (B) Ao discriminar o perfil de células CD44* dentro do
grupo de células que ndo estdo em proliferacdo (Ki-67"), observamos uma diferenca na porcentagem desse tipo
celular na tumoresfera controle comparado a monocamada controle. (C) Nenhuma diferenca foi observada na

porcentagem de células em estado proliferativo. Teste: Kruskall Wallis pos hoc Dunn’s. * p <0,05. n=3.
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Figura 15. Estratégia de gates utilizada para identificacdo de células CD24* e ALDH*. Agregados celulares foram
eliminados utilizando os pardmetros de FSC-H e FSC-A. (A) Inicialmente as populacfes celulares foram
selecionadas com base nos valores de granulosidade/complexidade interna (SSC — side scatter) e de tamanho (FSC
— forward scatter). A discriminagdo da subpopulagdo CD24* foi realizada dentro das células vivas (ndo marcadas
com Live and Dead). (B) nenhuma diferenca na expressdo de CD24 foi observada entre os grupos. (C) A
delimitagdo da subpopulagéo de células ALDH* foi realizada com base no controle (DEAB*) que teve a expressao
de ALDH inibida pelo DEAB. Teste: Kruskall Wallis.* p <0,05. n=3.

5.5 Meio condicionado dos neurdnios sensoriais altera a viabilidade celular, capacidade
clonogénica e a expressdo de marcadores do evento EMT

Neste trabalho, utilizamos da tecnologia de animais geneticamente modificados para

confirmar que as células isoladas a partir dos DRGs tratavam-se de neurdnios sensoriais.



Uma representacdo do modelo experimental estd indicada na figura 16A. Imagens
representativas desses neurdnios sensoriais expressando a fluorescéncia enddgena
tDTomato sob controle do promotor do gene do canal de sddio voltagem dependente
NaV.1.8“¢, estdo representadas na figura 16 B e C. Apds 12 horas de cultivo, é possivel
observar prolongamentos de neurdnios em crescimento (Figura 16 B — setas amarelas) bem
como muitos corpos celulares fracamente aderidos, e apds 24 horas observamos muitas
células aderidas com prolongamentos bem extensos (Figura 16 C).

Para caracterizar o perfil dos neuropeptideos CGRP, SP e VIP nos neurdnios sensoriais
extraidos do ganglio da raiz dorsal de animais fémeas adultas da linhagem C57BI/6J,
realizamos andlises morfoldgicas por imunofluorescéncia. Nossos resultados mostraram
que neurdnios sensoriais (NaV 1.8¢¢/ tdTomatoy exnressam CGRP no citoplasma (Figura 17

A), mas sao negativos para SP (Figura 17 B) e VIP (Figura 17 C).

Para avaliar como 0 meio condicionado desses neurdnios sensoriais afeta a resposta
terapéutica a cisplatina, células LLC1 em monocamada (MN) e tumoresfera (TE) foram
tratadas com cisplatina diluida em meio condicionado ou em meio neurobasal, este Gltimo
utilizado aqui como um controle interno para verificar se qualquer atividade proveniente
do meio condicionado ndo seria devido aos componentes do meio de cultivo dos neurbnios.
Além disso, decidimos utilizar a linhagem celular de fibroblastos murino, L929, para averiguar

se 0 meio condicionado possuia alguma acdo em células ndo tumorais.

Na figura 18, observamos uma micrografia das células L929 (A) e LLC1 em
monocamada (B) e tumoresfera (C) tratadas com os meios (i) condicionado, (ii) neurobasal
ou (iii) o meio apropriao para o cultivo de cada uma. Observamos uma diminui¢do no
tamanho das células L929 cultivada com o meio Neurobasal, entretanto, nenhuma alteracdo
morfolégica foi observada quando essas células foram cultivadas em meio condicionado,
comparado as células L929 cultivadas no préprio meio de cultura. Apds tratamento com
meio condicionado, as células LLC1 em MN exibiram longos prolongamentos (setas
vermelhas). Na TE, observamos que ap0s tratamento com meio condicionado, células se
desprenderam das tumoresferas e aderiram a placa, sugerindo uma possivel diferenciacéo
celular promovida pelo meio condicionado. Nenhuma alteracdo foi observada na
viabilidade das linhagens celulares L929 (Figura 19 A) ou LLC1 em MN (Figura 19 B)
tratadas com os meios neurobasal ou condicionado entretanto, uma diminui¢cdo na

viabilidade celular da tumoresfera da LLC1 foi observada ap0s tratamento com meio
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condicionado (Figura 19 C).

Em relacdo ao tratamento com cisplatina, observamos que é necessaria uma dose menor de
quimioterapico para determinar o ICso das células L929 (Figura 20 A e B) comparado as células
tratadas com cisplatina diluida em DMEM Alta Glicose. Para as células LLC1 em MN (Figura
20 C e D) ou TE (Figura 20 E e F) o ICso das células tratadas com cisplatina diluida em meio
condicionado foi maior quando comparado a acdo da droga que foi aplicada no meio proprio
dessas células.

Para compreender como o tratamento com meio condicionado sozinho ou em combinagéo
com cisplatina afeta a capacidade da linhagem LLC1 em formar coldnias, optamos por realizar
um ensaio de clonogenicidade. Nossos dados mostraram que o tratamento com cisplatina
impediu completamente a formag&o de coldnias na MN e TE (Figura 21 A e B). Além disso,
comparado ao controles da MN e TE, a fracdo sobrevivente das células tratadas com o meio

condicionado de neurénios sensoriais foi maior.

Para avaliar como 0s neurdnios sensoriais regulam os alvos EMT na linhagem LLC1
cultivada in-vitro nos modelos monocamada e tumoresfera, antes e apds o tratamento com
cisplatina, realizamos uma co-cultura. Para isto, células LLC1 foram semeadas em insertos
Transwell e colocadas em co-cultura com neurénios sensoriais durante 24 horas. Apds o periodo
de incubagdo, 0os meio dos compartimentos superior e inferior foram removidos e as células
fixadas com formaldeido para analises por microscopia confocal. Detectamos a presenca de
células positivas para o marcador epitelial E-caderina na MN tratada e TE controle, as quais
eram também, em sua maioria, positivas para 0 marcador mesenquimal vimentina (Figura 22
A, setas brancas). Nossos achados mostraram que a co-cultura de células tumorais com
neurdnios sensoriais ndo afetou a expresséo de E-caderina (Figura 22 B) e de vimentina (Figura
22 C), na monocamada. Entretanto, a monocamada tratada com cisplatina diminuiu a producao
de F-actina em relagdo a MN controle co-cultivada com os neur6nios sensoriais (Figura 22 D).
Observamos ainda que a co-cultura com neurdnios sensoriais diminuiu a expressao de E-
caderina (Figura 22 E), vimentina (Figura 22 F) e F-actina (Figura 22 G) na tumoesfera tratada
com cisplatina. Baseados nos dados supracitados, avaliamos ainda se a co-cultura com as
células de cancer de pulmdo modificou a expressdo do neuropeptideo CGRP nos neurdnios
sensoriais (Figura 23 A-E). Observamos que a marcagdo de CGRP néo foi afetada nos neurénios
sensoriais quando colocados em co-cultura com a monocamada controle (Figura 23 A),

monocamada tratada (Figura 23 B), tumoresfera controle (Figura 23 C) ou tumoresfera tratada
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(Figura 23 D) da linhagem LLCL1.

A :
Navl.8 Cre ————————— Navl.8-Cre

X X
Rosa26 .LX’. stop -(X)-— & TdTomato

loxP loxP

Nay].§ —-—& Nav1.8-Cre/TdTomato

Neurdnios sensoriais (Nav1.8+) Qutras células

Figura 16. (A) Representacdo do animal NaV 1.8cre / tdTomato. O modelo NaV 1.8°¢ possui a sequéncia
codificadora da enzima recombinase Cre inserida na mesma sequéncia do gene NaV 1.8, que é expresso pelos
neurdnios sensoriais. A recombinase Cre ¢ uma enzima que cliva regides especificas, denominadas “LoxP sites”.
No entanto, como camundongos normalmente ndo possuem as sequéncias especificas “LoxP sites”, a recombinase
Cre, mesmo estando no ndcleo, ndo tem os sitios para clivar o DNA. O modelo de camundongo tdTomato possui
a sequéncia codificadora de uma proteina que produz fluorescéncia vermelha inserido na mesma sequéncia de um
gene que € expresso em todas as células. A sequéncia dessa proteina é antecedida por uma sequéncia que para a

transcricdo (STOPcodon). Esse STOPcodon é flanqueado por sequéncias que sdo reconhecidas pela enzima Cre
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recombinase (“LoxP sites”). Os animais provenientes do cruzamento entre animais NaV 1.8 e animais tdTomato
terdo a enzima Cre recombinase expressa nos neurdnios sensoriais. Dessa forma, a recombinase Cre presente
nessas células ira reconhecer as sequéncias que flanqueiam o STOP cddon (LoxP sites), essas sequéncias serao
clivadas, o que permitira que a proteina que produz fluorescéncia vermelha seja expressa. Micrografia 12h (B) e
24h (C) dos neuronios extraidos a partir da dissociacdo do ganglio da raiz dorsal. Para confirmar a identidade desses
neurdnios, foram capturadas imagens representativas de neurdnios sensoriais expressando a fluorescéncia
enddégena tDTomato, em células que possuem o canal de sodio voltagem dependente NaV.1.8. Escala: 200 pM.

Aumento: 20X.

A

TUBB3

Figura 17. Neur6nios sensoriais cultivados in-vitro sdo positivos para CGRP e negativos para SP e VIP. Para
caracterizar o perfil dos neuropeptideos CGRP, SP e VIP nos neurdnios sensoriais extraidos do ganglio da raiz
dorsal de animais fémeas adultas da linhagem C57BI/6J, realizamos analises morfologicas por imunofluorescéncia.
Nossos resultados mostraram que neurdnios sensoriais (NaV 1.8/ tdTomay exprassam CGRP no citoplasma (A),
mas sdo negativos para SP (B) e VIP (C). CGRP: peptideo relacionado ao gene da calcitonina; VIP: peptideo

vasoativo intestinal; SP: substancia P; TUBB3: p-tubulina 111. Aumento 20x. Escala: 50 pM.



72

DMEM Alta Glicose

Neurobasal Condicionado

B DMEM Alta Glicose _ ‘ Neurobasal Condcinad

DMEM F-12

Figura 18. Micrografia das células L929 (A) e LLC1 em monocamada (MN-B) e tumoresfera (TE-C) tratadas com
meio condicionado. Observamos uma diminui¢cdo no tamanho das células L929 cultivadas em meio neurobasal,
comparado as mesmas células cultivadas no préprio meio de cultura (DMEM Alta Glicose). Apds o tratamento
com meio condicionado as células LLC1 em MN exibiram longos prolongamentos (setas vermelhas). Na TE,
observamos que apo6s tratamento com meio condicionado, células se despreenderam das tumoresferas e aderiram a

placa, sugerindo uma possivel diferenciagéo celular promovida pelo meio condicionado.
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Figura 19. Analise da viabilidade das células L929 (A) e LLC1 em monocamada (MN-B) e tumoresfera (TE-C)
tratadas com meio condicionado. Nenhuma alteracdo foi observada na viabilidade das linhagens celulares L929
ou LLC1 (MN) tratadas com os meios neurobasal ou condicionado. Entretanto, uma diminui¢do na viabilidade
celular da tumoresfera da LLC1 foi observada ap6s tratamento com meio condicionado. Teste: One-Way Anova.
*p <0,05.



