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"Nothing in life is to be feared, it is only to be understood. Now is the time to understand more,
so that we may fear less."

Marie Curie



RESUMO

O cancer de mama ¢ o mais comumente diagnosticado e o mais letal entre as mulheres do mundo
todo. No Brasil ¢ a principal causa de morte por cancer nessa populacdo. Compreender o
microambiente tumoral e as interagdes celulares que ali ocorrem ¢ fundamental para a identificagao
de novas terapias para tratar o cancer de mama. Dentre os componentes desse tumor, a inervagao
sensorial ainda ndo teve a sua funcdo estabelecida na progressao da doenca. Em nosso estudo,
detectamos a presenga dos neur6nios sensoriais no tumor mamario de um modelo murino inoculado
com células E0771 e avaliamos o impacto da deplegdo quimica dessa inervacdo no
desenvolvimento tumoral. Observamos que a auséncia dos nervos sensoriais foi capaz de inibir o
crescimento do tumor, alterando também a vasculatura, proliferagdo celular e a expressao de
caderinas intratumorais. Além disso, tumores denervados apresentaram uma reducdo das
metastases pulmonares espontineas nesse modelo. Nossos dados sugerem uma interagdo negativa
dos neurdnios sensoriais com o microambiente tumoral, propiciando a progressdo da doenga.
Portanto, descobrir novas maneiras para bloquear a inervagao sensorial em pacientes com cancer

de mama pode ser uma alternativa promissora para terapia antitumoral.

Palavras-chave: Cancer de Mama. Microambiente Tumoral. Desenvolvimento Tumoral. Sistema

Nervoso Periférico. Neuronios Sensoriais.



ABSTRACT

Breast cancer is the most commonly diagnosed and most lethal cancer among women worldwide.
In Brazil it is the leading cause of cancer death in this population. Understanding the tumor
microenvironment and the cellular interactions that occur in it is fundamental for the identification
of new therapies to treat breast cancer. Among the components of this tumor, sensory innervation
has not yet had its role established for the progression of the disease. In our study, we detected the
presence of sensory neurons in the mammary tumor of a murine model inoculated with E0771 cells
and we evaluated the impact of chemical depletion of this innervation in tumor development. We
observed that the absence of sensory nerves was able to inhibit tumor growth, also altering
vasculature, cell proliferation and the expression of intratumoral cadherins. Also, denervated
tumors showed a decrease of spontaneous lung metastases in this model. Thus, our data suggest a
negative interaction of sensory neurons with the tumor microenvironment favoring the disease
progression. Therefore, finding new ways to block sensory innervation in breast cancer patients

could be a promising alternative for antitumor therapy.

Keywords: Breast Cancer. Tumor Microenvironment. Tumor Development. Peripheral Nervous

System. Sensory Neurons.
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1. INTRODUCAO

Em toda a populagdo feminina mundial, o cdncer de mama ¢ o mais comum e o mais letal
(SANCHO-GARNIER; COLONNA, 2019). Atualmente, o cancer de mama feminino € o tipo de
cancer mais comumente diagnosticado no mundo (IARC, 2020). Apenas no ano de 2020, cerca de
2,3 milhdes de mulheres receberam o diagnostico e 685 mil mortes ocorreram em decorréncia da
doenga, sendo assim essa a causa mais comum de morte por cancer em mulheres e a quinta causa

mais comum de mortes por cancer no geral (IARC, 2020).

No Brasil, o cancer de mama ¢ a principal causa de morte por cancer na populagao feminina
de todas as regides do pais, exceto na regido Norte, onde essa posi¢cdo ¢ ocupada pelo cancer de
colo do utero (INCA, 2020). Para o ano de 2021, foram estimados 66.280 novos casos da doenga
(INCA, 2020).

O microambiente tumoral da mama é complexo, incluindo diversos tipos celulares, como
os fibroblastos, pericitos, adipdcitos, células endoteliais entre outras. Novos estudos tém
demonstrado que o sistema nervoso também esta presente no desenvolvimento do cancer, incluindo
ode mama (AYALA; DAI; POWELL; LI et al., 2008; MARCHESI; PIEMONTI; MANTOVANI,
ALLAVENA, 2010; PUNDAVELA; ROSELLI; FAULKNER; ATTIA ef al., 2015; SEIFERT;
BENEDIC; EFFERT, 2002). No entanto, os papé¢is desempenhados pela inervag¢ao sensorial no

desenvolvimento tumoral ainda ndo foram estabelecidos.

Os neurdnios sensoriais possuem varios canais de sodio dependentes de voltagem (VGSC)
que estdo associados a respostas térmicas, mecanicas e quimicas (DJOUHRI; FANG; OKUSE;
WOOD et al., 2003; FELTS; YOKOYAMA; DIB-HAJJ; BLACK et al., 1997; ISOM, 2001;
MIAO; GAO; WU; LU et al., 2010). O Nav1.8 ¢ um subconjunto do VGSC que consiste em poros
com duas subunidades a que ajudam a excitabilidade dos neuronios sensoriais (DJOUHRI; FANG;
OKUSE; WOOQOD et al., 2003; STIRLING; FORLANI; BAKER; WOOD et al., 2005). O Navl.8
também ¢ considerado um nociceptor presente no ganglio da raiz dorsal (DRG) e em cerca de dois
tergos dos corpos sensitivos aferentes do ganglio nodal (DJOUHRI; FANG; OKUSE; WOOD et
al.,2003; GAUTRON; SAKATA; UDIT; ZIGMAN et al.,2011; STIRLING; FORLANI; BAKER;
WOOD et al., 2005). Este VGSC pode ser mais encontrado no 1° e 2° nivel espinhal sacral (S1 e
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S2), quase 72%, e em menor quantidade no 4°, 5° e 6° nivel espinal lombar (L4, L5 e L6), quase
61% (MINETT; EDKELKAMP; WOOD, 2014). Além disso, o Nav1.8 esta associado a nervos
periféricos que estao exclusivamente em neurdnios sensoriais, mas nao no Sistema Nervoso Central

(SNC) (AKOPIAN; SIVILOTTI; WOOD, 1996; MIAO; GAO; WU; LU et al., 2010).

A mama ¢ um 6rgao densamente inervado por fibras sensitivas, principalmente na pele e
regido dos mamilos, e fibras simpaticas, nos vasos sanguineos ¢ ductos (MIAO; GAO; WU; LU et
al., 2010; PUNDAVELA; ROSELLI; FAULKNER; ATTIA et al, 2015; SARHADI; SHAW
DUNN; LEE; SOUTAR, 1996; ZHAO; YANG; LIANG; DU et al., 2014). Estudos anteriores
demonstraram que a presenca de fibras nervosas sensoriais estd relacionada a um pior prognostico
de cancer de mama e potencial metastatico com maior taxa de invasao de linfonodos
(PUNDAVELA; ROSELLI; FAULKNER; ATTIA et al., 2015). Estudos em modelos in vivo
mostraram que os tumores de mama tém maior expressao de PGP9.5 (Produto Proteico do Gene
9.5) e CGRP (Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina), ambos marcadores muitos expressos
nas fibras positivas de Nav 1.8 (AUSTIN; ELLIOTT; NICOLAOU; GRABOWSKA et al., 2017,
GAUTRON; SAKATA; UDIT; ZIGMAN et al., 2011). Esse nimero aumentado de fibras nervosas
também pode estar relacionado a uma alta taxa de densidade de microvasos, bem como a uma alta
expressdo do Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF-A), fator importante para
angiogénese tumoral, que pode ser expresso em terminais nervosos sensoriais (AUSTIN;
ELLIOTT; NICOLAOU; GRABOWSKA et al., 2017; ZHAO; YANG; LIANG; DU et al., 2014).
Diante disso, torna-se necessario pesquisas para avaliar os nervos sensoriais no desenvolvimento

tumoral da mama, e sua interagao com esse microambiente.
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2. REVISAO DA LITERATURA

o Cancer de mama

Estimativas globais da Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC)
demonstraram recentemente que o cancer de mama feminino se tornou o tipo de cancer mais

comumente diagnosticado no mundo (IARC, 2020).

Para o ano de 2020, cerca de 2,3 milhdes de mulheres receberam o diagndstico e 685 mil
mortes ocorreram em decorréncia da doenca, sendo assim essa a causa mais comum de morte por

cancer em mulheres e a quinta causa mais comum de mortes por cancer no geral (IARC, 2020).

Principais cinceres por pais, nimero estimado de novos casos em 2020, mulheres, todas as idades
=D oS —

[ Mama (159)
[ Colodo itero (23)
Tireoide (1)
I Puimao (1) I Mo aplicavel
- Figado (1) Sem dados

Figura 1. Numero estimado de novos casos, em 2020, em relacio aos principais cinceres por
pais em mulheres de todas as idades. Imagem adaptada, retirada do observatorio global do cancer
realizado pela IARC, mostrando que no Brasil, assim como na maioria dos paises, o cancer de
mama ¢ o mais incidente. Fonte: Produgdo grafica: IARC (http://gco.iarc.fr/today). Organizacao

Mundial da Satde. Data de acesso: 11/05/2022.
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A origem e progressao do cancer de mama, processo conhecido como carcinogénese, ocorre
a partir das células epiteliais do 6rgao, ¢ um processo heterogéneo e que pode ser subclassificado
levando em consideracdo diferentes abordagens, como a histologia, patologia molecular, genética

e analise da expressao génica (SIMS; HOWELL; HOWELL; CLARKE, 2007).