74

A B L929
100+ ¥
L929
80 —»— L929 - Cisplatina f DMEM Alta Glicose 75 "
s -#- 1929 - Cisplatina / Neurobasal
é 60~ 4. 1929 - Cisplatina / Condicionado :é
B e B N s = 50
i 40 \_)%
1 =
= ot -
E 2 25
s [ S
0 T T T T T T T
PO o o o P Q .
PRGN S 0
o W L
XQ x i
QD> o
Cisplatina (ug / mL) &S i .\\&
F &L
L & F
C D LLCI MN
100
LLC1 MN
200 —»— LLCI1 MN - Cisplatina { DMEM Alta Glicose 754 *

-@ LLCI MN - Cisplatina / Neurobasal
~4- LLCI MN - Cisplatina / Condicionado

150

o

100

50

% média da sobrevida
5
>
s
2
-3
<
<J -
5
>
%2 |
% |
1Csoug/mL
[ 3 W
= v 2
1
4
X
x

Cisplatina (pg / mL)

LLCITE
F

LLCITE
200 . i i
-e— LLCI TE - Cisplatina / DMEM F-12 300

150 @ LLCI TE - Cisplatina / Ncurobasal

’ ~4- LLCI TE - Cisplatina / Condicionado 200
ol diman i e 100

0= T T T T T T 0-

e . T

Cisplatina (ug / mL) & o>

Cso ug/mL

% média da sobrevida
=)
S

Figura 20. Anélise das curvas de sobrevida e 1Cso das linhagens celulares L929 e LLC1 nos modelos monocamada
(MN) e tumoresfera (TE), tratadas com cisplatina diluida no meio préprio de cultivo de cada célula, meio
neurobasal ou meio condicionado. Observa-se que apds o tratamento com a cisplatina diluida em meio neurobasal
ou condicionado é necessario uma dose menor de quimioterapico para determinar o ICs, das células L929 (A) e
(B) comparado as células tratadas com cisplatina diluida em DMEM Alta Glicose (DAG). Entretanto, paraa LLC1
em MN ou TE (C - F) o ICs, das células tratadas com cisplatina diluida em meio condicionado foi maior quando
comparado a acdo da droga que foi aplicada no meio prdprio dessa célula (cisplatina + DAG ou cisplatina + DMEM F-
12/DF-12). Teste para analise das curvas de sobrevida: Two way Anova. Teste para analise do 1Cso: One-way

Anova. * p <0,05.
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Figura 21. Ensaio clonogénico da linhagem LLC1 nos modelos monocamada (MN) e tumoresfera (TE). (A)
Imagens representativas das colénias formadas nos grupos controles e ap6s tratamento com meio condicionado. O
tratamento com cisplatina impediu completamente a formacdo de col6nias na MN e TE. (B) Comparado aos
controles da MN e TE, a frag&o sobrevivente das células tratadas com o meio condicionado de neur6nios sensoriais
foi maior. Teste: Two-way Anova pos hoc LSD. * p <0,05.
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Figura 22. Co-cultura da linhagem de cancer de pulmao de células ndo-pequenas, LLC1, com neur6nios sensoriais.
(A) Imunofluorescéncia das células LLC1 nos modelos monocamada (MN) e tumoresfera (TE), co-cultivadas com
neurdnios sensoriais. Detectamos a presenca de células positivas para o marcador epitelial E-caderina na MN
tratada e TE controle, as quais eram também, em sua maioria, positivas para 0 marcador mesenquimal vimentina
(setas brancas). Nossos achados mostraram que a co-cultura de células tumorais com neuronios sensoriais ndo

afetou a expressdo de E-caderina (B) e de vimentina (C), na monocamada. Entretanto, a monocamada tratada com
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cisplatina diminuiu a producéo de F-actina em relacdo a MN controle co-cultivada com os neurénios sensoriais
(D). Observamos ainda que a co-cultura com neurdnios sensoriais diminuiu a expressdo de E-caderina (E),
vimentina (F) e F-actina (G) na tumoesfera tratada com cisplatina. Teste: Mann-Whitney. Aumento 20x. Escala:
50 uM.
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co-cultura com a linhagem celular LLC1 nos modelos monocamada (MN) ou tumoresfera (TE). (A) Neurdnios em

co-cultura com a MN das células LLC1, ndo tratada com cisplatina. (B) Neurdnios em co-cultura com a MN das
células LLC1, tratada com cisplatina. (C) Neurdnios em co-cultura com a TE das células LLC1, néo tratada com
cisplatina. (D) Neurdnios em co-cultura com a TE das células LLC1, tratada com cisplatina. (E) Analises
estatisticas da expressdo de CGRP nos neurdnios sensoriais em co-cultura com células LLC1. Teste: Kruskall-
Wallis pos hoc Dunn’s * p <0,05. Aumento 10x. Escala: 200 uM. CGRP: peptideo relacionado ao gene da

calcitonina.
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5.6 Deplecéo quimica dos nervos sensoriais aumenta o crescimento do tumor primario

Para compreender como a depleg&o dos nervos sensoriais afeta na carcinogénese e evento
EMT em NSCLC, efetuamos previamente a deplecdo farmacologica dos nervos sensoriais
utilizando resiniferatoxina (RTX) por via subcutanea, trés dias consecutivos com doses
crescentes de 30, 70 e 100 pg / kg (Figura 24 A). Para a confirmacédo da deplecéo dos neurénios
sensoriais pelo RTX foram realizados dois testes comportamentais vinte dias apds a ultima dose
de RTX. No teste Tail Flick, uma fonte de calor € aplicada a 2 cm da ponta da cauda e o tempo
necessario para o animal retirar sua cauda da fonte de calor é registrado como a laténcia do
movimento da cauda. Nossos dados demonstraram claramente que o tempo de laténcia para os
animais com os neurdnios sensoriais depletados foi maior do que o grupo controle (Figura 24
B). O teste Randall Selitto consiste na aplicacdo de uma forca mecanica crescente na pata direita
até que resulte em uma resposta de retirada. Por meio deste teste, verificamos que o limiar de
retirada da pata para os animais do grupo RTX foi maior do que o limiar dos animais do grupo
controle, sem neurdnios sensoriais depletados (Figura 24 C).

Vinte e oito dias apds a deplecdo dos neurdnios sensoriais com RTX, 5x10° células foram
inoculadas no flanco esquerdo dos animais, diluidas em 50 pL de PBS 1x. A partir do 9° dia
apos o inoculo das células LLC1 (Figura 24 A) e desenvolvimento de um tumor palpavel, um
grupo de animais que nao tiveram os neurdnios sensoriais depletados com RTX foi tratado com
cisplatina (1 mg/kg) via intraperitoneal (1.P), até o 22° dia, com intervalo de 3 dias entre cada
dose. Na figura 24 D, observamos uma imagem macroscopica dos tumores oriundos de cada
grupo experimental (PBS, Cisplatina e RTX). Durante os vinte e dois dias de desenvolvimento
do tumor ndo observamos variagdes significativas no peso corporal dos animais entre o0s trés
grupos (Figura 24 E) e nem quando normalizamos o peso do tumor pelo peso corporal (Figura
24 H). Entretanto, observamos claramente que o volume e a area dos tumores do grupo RTX
(Figura 24 F e I) foi maior em relagéo aos grupos PBS (controle) e cisplatina. E 0 peso dos

tumores do grupo RTX foi maior em relagdo ao grupo controle (Figura 24 G).
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Figura 24. Deplecdo farmacolégica dos nervos sensoriais com resiniferatoxina (RTX) promoveu aumento do
volume, peso e area tumoral. (A) Delineamento experimental da deplecdo farmacolégica utilizando RTX e do
tratamento com cisplatina. (B) No teste Tail Flick, observamos que o tempo de laténcia (S) para 0s animais
retirarem a cauda da fonte de calor, foi maior no grupo RTX do que o grupo tratado com o veiculo (PBS). (C) No
teste Randall Selitto, verificamos que o limiar de retirada da pata ap6s aplicagdo de uma forga mecanica, para 0s
animais do grupo RTX, foi maior do que o limiar dos animais do grupo controle. (D) Imagens macroscopicas e
representativas dos tumores coletados apds eutanasia dos animais. (E) Registro do peso corporal dos animais
durante o desenvolvimento dos tumores. (F) O volume tumoral no grupo RTX foi maior do que os grupos controle
(PBS) e cisplatina. (G) O peso dos tumores no grupo RTX foi maior que o do grupo controle. (H) Peso do tumor

normalizado pelo peso corporal dos animais. (I) A &rea dos tumores do grupo RTX foi maior do que 0s grupos
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PBS e cisplatina. PBS (n=4), cisplatina (n=5) e RTX (n=7). Barras representam desvio padr&o. Tail Flick e Randall
Selitto: Teste T. Peso corporal e volume tumoral: Two-Way Anova pos hoc LSD. Peso do tumor e peso do tumor

/ peso corporal: One-Way Anova pos hoc LSD. Area do tumor: Kruskal-Wallis pos hoc Dunn’s. * p <0,05.

5.7 Deplecdo quimica dos nervos sensoriais ou tratamento com cisplatina afeta producao
de neuropeptideos nos DRGs e no tumor primario

Para confirmar se o tratamento com RTX promoveu a deplecdo dos nervos sensoriais,
avaliamos a presenca do canal de sodio NaV 1.8 diretamente nos ganglios da raiz dorsal
(DRGs). Demonstramos que de fato o tratamento com RTX depletou os neurdnios sensoriais
(Figuras 25-27). Além disso, o tratamento com cisplatina promoveu o mesmo efeito. Nossos
resultados mostraram ainda que apds o tratamento com cisplatina ou a deplecdo dos neurénios
sensoriais com RTX, houve uma reducdo na marcacdo de CGRP e VIP (Figuras 25 e 27) nos
DRGs, entretanto, observamos que expressdo de SP (Figura 26) se manteve nos DRGs dos
animais dos grupos cisplatina ou RTX. A marcagao de B-tubulina 111 (TUBB3) nos DRGs nos
mostrou ainda que, embora 0s neurdnios sensoriais tenham sido afetados pelos tratamentos,

outros subtipos de neurénios continuam presentes nos DRGs.

Figura 25. Ganglios da raiz dorsal (DRGs) de animais tratados com RTX ou cisplatina sdo negativos para o canal
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de sodio NaV 1.8 e para o neuropeptideo CGRP. DRGs representativos de animais dos grupos controle (PBS) (A),
cisplatina (B) e RTX (C). Nucleos foram marcados com DAPI. NaV 1.8: canal de sodio voltagem dependente;
TUBBS3: B-tubulina I11; CGRP: peptideo relacionado ao gene da calcitonina. Aumento 20x. Escala: 50 pM.

Figura 26. Ganglios da raiz dorsal (DRGSs) de animais tratados com RTX ou cisplatina sdo negativos para o canal

de sédio NaV 1.8 e positivos para 0 neuropeptideo SP. DRGs representativos de animais dos grupos controle (PBS)
(A), cisplatina (B) e RTX (C). Nucleos foram marcados com DAPI. NaV 1.8: canal de s6dio voltagem dependente;

TUBB3: B-tubulina 111; SP: Substancia P. Aumento 20x. Escala: 50 pM.
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TUBB3

Figura 27. Ganglios da raiz dorsal (DRGSs) de animais tratados com RTX ou cisplatina sdo negativos para o canal
de s6dio NaV 1.8 e para o neuropeptideo VIP. DRGs representativos de animais dos grupos controle (PBS) (A),
cisplatina (B) e RTX (C). Nucleos foram marcados com DAPI. NaV 1.8: canal de sodio voltagem dependente;

TUBBS3: B-tubulina Il1; VIP: peptideo vasoativo intestinal. Aumento 20x. Escala: 50 pM.

Para identificar a presenca de fibras nervosas sensoriais em diferentes estagios de
desenvolvimento do cancer de pulmdo, inoculamos células LLC1 em animais NaV
1.8°"¢/tDtomato, portanto, todas as fibras de neur6nios sensoriais (NaV 1.8") possuem a proteina
fluorescente vermelha tDtomato. Fibras sensoriais sao observadas no 14° dia (Figura 28 A) e
22° dia (Figura 28 B). Observamos que essas fibras nervosas sensoriais estdo localizadas ao
redor, mas também dentro do tumor, préximo a vasos sanguineos (CD31%). Quantificacdo das
fibras utilizando o software Image J mostrou que ndo havia diferenca na quantidade de fibras
tDtomato™, entre 0 14° e 22° dia (Figura 28 C).
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Figura 28. Fibras de neurdnios sensoriais estdo presentes em diferentes momentos durante o desenvolvimento do
cancer de pulmao. Para identificar a presenca de fibras sensoriais no 14° dia (A) e 22° dia (B) do desenvolvimento
do cancer de pulméo, inoculamos células LLC1 em animais NaV 1.8°¢/tDtomato, portanto, todas as fibras de
neurdnios sensoriais (NaV 1.8*) possuem a proteina fluorescente vermelha tDtomato. Observamos que essas fibras
nervosas sensoriais estdo localizadas ao redor, mas também dentro do tumor, préximo a vasos sanguineos (CD31%).
Quantificacdo das fibras utilizando o software Image J mostrou que ndo havia diferenca na quantidade de fibras
tDtomato*, entre 0 14° e 22° dia (C). Nucleos foram marcados com DAPI. NaV 1.8: canal de sddio voltagem
dependente; TUBB3: B-tubulina I11; CD31: molécula de adesdo celular endotelial plaquetaria (PECAM-1). n= 3.
Aumento 40x. Escala: 50 uM. Teste: Mann-Whitney.

Nosso préximo passo foi analisar fibras nervosas sensoriais (NaV 1.8") e os
neuropeptideos CGRP, SP e VIP, nos tumores dos grupos controle (PBS), cisplatina e RTX.
Semelhante aos resultados obtidos nas imunofluorescéncias dos DRGs, observamos que 0
tratamento com cisplatina ou a deplecdo com RTX afetou a presenca de nervos sensoriais no
tumor primario e também dos neuropeptideos CGRP e VIP (Figuras 29 e 31). Entretanto, ao
avaliarmos a presenca de SP nos tumores dos grupos cisplatina e RTX, observamos que outras

células expressavam este neuropeptideo, e ndo fibras nervosas (figura 30). E importante
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destacar que, assim como nos DRGs, em todos os tumores observamos a presenga do marcador
de neurdnios maduros B-tubulina 11, indicando que outras fibras neuronais estéo presentes no

tumor.