As classificagdes servem para determinar informagdes progndsticas, ou seja, sobre o
comportamento do tumor ou em relagdo a resposta terapéutica. Considerando as caracteristicas
histologicas, o cancer de mama pode ser classificado como I) carcinoma ductal e II) lobular, ambas
lesdes invasivas, caracterizadas por alta heterogeneidade celular, baixa taxa de sobrevida e
probabilidade aumentada de desenvolvimento de metastases (BOMBONATI; SGROI, 2011;
HARBECK; PENAULT-LLORCA; CORTES; GNANT et al., 2019). Suas respectivas lesdes pré-
invasivas, o carcinoma ductal in situ € o carcinoma lobular in situ, apresentam uma proliferacao
epitelial atipica, mas uma membrana basal intacta, impedindo a invasao das células tumorais aos

tecidos adjacentes (HARBECK; PENAULT-LLORCA; CORTES; GNANT et al., 2019).

A presenga ou auséncia de receptores presentes na membrana celular, sdo informacgdes
utilizadas na pratica clinica e que auxiliam na classifica¢do histologica-molecular dos tumores de
mama, sendo estes: I) receptores de estrogeno (RE), II) receptores de progesterona (RP) e III) fator
de crescimento epidérmico humano do tipo 2 (HER2), como esquematizado na Figura 2. Portanto,
baseado na expressdo desses receptores, o cancer de mama pode ser subdividido em: I) Triplo
Negativo, IT) HER2", I1T) Luminal B/HER2", IV)Luminal B/ Her2" e V) Luminal A (HARBECK;
PENAULT-LLORCA; CORTES; GNANT et al., 2019).



Tecido Adipo:

Costela
Musculo

Lobulo

50

Tecido Conjuntive Adiposo

Musculo Intercostal -~

Ducto .-~

Célula
Epitelial
Luminal

Mamilo .

Ducto
Aréola

Coletor

Célula Micepitelial
Basal

18

Subtipos Histolégicos

Pré-invasivo

Carcinoma ductal in situ (CDIS)

« Espalha-se por ductos e
distorce a arquitetura ductal;
pode progredir para céncer
invasivo; unilateral

Carcinoma lobular in situ (CLIS)

« Ndo distorce a arquitetura
ductal; pode ser bilateral

+ Fator de risco em vez de
precursor

Invasivo
Carcinoma  ductal
especial (NST)

+ Desenvolve a partir de DCIS;
resposta fibrosa para produzir
uma massa; metastase via
linfaticos e sangue

Carcinoma lobular (CLI)

sem tipo

+ Células  tumorais isoladas
(mutagdes CDH1) resposta
fibrosa minima; metéastase

preferencialmente por visceras

Triplo-negativo

RE-, RP-, HER2-; alto grau;
alto indice Ki67; NST
histclogia (metapldsico,
adendide cistico, tipo
medular e secretor);
progndstico ruim, exceto
para alguns tipos
especiais

Subtipos
intrinsecos
substitutos

HER2-enriquecido
(nao-luminal)

RE-, RP-, HER2+; alto
grau; alto fndice Ki67;
NST histologia; doenga
agressiva, mas
responde a terapias
direcionadas;
proghéstico
intermedidrio

Luminal B HER2+

RE+ mas expressao de
RE e RP inferior a do
tipo luminal-A; HERZ+;
alto grau; alto indice
Ki67; NST e
pleiomérfico; responde

a terapias direcionadas;

prognastico
intermedirio

Luminal B HER2-

RE+ mas expressao de RE
e RP inferior a do tipo
luminal-A; HER2-; alto
grau; alto indice Ki67; GES
de alto risco; NST,
histologia pleiomarfica
micropapilar e lobular;
progndstico intermediario

Luminal A

Fortemente RE+ e RP+;
HER2-; baixas taxas de
proliferagao; tipicamente
de baixo grau; baixo
indice Ki67; GES de baixo
risco; NST, histclogia
tubular cribiforme e
lobular cldssica; bom
prognostico

10-15%
Proliferagdo
Alto grau

Genes basais

13-15%

Expressdo HER2

10-20%

60-70%

Expressao RE

Baixo grau

Figura 2. Classificacao histolégica e molecular dos cinceres de mama. Os canceres de mama
surgem nas unidades lobulares do ducto terminal, a unidade funcional da mama, nomeados acima
(canto superior esquerdo). Classificacdo histoldgica (canto superior direito) e os subtipos
intrinsecos substitutos (parte inferior), baseados na histologia e expressao imuno-histoquimica de
proteinas-chave: RE, RP, HER2 e o marcador de proliferacdo Ki67. Fonte: (HARBECK;
PENAULT-LLORCA; CORTES; GNANT et al., 2019) Adaptada.

Dentre os tipos de cancer de mama, destaca-se o subtipo triplo-negativo (TNBC), que ¢
definido como sendo negativo para RE, RP e HER2. Atualmente muito se discute a respeito desse
subtipo histologico, que possui o comportamento clinico mais agressivo e ¢ encontrado em
aproximadamente 11% dos carcinomas invasivos (THIKE; CHEOK; JARA-LAZARO; TAN et
al., 2010).

TNBCs representam cerca de 15% dos casos totais de CM e detém taxas de mortalidade
cada vez mais crescentes, isto se deve ao seu perfil extremamente agressivo, o que reflete na taxa
de sobrevida dos pacientes. Em alguns casos, com o tratamento adequado, ha uma redugado de até
38% no risco de morte, representando um ganho de aproximadamente, 10 meses em termos de

sobrevida, com isso, destaca-se a relevancia dos avangos na identificacdo de marcadores
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moleculares para o prognostico e manejo terapéutico da disfungdo patoldgica que representa os

TNBCs (FERREIRA; BRIANESE; DE ALMEIDA; DRUMMOND et al., 2019).

TNBCs possuem uma natureza extremamente heterogénea. O microambiente tumoral é um
dos fatores que amplificam a heterogeneidade intratumoral por apenas exercer diferentes tipos de
pressao seletiva nas células do tumor. Fatores intrinsecos e extrinsecos contribuem para o aumento
da instabilidade gendmica tumoral que ¢ a principal caracteristica do cancer de mama. Esses
modelos ndo sdo respectivamente exclusivos, e atuam em conjunto para criar um complexo sistema
com multiplas camadas de heterogeneidade estabelecidas pelas diversas caracteristicas genéticas,
epigenéticas, transcriptdmicas, protedmicas e tracos funcionais de diferentes subtipos celulares.
Além da heterogeneidade intratumoral, existe a heterogeneidade intertumoral, caracterizada pelas
diferengas fenotipicas ¢ moleculares entre tumores de diferentes pacientes que apresentem o
mesmo subtipo histolégico da doenga (LAWSON; KESSENBROCK; DAVIS; PERVOLARAKIS
etal.,2018).

@ Célula normal @; Célula umoral

# . Célula dendritica Macrofago
_Dcelula natural killer (NK) & Fibroblasto
Célula tronco do cancer (CSC) ) Linfécito
:% Célula tronco mesenquimal (MSC)

Figura 3. Heterogeneidade celular no microambiente tumoral do cincer de mama reflete na

resposta terapéutica entre pacientes diagnosticados com o mesmo subtipo histolégico. Esta
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figura ilustra a composi¢cdo do microambiente tumoral (1) que agrega diferentes tipos celulares,
desde células do sistema imune até as células normais da mama, as tumorais, as células tronco do
cancer (CSCs) e células tronco mesenquimais. Esta heterogeneidade reflete na resposta a terapia

em pacientes portadores do mesmo subtipo de cancer (2).

A dificuldade de diagndstico prévio implica na alta taxa de mortalidade dos pacientes,
juntamente com a falta de tratamentos eficazes. Além disso, a maioria dos métodos de tratamentos
ndo se baseia na terapia personalizada, que ¢ um fator crucial, pois considera tanto a
heterogeneidade intratumoral (dentro do tumor) quanto a intertumoral (entre pacientes
diagnosticados com o mesmo subtipo histologico). A falta dessa individualizagdo acaba sendo um
dos maiores problemas enfrentados atualmente na luta contra o TNBC (HANAHAN; COUSSENS,
2012; WANG; ZHAO; ZHANG; WEIl et al., 2017).

Com os avangos tecnologicos na area da satde, atualmente, tornaram-se possiveis as
avaliagdes de progndsticos por meio de analises moleculares das neoplasias, estas de extrema
importancia para o tratamento individualizado e escolha de terapia sistémica que seja mais
apropriada para cada paciente, levando enfoque nos fatores relacionados a um carater de risco
aumentado ou diminuido de recidiva apds o tratamento (HARBECK; PENAULT-LLORCA;
CORTES; GNANT et al., 2019; WINTERS; MARTIN; MURPHY; SHOKAR, 2017).

Fatores genéticos, hormonais, ambientais e comportamentais aumentam o risco do
desenvolvimento do cancer de mama. Menarca precoce, falta de aleitamento materno, menopausa
tardia, gravidez em idade avangada, uso de alcool e falta de exercicio fisico sdo alguns fatores que
aumentam o risco de desenvolvimento da doenca (DANAEI; VANDER HOORN; LOPEZ;
MURRAY et al., 2005; HARBECK; PENAULT-LLORCA; CORTES; GNANT et al., 2019).
Mutagdes em genes como os que codificam as proteinas TP53 (Proteina Tumoral 53), BRCA1
(Gene 1 do Cancer de Mama), BRCA2 (Gene 2 do Cancer de Mama) e PTEN (Homologo de
Fosfatase e Tensina) também influenciam a predisposi¢do para o desenvolvimento do cancer de

mama (SHIOVITZ; KORDE, 2015).
e Metdastase no cancer de mama

Aproximadamente 10 a 15% das pacientes com cancer de mama desenvolvem uma forma

agressiva da doenga, com a presenca de metastases em orgaos distantes dentro de até 3 anos apos



21

o diagnéstico inicial. Entretanto, ndo ¢ incomum, que manifestagdes metastaticas também ocorram
em tecidos distantes, 10 anos ou mais apos a detec¢cdo do tumor primario (WEIGELT; PETERSE;
VAN 'T VEER, 2005).

Apos a disseminacdo, as células de cancer de mama sdo capazes de desenvolver lesdes
metastaticas em diversos tecidos e 0rgaos. Para esse tipo de cancer, os locais de maior ocorréncia

de metastases sdo os 0ssos, cérebro, pulmdes e figado (LEE, 1983).

O desenvolvimento das metastases ¢ um processo extremamente complexo e segue uma
sequéncia obrigatdria de eventos, que se inicia com a invasdo local do tecido onde se localiza o
tumor primario, com posterior migracao das células metastaticas através da corrente sanguinea,
linfatica ou espaco peritoneal, finalizando com sua adesdo e proliferagdo no 6rgao alvo. Ja no novo
local, essas células precisam ser capazes de evadir a resposta imune do hospedeiro, e também os

sinais apoptdticos, para que possam sobreviver (HUNTER; CRAWFORD; ALSARRAJ, 2008).

Ducto Normal

Célula Epitelial

Célula
Mioepitelial

Membrana
Basal

Vaso Sanguineo

Fibroblasto

Extravasamento

Crescimento
Metastatico

Figura 4. Cascata metastatica do cancer de mama. Fonte: (SCULLY; BAY; YIP; YU, 2012)
Adaptada.
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O processo de invasdo do tecido circundante ao tumor primdrio se inicia com as células
tumorais invasivas alterando sua adesdo célula-célula e a adesdo celular a matriz extracelular
(MEC). As moléculas de adesao celular (CAMs) foram descritas como importantes mediadores
nesses eventos, sendo cruciais para a formagao de metastases do cancer de mama (LI; FENG,

2011).

A glicoproteina de membrana E-caderina desempenha um papel relacionado a manutencao
da polaridade e integridade epitelial. Moléculas de E-caderina presentes nas células adjacentes sdo
unidas através de ions de célcio, formando jungdes aderentes. Na porcado intracelular, a E-caderina
se liga ao citoesqueleto de actina através de cateninas, esse complexo confere estabilidade as
jungoes célula-célula e desencadeia sinais intracelulares (LI; FENG, 2011). No cancer de mama, a
expressao diminuida dessa molécula foi associada como um fator crucial na progressao do cancer
de mama e desenvolvimento de metastases, estando associada a um prognoéstico ruim (GOULD
ROTHBERG; BRACKEN, 2006; HERZIG; SAVARESE; NOVATCHKOVA; SEMB et al.,
2007).

A P-caderina, outra glicoproteina pertencente ao subgrupo das caderinas cléssicas, também
esta presente na glandula mamaria normal e tem sua expressdo restrita a células mioepiteliais e
células basais, mas em carcinomas de mama invasivos de alto grau, tem sua expressdao aumentada,
estando relacionada com maior intensidade de invasdo e migragdo celular, além da agressividade
tumoral, resultando também em um pior progndstico (PAREDES; CORREIA; RIBEIRO;
ALBERGARIA et al., 2007; TURASHVILI; MCKINNEY; GOKTEPE; LEUNG et al., 2011).

A adesao a MEC também ¢ alterada no processo de invasdo. Essa adesdo ¢ mediada por
integrinas, proteinas transmembranas, como, por exemplo, a fibronectina e a laminina (MEGO;
MANI; CRISTOFANILLI, 2010). Para que a célula seja capaz de penetrar o tecido, a MEC precisa
ser degradada, e isso ocorre através da acdo de metaloproteinases (MMPs) e do sistema ativador
do plasminogénio da uroquinase (uPA) (OSKARSSON, 2013). A sinalizacao das integrinas ¢ capaz
de cooperar com a expressao e regulacao da atividade das MMPs (LI; FENG, 2011).

Logo apds o processo de invasdo, a cascata metastatica evolui para a migragao das células
tumorais do sitio primdrio. No tumor de mama, essa migragdo celular se inicia principalmente em
células da borda do tumor primario, e pode ocorrer tanto de maneira isolada, quanto de maneira

coordenada (MCSHERRY; DONATELLO; HOPKINS; MCDONNELL, 2007). Em ambas as
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formas de migragdo, a primeira etapa consiste na extensdo de prolongamentos citoplasmaticos,

conhecidos como filopodios e lamelipodios (NOBES; HALL, 1995).

Esse processo ¢ seguido pela estabilizacdo dessa interagdo entre os prolongamentos
celulares e a MEC, degradacao enzimatica da matriz adjacente e posterior contracao dessa rede de
ligagdes, fazendo com que a célula consiga se arrastar para frente. Logo apds essas etapas, as
ligacdes sdo desfeitas e o processo se reinicia, permitindo, assim, a movimentacdo celular

(MCSHERRY; DONATELLO; HOPKINS; MCDONNELL, 2007).

As principais diferengas entre a migracao isolada e a coordenada, estdo no fato de que, nesta
ultima, as células migram através dos vasos sanguineos ou linfaticos, ligadas umas as outras através
de jungdes intercelulares, formando émbolos, diferente das células individuais, que se movem
independentemente, podendo alcangar espagos menores ¢ distancias maiores (BELL;

WAIZBARD, 1986; FENTEANY; JANMEY; STOSSEL, 2000).

A transicdo Epitélio-Mesenquimal (TEM) ¢é descrita como uma via importante para a
cascata metastatica, tanto na invasao celular, quanto em sua migracdo. Nesse processo, as células
sofrem alteracdes em seu fendtipo epitelial, passando a assumir um fendtipo semelhante ao

mesenquimal (YILMAZ; CHRISTOFORI, 2010).

Na TEM, a adesao célula-célula ¢ desfeita, sdo perdidos marcadores epiteliais como a E-
caderina e adquiridos marcadores mesenquimais, como a Vimentina e N-caderina. A polaridade da
célula também ¢ alterada, para que seja iniciada a remodelagdo do citoesqueleto, permitindo a
migracao (SCULLY; BAY; YIP; YU, 2012). Finalmente, as MMPs sdo ativadas, alterando a
adesdo a matriz e formando canais que permitirdo que essas células, agora em formato alongado
semelhante a fibroblastos, possam se mover (IWATSUKI; MIMORI; YOKOBORI; ISHI et al.,
2010).

A interagdo da célula maligna com o microambiente, tanto no local primario quanto no
local metastatico, também ¢ um fator critico para o desenvolvimento das lesdes secundarias. No
final da década de 1980, foi postulada a teoria “semente e solo”, na qual as células metastaticas
(sementes) sO seriam capazes de gerar uma metastase quando encontrassem um microambiente
favoravel (solo) (PAGET, 1989). Atualmente, o papel do microambiente que ira receber essas

células cancerosas vem sendo discutido como fator decisivo para a formacgao das metastases.



24

No o0sso, o sucesso da formagdo de metastases depende da interagdo entre as células
tumorais € os componentes estromais do tecido, como osteoclastos e osteoblastos, influenciando o
crescimento ¢ a dorméncia dessas células (SCULLY; BAY; YIP; YU, 2012). Nas metastases
cerebrais, vias moleculares coordenam tanto as células cancerosas quanto as células do estroma

circundante, células imunes e matriz extracelular ( HOSONAGA; SAYA; ARIMA, 2020).

As células tumorais também sdo capazes de secretar substancias que atuardo em tecidos
distantes, de forma a preparar um nicho pré-metastatico. Células do tumor primario podem induzir
a expressao de MMPs em células endoteliais pulmonares e macréfagos antes mesmo do inicio da

invasdo deste orgao (HIRATSUKA; NAKAMURA; IWAL; MURAKAMI et al., 2002).

O tropismo tecidual apresentado pelas células de cancer de mama no desenvolvimento de
metastases parece ter relagdo ndo s6 com a expressao de genes especificos, mas também com a
presenga de quimiocinas, que direcionardo as células tumorais para tecidos que expressem seus
receptores (MINN; GUPTA; SIEGEL; BOS et al., 2005; MULLER, A.; HOMEY, B.; SOTO, H.;
GE, N. et al., 2001).

e Linhagem celular E0771

O camundongo C57BL/6 foi a primeira linhagem endogdmica a ter seu genoma
sequenciado e ¢ a mais amplamente utilizada experimentalmente (LE NAOUR; ROSSARY;
VASSON, 2020). Dentre as poucas linhagens de tumor de mama resultantes desse background esta

a E0771.

Essas células vém sendo usadas ha décadas (HOMBURGER, 1948; SUGIURA; STOCK,
1952), mas ainda sdo apresentadas caracteriza¢des controversas em relacdo a sua classificagdo e
presenca de receptores hormonais, sendo considerada ora como o subtipo triplo negativo, ora como

o Luminal, préximo ao fenotipo Luminal B (LE NAOUR; ROSSARY; VASSON, 2020).