TUBB3

TUBB3

Figura 29. O tratamento com RTX promoveu a deplecéo de fibras sensoriais e do neuropeptideo CGRP no tumor
primario. (A) Fibras nervosas sensoriais NaV 1.8* e o neuropeptideo CGRP estdo presentes no tumor primario
oriundo do indculo de células LLC1 em animais do grupo controle (PBS). (B) O tratamento dos animais com o
quimioterépico cisplatina reduziu drasticamente a marcagdo do canal de sédio NaV 1.8 e da expressdo de CGRP.
(C) Auséncia de fibras sensoriais NaV 1.8" e do neuropeptideo CGRP nos tumores primarios de animais tratados
com RTX. Em todos os tumores, observamos a presenca do marcador de neurénios maduros TUBBS3, indicando
que outras fibras neuronais estdo presentes no tumor. Nucleos foram marcados com DAPI. NaV 1.8: canal de sédio
voltagem dependente; TUBB3: B-tubulina I11; CGRP: peptideo relacionado ao gene da calcitonina. Aumento 40x.
Escala: 50 pM.
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Figura 30. Deple¢do dos nervos sensoriais promoveu a expressdo do neuropeptideo SP por outras células no tumor
primario. (A) Fibras nervosas sensoriais positivas para NaV 1.8 e o neuropeptideo SP estdo presentes no tumor
primario oriundo do in6culo de células LLC1 em animais do grupo controle (PBS). (B) Auséncia de fibras
sensoriais NaV 1.8* ap6s o tratamento com cisplatina. Outros tipos celulares apresentam marcacéo para SP. (C)
Auséncia de fibras sensoriais NaV 1.8* nos tumores primarios de animais tratados com RTX. Assim como 0 grupo
de animais tratados com o quimioterépico cisplatina, no grupo RXT observamos que outras células eram positivas
para SP. Em todos os tumores, observamos a presenca do marcador de neurdnios maduros TUBBS3, indicando que
outras fibras neuronais estdo presentes no tumor. Nucleos foram marcados com DAPI. NaV 1.8: canal de sodio
voltagem dependente; TUBB3: B-tubulina I11; SP: substancia P. Aumento 40x. Escala: 50 pM.
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Figura 31. O tratamento com RTX ou cisplatina promoveu a deple¢do de fibras sensoriais e do neuropeptideo VIP
no tumor primario. (A) Fibras nervosas sensoriais NaV 1.8* e 0 neuropeptideo VIP estdo presentes no tumor
primario oriundo do indculo de células LLC1 em animais do grupo controle (PBS). Fibras sensoriais NaV 1.8" e
0 neuropeptideo VIP ndo foram observados nos tumores de animais tratados com cisplatina (B) ou nos tumores
primarios de animais tratados com RTX (C). Em todos os tumores, observamos a presenca do marcador de
neurénios maduros TUBB3, indicando que outras fibras neuronais estdo presentes no tumor. Ndcleos foram
marcados com DAPI. NaV 1.8: canal de sédio voltagem dependente; TUBB3: B-tubulina Il1; VIP: peptideo

vasoativo intestinal. Aumento 40x. Escala: 50 pM.

5.8 Deplecdo farmacoldgica dos nervos sensoriais aumenta o numero de metéstases no
pulméo

Analises histologicas indicaram tumores pleiomorficos caracterizados por iniumeras figuras
de mitose, por sua vez atipicas, principalmente no grupo cisplatina (Figura 32 A). Analises
histoldgicas dos pulmdes mostraram metastases nos grupos cisplatina e RTX (Figura 32 B).
Nenhum animal do grupo controle (PBS) apresentou areas de metastases, somente infiltrados
inflamatdrios perto de bronquiolos terminais (setas amarelas). Os focos metastaticos nos grupos
cisplatina e RTX (linhas amarelas tracejadas) estdo principalmente ao redor de vasos
sanguineos (setas vermelhas). O numero de metastases nos pulmdées do grupo RTX foi maior,

comparado aos grupos controle e tratado com cisplatina.
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PBS Cisplatina RTX

Figura 32. Deplecao farmacol6gica dos neurdnios sensoriais com RTX impulsionou a migracdo de células do
tumor primério para o pulmao. (A) Anélises histoldgicas dos tumores. Setas vermelhas indicam figuras de mitose
atipicas. (B) Analises histol6gicas dos pulmfes mostraram metastases nos grupos cisplatina e RTX. Nenhum
animal do grupo PBS apresentou &reas de metéstases, somente infiltrados inflamatérios perto de bronquiolos
terminais (setas amarelas). Os focos metastaticos nos grupos cisplatina e RTX (linhas amarelas tracejadas) estdo
principalmente ao redor de vasos sanguineos (setas vermelhas). Visualmente, as areas de metéastases pulmonares
do grupo RTX foram maiores, comparado aos grupos controle e tratado com cisplatina. Espessura dos cortes: 4
UM. Aumento 40x. Escala: 50 pM.
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5.9 Deplecdo farmacoldgica dos nervos sensoriais ou tratamento com cisplatina afetou
subpopulacges celulares com caracteristicas de CSCs ou de células imunes

Para compreender como a deplecdo dos nervos sensoriais utilizando RTX ou o
tratamento com o quimioterapico cisplatina afeta diferentes subpopula¢des celulares no tumor
primario de pulmao, efetuamos uma imunofenotipagem por citometria de fluxo, utilizando
painéis especificos para células com perfil de CSCs (CD24* / CD44" /| CD133" / ALDH") e
células do sistema imunolégico, tais como: células NK (CD457/NK1.1*/CD3’), NKT
(CD45'/NK1.1*/CD3"), linfécitos T CD4 (CD45'/CD3*/CD4") e linfocitos T CD8
(CD45*/CD3*/CD8"). A estratégia de gates utilizada para sele¢do das células com perfil CSCs
foi a mesma representada nas figuras 13 e 15. Para identificacdo das células imunolégicas,

utilizamos a estratégia de gates representada na figura 33.

Nossos dados mostraram que a porcentagem de células CD44" e CD44*/CD133* (CSCs-
like) totais aumentou apés o tratamento com cisplatina. Por outro lado, a deplecao dos neurdnios
sensoriais com RTX reduziu essas subpopulacdes (Figura 34 A). Observamos ainda que a
deplecdo dos neurénios sensoriais com RTX ou o tratamento com cisplatina diminuiu as
subpopulacdes celulares Ki-67/CD447/CD133" e Ki-677/CD44*/CD133" (Figura 34 B e C).
Nossos achados mostraram ainda que o tratamento com cisplatina promoveu um aumento da
porcentagem de células Ki-67* (Figura 34 C). A subpopulacdo celular Ki-67*/CD44" reduziu
drasticamente ap6s o tratamento com cisplatina. Nos tumores de animais com neurbnios
sensoriais depletados por RTX, a subpopulacdo celular Ki-677/CD133" também foi afetada,
comparado aos outros dois grupos. E células duplamente positivas e que estdo em estagio
proliferativo (Ki-67") diminuiram nos grupos cisplatina e RTX em relacdo ao controle. Em
relacdo ao perfil de células CD24" (Figura 34 D) e ALDH" (Figura 34 E), a porcentagem dessas

subpopulac@es foi menor no grupo RTX.

Neste trabalho, mostramos ainda que a deple¢@o dos neurénios sensoriais com RTX ou
o tratamento com cisplatina afetou diferentes subpopulaces de células imunoldgicas. A
deplecédo dos neurdnios sensoriais com RTX reduziu a populagdo total de células CD45", NK e
NK/FOXP3" no tumor primario (Figura 35 A-C). Em relacéo as subpopulacgdes de células NKT
e NKT/FOXP3* (Figura 35 D e E), o tratamento com cisplatina promoveu uma diminuicao
dessas subpopulacdes em relacdo ao grupo controle (PBS). A deplecdo dos neurbnios sensoriais
com RTX ou o tratamento com cisplatina promoveu 0 mesmo efeito nas subpopulagdes de
linfocitos CD3 totais, linfocitos T CD4 e T CD4/FOXP3* (Figura 35 F-H). Ja o infiltrado de
linfocitos T CD8* e T CD8*/FOXP3* foi muito maior no grupo cisplatina do que nos grupos



controle ou RTX (Figura 35 I).
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Figura 33. Estratégia de gates utilizada para identificagdo de infiltrado de linfocitos no tumor. (A) Agregados

celulares foram eliminados utilizando os parametros FSC-H e FSC-A. Em seguida a populagdo de linfdcitos foi

selecionada com base nos valores de granulosidade/complexidade interna (SSC - side scatter) e de tamanho (FSC

— forward scatter). A discriminagéo de células vivas e mortas foi realizada utilizando sondas Live/Dead™ Fixable

Aqua Dead Cell Stain. Em seguida, selecionamos todas as células CD45*. (B) Dentro da populagdo de células

CD45", avaliamos a presenca de células NK (NK1.1*/ CD3"), NKT (NK1.1*/ CD3"), linfécitos T CD4 (CD3*/

CD4%) e linfocitos T CD8 (CD3*/ CD8"). (C) Além disso, dentro de todas as populagfes avaliamos a presenga de
células FOXP3*.
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Figura 34. Deplecdo dos neurdnios sensoriais com RTX ou o tratamento com cisplatina diminuiu a subpopulacéo
de CSCs CD44*/CD133* dentro da populacdo de células ndo proliferativas (Ki-67-) e em proliferacdo (Ki-67+).
(A) Em relacdo ao grupo controle (PBS), a porcentagem de células CD44* e CD44*/CD133* (CSCs-like) totais
aumentou apds o tratamento com cisplatina. Por outro lado, a deplecdo dos nervos sensoriais com RTX promoveu
a diminuicdo dessas subpopulacdes no tumor primario. O tratamento com cisplatina ou deplecdo prévia de
neurdnios sensoriais com RTX tiveram o mesmo efeito na populacéo de células CD133*. (B) A porcentagem de
células em estdgio ndo proliferativo (Ki-67-) € menor nos grupos cisplatina e RTX em relacdo ao grupo controle.
Assim como todas as demais subpopulacbes que se encontram dentro do grupo Ki-67. Entretanto, observamos
gue a maior parte das células dos tumores oriundos do tratamento com cisplatina se encontram dentro da populagao
Ki-67* (C), portanto, em estagio proliferativo. A subpopulacdo celular Ki-67*/CD44* reduziu drasticamente aps
0 tratamento com cisplatina. Nos tumores de animais com neurbnios sensoriais depletados por RTX, a
subpopulacdo celular Ki-67*/CD133* também foi afetada, comparado aos outros dois grupos. E células que
pertencem de fato ao perfil CSCs-like e que estdo em estagio proliferativo (Ki-67*) diminuiram nos grupos
cisplatina e RTX em relacdo ao controle. (D) A deplecdo dos neurbnios sensoriais com RTX diminuiu a
porcentagem de células CD24* e ALDH™ (E). PBS (n=4), cisplatina (n=5) e RTX (h=7). Quantidade de células
positivas foram normalizadas pelo peso (mg) dos tumores. Teste (A-C): Two-way Anova pos hoc LSD. Teste (D-
E): Kruskal-Wallis pos hoc Dunn’s. Dados representados como média + desvio padrio. Letras diferentes indicam

valor de p < 0,05.
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Figura 35. A deplecdo dos neurbnios sensoriais com RTX ou o tratamento com cisplatina afetaram as
subpopulaces de células do sistema imunoldgico. (A) A deplecdo dos neurdnios sensoriais com RTX reduziu a
populacdo total de células CD45*, (B) NK e (C) NK/FOXP3* no tumor primario. (D) Em relacdo as células NKT
e (E) NKT/FOXP3*, o tratamento com cisplatina promoveu uma diminuicdo dessas subpopulacfes em relagdo ao
grupo controle (PBS). A deplecéo dos neurdnios sensoriais com RTX ou o tratamento com cisplatina promoveu o
mesmo efeito nas subpopulagdes de linfécitos CD3 totais (F), linfécitos T CD4 (G) e T CD4/FOXP3* (H). (1) O
infiltrado de linfécitos T CD8" e (J) T CD8*/FOXP3*, foi muito maior no grupo cisplatina do que nos grupos
controle ou RTX. PBS (n=4), cisplatina (n=5) e RTX (n=7). Quantidade de células positivas foram normalizadas
pelo peso (mg) dos tumores. Teste: Kruskal-Wallis pos hoc Dunn’s. Dados representados como média + desvio

padréo. Letras diferentes indicam valor de p < 0,05.
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5.10 Deplecdo farmacoldgica dos nervos sensoriais ou tratamento com cisplatina afetou o
perfil transcriptémico de genes reguladores do fendmeno EMT, pluripoténcia e apoptose

Para entender como a deplecdo dos neur6nios sensoriais ou 0 tratamento com cisplatina
afeta o perfil transcriptbmico de genes relacionados ao fendmeno de transicdo epitélio-
mesenquimal e manutencédo de células tronco do céancer, células imunoldgicas e morte celular
programada por apoptose, avaliamos a expressdo de diferentes alvos por PCR em tempo real
quantitativa (QPCR).

Nossos resultados mostraram que os genes de pluripoténcia Nanog, Sox2 e Oct-4, foram
regulados positivamente nos grupos cisplatina e RTX (Figura 36 A). Mostramos ainda que a
deplecdo dos nervos sensoriais ou o tratamento com cisplatina afetou a expressdo do mRNA
dos genes reguladores da EMT (Figura 36 B), especialmente dos genes E-caderina, Vimentina
e Twist. O gene da E-caderina estava subexpresso no grupo RTX e os transcritos Vimentina e
Twist foram regulados positivamente no mesmo grupo, ja no grupo cisplatina, observamos
resultados inversos. Em relacdo aos genes envolvidos na resposta imunoldgica, observamos
diferencas estatisticamente significativas para IL-12 e IFN-y (Figura 36 C). No grupo cisplatina,
IL-12 foi regulado negativamente e IFN-y positivamente, enquanto no grupo RTX os resultados
foram opostos, IL-12 foi regulado positivamente e IFN-y negativamente.
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Figura 36. Andlise do mRNA dos genes associados ao evento EMT, pluripoténcia e células do sistema imunolégico
nos tumores de animais com nervos sensoriais depletados com RTX ou tratados com cisplatina. (A) Deplecéo
farmacologica dos nervos sensoriais ou tratamento com cisplatina regulou positivamente a expressdo dos genes de
pluripoténcia Nanog, Sox2 e Oct-4, entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os dois
grupos. (B) A deplecdo dos nervos sensoriais ou o tratamento com cisplatina afetou a expressdo do mRNA dos
genes reguladores da EMT. Diferencas estatisticamente significativas foram observadas entre os dois grupos em
relagdo a expressdo relativa de E-caderina, Vimentina e Twist. (C) Andlise dos transcritos envolvidos na resposta
imunoldgica mostrou diferenga estatisticamente significativa para 0 mRNA de I1L-12 e IFN-gamma. PBS (n=4),
cisplatina (n=5) e RTX (n=7). A quantificagdo relativa foi realizada com base no perfil de expresséo dos alvos no
grupo PBS (amostra calibradora). O Ct de cada alvo foi normalizado de acordo com o Ct dos controles enddgenos

p-actina e RPS26. Teste: Mann-Whitney. * p <0,05.