A classificacdo molecular triplo-negativa ¢ a mais aceita, visto que alguns autores
conseguiram comprovar que o gene que codifica o REa ¢ transcrito nessas células tumorais e que
essa proteina pode ser identificada, entretanto essa expressao seria extremamente mais fraca do que
em células ja descritas como REa+ (GU; YOUNG; BUSBY; COVINGTON et al.,2009; HIRAGA;

NINOMIYA, 2019). Outros autores ainda demonstraram que, mesmo presente nas células E0771,
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o RE a estaria localizado no citoplasma e ndo no ntcleo, como ¢ encontrado em tumores mamarios

priméarios de humanos (JOHNSTONE; SMITH; CAO; BURROWS et al., 2015).

A linhagem E0771 também foi caracterizada para a expressdo de outros marcadores.
Johnstone e colaboradores (2015) identificaram, através de imunofluorescéncia e western blot, a
presenca de TP53 mutante nessas células, gene supressor de tumor (JOHNSTONE; SMITH; CAO;
BURROWS et al.,2015). A expressdo da proteina de morte programada (PD-1) e seu ligante (PDL-
1), reguladores-chave na capacidade tumoral de regular negativamente a resposta imune adaptativa
e interromper as vias de checkpoint das células T, também foi positiva para a linhagem E0771

(GRAY; GONG; HATCH; NGUYEN et al., 2016).

O implante mamario ortotopico dessas células, ou seja, inje¢cdes aplicadas diretamente na
almofada mamadria de camundongos, tem uma alta taxa de absor¢do que se aproxima de 100%,
levando a grandes tumores em poucas semanas e, ainda, fornecendo a possibilidade da interacao
intercelular nesse microambiente completo (HOOVER; GULLICKSON; KORNBLUTH, 2012;
NACHAT-KAPPES; PINEL; COMBE; LAMAS et al., 2012)

Por se tratar de um modelo singénico, os animais sdo imunocompetentes, sendo possivel
avaliar o papel da imunidade do hospedeiro no desenvolvimento do tumor (LE NAOUR;

ROSSARY; VASSON, 2020).

O desenvolvimento do tumor primario de EO771 parece estar pouco envolvido com células
da imunidade inata, como macrofagos, neutréfilos e células dendriticas, entretanto, essas células
sdo importantes para a disseminagio de metastases pulmonares (STOTH; FREIRE VALLS;
CHEN; HIDDING et al., 2019).

As células Natural Killer (NK) apresentam um papel relevante para o controle do
desenvolvimento do tumor primdrio e também da disseminag¢do metastatica, visto que a deplegao
dessas células, e também o knockout da molécula Natural Killer Lytic-Associated Molecule
(NKLAM) — que possui papel importante na atividade citotoxica das células NK —, levou a um
aumento do tumor primario e aumento do nimero de células E0771 no sangue e pulmdes
(HOOVER; GULLICKSON; KORNBLUTH, 2012; TU; RAHIM; SAYED; MAHMOUD et al.,
2017)
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Camundongos portadores de tumor E0771 também tiveram sua populagdo de linfocitos T
avaliada, sendo observado um aumento de células T CD4" e CD8" com o crescimento tumoral. A
propor¢ao dessas células foi diferente durante a progressdao do tumor, sendo os estagios iniciais de
desenvolvimento mais caracterizados pela presenca de linfocitos T CD8”, demonstrando o intenso
papel antitumoral desta subpopulagao (KARKENI; MORIN; BOU TAYEH; GOUBARD et al.,
2019). Os estagios tardios foram marcados pela presen¢a de células T CD4", iniciando com uma
subpopulagao predominante de linfocitos Thl e evoluindo para subtipos de Treg e células Th17

(HUANG; MA; ZHANG:; YE et al., 2015).

Como componente importante do microambiente tumoral da mama, as interacdes dessa
linhagem celular com adipdcitos também foram analisadas. Xiong e colaboradores descreveram
essa comunicacao, através de adipocinas, como pré tumoral, acelerando o crescimento do tumor,
aumentando sua vascularizagdo e contribuindo para a migragdo das células E0771 (XIONG;

RUSSELL; MCDONALD; COWART et al., 2017).

A comunicagdo com fibroblastos, através da secre¢do de fatores paracrinos, também foi
capaz de aumentar a viabilidade das células E0771, aumentando o crescimento tumoral e induzindo

resisténcia terapéutica (FOURIE; DAVIS; KRIEL; ENGELBRECHT, 2019).

A proliferacdo das células E0771 ¢ semelhante a outros tumores murinos, tendo seu
tamanho correlacionado com a densidade celular, mas também com a propor¢ao de tecido necrotico
(MAURER-SCHULTZE; BASSUKAS; LOER, 1990). O crescimento do tumor parece ter relacao
com caracteristicas do hospedeiro, como, por exemplo, o peso corporal do camundongo

(BASSUKAS; MAURER-SCHULTZE, 1992).

A capacidade de disseminagdo dessa linhagem celular possui caracteristicas semelhantes a
doenca humana, com multiplos sitios metastaticos, sendo os pulmdes, peritonio, 0ssos e cérebro os

locais de maior ocorréncia (LE NAOUR; ROSSARY; VASSON, 2020).
e Parénquima mamdrio de camundongos

A glandula mamaria ¢ um Orgdo secretor complexo, composto por uma estrutura
parenquimatosa que invade o coxim de tecido adiposo e conta com a infiltragdo de células

endoteliais vasculares, fibroblastos e células imunes, e que, ao longo do desenvolvimento dos
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camundongos, passa por mudancas continuas em sua estrutura e fungao (MACIAS; HINCK, 2012;

RICHERT; SCHWERTFEGER; RYDER; ANDERSON, 2000).

Os camundongos possuem cinco pares de mamas, que estao localizadas na camada adiposa
subcutanea, onde trés pares estdo situados na regido superior ¢ dois pares na regido inferior
(RICHERT; SCHWERTFEGER; RYDER; ANDERSON, 2000; RILLEMA, 1994). As glandulas
mamarias podem ser identificadas anatomicamente pela numeracdo de 1 a 5, ou por regides
(cervical, toracica, abdominal e inguinal), como demonstrado na Figura 4 (HONVO-HOUETO;
TRUCHET, 2015; PLANTE; STEWART; LAIRD, 2011).

As glandulas abdominais (numero 4) s3o as mais utilizadas para andlises, porém as
glandulas tordcicas (nimeros 2 e 3) também podem ser utilizadas mesmo apresentando alguns
musculos interdigitados. As glandulas mamarias cervicais (niumero 1) sdo menos utilizadas devido
a dificuldade de retira-las, pela forte associagdo com os musculos (PLANTE; STEWART; LAIRD,
2011).

Glindula mamaria

cervical
= ::} Glindulas mamarias
- toricicas
'
- Glindula mamana
abdominal

Glindula mamaria

inguinal

Figura 5. Identificaciio das glindulas mamarias de camundongos. A esquerda por niimero e a

direita por regido. Fonte: Acervo pessoal.
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O desenvolvimento mamario murino se inicia no meio da gestagdo, no dia embrionario 10,5
(E10,5), onde sdo definidas linhas de leite bilaterais. Por volta do E11 — E12, células ectodérmicas
se unem em cinco pares de placdéides mamarios, que, apos 1 dia, formam monticulos elevados que
se afundam na derme, originando brotos cercados por um mesénquima mamario compactado e
altamente especializado. Nos machos, por volta do E15,5, o primérdio mamario € destruido, ja, nas
fémeas, comeca a proliferar e invadir o coxim de tecido adiposo mais proximo, onde vai se
ramificar e formar um Iimen, gerando uma arvore ductal oca ao nascimento (SPINA; COWIN,

2021).

ApoOs o nascimento, ocorre um amadurecimento rapido do coxim adiposo mamario € o
epitélio cresce de maneira uniforme e ramificada até atingir a puberdade (DAWSON; VISVADER,
2021).

Nessa nova fase, que ocorre entre a 3* e a 7% semana de idade, sdo formados os botdes
terminais proliferativos (TEBs), por meio do estimulo do estrogénio, do horménio do crescimento,
e do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1. Os TEBs irdo conduzir a morfogénese
ramificada da glandula mamaria através do coxim adiposo — eles possuem alta taxa de proliferacao
celular e sdo formados por diversas camadas de cé€lulas epiteliais envoltas por uma camada de
células-tronco pluripotentes, as “cap cells”, que, futuramente, irdo se diferenciar em células
epiteliais ou mioepiteliais (RICHERT; SCHWERTFEGER; RYDER; ANDERSON, 2000;
RUSSO; RUSSO, 1996).

Por volta da 12* semana, os ductos mamarios ja se estenderam por todo coxim adiposo,
formando estruturas denominadas l6bulos, que podem ser identificadas como primario, secundario
e terciario (RICHERT; SCHWERTFEGER; RYDER; ANDERSON, 2000). Os primarios possuem
poucos ductos e uma uUnica camada de células epiteliais em um estroma esparso de tecido
conjuntivo frouxo. Os 16bulos secundarios e terciarios possuem um niimero aumentado de ductos,
que se apresentam em um formato mais arredondado, formados por uma camada epitelial cuboide
recoberta de uma camada mioepitelial, em um estroma mais denso e rico em fibroblastos

(RICHERT; SCHWERTFEGER; RYDER; ANDERSON, 2000).

O epitélio mamario adulto sofre proliferacao ciclica, onde se ramifica e regride em resposta

ao ciclo ovariano, o que ocorre a cada 4-5 dias nos camundongos (MACIAS; HINCK, 2012). Em
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resposta a0 aumento da progesterona, durante o metaestro e diestro, ocorre a proliferacao dos
ductos, gerando ramos terciarios e, assim que os niveis desse hormonio caem, tem-se 0 aumento

de apoptose e regressao (DAWSON; VISVADER, 2021).

As células epiteliais das glandulas mamarias sdo capazes de sintetizar e secretar produtos
lacteos. Elas formam estruturas com limens e sdo envoltas externamente por uma camada basal de
elementos contrateis, que sdo as células mioepiteliais (HONVO-HOUETO; TRUCHET, 2015;
RICHERT; SCHWERTFEGER; RYDER; ANDERSON, 2000).

o  Microambiente tumoral

As células tumorais sao o principal componente deste microambiente. Para que uma célula
normal evolua para um estado neoplasico, ela precisa apresentar os chamados hallmarks of cancer
(caracteristicas do cancer), sendo os principais: 1) sustentacdo dos sinais de proliferagdo; 2) evasao
de supressores de crescimento; 3) ativacao de invasdo ¢ metastase; 4) inducdo de angiogénese; 5)
imortalidade replicativa; 6) resisténcia a morte celular; 7) reprogramacdo do metabolismo celular
e 8) evasdo da destruicdo imunoldgica (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Além disso, como
podemos observar na Figura 6, “instabilidade do genoma” e “inflamacdo promotora de tumor”
foram duas caracteristicas adicionadas recentemente a essa lista, em um artigo onde Hanahan

discute diversas outras marcas das células tumorais (HANAHAN, 2022).
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Figura 6. Caracteristicas do cancer. As células cancerosas adquirem modifica¢des genéticas que

conferem a elas vantagens, essas caracteristicas foram nomeadas hallmarks of cancer. Fonte:

(HANAHAN, 2022) Adaptada.

O tumor ndo ¢ composto apenas por populagdes de células cancerosas. Este microambiente

complexo e heterogéneo conta com diversas células residentes, células infiltradas, componentes da

MEC e fatores secretados por todos estes elementos, como representado na Figura 7 (ANDERSON;

SIMON, 2020).

O microambiente tumoral (MAT) ¢, entdo, definido por esse conjunto de células e todas as

suas interagdes, de forma que, principalmente as células tumorais, passem a regé-lo com o objetivo

de favorecer a sua sobrevivéncia e progressao do tumor (QUAIL; JOYCE, 2013).

Um importante componente do microambiente tumoral sdo as células do endotélio vascular,

responsaveis por orquestrar a formacao de vasos sanguineos, essenciais para a manutengdo da

homeostase metabdlica, fornecimento de nutrientes e transporte de células imunes (ANDERSON;

SIMON, 2020).
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A vasculatura tumoral ¢ distorcida e apresenta diferencas estruturais, funcionais e genéticas
da vasculatura normal, o que pode dificultar a chegada de oxigénio, levando a uma condicao de
hipoxia dentro do tumor, assim, estimulando ainda mais a liberagdo de fatores pro-angiogénicos,
resultando no aumento da vasculatura anormal, em um ciclo vicioso (SCULLY; BAY; YIP; YU,

2012).

E também através dos vasos sanguineos que células tumorais conseguem migrar para
tecidos distantes, concretizando uma etapa importante para o estabelecimento das metastases (DE

CASTRO JUNIOR; PUGLISI; DE AZAMBUIJA; EL SAGHIR et al., 2006)

Os fibroblastos associados ao cancer (FACs), tipo de célula mais abundante no estroma do
cancer de mama, também desempenham fung¢des importantes para o desenvolvimento e invasao
tumoral, como a secrecdo de quimiocinas e fatores de crescimento (SOYSAL; TZANKOV;

MUENST, 2015).

Os FACs podem influenciar o perfil transcricional de células de cancer de mama, além de
estimular a angiogénese ¢ desempenhar um papel importante na formagao de metastases cerebrais
desse tipo de tumor (CHOI; LEE; GAO; KIM et al, 2014; FOLGUEIRA; MAISTRO;
KATAYAMA; ROELA et al., 2013).

A matriz extracelular (MEC), rede de proteinas que envolve e estabiliza as células, vem
tendo suas fungdes ampliadas, mostrando ser uma estrutura dindmica e fundamental para o
crescimento celular, proliferacio e migragdo (SOYSAL; TZANKOV; MUENST, 2015). No
cancer, ela ¢ desorganizada e desregulada, principalmente pela interacio com FACs e células

imunes (LU; WEAVER; WERB, 2012) .

A integridade da MEC ¢ crucial no desenvolvimento do cancer, visto que a degradacdo do
seu principal componente, o colageno, leva a invasao das células tumorais (TANJORE; KALLURI,
2006). Além disso, a MEC anormal ¢ capaz de impedir que as células T passem pelo processo de
diferenciagdo e maturagao, atrapalhando, portanto, o sistema imunoldgico no controle das células

tumorais (LU; WEAVER; WERB, 2012).

O tecido mamario ¢ composto, em grande parte, por tecido adiposo branco, logo, o

microambiente tumoral da mama também inclui adipocitos, responsaveis pela secre¢do de
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metabolitos, enzimas, hormonios, fatores de crescimento e citocinas que irdo promover a
progressao tumoral (ANDERSON; SIMON, 2020). A comunicagdo com as células de cancer ¢
reciproca, podendo induzir a lipolise das células adiposas, liberando acidos graxos, que serdo
absorvidos pelas células tumorais e utilizados, por exemplo, na producao de energia (ANDERSON;

SIMON, 2020).

Células do sistema imune também estdo infiltradas no microambiente tumoral. Macrofagos
associados ao tumor estdo localizados, principalmente, no estroma tumoral periférico e proximos
aos vasos sanguineos, auxiliando o extravasamento da célula maligna (QUAIL; JOYCE, 2013).
Eles produzem fatores como VEGF, citocinas e enzimas, que promoverdao a angiogénese,
remodelagdo da MEC, supressdo imunoldgica e metastases (SOLINAS; GERMANO;
MANTOVANI; ALLAVENA, 2009).

As células dendriticas (CD), assim que finalizam sua maturagdo, desempenham papel
importante na indugdo de respostas antitumorais, apresentando antigenos para as células T CD4" ¢
CDS8", que sdo ativadas para destruir as células tumorais (SOYSAL; TZANKOV; MUENST,
2015).

Os linfocitos mais presentes no MAT sdo as células T em seus diferentes fenotipos
(SOYSAL; TZANKOV; MUENST, 2015). O Treg, no microambiente tumoral, ¢ capaz de bloquear
respostas antitumorais, nao s6 suprimindo a atividade de células imunes, mas, também, ativando
células neoplasicas e promovendo metastases (JIANG; SHAPIRO, 2014; TAN; ZHANG;
STRASNER; GRIVENNIKOV et al., 2011).

As células T CD8+ estdo associadas a maior sobrevida no cancer de mama, e esse efeito €
regulado pelo equilibrio entre sinais co-estimulatérios e co-inibitdrios nos checkpoints
imunologicos. Moléculas de checkpoint imunolédgico, como PD-1, inibem a fungao das células T,
evitando reacdes imunes inadequadas ou limitando sua extensdao(SOYSAL; TZANKOV;

MUENST, 2015).
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Estudos anteriores demonstraram que a presenca de fibras nervosas sensoriais esta
relacionada a um pior prognoéstico de cancer de mama, e potencial metastatico com maior taxa de

invasdo de linfonodos (PUNDAVELA; ROSELLI; FAULKNER; ATTIA et al., 2015).

Além das células do estroma e os componentes da MEC, o microambiente tumoral conta
com a presencga de fibras nervosas, como representado na Figura 8 (HUANG; SU; CUI; SHEN et
al., 2014). Crescentes estudos vém evidenciando essa interagdo entre o sistema nervoso periférico
(SNP) com a progressdo de diversos tumores, como o de mama, prostata, pancreas, colorretal e
gastrico (AYALA; DAI;, POWELL; LI et al., 2008; MARCHESI; PIEMONTI; MANTOVANI;
ALLAVENA, 2010; PUNDAVELA; ROSELLI; FAULKNER; ATTIA et al., 2015; SEIFERT,;
BENEDIC; EFFERT, 2002).
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Figura 8. Inervacio sensorial no microambiente tumoral. [lustracdo esquematica mostrando a
complexidade do microambiente tumoral com seus componentes conhecidos, destacando um novo
elemento, os nervos sensoriais dentro do tumor. Fonte: (PRAZERES; LEONEL; SILVA; ROCHA
et al., 2020) Adaptada.

e Inervacgdio sensorial e cincer

Com a fun¢do de conectar o corpo e o ambiente externo ao Sistema Nervoso Central (SNC),
o sistema nervoso periférico ¢ composto por ginglios nervosos e nervos, que possuem ramos
motores e sensoriais (CATALA; KUBIS, 2013; CARRIEL; GARZON; ALAMINOS;
CORNELISSEN, 2014).