Neste trabalho, avaliamos ainda a expressao de 85 genes relacionados a morte celular
programada por apoptose utilizando um ensaio da Qiagen (Mouse Apoptosis). Desses 85 genes,
41 estavam diferencialmente expressos entre os dois grupos (cisplatina e RTX) (Figura 37).
Desses 41 genes, 3 deles estavam subexpressos no grupo RTX em relagdo ao grupo cisplatina,

séo eles Abl1, Diablo e Igflr. 35 genes foram regulados positivamente somente no grupo RTX:
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Aifm1, Aktl, Apafl, Atf5, Bag3, Bak, Bcl2, Bcl212, Bcl2110, Bel211, Bid, Birc3, Bnip2, Bnip3,
Bnip3l, Card10, Casp3, Casp6, Casp8, CD70, Cflar, Cidea, Cideb, Dad, Fadd, Lhx4, Ltbr,
Mcll, Nap2, Nme5, Nod, Prdx2, Traf2, Traf3 e Xiap. E 3 genes estavam superexpressos em
ambos grupos porém em maior quantidade no grupo cisplatina, sdo eles: Bax, Casp14 e CD40Ig.
Para melhor interpretacdo e visualizacdo dos dados, representamos 0s 41 genes

diferencialmente expressos em forma de um heatmap (Figura 38).

Os outros 44 genes que ndo tiveram diferenca entre 0s grupos cisplatina e RTX, sdo:
Anxab, Api5, Bad, Bagl, Bcl10, Bcl2ala, Bcl2l11, Birc2, Birc5, Bok, Caspl, Casp2, Casp4,
Casp7, Casp9, Caspl2, Cd40, Cradd, Dapkl, Dffa, Dffb, Fas, Fasl, Gadd45a, Hsp90ab1, 1110,
Mapk1, Naipl, Nfkbl, Nol3, Polb, Pycard, Ripkl1, Tnf, Tnfrsf10b, Tnfrsfl1lb, Tnfrsfla, Tnfsf10,
Tnfsf12, Trafl, Trp53, Trp63, Trp73 e Trp53bp2. A anélise estatistica desses genes pode ser

encontrada na figura suplementar 1.
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Figura 37. Andlise estatistica da expressdo dos transcritos associados a morte celular programada por apoptose,
nos tumores de animais com nervos sensoriais depletados com RTX ou tratados com cisplatina. Neste trabalho,
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avaliamos a expresséo de 85 genes relacionados a apoptose, sendo que 41 desses genes estavam diferencialmente

expressos entre os dois grupos (cisplatina e RTX). Desses 41 genes, 3 deles estavam subexpressos no grupo RTX

em relagdo ao grupo cisplatina, sdo eles Abl1 (1), Diablo (29) e Igfir (31). 35 genes foram regulados positivamente
somente no grupo RTX: Aifm1 (2), Aktl (3), Apafl (4), Atf5 (5), Bag3 (6), Bakl (7), Bcl2 (9), Bcl212 (10), Bcl2110
(11), Bcl2I11 (12), Bid (13), Birc3 (14), Bnip2 (15), Bnip3 (16), Bnip3I (17), Card10 (18), Casp3 (19), Casp6 (20),
Casp8 (21), CD70 (23), Cflar (25), Cidea (26), Cideb (27), Dad1 (28), Fadd (30), Lhx4 (32), Ltbr (33), Mcl1 (34),
Nap2 (35), Nme5 (36), Nod1 (37), Prdx2 (38), Traf2 (39), Traf3 (40) e Xiap (41). E 3 genes estavam superexpressos

em ambos grupos porém em maior quantidade no grupo cisplatina, sdo eles: Bax (8), Casp14 (22) e CD40lg (24).

A quantificacdo relativa foi realizada com base no perfil de expressdo dos alvos no grupo PBS (amostra

calibradora). O Ct de cada alvo foi normalizado de acordo com o Ct dos controles endégenos S-actina e RPS26.

n= 4 animais por grupo. Teste: Mann-Whitney. * p <0,05.
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Figura 38. Heatmap dos 41 genes envolvidos na via da apoptose e que foram diferencialmente expressos entre 0s

animais tratados com cisplatina ou aqueles que tiveram os neurdnios sensoriais depletados.

5.11 Deplecdo farmacoldgica dos nervos sensoriais ou tratamento com cisplatina afetou a
expressao tecidual de marcadores EMT

Uma vez que elucidamos como o tratamento com cisplatina ou a deplecéo farmacoldgica
dos neurdnios sensoriais com RTX impacta na transcricdo dos genes envolvidos na transi¢ao
epitélio-mesenquimal no tumor primario, buscamos compreender como a regulacdo desses
genes afeta o perfil da proteina epitelial, E-caderina, e dos marcadores mesenquimais,
fibronectina, vimentina e N-caderina, nos grupos PBS (controle), cisplatina e RTX. Nossos
dados mostraram que o tratamento com cisplatina ou a deplecdo dos nervos sensoriais com
RTX reduziu a expressdo das proteinas mesenquimais fibronectina, vimentina e N-caderina

(Figuras 39, 41 e 43) e também do marcador epitelial E-caderina (Figuras 40 e 43).

A PBS

B Cisplatina

C RTX

Figura 39. Perfil e distribuicdo dos marcadores mesenquimais fibronectina e vimentina nos tumores primarios
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oriundos do in6culo de células de cancer de pulmdo LLC1. (A) Animais controle, (B) tratados com cisplatina ou
(C) que tiveram os neurdnios sensoriais previamente depletados com RTX. Nucleo foi marcado com DAPI.

Aumento 40x. Escala; 50 uM. Imagens foram capturadas em Z-stack.

C RTX

Figura 40. Perfil e distribuicdo do marcador epitelial E-caderina, nos tumores primarios oriundos do inoculo de
células de cancer de pulmdo LLC1. (A) Animais controle, (B) tratados com cisplatina ou (C) que tiveram o0s
neurdnios sensoriais previamente depletados com RTX. Ndcleo foi marcado com DAPI. (A) Aumento 20x. (B) e

(C) Aumento 40x. Escala: 50 uM. Imagens foram capturadas em Z-stack.
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Cisplatina

C RTX

Figura 41. Perfil e distribui¢cdo do marcador mesenquimal N-caderina, nos tumores primarios oriundos do in6culo
de células de cancer de pulmdo LLCL1. (A) Animais controle, (B) tratados com cisplatina ou (C) que tiveram os
neurdnios sensoriais previamente depletados com RTX. Ndcleo foi marcado com DAPI. (A) Aumento 20x. (B) e

(C) Aumento 40x. Escala: 50 uM. Imagens foram capturadas em Z-stack.

5.12 Deplecéo farmacologica dos nervos sensoriais aumentou a expressdo do marcador de
vasos sanguineos CD31

Para entender de que forma o tratamento com o quimioterapico cisplatina ou a deplecao

dos neurénios sensoriais impacta na presenca de vasos sanguineos dentro do tumor, avaliamos
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a expressdo por imunofluorescéncia do marcador de células endoteliais CD31 (PECAM-1).
Nossos achados mostraram claramente que a expressdo de CD31 dentro dos tumores dos
animais que tiveram seus neurdnios sensoriais depletados farmacologicamente (RTX) foi

reduzida em relacéo aos grupos controle (PBS) e tratado com cisplatina (Figuras 42 e 43).

A PBS

Cisplatina

C A RTX

£ S0 O g MERGE <
Figura 42. Perfil e distribuicdo do marcador de vasos sanguineos CD31, nos tumores primarios oriundos do in6culo

de células de cancer de pulmdo LLC1. (A) Animais controle, (B) tratados com cisplatina ou (C) que tiveram os
neurdnios sensoriais previamente depletados com RTX. Nucleo foi marcado com DAPI. Aumento 40x. Escala:

50 uM. Imagens foram capturadas em Z-stack.
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Figura 43. Analises estatisticas de E-caderina, N-caderina, vimentina, fibronectina e CD31 nos tumores primarios.
O tratamento com o quimioterapico cisplatina ou a deplecdo farmacolégica dos neurdnios sensoriais com RTX
reduziu a expressdo das proteinas vimentina (A), fibronectina (B), E-caderina (C) e N-caderina (D). (E) Somente
o0 tratamento com RTX aumentou a expressdo do marcador de células endoteliais CD31, dentro do tumor. PBS
(n=4), cisplatina (n=5) e RTX (n=7). Teste: One-way Anova pos hoc LSD. Dados representados como média +

desvio padrdo. Letras diferentes indicam valor de p < 0,05.

5.13 O tratamento com cisplatina ou a deplecdo farmacoldgica das fibras neuronais
sensoriais com RTX, promoveram alteracgdes nas fibras de colageno do tipo | e do tipo 111

Sabendo que o tratamento com cisplatina ou a deplecdo farmacolégica dos neurdnios
sensoriais afetou a expressdo de marcadores de transicdo epitélio-mesenquimal, decidimos
avaliar a presenca de fibras de colageno do tipo | e do tipo 1, dentro dos tumores primarios,
por meio da coloracdo de picrosirius red (Figura 44 A-C). O corante especial picrosirius red
tem a capacidade de aumentar a birrefringéncia natural do colageno quando exposto a luz
polarizada. Portanto, é possivel visualizar o colageno tipo | nas cores amarelo/vermelho e o tipo
Il na cor verde (COELHO et al., 2018). Neste trabalho, mostramos que o tratamento com
cisplatina ou a deplecdo farmacoldgica dos neurdnios sensoriais com RTX promoveram uma
diminuicdo de fibras de colageno do tipo Il (Figura 44 E) em relacéo ao grupo controle (PBS).
Entretanto, os tumores de animais tratados com cisplatina possuem mais fibras de colageno do
tipo 1 do que os grupos controle e RTX (Figura 44 D). Quando comparamos a presenca de fibras
de colageno do tipo I ou Il dentro do mesmo grupo, observamos que 0s trés grupos apresentam
uma abundancia de colageno do tipo 111 em relagdo ao colageno do tipo | (Figura 44 F-H). Para
averiguar o perfil transcriptdmico dos genes precursores de colageno | e colageno I,
realizamos uma qPCR. Nossos dados mostraram que ndo ha diferenca no perfil do mRNA de
Colageno | (Figura 44 1), entretanto o mRNA para Colageno 111, esta superexpresso nos tumores

de animais tratados com RTX, em relacéo ao grupo cisplatina (Figura 44J).
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Figura 44. Andlise de fibras de colageno do tipo | e do tipo Il dentro dos tumores primérios. Detecgdo de fibras
de colageno do tipo I (cores amarelo e vermelho) e fibras de coladgeno do tipo Il (cor verde) por meio da coloracdo
de picrosirius nos grupos de animais controle (A), tratados com cisplatina (B) ou que tiveram 0s neurdnios
sensoriais depletados com RTX (C). As imagens foram capturadas em um microscopio éptico contendo lente de
luz polarizada. (D) O tratamento com cisplatina promoveu o0 aumento de colageno | em relagdo aos outros dois
grupos. (E) Tumores de animais do grupo controle tratados apenas com PBS possuem mais colageno |11 em relagao
aos grupos cisplatina e RTX. (F-H) Todos os trés grupos, de maneira geral, apresentam mais fibras de colageno
do tipo 111 do que colageno do tipo I. Andlise da expressdo do mRNA dos colagenos | e 11l demonstrou que nao
houve diferencas significativas na transcri¢cdo do gene que codifica Col | entre os grupos cisplatina e RTX (1).
Entretanto, observamos que 0 MRNA que produz o Col I11 esté superexpresso no grupo RTX em relagdo ao grupo
cisplatina. O grupo PBS foi utilizado como amostra calibradora na qPCR. PBS (n=4), cisplatina (n=5) e RTX
(n=7). Teste D e F: Kruskall-Wallis pos hoc Dunn’s. Teste F-J: Mann-Whitney. Dados representados como média

+ desvio padrdo. Letras diferentes ou * indicam valor de p < 0,05. Aumento 40x. Escala: 50 pM.
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6. DISCUSSAO

Hoje, o tratamento do cancer ainda é aplicado de forma indiscriminada entre pacientes
diagnosticados com o mesmo tumor e no mesmo estagio, sem levar em consideragéo o perfil
celular e molecular de cada paciente, o que leva a diferentes respostas ao tratamento (NCI,
2017; VERMA, 2012). Desta forma, a presenca de CSCs resistentes a quimioterapia citotoxica
padrdo pode explicar os eventos de recidiva oncolégica comumente observados em tumores
solidos. Por isso, decidimos determinar o ICso do quimioterapico cisplatina para a linhagem
celular LLC1 cultivada em dois modelos, o de monocamada aderente (2D) e o de
enriquecimento de células tronco do cancer (tumoresferas/3D). Em contraste com o cultivo in-
vitro 2D, o ensaio em 3D ¢é considerado um modelo mais confiavel na avaliacdo da resposta
terapéutica, justamente pelo enriquecimento de células com um perfil de CSCs. Desta forma, o
modelo de enriquecimento de CSCs pode fornecer informacdes a respeito da quimiorresisténcia
mediada por esse tipo celular em NSCLC. Nossos achados mostraram que, de fato, a linhagem
celular LLC1 cultivada no modelo de tumoresferas € mais resistente ao tratamento com
cisplatina do que a mesma linhagem celular cultivada em monocamada (ICso da TE: 166,66
Hg/mL - ICso da MN 6,25 pg/mL).