Os nervos sensoriais sao responsaveis, principalmente, pela sensacao de dor, temperatura e
pressdao e, como nervos aferentes, a informagdo sensorial se propaga no sentido dos tecidos
periféricos para o SNC. Os corpos celulares desses neurdnios estdo localizados no ganglio da raiz
dorsal (dorsal root ganglia / DRG), e seus axonios se prolongam por toda a periferia a partir do

corpo celular (NASCIMENTO; MAR; SOUSA, 2018).
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As fibras nervosas sensoriais possuem muitos VGSCs, que estdo associados a respostas
térmicas, mecanicas e quimicas (DJOUHRI; FANG; OKUSE; WOOD et al., 2003; FELTS;
YOKOYAMA; DIB-HAJJ; BLACK et al., 1997, ISOM, 2001; MIAO; GAO; WU; LU et al.,
2010). Dentre as isoformas mais presentes no SNP, o canal Nav1.8, que pertencente a familia Nav,
merece destaque (ERICKSON; DEITEREN; HARRINGTON; GARCIA-CARABALLO et al.,
2018). Sua expressdo esta associada exclusivamente a neurdnios sensoriais, ndo sendo encontrado
no SNC (AKOPIAN; SIVILOTTI; WOOD, 1996; MIAO; GAO; WU; LU et al., 2010). O DRG ¢
o local de maior concentragdo de sua expressao, mas também esta presente em cerca de dois ter¢os
dos corpos celulares aferentes sensoriais do ganglio nodoso (DJOUHRI; FANG; OKUSE; WOOD
et al., 2003; GAUTRON; SAKATA; UDIT; ZIGMAN et al., 2011; STIRLING; FORLANI,
BAKER; WOOD et al., 2005). O Navl.8, para além do ganglio, ¢ encontrado também em muitas
terminagdes sensoriais em Orgdos como pulmoes, pancreas, lingua, trato digestorio, bexiga,
coragdo, rins, figado, suprarrenais, pele, vesicula biliar, tecido adiposo branco e linfonodos

(GAUTRON; SAKATA; UDIT; ZIGMAN et al., 2011).

Ao longo das ultimas décadas, a correlacdo entre as fibras nervosas sensoriais € o
desenvolvimento de processos como a neuropatia, artrite, lesdes teciduais e cancer vem sendo
bastante abordada (BOOTH; MAY; YAO, 2015; CAMERLINGO; NEMNI; FERRARO; CASTO
et al., 1998; MUKOUYAMA; SHIN; BRITSCH; TANIGUCHI et al., 2002; PARADA;
VIVANCOS; TAMBELI; CUNHA et al., 2003; SCHAIBLE, 2014).

No fim da decada de 1940, Denny Brown associou a neuropatia sensorial periférica com o
aumento da incidéncia do cancer (DENNY-BROWN, 1948). Essa correlacdo continuou a ser
abordada em estudos futuros, onde quase 35% dos pacientes com neuropatia sensorial periférica
desenvolvem cancer (CAMERLINGO; NEMNI; FERRARO; CASTO et al., 1998). Atualmente,
um numero crescente de pesquisas vem evidenciando, através de analise celular, a associagdo direta
do sistema nervoso a progressao de diversos tipos de cancer, como o de mama, prostata, pancreas,
colorretal e gastrico (ALBO; AKAY; MARSHALL; WILKS et al., 2011; AYALA; DAI;
POWELL; LI et al., 2008; ONDICOVA; MRAVEC, 2010; ZHAO; HAYAKAWA; KODAMA;
MUTHUPALANI et al., 2014). Inclusive, o mau prognostico da doenca foi relacionado a expressao
aumentada de neuropeptideos e células neurais (ENTSCHLADEN; PALM; LANG; DRELL et al.,
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2006; GRABOWSKI; MAASER; HANSKI; STEIN et al, 2005, GRABOWSKI;
SCHONFELDER; AHNERT-HILGER; FOSS et al., 2002).

Seguindo a mesma perspectiva, com o objetivo de entender a atuagdo da inervacdo no
microambiente tumoral, pesquisas recentes levam o olhar para o papel da inervagdao autonoma
(MAGNON, 2015; MAGNON; HALL; LIN; XUE et al.,, 2013). Entretanto, o componente

sensorial da inervagdo ainda precisa ter sua atividade estabelecida.

Embasando esses novos direcionamentos, Pundavela e colaboradores demostraram que os
neurdnios sensoriais podem liberar fatores reguladores significativos para a progressao tumoral
(PUNDAVELA; ROSELLI; FAULKNER; ATTIA et al., 2015). Essas células nervosas, através da
liberag@o de neuropeptideos como a substancia P e o CGRP conseguem regular a fun¢do vascular,
componente fundamental para o desenvolvimento do tumor (AUSTIN; ELLIOTT; NICOLAOU;
GRABOWSKA et al., 2017). Ha muitas décadas a substancia P vem sendo relacionada a migragao
de células em canceres de pulmio, mama e coloén, sendo inclusive relevante para o
desenvolvimento de metastases (DRELL; JOSEPH; LANG; NIGGEMANN et al, 2003;
ENTSCHLADEN; DRELL; LANG; JOSEPH et al, 2004; RUFF; SCHIFFMANN;
TERRANOVA; PERT, 1985). O CGRP exibe um perfil pré-inflamatério e tambem auxilia no
processo de migracdo dessas células (FOSTER; MANDAK; KROMER; ROT, 1992;
NAGAKAWA; OGASAWARA; MURATA; FUSE et al., 2001). Ademais, endogenamente
liberados, peptideos opidides se ligam a receptores nos neurdnios sensoriais sendo capazes de
estilumar uma quimioatracdo e migragdo de células tumorais pulmonares (ENTSCHLADEN;
DRELL; LANG; JOSEPH et al., 2004; ENTSCHLADEN; PALM; LANG; DRELL et al., 2006;
RUFF; SCHIFFMANN; TERRANOVA; PERT, 1985).

Uma diferenciacao valida a ser feita ¢ em relacdo a inervacdo tumoral supracitada e o
processo conhecido como invasdo perineural, considerado um indicador de mau progndstico e
metastase (HUANG; SU; CUI; SHEN et al., 2014; ZHAO; YANG; LIANG; DU et al., 2014).
Resumidamente, na invasao perineural, as fibras nervosas funcionam como guias para a migragao
das células tumorais, possibilitando rotas metastaticas e infiltracao no SNC (BAPAT;
HOSTETTER; VON HOFF; HAN, 2011; CEYHAN; DEMIR; ALTINTAS; RAUCH et al., 2008;
MAGNON; HALL; LIN; XUE et al., 2013).
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Por ser um orgdo amplamente inervado, tanto por fibras sensoriais (na pele e mamilos)
quanto por fibras simpaticas (nos vasos sanguineos ¢ ductos), a mama vem despertado interesse
dos pesquisadores quando se trata da relacdao entre o sistema nervoso e¢ o cancer (HUANG; SU;
CUI; SHEN et al, 2014; PUNDAVELA; ROSELLI; FAULKNER; ATTIA et al, 2015;
SARHADI; SHAW DUNN; LEE; SOUTAR, 1996; ZHAO; YANG; LIANG; DU et al., 2014).

Pundavela e colaboradores, avaliando tumores mamarios, encontraram um elo entre a
presenca de fibras nervosas € um progndstico ruim, com aumento do potencial metastatico e taxas
maiores de invasao de linfonodos (PUNDAVELA; ROSELLI; FAULKNER; ATTIA et al., 2015).
Nesse e em outros trabalhos, foi estabelecida uma relagdo direta entre a agressividade tumoral e o
numero de fibras nervosas, que se localizavam principalmente no estroma tumoral, proximas a
vasos sanguineos e adipdcitos (PUNDAVELA; ROSELLI; FAULKNER; ATTIA et al., 2015;
ZHAO; YANG; LIANG; DU et al., 2014). Em oposic¢do a esses resultados, Erin e colaboradores
demonstraram que fibras sensoriais sensiveis a capsaicina seriam capazes de inibir metastases
derivadas de tumores mamarios (ERIN; AKDAS BARKAN; HARMS; CLAWSON, 2008; ERIN;
BOYER; BONNEAU; CLAWSON et al., 2004).

Através de imunomarcacgdes para neurdnios sensoriais positivos para PGP9.5, CGRP e
neurofilamento 200 (NF200), foi demonstrada a presenga dessa inervagdo, tanto em cortes
histologicos de tumores mamarios humanos quando em tumores derivados de um modelo murino
de xenoenxerto. Os dados revelam que o nimero de fibras nervosas pode apresentar relagdo com
uma maior densidade microvascular e também com a alta expressio do VEGF-A (AUSTIN;
ELLIOTT; NICOLAOU; GRABOWSKA et al.,, 2017, ZHAO; HAYAKAWA; KODAMA;
MUTHUPALANI et al., 2014). In vitro, células tumorais mamarias foram capazes de aumentar a
neuritogénese, a ramificacdo colateral dos neuronios sensoriais e as respostas dos canais 10nicos
desses neurdnios no DRG, caracteristicas que apresentam relacdo com a dor no cancer e a
angiogénese tumoral (AUSTIN; ELLIOTT; NICOLAOU; GRABOWSKA et al., 2017; TODA;
SUZUKI; HOSONO; HAYASHI et al., 2008).

As células de cancer, através da liberacao de mediadores como o fator de crescimento de
nervo (NGF) e o VEGF, propiciam a invasdo neural no tumor (ADRIAENSSENS; VANHECKE;
SAULE; MOUGEL et al., 2008; PUNDAVELA; ROSELLI; FAULKNER; ATTIA et al., 2015).