Gongcalves e colaboradores (2020) avaliaram a presenca de diferentes subpopulacfes
celulares com caracteristicas de CSCs e MSCs (células tronco mesenquimais/mesenchymal
stem cells) em linhagens celulares derivadas de glioblastomas e neuroblastomas humanos,
cultivadas nos modelos monocamada (2D) e tumoresfera (3D), e tratadas com o quimioterapico
cisplatina. Os dados dos autores mostraram que diferentes subtipos celulares estdo presentes
nos modelos 2D e 3D, e que o tratamento com cisplatina pode favorecer o surgimento de outras
subpopulagdes que expressam marcadores de CSCs. Neste trabalho, mostramos que o
tratamento in-vitro da linhagem celular LLC1 com cisplatina n&o alterou as subpopulagdes com
perfil de CSCs classicas de cancer de pulméo (CD44%/CD133"), seja em estado proliferativo
(Ki-67%), ou ndo (Ki-677). Além disso, ap6s o tratamento com cisplatina, ndo observamos

alteracdes nas células CD24" ou ALDH".

Células tumorais secretam ativamente fatores de crescimento que promovem a inervagéo
tumoral, processo conhecido como neo-axonogénese. Em um modelo pré-clinico de cancer de
prostata, neurbnios sensoriais foram atrelados a proliferacéo das células tumorais (MAGNON
et al., 2013). Em pacientes com cancer de mama de alto grau, a presenca de fibras nervosas foi

correlacionada com o aumento de metastases para os linfonodos, recidiva oncoldgica e um
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pobre prognostico (DEMIR et al., 2020). Em pacientes com cancer de mama triplo-negativo
(TNBC), um subtipo histologico responsavel por aproximadamente 20% dos casos de cancer
de mama, a presenca de fibras nervosas é um evento recorrente e ja foi associada com uma

maior capacidade de migracio e metastase (JEZEQUEL et al., 2019).

Neste trabalho, realizamos o tratamento das células LLC1 em 2D ou 3D com o meio
condicionado coletado do cultivo in-vitro de neurdnios sensoriais e avaliamos a capacidade que
as células tinham em formar col6nias, por meio do ensaio clonogénico. O ensaio clonogénico é
um teste considerado padrao ouro, pois permite avaliar a morte reprodutiva de células expostas
a determinado tratamento, ou seja, a capacidade que essas células possuem em formar progenies
(colbnias) a partir de uma Unica célula. Desta forma, tratando-se de células neoplésicas, €
possivel correlacionar in-vitro a sensibilidade a determinado quimioterapico com a resposta
observada (FRANKEN, 2006; BROWMAN et al., 1983). Nossos dados mostraram claramente
gue o meio condicionado dos neurénios sensoriais induziu a formacéo de col6nias, indicando,
portanto, que neuromediadores secretados pelos neurdnios sensoriais afetam a sobrevivéncia

celular.

Uma caracteristica classica do evento EMT é a diminuicdo ou perda da expressdo da
proteina de adesdo celular E-caderina e concomitante expressdo de marcadores mesenquimais
como Fibronectina, Vimentina e N-caderina, além da ativacdo de vias intracelulares como
aquelas mediadas pela proteina TGFB1 (BABAEI et al., 2021). Diferentes fatores de
transcricdo tém sido associados a repressdo transcricional do mRNA de proteinas que
promovem adesdo célula-célula e célula-matriz e ativacdo da transcricdo do mRNA de proteinas
mesenquimais. Entretanto, apesar de serem conhecidos majoritariamente como ativadores
classicos do estado mesenquimal, células tumorais podem flutuar no que se diz respeito aos
fendtipos epitelial e mesenquimal (KARACOSTA et al., 2019).

Para determinar se 0s nervos sensoriais modulam a expressdo de algum marcador do
fendmeno EMT in-vitro, realizamos uma co-cultura entre neurdnios sensoriais e células LLC1
cultivada em monocamada ou tumoresfera, tratada ou ndo com cisplatina. Os neurénios
sensoriais foram isolados dos DRGs de camundongos fémeas adultas usando protocolos
previamente estabelecidos. Para confirmar a identidade dos neurénios isolados antes do inicio
dos experimentos, utilizamos animais NaV 1.8°¢ / tdTomato. Nossos dados mostraram que, de
fato, neurdnios sensoriais podem alterar a expressao de marcadores EMT e que células LLC1,

quando co-cultivadas com os neurdnios sensoriais, adquirem um fendtipo EMT hibrido, com
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expressao do marcador epitelial E-caderina e do marcador mesenquimal vimentina. Além disso,
observamos que neurdnios sensoriais podem promover alterac6es na estrutura do citoesqueleto,

como identificadas aqui por meio da marcagéo de F-actina com sondas faloidina.

O microambiente tumoral inclui células do sistema imunoldgico, vasos sanguineos
recém formados, fibroblastos, CSCs, MSCs, e componentes do sistema nervoso (RESTAINO;
VERMEER, 2022). Fibras nervosas estdo presentes em diferentes tipos de cancer como os de
mama, préstata, colorretal e pancreatico. A origem, o tipo e a quantidade dessas fibras nervosas
no cancer variam e podem incluir feixes de fibras simpéticas, parassimpaticas e sensoriais
(RESTAINO; VERMEER, 2022; WANG et al., 2020). Além disso, 0 microambiente tumoral
inclui neuropeptideos/neuromediadores imunologicamente ativos, alguns desses incluem: o
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), substancia P (SP), peptideo vasoativo
intestinal (VIP), neurotensina e o fator de crescimento de nervo (NGF) (CHOI et al., 2021;
ZHANG et al., 2020; GRIFFIN et al., 2018; OUYANG et al., 2017; XIE et al., 2010).

Fibras nervosas e neuropeptideos possuem diversas fun¢bes que podem aumentar ou
diminuir a progressao tumoral (RESTAINO; VERMEER, 2022; HUTCHINGS; PHILLIPS,
2020; WANG et al., 2020; HORVATHOVA; MRAVEC, 2016; AYALA et al., 2008). Por
exemplo, a presenca de fibras simpéticas no estroma tumoral de pacientes com cancer de mama
promove a progressao do tumor, enquanto fibras parassimpaticas parecem ter um efeito oposto
(KAMIYA et al., 2019). No entanto, o papel dos nervos sensoriais na iniciagdo e progressao do
cancer de pulmao ainda ndo é bem compreendido. Portanto, utilizando-se do estado da arte,
neste trabalho buscamos compreender como o sistema nervoso sensorial comunica-se com 0
microambiente do cancer de pulmdo e como a auséncia dessas fibras nociceptivas afeta
diferentes subpopulacdes celulares e o fenbmeno de transicao epitélio-mesenquimal (EMT) in-

vivo.

Como abordado anteriormente neste trabalho, funcionalmente o SNP é dividido em
nervos motores (eferentes) e sensitivos (aferentes). Os neurdnios aferentes primarios
(sensoriais) tém seus corpos celulares localizados nos ganglios cranianos e espinhais. Sendo
que neurdnios sensoriais categorizados como espinhais tém os corpos celulares localizados nos
ganglios da raiz dorsal (ERIN et al., 2022).

Vimos ainda que 0s neurdnios sensoriais podem entdo ser categorizados em trés grupos

com base em sua velocidade de conducdo e diametro das fibras. Fibras finas ndo mielinizadas
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sdo chamadas de fibras C e contém nociceptores polimodais e uma por¢gdo menor de
mecanorreceptores. Os outros dois grupos incluem fibras Ad e AP, ambas mielinizadas, mas
que diferem no diametro das fibras nervosas. As fibras nervosas Ad transmitem informagdes
nociceptivas € nao nociceptivas, enquanto fibras AP transmitem informagdes ndo nociceptivas

dos musculos e articulacdes (ERIN et al., 2022).

Anteriormente, nosso grupo demonstrou que a deplecdo genética de neurbnios
sensoriais utilizando um modelo de animal geneticamente modificado que expressa a toxina
diftérica em células NaV 1.8, ou a deplec¢do farmacoldgica utilizando o analogo da capsaicina
(RTX), promoveram o aumento do crescimento do melanoma murino experimental e
angiogénese tumoral (PRAZERES et al., 2020).

Neste trabalho utilizamos a substancia quimica RTX, como forma de deplecdo dos
neurdnios sensoriais, uma vez que apenas fibras amielinicas (C) e finamente mielinizadas (Ad)
sdo destruidas apos a injecdo de RTX (KOH et al., 2016). Mostramos dados inéditos a respeito
da deplecdo farmacoldgica de neurdnios sensoriais em um modelo murino heterotopico de
cancer de pulmao de células ndo pequenas, por meio da inoculagdo de células LLC1. Nossos
dados mostraram que a deplecdo das fibras neuronais sensoriais com RTX promoveu 0
aumento do volume, peso e area do tumor, além de aumentar a marcacdo de CD31, uma

molécula presente em células endoteliais, indicando, portanto, angiogénese tumoral.

Estudos na literatura sugerem uma interacdo fisica e bioquimica entre 0s neur6nios
aferentes primarios e vasos sanguineos durante a carcinogénese. A ativacdo de nociceptores
resulta na liberacdo de neurotransmissores como o0 CGRP, endotelina, histamina, glutamato e
SP. Esses mediadores sensoriais derivados do nervo possuem acfes vasodilatadoras e, como
resultado, o suprimento sanguineo para os tecidos tumorais pode aumentar (TODA et al., 2008).
Fan e colaboradores (1993), haviam demonstrado o potencial efeito angiogénico do
neuropeptideo SP. Nossos achados mostraram que mesmo na auséncia de fibras neuronais
sensoriais 0s tumores primarios dos animais dos grupos cisplatina ou RTX apresentavam
células positivas para o0 neuropeptideo SP. Levando em consideracdo as informacdes até aqui
expostas, consideramos que células do sistema imunologico podem ser as responsaveis por
liberarem SP na auséncia de fibras sensoriais. Portanto, nossos dados abrem caminhos para a
investigacao da expressdo de SP por células imunes no microambiente do cancer de pulméo de

células ndo-pequenas.
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Erin e colaboradores (2004) mostraram que a deplecdo sistémica dos neurdnios
sensoriais utilizando capsaicina aumentou o nimero de metastases pulmonares e cardiacas em
animais adultos injetados ortotopicamente com a linhagem celular de cancer de mama, 4T1.
Desta forma, sugerindo que mediadores secretados por neurbnios sensoriais podem limitar
direta ou indiretamente o crescimento metastatico. Portanto, nossos dados utilizando um
modelo heterotdpico de cancer de pulmédo em animais adultos tratados com RTX corroboram
com o fato de que a auséncia de neur6nios sensoriais pode aumentar 0 nimero de metastases.
Além disso, mostramos aqui que o tratamento com o quimioterapico cisplatina também afeta
0S neurdnios sensoriais e que assim como o grupo de animais tratados com RTX, a cisplatina

promoveu metastases pulmonares.

Balood e colaboradores (2022) avaliaram a presenca de fibras nociceptivas TRPV1*em
biopsias de pacientes com melanoma. Os autores mostraram a presenca de fibras nervosas
sensoriais nas dez amostras de tumor em comparagdo com amostras de tecido saudavel
adjacente. Além disso, o nimero de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) acompanhou o
aumento da imunomarcacdo para TRPV1. Desta forma, esses dados indicaram que 0s
melanomas sdo inervados por neurdnios sensoriais e que esses neurdnios podem afetar o
namero intratumoral de células imunes. Para investigar com mais detalhes a presenca de
neurdnios nociceptores no melanoma, os autores inocularam células de melanoma murino da
linhagem B16F10, as quais expressavam a proteina verde fluorescente (B16F10-eGFP) em
camundongos NaV1.8°¢/tdtomato™T. Vinte e dois dias ap6s o inéculo, neurdnios nociceptores

NaV/1.8* foram encontrados ao redor e dentro dos tumores.

Nossos resultados utilizando animais transgénicos NaV 1.8“¢/tdTomato, os quais
somente neurdnios sensoriais expressam a fluorescéncia vermelha, mostraram a presenca de
fibras nociceptivas ao longo do desenvolvimento do cancer de pulmao. Observamos ainda que
essas fibras sensoriais estdo presentes ao redor e dentro dos tumores e que a quantidade dessas
fibras ndo se altera ao longo dos 22 dias de desenvolvimento tumoral, quando comparado o 14°
com o 22° dia. Outro fator importante a ser destacado é que independente da deplecdo dos
neurdnios sensoriais com RTX ou o tratamento quimioterapico com cisplatina, observa-se
fibras neuronais positivas para o marcador de neurénios maduros, B-tubulina 111 (TUBB3). Esse
dado mostra que outros tipos de fibras nervosas podem estar presentes no microambiente

tumoral, como fibras simpaéticas e parassimpaticas.

Para investigar a expressdo do canal TRPV1 e sua associacgdo clinica com a sobrevida
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livre de doenca em pacientes com cancer de pulméo (Disease Free Survival / DFS), utilizamos
dados publicos disponiveis no GEPIA — Gene Expression Profiling Interactive Analysis. A DFS
é definida como o tempo entre o inicio do tratamento e a progressdo da doenca ou morte por
qualquer causa (DINIZ et al., 2016). Observamos que a alta expressdo do gene TRPV1 esta
correlacionado com uma maior taxa de sobrevida, quando comparado com uma baixa expressao

do gene (Figura suplementar 2).

Le e colaboradores (2022) mostraram que células de cancer de mama, quando co-
cultivadas in-vitro em contato direto com neurdnios sensoriais, se aderem aos prolongamentos
neuronais e migram mais rapidamente do que células cancerosas sozinhas ou simplesmente na
presenca do meio condicionado advindo da cultura desses neurdnios. Além disso, os autores
realizaram um sequenciamento de RNA células Unicas (RNA-seq) e mostraram que existe uma
regulacdo positiva dos genes envolvidos nos processos de migracdo, adesdo e proliferacdo

celular em células tumorais co-cultivadas com neurdnios sensoriais.

Como j& discutido anteriormente neste trabalho, o evento EMT é fundamental para a
progressao do cancer pois aumenta a capacidade invasiva e resisténcia a morte celular, por meio
da degradacdo da matriz extracelular e aquisicdo de um fendtipo semelhante a células
mesenquimais (KALLURI et al., 2009; POLYAK; WEINBERG, 2009; MANI et al., 2008).
Estudos tém demonstrado que o sistema nervoso pode regular esse fendmeno liberando
neurotransmissores e neurotrofinas (BAO et al., 2013; DASGUPTA et al.,, 2009). A
superexpressdo de TrkB ou sua ativacdo por BDNF em linhagens celulares de céancer
endometrial resultou na alteracdo da expressdo de marcadores envolvidos na EMT (BAO et al.,
2013).

Nossos resultados mostraram que tanto o tratamento com cisplatina quanto a deplegéo
prévia dos neurdnios sensoriais utilizando RTX possuem efeitos sobre os alvos EMT.
Destacamos aqui a regulacdo positiva dos mMRNAs que codificam as proteinas Vimentina e
TWIST e a regulacdo negativa do mMRNA que codifica a proteina E-caderina, no grupo RTX.
Ja nos animais tratados com cisplatina, observamos uma superexpressdao do gene para E-
caderina e uma subexpressdo dos genes Vimentina e Twist. Nos ensaios de imunofluorescéncia,
observamos que o tratamento com cisplatina ou a deplecéo de neurdnios sensoriais com RTX

promoveram a diminuicdo de E-caderina, N-caderina, fibronectina e vimentina.

A remodelacdo da MEC, especialmente das fibras de colageno é um evento importante

a ser considerado durante a EMT. Por meio da coloracdo de Picrosirius Red foi possivel
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observar que os tumores oriundos de animais tratados com cisplatina possuem mais coladgeno
do tipo | do que os outros dois grupos. E que as fibras de colageno do tipo Il nos tumores dos
grupos cisplatina ou RTX diminuiram em relagdo ao grupo controle (PBS).

Os col&genos sdo um grupo de proteinas que compartilham uma caracteristica estrutural
comum: a presenca de trés cadeias polipeptidicas entrelacadas. Os membros da familia do
colageno sdo abundantemente encontrados na MEC. Além de participarem da estruturacédo e
organizacao tecidual, os coladgenos estdo envolvidos nos processos de adesdo, proliferagdo e
migracdo celular. Vinte e oito tipos de colagenos com diferentes estruturas, localizagdes e
funcBes bioldgicas ja foram descritos até 0 momento. O COL1 é o mais comum, essa proteina
fibrilar pode ser encontrada na pele, tenddes, ligamentos, vasos sanguineos, 0ssos, pulmdes e
coragdo. O COL1 esta envolvido em processos fisiolégicos como mineralizacdo éssea,
hemostasia e angiogénese, mas também em disfun¢des patoldgicas como o cancer (NECULA
et al., 2022). Shintani e colaboradores (2008) mostraram que COL1 induz EMT em linhagens

celulares de cancer de pulméo de células ndo-pequenas.

O COL3 desempenha uma funcéo critica na manutencéo de tecidos e 6rgdos, em parte
por meio de sua capacidade de regular a formacdo de fibras de colageno do tipo I. Di Martino
e colaboradores (2022) mostraram que o microambiente tumoral de carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescoco é enriquecido de COL3 e que esse colageno era necessario para
sustentar a dorméncia de células tumorais. Em um modelo murino de céncer de mama,
utilizando a linhagem celular 4T1, a deficiéncia de colageno 3 aumentou a proliferacdo e
diminuiu a apoptose in-vitro e em tumores primarios in-vivo (BRISSON et al., 2015). Em
cancer de bexiga, a superexpressao do gene de colageno 3 confere um pobre prognostico aos
pacientes (YUAN et al., 2017). Mesmo diante do que foi exposto, o papel do COL3 na
carcinogénese, especialmente no NSCLC, é pouco conhecido. Desta forma, nossos dados
trouxeram novos conhecimentos sobre a influéncia do tratamento com cisplatina ou a deplegéo

dos neurdnios sensoriais com RTX, sobre as fibras de colageno do tipo 3.

Evidéncias na literatura ja apontaram uma relacdo da inervacao no desenvolvimento de
CSCs (HAYAKAWA et al., 2017; YIN et al., 2015; ZHAO et al., 2014). Fibras nervosas
podem regular diferentes vias de sinalizacdo em CSCs como as vias Wnt, Notch e Hedgehog
(YIN et al., 2015). Fibras colinérgicas podem ativar a via de sinalizagdo Wnt em células tronco
gastricas por meio do receptor muscarinico tipo 3 (M3R), contribuindo para a expanséo das
células tronco (HAYAKAWA et al., 2017; ZHAO et al., 2014). A liberacao paracrina de BDNF
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por células de cancer de mama triplo-negativo (TNBC) promove a capacidade de auto-
renovacgédo das CSCs positivas para o receptor TRKB, por meio da ativacdo transcricional de
KLF4. Tais CSCs TRKB" representam uma subpopulagdo distinta, associada a recidiva
oncologicaem TNBCs (YIN et al., 2015). Nossos dados mostraram que a auséncia de neurénios
sensoriais diminuiu as subpopulacdes celulares com perfil de células tronco do céancer
independente de estarem em proliferacdo (Ki-67") ou ndo (Ki-67°), e que o tratamento com
cisplatina teve efeito similar sobre esses subtipos celulares, o que nos leva a questionar a

presenca de uma via em CSCs que é afetada da mesma forma em ambos tratamentos.

A presenga de células do sistema imunol6gico no microambiente tumoral levanta uma
questdo fundamental: como as células tumorais escapam do ataque mediado pelas células do
sistema imune? A principio, o desenvolvimento tumoral pode ser controlado por células imunes
inatas e adaptativas, entretanto, a medida que o cancer evolui, as células neoplasicas
desenvolvem diferentes mecanismos que promovem uma tolerancia imunoldgica, e desta
forma, escapando da morte celular (GONZALEZ; HAGERLING; WERB, 2018). A medida
que o tumor progride, diferentes subpopulacGes sdo recrutadas para o0 microambiente tumoral,
afetando desta forma o seu percurso. Por exemplo, durante 0s estagios iniciais do
desenvolvimento do tumor, as células imunoldgicas com atividade citotoxica, tais como células
Naturall Killer (NK) e linfécitos T CD8", reconhecem antigenos presentes nas células tumorais
e as eliminam (GIATROMANOLAKI et al., 2021; KIM et al., 2019).

As células NK tém um efeito antitumoral bem documentado. Em tumores colorretais e
gastricos a infiltracdo de células NK correlaciona-se com um bom prognostico. Células NK
ativadas medeiam a eliminacdo das células tumorais por meio da liberacdo de granzimas e
perforinas e também desencadeando a morte celular por apoptose através da producdo de TNFa
ou via contato direto célula-célula através da ativacdo das vias TRAIL e FASL (GONZALEZ,
HAGERLING; WERB, 2018). Os linfocitos T sdo componentes do sistema imunoldgico
adaptativo e que podem adquirir diferentes fenotipos dentro do microambiente tumoral.
Portanto, dependendo do contexto em que estdo inseridos, essas células podem regular
positivamente ou negativamente a resposta imunoldgica contra as células tumorais. Altos niveis
de células T efetoras no tumor correlacionam-se a um bom prognéstico no cancer de pulmao
de células ndo pequenas (GIATROMANOLAKI et al., 2021; KIM et al., 2019).

Apos sua ativacao por células apresentadoras de antigenos (APCs), os linfocitos T CD8*

se diferenciam em linfocitos T citotoxicos e, por meio da exocitose de granulos contendo
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perforina e granzima, promovem a eliminacao das células do tumor. Enquanto isso, a resposta
antitumoral mediada por linfdécitos T CD4" auxiliares, por meio da secrecao de altas quantidades
de citocinas pro-inflamatérias como IL-2, TNFa ¢ IFN-y, promove ndo apenas a ativagdo de
células CD8 em linfocitos citotoxicos, mas também a atividade antitumoral de macréfagos e
células NK, bem como aumento geral na apresentacdo de antigenos tumorais (GONZALEZ;
HAGERLING; WERB, 2018).

Durante a homeostase imunoldgica, um mecanismo crucial da tolerancia periférica para
proteger os tecidos de danos inflamatorios é a regulacéo da resposta das células T efetoras por
meio da expressdo de moléculas consideradas checkpoints imunolégicos em linfécitos T
citotéxicos e T CD4" ativados. Essas moléculas incluem principalmente CTLA-4 e PD-1, que
atuam como reguladores negativos da funcdo das células T e tém sido associados a evasao
imune no cancer (PARDOLL, 2012). O envolvimento da sinalizacdo mediada por CTLA-4 no
cancer de pulméo de células ndo-pequenas ja foi descrito por diferentes autores (CHAE et al.,
2018; PAULSEN et al., 2017). Além disso, o envolvimento de PD1 com seu co-receptor
presente em células tumorais, PD-L1, resulta na inibicdo da migracéo, proliferacdo e secrecéo
de mediadores citotoxicos por células T (GONZALEZ; HAGERLING; WERB, 2018).

Além da expressao de checkpoints por células T, outros supressores imunol6gicos séo
recrutados para o microambiente tumoral durante a carcinogénese. Neste trabalho, avaliamos a
presenca de células T CD4" reguladoras (Tregs), uma subpopulagdo celular responsavel por
suprimir a apresentacdo de antigenos e ativacao/citotoxicidade mediada por linfocitos T CD4*
perfil Thy, linfocitos T citotdxicos, macréfagos, células NK e neutréfilos. A imunossupressao
mediada por células Tregs € Orquestrada por mecanismos dependentes de contato, como a
expressao de PD-L1, LAG-3, CD39, CD73, CTLA4 ou PD1, e por mecanismos de contato
independente, que envolvem o sequestro de IL-2 e a produ¢do de moléculas imunossupressoras
como IL-10 e TGF-B (GONZALEZ; HAGERLING; WERB, 2018).

Outra subpopulagédo imunologica presente no microambiente tumoral séo células NKT.
As NKT compreendem um subconjunto de linfocitos T que exibem funcdes efetoras inatas e
expressam um receptor de linfécitos T (TCR) semi-invariante. Ao contrario das células T
classicas, restritas ao MHC (Complexo Principal de Histocompatibilidade), as células NKT
adquirem suas funcdes efetoras durante o desenvolvimento e sua ativacdo se deve ao
reconhecimento de antigenos apresentados pela proteina CD1d que esta presente na superficie

de células apresentadoras de antigenos, resultando na liberagdo de citocinas tipicas da resposta



112

Thie Thy, como IFN-y e IL-4. Ap0s sua ativacdo e aumento da expressao de uma variedade de
moléculas indutoras de morte celular, incluindo perforina e os ligantes FAS e TRAIL, as células
NKT, assim como outras células citotoxicas como células NK e linfocitos T citotoxicos, podem
induzir a morte de células tumorais (INGRAM et al., 2018). Em um estudo realizado por
Dockry e colaboradores (2018), utilizando amostras de pacientes com NSCLC, o nimero de
células NKT e da proteina CD1d nos pulmdes era menor, comparado a pulmdes de pacientes
saudaveis. Além disso, a reducdo de CD1d foi correlacionada com uma baixa sobrevida.
Monteiro e colaboradores (2010) descobriram uma populacéo Unica de células NKT/FOXP3*
murinas que exibem moléculas de superficie tipicas de células Tregs que séo ativadas pela
citocina TGF-p e suprimem a proliferacéo de células T por meio de um mecanismo dependente
de IL-10. Além disso, os autores mostraram que TGF-B promove a regulagdo positiva de
FOXP3 em células NKT e células T CD4", convertendo-as em células FOXP3*

i munossupressoras.