No entando, fibras nervosas também podem contribuir com a proliferacdo de células tumorais e
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seu potencial metastatico no cancer de mama, através da liberagdo de noradrenalina, dopamina e
Substancia P (ENTSCHLADEN; DRELL; LANG; JOSEPH et al., 2004; ONDICOVA; MRAVEC,
2010; VANHECKE; ADRIAENSSENS; VERBEKE; MEIGNAN et al., 2011). A relagdo entre o
componente sensorial da inervacao e os tumores mamarios pode ser ainda embasada por estudos
in vitro que comprovaram que diferentes linhagens celulares de cancer de mama expressam
diferencas nos efeitos neurotroficos ¢ na secrecdo de NGF (PUNDAVELA; ROSELLI;
FAULKNER; ATTIA et al., 2015).

No entando, os estudos supracitados, que discutem a relagdo entre fibras nervosas e o
desenvolvimento tumoral mamario, ainda podem ser mais aprofundados a fim de identificar o papel
dessas fibras sensoriais para o desenvolvimento, tanto do tumor primario, quanto para a formacao

de metastases.
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3. JUSTIFICATIVA

O cancer de mama feminino ¢ o tipo de cancer mais diagnosticado no mundo. Em 2020,
aproximadamente 2,3 milhdes de mulheres receberam o diagnostico e 685 mil mortes ocorreram
em decorréncia da doenga, nimeros que tornam essa a causa mais comum de morte por cancer em

mulheres (IARC 2020).

No Brasil, o cancer de mama ¢ a principal causa de morte por cancer na populagao feminina de
todas as regides do pais, exceto na regido Norte, onde essa posi¢ao € ocupada pelo cancer de colo
do utero (INCA, 2020). Para o ano de 2021, foram estimados 66.280 novos casos da doenca (INCA,
2020).

Com o objetivo de identificar novos alvos terapéuticos, para esse e outros tipos de tumores,
pesquisas recentes t€ém se dedicado a desvendar a complexidade do microambiente tumoral,
destacando a interacao das células neoplésicas com outros elementos celulares, como, por exemplo,
componentes do sistema nervoso (BALKWILL; CAPASSO; HAGEMANN, 2012;
PUNDAVELA; ROSELLI; FAULKNER; ATTIA et al., 2015; WANG; ZHAO; ZHANG; WEI et
al.,2017).

Dados publicados por nosso grupo (PRAZERES; LEONEL; SILVA; ROCHA et al., 2020)
utilizando camundongos geneticamente modificados mostraram que fibras nervosas sensoriais,
expressando canais de sdédio dependentes de voltagem Nav1.8, estdo presentes no microambiente
tumoral de melanoma murino B16F10, e que a deplecdo quimica e genética desses neurdnios levou

ao aumento do crescimento do melanoma e angiogénese tumoral.

Dessa forma, entender a interacdo dos neur6nios sensoriais com o microambiente tumoral da
mama e o seu papel na progressdo dessa doenca e formacdo de metastases podera fornecer novas

possibilidade terapéuticas.
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4. OBJETIVOS

e Objetivo Geral

Avaliar a presenca da inervagdo sensorial no tumor de mama induzido pelo inéculo de

células E0771 e sua participagdo na progressao da doenga e no desenvolvimento de metastases.
e Objetivos Especificos

» Localizar os nervos sensoriais no tumor mamario murino EQ771 utilizando o modelo

genético Nav1.8-Cre/TdTomato;

» Avaliar a expressdo de Navl.8 com dois diferentes momentos do desenvolvimento

tumoral (14 e 28 dias);

* Realizar a deplecdo quimica dos nervos sensoriais e avaliar a progressao tumoral e o

desenvolvimento de metastases espontaneas;
* Avaliar as taxas de angiogénese (CD31) e proliferacao celular (Ki67) no tumor primario;
* Analisar a expressao de P-caderina e E-caderina no tumor primario;

* Identificar e quantificar lesdes metastaticas nos pulmdes, fémures, cérebro e figado.
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5. MATERIAIS E METODOS

e Animais

Os animais C57BL/6J fémeas do tipo selvagem (WT — Wild Type) foram obtidos no
Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerias. Os camundongos B6. TdTomato foram
adquiridos do Jackson Laboratories. Os camundongos Nav1.8-Cre foram obtidos da Infrafrontier.
Camundongos Nav1.8-Cre foram cruzados com camundongos B6.TdTomato para gerar
camundongos Navl1.8-Cre/TdTomato, os quais possuiam o0s nervos sensoriais marcados em
vermelho. Para os experimentos, os camundongos foram pareados por idade de 8 a 10 semanas.
Ficaram alojados no Biotério do Departamento de Patologia do ICB / UFMG e foram mantidos sob
ciclo de luz controlado (12:12 horas de ciclo claro/ escuro), tendo livre acesso a dgua e ragdo. Todos
os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), protocolo

44/2021.
o  Manutencdo dos animais

Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas e ambiente controlado com livre acesso
a dgua e ragdo ad libitum, durante todo o periodo do experimento. Para a realizacao deste estudo,
os animais foram divididos em grupos (caixas) com 4 (quatro) animais cada. Para o primeiro
experimento, os grupos foram denominados de acordo com os dias de desenvolvimento tumoral,
sendo “14 dias” e “28 dias”. Para o segundo experimento, os grupos foram denominados de acordo
com o tratamento recebido (RTX ou PBS), como “Teste” ou “Controle” em relagdo a deplec¢ao dos
neurdnios sensoriais. Apos a divisdo dos grupos, os animais foram observados diariamente,

verificando: mortalidade, sinais clinicos, variagdes no peso corporal e no consumo de dgua e ragao.
e Fenotipagem para Nav 1.8-Cre/TdTomato

Uma pequena amostra tecidual das orelhas dos animais foi retirada, colocada em uma
lamina histologica com um pouco de PBS 1X, e montada com uma laminula. Esse tecido foi
analisado em um microscopio de fluorescéncia (EVOS® FL Cell Imaging Systeme) e os animais
com fenotipo positivo — nervos sensoriais marcados pela fluorescéncia TdTomato — foram

utilizados para o experimento.
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e Linhagem celular e cultura

A linhagem de tumor de mama murino E0771 foi fornecida pelo Laboratério de
Imunometabolismo e Exercicio da Universidade de Sao Paulo (USP). As células foram cultivadas
a37°C em 5% de CO2 com Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10%

de soro fetal bovino inativado, 1% de penicilina e estreptomicina.
e  Analise do crescimento tumoral in vivo

Para o desenvolvimento do tumor de mama, células E0771 foram inoculadas
ortotopicamente na almofada de gordura da 4* glandula mamaria, na concentraco de 1x10° células
diluidas em 50 uL de PBS 1x. O comprimento (L) e a largura (W) do tumor foram medidos a cada
dois dias para determinar o volume (V) tumoral através da formula V = 0,5 x (L x W?) (GAST;
SILK; ZAROUR; RIEGLER et al., 2018). A area tomoral foi determinada usando fotografias
calibradas de cada tumor através o software Fiji®, versdo 1.53 (National Institute of Health,
Bethesda, MD). Para avaliar a presenca dos nervos sensoriais em diferentes momentos do

desenvolvimento tumoral, os tumores foram removidos com 14 e 28 dias.

o Deplecio quimica dos nervos sensoriais

Para a deple¢do quimica dos nervos sensoriais, os camundongos WT foram tratados com
resiniferotoxina (RTX) conforme descrito anteriormente (BARAL; UMANS; LI; WALLRAPP et
al., 2018). Camundongos de 4 semanas de idade foram injetados por via subcutdnea em dias
consecutivos com doses crescentes de RTX (30, 70 e 100 pg / kg) dissolvido em 2% de DMSO
com 0,15% de Tween 80 em PBS. Os animais do grupo controle foram injetados apenas com
veiculo. Apos o tratamento foi respeitado um prazo 28 dias de recuperagdo antes da inje¢do de
células EQ771. Para confirmar a eficiéncia da deplecao dos nervos sensoriais, apos o periodo de
recuperacdo, os camundongos dos grupos controle e teste 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), conforme descrito (PACHECO; ROMERO;
DUARTE, 2019). Para o teste mecanico foi utilizado o teste Randall e Selitto (RANDALL;
SELITTO, 1957), usando um analgesimetro com um prensador de pata em forma de cone com uma

ponta arredondada para aplicar uma forga linearmente crescente na pata traseira. O peso em gramas
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(g) e o tempo em segundos (s) necessarios para desencadear a resposta nociceptiva foram

determinados como o limiar nociceptivo.
e  Microscopia de Imunofluorescéncia

Os tumores foram retirados e fixados em paraformaldeido 4% por 24 horas a 4°C.
Posteriormente, foram colocados em sacarose 30% por 48 horas a 4°C. Em seguida, foram
incluidos em OCT (Optimal Cutting Temperature) e foram realizados cortes de 12pm em criostato.
As criosseccdes foram bloqueadas por 2 horas em 3% BSA em PBS + 0,5% Triton, e
imunomarcadas com os seguintes anticorpos: CD31 conjugado com o fluoréforo PE (BioLegend/
dilui¢do 1: 100), Ki67 conjugado com o fluoréforo Alexa Fluor 700 (BD Biosciences/ dilui¢do 1:
100), e os anticorpos primdrios que reconhecem P-Caderina (Invitrogen/ dilui¢ao 1:500) e E-
Caderina (Invitrogen/ diluicao 1:500). Nos cortes incubados com anti E-caderina e P-caderina,
foram colocados anticorpos secundarios anti IgG de camundongo conjugado com fluoréforo Alexa
Fluor 488. Todos os cortes foram lavados 3 vezes com pBS 1x e corados com DAPI (4°,6-
diamidino-2-phenylindole) a 1 pg/mL. As laminas foram fotografadas em um microscopio
confocal Zeiss LSM 880 invertido presente no Centro de Aquisi¢ao e Processamento de Imagens