Nossas analises de subpopulacdes de linfécitos T CD4* dentro do tumor primario
revelaram uma diminuicdo desse perfil fenotipico nos tumores de animais que foram tratados
com cisplatina ou que tiveram suas fibras neuronais sensoriais depletadas com RTX. Entretanto,
ao analisarmos células T CD8* e CD8*/FOXP3*, observamos que a cisplatina promoveu o0
aumento dessas subpopulacdes nos tumores. Nossos dados mostraram ainda que as
subpopulaces celulares com fenétipo Treq (CD4*/FOXP3™) diminuiram nos tumores de animais
tratados com cisplatina ou com RTX. No que se diz respeito as subpopulacGes de células NK
ou NKT, observamos que os tratamentos com cisplatina ou RTX afetam essas células de
maneiras diferentes. Apos a deplecdo farmacoldgica das fibras nervosas sensoriais com RTX,
células NK e NK/FOXP3* diminuiram, enquanto o tratamento com cisplatina nao alterou
significativamente a presenca dessas células nos tumores. Ja as subpopulacdes com perfil de
células NKT e NKT/FOXP3* foram reguladas negativamente somente nos tumores de animais
tratados com cisplatina. Desta forma, nossos dados indicaram que a deplecdo dos neurbnios
sensoriais pode desencadear uma mudanga no perfil imunolégico do cancer de pulméo, com
alvo nas células NK, CD4 e Treg. Por outro lado, o tratamento com cisplatina promove alteracoes
no perfil fenotipico de células NKT, CD4, Trq e CD8.

Os sistemas neuronal e imunologico ndo operam separadamente, em vez disso, eles
interagem entre si para manter a homeostase tecidual. As células imunoldgicas ativadas
produzem mediadores inflamatérios como citocinas, mediadores lipidicos e histamina que

estimulam diretamente os terminais dos nervos periféricos nos tecidos locais. Esses estimulos
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ndo apenas sdo transmitidos para 0 SNC, mas também aumentam a excitabilidade neuronal e
diminuem o limiar de ativagdo dos neurdnios. Da mesma forma, os terminais de neuronios
sensoriais liberam varios neuropeptideos apds a ativacao neuronal, como SP, VIP, neurocinina

A e CGRP, com o intuito de regular a resposta imunoldgica (KABATA et al., 2019).

A regulacdo neural da resposta imune tem sido identificada como um campo de estudo
emergente na biologia dos tumores (DANTZER, 2018). Por exemplo, os efeitos
imunomodulatérios do nervo vago, também conhecidos como via antiinflamatoria colinérgica,
tém sido associados a acdo da acetilcolina, o neurotransmissor predominante do sistema
nervoso parassimpatico. Desta forma, a vagotomia eleva o risco ou mortalidade por cancer
gastrico, colorretal e pulmio (AHSBERG; OLSSON; STAEL VON HOLSTEIN, 2009). Por
outro lado, o sistema nervoso simpatico modula a sinalizagdo de receptores f-adrenérgicos (-
AR) de células imunes presentes nos tumores por meio da epinefrina/norepinefrina (NE)
circulante ou secrecdo local de NE pelas fibras nervosas do SNS (NISSEN; SLOAN;
MATTAROLLO, 2018).

No que se diz respeito a imunidade adaptativa, a ativagdo da sinalizagdo B-adrenérgica
suprime a proliferacéo e capacidade citotoxica de células T CD8* por meio da producédo de IFN-
v, além de ativar linfocitos T reguladores (NISSEN; SLOAN; MATTAROLLO, 2018). A
ativacdo da via de sinalizacéo p2-AR em linfdcitos promove a expressao das quimiocinas CCR7
e CXCR4, bloqueando assim a saida de linfocitos dos linfonodos (NAKAI et al., 2014). Por
outro lado, um estudo recente demonstrou que a deplecdo do SNS contribui para o acimulo de
células supressoras derivadas da linhagem mieloide (MDSCs) imaturas em cancer de célon, o
que facilita a expansdo de linfécitos Tregs € cOnsequentemente supressao da imunidade tumoral
(NEVIN et al., 2020). Ainda a respeito do papel do SNS no microambiente tumoral, trabalhos
descrevem que o repertério imunoldgico adaptativo muda significativamente apés a deplecao
do SNS no cancer de mama. Apds a remogdo dos nervos simpdticos, células T diminuem a
expressao de PD-1 (programmed cell death-1), uma molécula de checkpoint imunoldgico,
indicando que essas populacgdes de linfocitos tornam-se mais eficazes na resposta antitumoral.
Além disso, a inervacdo simpatica aumenta as populacdes de células T FOXP3*
imunossupressoras (KAMIYA et al., 2019). Portanto, estudar a interagdo entre sistema nervoso
e imunidade tumoral pode abrir novos caminhos na biologia do céancer, permitindo uma
abordagem direcionada a fim de aliviar a imunossupressédo no microambiente tumoral (NEVIN
et al., 2020).
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Levando em consideragdo que fibras neuronais positivas para B-tubulina Il foram
observadas nos tumores oriundos de animais tratados com cisplatina ou que tiveram seus
neuronios sensoriais depletados com RTX, a presenca de outras fibras nervosas devem ser
avaliadas para compreender se a auséncia de fibras neuronais sensoriais desencadeou uma
superativacdo de fibras simpaticas ou parassimpaticas. Dados ndo publicados do nosso grupo,
utilizando um modelo murino de cancer de prostata enddgeno (Hi-Myc), mostraram que a
deplecdo dos neurdnios sensoriais promoveu um aumento da marcacdo de tirosina hidroxilase
(TH), um marcador do sistema nervosos simpatico. Portanto, nossos resultados abrem caminhos

para o estudo da participacdo de diferentes fibras neuronais no cancer.

A morte celular € um evento natural durante o desenvolvimento, diferenciagdo celular e
formagdo de tecidos e drgdos. A eliminagdo de células nocivas ou danificadas e a manutencao
da homeostase € essencial para o funcionamento saudavel de organismos multicelulares
(ADESHAKIN et al., 2021; 10Z2Z0; GUBBIOTTI, 2018; SOLBOL, 2018).

As proteinas inibidoras da apoptose (IAPs) sdo reguladores essenciais da apoptose por
inibirem a ativacdo de caspases ou interferirem na sinalizacdo pré-apoptética mediada por
SMAC/DIABLO (segundo ativador de caspases derivado da mitocéndria). IAPs como BIRC2
(clAP1), BIRC3 (clAP2), XIAP (BIRC4) e survivina (BIRC5) sdo frequentemente
superexpressas no cancer, enquanto permanecem ausentes em muitos tecidos. Em sarcomas,
uma alta expressdo de XIAP e survivina estd correlacionada com um pobre prognéstico
(FALKENHORST et al., 2016).

Alternativamente, células de cancer também podem diminuir a expressdo de proteinas
pré-apoptoéticas da familia Bel-2, aumentar a expressao das antiapoptoticas ou fazer ambos. Um
exemplo é uma translocacdo que coloca o gene bcl-2 proximo a regido promotora de genes de
imunoglobulinas e acontece em alguns linfomas e leucemias, aumentando a expressao de Bcl-
2, que é antiapoptotica (KOFF; RAMACHANDIRAN; BERNAL-MIZRACHI, 2015).

O contrapeso promovido pelas IAPs e proteinas anti-apoptoticas que estdo associadas a
via intrinseca da apoptose, regula a morte celular pelas proteinas pré-apoptéticas da mesma via.
Desta forma, demonstramos aqui que, embora a deplecdo farmacoldgica dos neurdnios
sensoriais tenha promovido uma superexpressdo de genes que codificam proteinas que
participam da via intrinseca da apoptose, 0 mesmo promoveu uma regulagéo positiva do mRNA

paraBcl2, Bcl2l, Birc3, Mcl1 e Xiap ambos genes codificam proteinas que culminam na inibicéo
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da apoptose.

7. CONSIDERACOES FINAIS

A fim de reunir os principais achados das experimentacdes in-vivo, desenhamos alguns
modelos esquematicos. Em sintese, observamos que a deplecdo farmacoldgica das fibras de
neuronios sensoriais, utilizando a resiniferatoxina (RTX), promoveu 0 crescimento e
angiogénese tumoral. Demonstramos ainda que o tratamento com o quimioterapico cisplatina
promoveu uma perda de fibras sensoriais no tumor primario, semelhante a deplecéo
farmacoldgica com RTX. Consequentemente, a presenca de fibras sensoriais secretoras dos
neuropeptideos SP, CGRP e VIP reduziram nos grupos de animais tratados com cisplatina ou
RTX. Entretanto, observamos a marca¢do de SP nos grupos cisplatina e RTX, indicando que
outras células produtoras de SP, que ndo os neurbnios sensoriais, foram recrutadas para o
microambiente tumoral. Além disso, fibras neuronais TUBB3" se mantiveram mesmo ap0s 0s
tratamentos, sugerindo que outros tipos de fibras nervosas estdo presentes no tumor primario
(Figura 45).

PBS Cisplatina RTX

S .. . oy R . .
f\%: Fibras sensoriais Vaso sanguineo \é- Outras fibras neuronais

@ SP @® CGRP @ vIpP
Figura 45. Modelo esquematico I. O tratamento com cisplatina ou com RTX promoveu danos as fibras

sensoriais no tumor primario. O crescimento e angiogénese tumoral foram impulsionados pela deple¢do dos
neurdnios sensoriais com RTX. Células positivas para o neuropeptideo SP foram observadas mesmo apds os

tratamentos. Fibras positivas para o marcador neuronal TUBB3 foram observadas nos trés grupos, indicando a
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presenca de outras fibras neuronais no tumor primario.

Neste trabalho, mostramos que o tratamento com cisplatina ou a deplecdo prévia de
neurdnios sensoriais com RTX diminuiu as subpopulagdes celulares com perfil de CSCs, seja
em estado proliferativo (Ki-67") ou ndo (Ki-67°). Além disso, as subpopulacdes de células
ALDH" ou CD24" foram drasticamente reduzidas no grupo RTX, indicando que neurdnios
sensoriais possuem algum papel na manutencao dessas células (Figura 46).

PBS Cisplatina RTX

® Ki-67"/CD44'/CD133* (@ Ki-67/CD44'/CD133* (e ALDH* @@ cCD24"

Figura 46. Modelo esquematico II. O tratamento com cisplatina ou com RTX diminuiu as subpopulagdes celulares
com perfil de CSCs, seja em estado proliferativo (Ki-67*) ou ndo (Ki-677). A deplecdo farmacoldgica dos neurdnios

sensoriais com RTX reduziu drasticamente as subpopulac@es celulares ALDH* e CD24*.

Nossos achados mostraram ainda que as subpopulacdes de células do sistema imunoldgico
foram afetadas apos os tratamentos. No grupo de animais tratados com cisplatina, observamos
uma reducdo de células NK, NK/FOXP3*, CD4* e CD4/FOXP3*, e um recrutamento de células
CD8* e CD8*/FOXP3*. Ja no grupo de animais que tiveram seus neur6nios sensoriais
depletados com RTX, observamos uma reducdo de células NKT, NKT/FOXP3*, CD4" e
CD4/FOXP3* (Figura 47).
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PBS Cisplatina RTX

@NK & NK/FOXP3*
@ CD4* ‘*: CD4'/FOXP3* @ CDS8" @ CD8'/FOXP3"

Figura 47. Modelo esquematico I11. As subpopulagdes de células imunes foram afetadas nos grupos cisplatina e
RTX. No grupo de animais tratados com cisplatina, observamos uma redugdo de células NK, NK/FOXP3*, CD4*
e CD4/FOXP3*, e um recrutamento de células CD8* e CD8*/FOXP3*. Ja no grupo de animais que tiveram seus
neurdnios sensoriais depletados com RTX, observamos uma redugdo de células NKT, NKT/FOXP3*, CD4* e
CD4/FOXP3*.

No que se diz respeito a regulacdo dos marcadores do evento EMT, nossos dados
demonstraram que ambos os tratamentos reduziram a expressao da proteina epitelial E-caderina
e dos marcadores mesenquimais N-caderina, Vimentina e Fibronectina, no tumor priméario. O
tratamento com o quimioterapico cisplatina promoveu o aumento de fibras de colageno do tipo
| e ambos tratamentos reduziram a producdo de fibras de colageno do tipo Il (Figura 48).
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PBS Cisplatina RTX

@ E-caderina® “ " N-caderina® “35 Vimentina+
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Figura 48. Modelo esquematico IV. A expressdo de marcadores do fendmeno EMT foi afetada nos grupos
cisplatina e RTX. Ambos os tratamentos reduziram a expressao da proteina epitelial E-caderina e dos marcadores
mesenquimais N-caderina, Vimentina e Fibronectina, no tumor primario. O tratamento com o quimioterapico
cisplatina promoveu o aumento de fibras de coladgeno do tipo | e ambos tratamentos reduziram a produgéo de fibras

de coléageno do tipo IlI.

Os resultados gerados neste projeto podem constituir uma mudanca de paradigma, uma vez
gue demonstrar a importancia das interacdes dos nervos sensoriais e células de cancer abrira
questdes sobre o papel dos neurdnios sensoriais na regulacdo do fenémeno EMT in vivo. Esta
pesquisa pode mudar a forma como o papel dos nervos sensoriais no cancer é clinicamente
definido. Em vez de serem simplesmente a causa de dor associada ao cancer, as inervacoes
sensoriais encontradas nos tumores sélidos podem se tornar possiveis alvos para tratamentos

inovadores.

8. CONCLUSAO

» A linhagem celular de cancer de pulmao de células ndo-pequenas LLC1 cultivada em
tumoresfera representa, de fato, um modelo de quimiorresisténcia ao tratamento com

cisplatina;

» Nossos estudos in-vitro demonstraram que a cisplatina induz a regulagé@o positiva dos
genes de pluripoténcia e EMT, especialmente na linhagem LLC1 cultivada no modelo

de enriguecimento de CSCs;
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O meio condicionado de neurdnios sensoriais é capaz de diminuir a viabilidade celular

da linhagem LLC1 cultivada em tumoresfera;

O meio condicionado de neurénios sensoriais confere quimiorresisténcia a linhagem
celular LLC1 tratada com cisplatina, além de aumentar a fracdo sobrevivente das células

em monocamada ou tumoresfera;

As células LLC1 em co-cultura com neur6nios sensoriais extraidos do DRG apresentam
um fenétipo EMT hibrido;

A deplecdo sistémica de neurbnios sensoriais com resiniferatoxina (RTX) promoveu o
crescimento e angiogénese tumoral. Além disso, um nimero maior de metastases foram

observadas nos pulmdes de animais do grupo RTX;

O tratamento com o quimioterapico cisplatina ou a deplecdo prévia de neurdnios
sensoriais com RTX induziram efeitos semelhantes no tumor primario em relacdo a
auséncia de fibras sensoriais, diminuicdo das proteinas E-caderina, N-caderina,
fibronectina e vimentina, redugdo de células com perfil CSCs-like e de células do

sistema imunoldgico;
A cisplatina promoveu um aumento das células CD8* e CD8*/FOXP3*;

A deplecdo dos neurdnios sensoriais com RTX promoveu regulagdo positiva de genes
associados a via intrinseca da apoptose comparado ao tratamento com cisplatina;

O tratamento com cisplatina promoveu aumento na producdo de fibras de colageno do

tipo | na matriz extracelular dos tumores.
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ANEXOS

Tabela suplementar | — Sequéncia e concentracdo dos iniciadores utilizados

Gene Sequéncia dos iniciadores Concentracéo (nM)
Zebl FW 5 *CCAGCAGACCAGACAGTATT 3’
100FW/100RV
RV 5° TCTGAGTCACACTCGTTGTC 3’
Zeb2 FW 5° GCCACGAGAAGAATGAAGAG 3°
100FW/100RV
RV 5° CTCCTTGGGTTAGCATTTGG 3’
E- FW 5 CATCATTGAGAGGGAGACAG 3’
caderina 100FW/100RV
RV 5° GACACGGCATGAGAATAGAG 3’
N- FW 5° CTGACTGAGGAGCCTATGAA 3’
caderina 100FW/100RV
RV 5° CAGTCTCTCTTCTGCCTTTG 3’
Vimentina FW 5’ CCTTGAACGCAAAGTGGAATC 3°
RV 3’ GACATGCTGTTCCTGAATCTGAG 3’ 300FW/300RV
Snail FW 5° CAACTATAGCGAGCTGCAGGA 3’
100FW/100RV
RV 5° GTACCAGGAGAGAGTCCCAGAT 3’
Twist FW 5°CTAGAGACTCTGGAGCTGGATAACTAAAAA 3’
300FW/200RV
RV 5°CGACCTCTTGAGAATGCATGCATGAAAAA 3’
FoxA2 FW 5° CATGGGACCTCACCTGAGTC 3’
RV 5° CATCGAGTTCATGTTGGCGTA 3’ 300FW/250RV
Tgfbl
g FW 5° AAACGGAAGCGCATCGAA 3’ 300FW/L50RY
RV 5° GGGACTGGCGAGCCTTAGTT 3’
Oct-4 FW 5° TGCTGAAGCAGAAGAGGATCAC 3’
300FW/150RV
RV 5° CAGATGGTGGTCTGGCTGAA 3’
Sox2 FW 5° AGATGCACAACTCGGAGATCAG 3’
250FW/200RV
RV 5° TCATGAGCGTCTTGGTTTTCC 3’
Nanog FW 5° GGTTGAAGACTAGCAATGGTCTGA 3’
300FW/150RV
RV 5° TCCAGATGCGTTCACCAGATAG 3’
IL-12
FW 5° TGGTTTGCCATCGTTTTGCTG 3’
RV 5° ACAGGTGAGGTTCACTGTTTCT 3’ 250FW/150RV
TNF FW 5° CCCTCACACTCAGATCATCTTCT 3’
300FW/300RV

RV 5° GCTACGACGTGGGCTACAG 3°
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IL-10

FW 5° TTTGAATTCCCTGGGTGAGAA 3’
RV 5° GGAGAAATCGATGACAGCGC 3’

300FW/300RV

IL-6

FW 5> TGTTCTCTGGGAAATCGTGGA 3°
RV 5> AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 3

300FW/300RV

IL-1B

FW 5> ACCTGTCCTGTGTAATGAAAGACG 3’
RV 5 TGGGTATTGCTTGGGATCCA 3’

300FW/300RV

IL-5

FW 5° AAAGAGAAGTGTGGCGAGGAGA 3’
RV 5° CACCAAGGAACTCTTGCAGGTAA 3’

300FW/300RV

IL-4

FW 5° TCATCGGCATTTTGAACGAG 3’
RV 5° CGTTTGGCACATCCATCTCC 3

300FW/300RV

IFNG

FW 5° AACGCTACACACTGCATCTTGG 3°
RV 5> GCCGTGGCAGTAACAGCC 3°

300FW/300RV

CXCL10

FW 5° GCCGTCATTTTCTGCCTCA 3’
RV 5° CGTCCTTGCGAGAGGGATC 3’

300FW/300RV

Colageno
|

FW 5> TTGACCCTAACCAAGGATGC 3’
RV 5> CACCCGTTCTGCGTTGTATT 3’

300FW/300RV

Colageno
1l

FW 5° AGAGGATGGCTGCACTAAACAC 3
RV 5° TTGGTCACTTTCACTGGTTGAC 3’

300FW/300RV

Beta-

actina

FW 5° CGCTGGTCGTCGACAACG 3’
RV 5° CTGACCCATTCCCACCAT 3

250FW/150RV

RPS26

FW 5> GATCCTCTTTCGAGTCTTGGCT 3°
RV 5° TCTTGATGGCCTTATCCTTGGGS 3’

100FW/100RV




Tabela suplementar Il — Informacdes sobre os genes do ensaio de apoptose

GenBank Symbol Description
NM_009594 Abll C-abl oncogene 1, non-receptor tyrosine kinase
NM_012019 Aifml Apoptosis-inducing factor, mitochondrion-associated 1
NM_009652 Aktl Thymoma viral proto-oncogene 1
NM_009673 Anxab5 Annexin A5
NM_009684 Apafl Apoptotic peptidase activating factor 1
NM_007466 Api5 Apoptosis inhibitor 5
NM_030693 Atf5 Activating transcription factor 5
NM_007522 Bad BCL2-associated agonist of cell death
NM_009736 Bagl Bcl2-associated athanogene 1
NM_013863 Bag3 Bcl2-associated athanogene 3
NM_007523 Bak1 BCL2-antagonist/killer 1
NM_007527 Bax Bcl2-associated X protein
NM_009740 Bcl10 B-cell leukemia/lymphoma 10
NM_009741 Bcl2 B-cell leukemia/lymphoma 2
NM_009742 Bcl2ala B-cell leukemia/lymphoma 2 related protein Ala
NM_009743 Bcl2l1 Bcl2-like 1
NM_013479 Bcl2I10 Bcl2-like 10
NM_009754 Bcl2l11 BCL2-like 11 (apoptosis facilitator)
NM_007537 Bcl2l2 Bcl2-like 2
NM_007544 Bid BH3 interacting domain death agonist
NM_007465 Birc2 Baculoviral IAP repeat-containing 2
NM_007464 Birc3 Baculoviral IAP repeat-containing 3
NM_009689 Birch Baculoviral IAP repeat-containing 5
NM_016787 Bnip2 BCL2/adenovirus E1B interacting protein 2
NM_009760 Bnip3 BCL2/adenovirus E1B interacting protein 3
NM_009761 Bnip3l BCL2/adenovirus E1B interacting protein 3-like
NM_016778 Bok BCL2-related ovarian killer protein
NM_130859 Card10 Caspase recruitment domain family, member 10
NM_009807 Caspl Caspase 1
NM_009808 Caspl12 Caspase 12
NM_009809 Caspl4 Caspase 14
NM_007610 Casp2 Caspase 2
NM_009810 Casp3 Caspase 3
NM_007609 Casp4 Caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase
NM_009811 Casp6 Caspase 6
NM_007611 Casp7 Caspase 7
NM_009812 Casp8 Caspase 8
NM_015733 Casp9 Caspase 9
NM_011611 Cd40 CD40 antigen
NM_011616 Cd40lg CDA40 ligand
NM_011617 Cd70 CD70 antigen
NM_009805 Cflar CASP8 and FADD-like apoptosis regulator
NM_007702 Cidea Cell death-inducing DNA fragmentation factor, alpha subunit-like effector A
NM_009894 Cideb Cell death-inducing DNA fragmentation factor, alpha subunit-like effector B
NM_009950 Cradd CASP2 and RIPK1 domain containing adaptor with death domain
NM_010015 Dadl Defender against cell death 1
NM_029653 Dapk1 Death associated protein kinase 1
NM_010044 Dffa DNA fragmentation factor, alpha subunit
NM_007859 Dffb DNA fragmentation factor, beta subunit
NM_023232 Diablo Diablo homolog (Drosophila)
NM_010175 Fadd Fas (TNFRSF6)-associated via death domain
NM_007987 Fas Fas (TNF receptor superfamily member 6)
NM_010177 Fasl Fas ligand (TNF superfamily, member 6)
NM_007836 Gadd45a Growth arrest and DNA-damage-inducible 45 alpha
NM_010513 Igflr Insulin-like growth factor I receptor
NM_010548 1110 Interleukin 10
NM_010712 Lhx4 LIM homeobox protein 4
NM_010736 Ltbr Lymphotoxin B receptor
NM_011949 Mapk1 Mitogen-activated protein kinase 1
NM_008562 Mcll Myeloid cell leukemia sequence 1
NM_008670 Naipl NLR family, apoptosis inhibitory protein 1
NM_010872 Naip2 NLR family, apoptosis inhibitory protein 2
NM_008689 Nfkbl Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1, p105
NM_080637 Nme5 Non-metastatic cells 5, protein expressed in (nucleoside-diphosphate kinase)
NM_172729 Nod1 Nucleotide-binding oligomerization domain containing 1
NM_030152 Nol3 Nucleolar protein 3 (apoptosis repressor with CARD domain)
NM_011130 Polb Polymerase (DNA directed), beta
NM_011563 Prdx2 Peroxiredoxin 2
NM_023258 Pycard PYD and CARD domain containing
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NM_009068 Ripkl Receptor (TNFRSF)-interacting serine-threonine kinase 1
NM_013693 Tnf Tumor necrosis factor

NM_020275 Tnfrsf10b Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b
NM_008764 Tnfrsfl1lb Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b (osteoprotegerin)
NM_011609 Tnfrsfla Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1a
NM_009425 Tnfsf10 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10
NM_011614 Tnfsf12 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 12
NM_009421 Trafl Tnf receptor-associated factor 1
NM_009422 Traf2 Tnf receptor-associated factor 2
NM_011632 Traf3 Tnf receptor-associated factor 3
NM_011640 Trp53 Transformation related protein 53
NM_173378 Trp53bp2 Transformation related protein 53 binding protein 2
NM_011641 Trp63 Transformation related protein 63
NM_011642 Trp73 Transformation related protein 73
NM_009688 Xiap X-linked inhibitor of apoptosis

NM_007393 Actb Actin, beta

NM_009735 B2m Beta-2 microglobulin

NM_008084 Gapdh Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
NM_010368 Gusbh Glucuronidase, beta

NM_008302 Hsp90abl Heat shock protein 90 alpha (cytosolic), class B member 1
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Tabela Il — InformacgGes dos anticorpos utilizados na citometria de fluxo

Anticorpo Fluorocromo Fabricante Catalogo ~ Concentragéo

CD133 SuperBright Thermo Fisher 63133182 0,58 pL em 100
600

CD44 PeCy7 Thermo Fisher 47-0242-82 0,58 pL em 100

CD24 APC e-Fluor Thermo Fisher 25044182 0,58 puL em 100
780

Ki-67 Alexa Fluor Thermo Fisher 56569882 0,58 L em 100
700

CD45 PE eBioscence 12-0453-82 0,58 pL em 100

NK1.1 APC eBioscence 17-5941-82 0,58 pL em 100

CD3 efluor 450 eBioscence 48-0032-82 0,58 pL em 100

CD4 FITC BD Biosciences 553729 0,58 uL em 100

CDs8 APC-Cy7 BD Biosciences 557654 0,58 pL em 100

FOXP3 eFluor 605 eBioscence IH93-5773-93 0,58 pL em 100
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Figura suplementar 1. Analise estatistica dos 44 genes que ndo deram diferenca entre os grupos cisplatina e RTX.
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Figura suplementar 2. Expressdo de TRPV1 em pacientes com cancer de pulmo e sua associagdo clinica com a
sobrevida livre de doenca em pacientes com cancer de pulmdo. DFS: Disease Free Survival. TPM: transcript per

milllion. Fonte: GEPIA — Gene Expression Profiling Interactive Analysis, 2022.