(CAPI- ICB). Todas as marcagdes foram quantificadas usando Fiji Software ®.
e Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o Software GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Software, San Diego, CA). A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de
Shapiro-Wilk. Os dados paramétricos foram analisados pelo teste T e dados ndo-paramétricos pelo
teste de Mann Whitney. Em todos os casos, consideramos p<0,05 como estatisticamente

significativo e exibimos a média + erro padrao.
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6. RESULTADOS

e Os neuronios sensoriais Nav1.8" estio presentes no microambiente tumoral da mama

Para examinar se 0s neurOnios sensoriais estdo presentes no microambiente tumoral da
mama, foi utilizado um modelo de camundongo com tumor de mama ortotdpico, no qual apenas
0s neuronios sensoriais sa3o marcados com o fluoréforo vermelho TdTomato. Em camundongos
Nav1.8-Cre/TdTomato, apds a remogao do cassete loxP-stop-loxP por agdo da recombinase Cre, o
TdTomato é expresso apenas em neurdnios sensoriais Nav1.8" (Figura 9 - A). Esses animais
receberam a inje¢do das células E0771 no quarto coxim de tecido adiposo mamario e o tumor foi
analisado em dois momentos de seu desenvolvimento (Figura 9 - B). Conforme avaliado por
microscopia de fluorescéncia a expressdo endoégena de TdTomato, os neurdnios sensoriais estao
presentes no microambiente tumoral mamario, tanto no inicio de seu desenvolvimento, aos 14 dias
(Figura 9 — C), quanto em uma etapa mais avancada de seu desenvolvimento, aos 28 dias (Figura
9 - D). A inervagao sensorial foi encontrada tanto em regides periféricas (conforme ilustrado na

Figura 9 — C) quanto em regides mais centrais do tumor (conforme ilustrado na Figura 9 - D).
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Figura 9. Os neuronios sensoriais Nav1l.8+ estio presentes no microambiente tumoral da

mama.

A. Representagdo esquematica do cruzamento entre os camundongos Nav1.8-Cre e camundongos
B6.TdTomato para gerar os animais experimentais Nav1.8-Cre/TdTomato, os quais possuiam os
nervos sensoriais marcados em vermelho. B. Representacdo do protocolo para crescimento
ortotopico do tumor de mama. Camundongos fémeas Nav1.8-Cre/TdTomato receberam a injecao
de 1x10° células EO771 no coxim adiposo da 4* glandula mamaria. As eutanasias e analises do
tumor foram realizadas em dois diferentes momentos do desenvolvimento tumoral, 14 dias (n = 4)
e 28 dias (n = 4) apo6s a injecdo das células. C. Imagem por microscopia confocal mostrando a
inervacao sensorial em fluorescéncia vermelha em tumores primarios no 14° dia ap6s a injecdo. A
linha tracejada indica a borda tumoral. D. Imagem por microscopia confocal mostrando a inervacao
sensorial em fluorescéncia vermelha em tumores primarios no 28° dia apos a inje¢do. Imagens com

aumento de 40x. Barras de escala, 50 pm.
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e A deplecio quimica dos neuronios sensoriais inibe o desenvolvimento tumoral

A fim de identificar o papel dos neurdnios sensoriais no desenvolvimento do tumor de
mama E0771, foi realizada a deple¢ao quimica dos neuronios sensoriais através do tratamento com
resiniferatoxina (RTX). Camundongos do tipo selvagem (WT) foram pré-tratados com 3 doses
consecutivas de RTX (30, 70 e 100 pg/kg) ou veiculo (PBS), aguardou-se um periodo de
recuperagdo do tratamento de 28 dias, seguido do transplante das células de cancer de mama. Ao
longo dos 28 dias seguintes, os animais foram observados, seus tumores foram medidos com
paquimetro, e seu peso corporal foi medido (Figura 10 - A). A eficiécia da deplecao foi confirmada
por testes comportamentais para medir as respostas mecanicas (Figura 10 - B) e térmicas (Figura
10 — C). Os animais depletados suportaram mais peso antes da retirada da pata (de 119,0 = 1,93
para 153,6 £ 2,85 g) e também tiveram um tempo aumentado para exibir o reflexo de retirada da
cauda em contato com o calor elevado (de 2,34 + 0,10 para 4,58 + 0,31 s), o que significa que o
limiar da resposta nociceptiva foi elevado nestes animais, confirmando a deple¢do. O pré-
tratamento com RTX, e consequente deple¢ao dos neuronios sensoriais, diminuiu o crescimento
do tumor de mama (Figura 10 — D). O peso do tumor diminuiu de 2,32 + 0,29 para 0,56 + 0,17 g;
0 peso do tumor por peso corporal diminuiu de 0,10 £ 0,01 para 0,03+ 0,01 g; o volume do tumor
diminuiu de 1651,85 + 470,4 para 420,25 + 98,67 mm?>; a area do tumor diminuiu de 276,20 £
27,00 para 124,17 + 18,45 mm? (Figura 10 — G - J). O peso dos animais, ao decorrer do
experimento, ndo foi afetado pela deplecdo quimica dos neurdnios sensoriais (Figura 10 — E). O
volume tumoral, medido através de um paquimetro, foi menor em animais depletados para os
neurdnios sensoriais a partir do 20° dia apos a aplicacdo das células (reduziu de 620,04 + 165,8
para 160,90 + 40,21 mm?) (Figura 10 — F). Esses resultados indicam que os nervos sensoriais do

microambiente tumoral estdo estimulando a progressao do cancer de mama.



()

Peso do tumor (g)

Injegao de RTX

L & K
SR & -8
o Q9 Volume tumoral e peso <9
I T T T do animal T
&b & Injega Al
: ANEPANEEIAN jecao Analise do tumer e
Wild Type & ,\a"% §§° ortotopica metastases
” 5 %108 EO771
s
E0771 + PBS

E0771 + RTX

100

©
* % E 015+ * %
c
1]
<]
-
2  0.10+
[N
Y
= o
=2
E  0.054
2
Q
g=]
=]
@ 0.00-
PBS RTX o PBS RTX

vy

200+

150+

100+

[52]
o
1

Limiar de retirada da pata (g)
o
I

m

N
(6]
: ]

X
+

Peso do animal (g)
N
w

Randall Selitto

PBS RTX

48

(@]

2500+

- - n

o w o

o o o

o o o
1 I |

500+

Volume do tumor (mm?3)

3000

2000

1000

T
10

Dias apos injecéo de E0771

Volume do tumor (mm?®

o
|

PBS

Tail Flick
6 *
i
)
]
2 4
ﬁ
8
(]
o]
o 24
QQ
1S
@
-
0,
PBS RTX
-~ PBS
= RTX
20 30
* -~ PBS
- RTX

10
Dias apos injecao de E0771

400

RTX

20 30

* %

©w
(=]
g

100

Area do tumor (mm?)
S
<

PES RTX



49

Figura 10. A deplecdo quimica dos neurdnios sensoriais inibe o desenvolvimento tumoral.

A. Representacdo esquematica para a deple¢do quimica dos neurdnios sensoriais mediada por RTX
e crescimento ortotopico do tumor mamiério E0771. Camundongos WT foram injetados
diariamente com doses crescentes de RTX (WT + RTX; n=4; 30, 70 e 100 png/kg) ou veiculo (WT
+ Veiculo; n = 4). Os camundongos descansaram por 28 dias antes da injeco ortotopica de 1x10°
células E0771. Os tumores foram removidos apo6s 28 dias. B. Quantificagdo do teste de Randall
Selitto para determinar o limiar de retirada da pata (WT + PBS: 119,0 £ 1,93 g; WT + RTX: 153,6
+ 2,85 g) . C. Quantificagdo do teste Tail Flick para determinar o tempo de laténcia (WT + PBS:
2,34 +0,10s; WT + RTX: 4,58 £ 0,31 s) D. Imagens macroscoOpicas representativas de tumores de
mama E0771 apds disseccao, painel superior (WT + PBS) e painel inferior (WT + RTX). E. Peso
dos animais ao longo dos 28 dias apos a injecdo das células. F. Volume tumoral medido com
paquimetro ao longo dos 28 dias apds a inje¢ao das células. G. Peso do tumor (WT + PBS: 2,32 +
0,29 g; WT + RTX: 0,56 £ 0,17 g). H. Peso do tumor corrigido pelo peso corporal do animal (WT
+ PBS: 0,10 + 0,01 g; WT + RTX: 0,03 + 0,01 g). I. Volume do tumor (WT + PBS: 1651,85 +
470,4 mm3; WT + RTX: 420,25 + 98,67 mm?). J. Area do tumor (WT + PBS: 276,20 + 27,00 mm?;
WT + RTX: 124,17 + 18,45 mm?). Analise estatistica: Teste T; **p<0,001 e *p <0.05. n = 4
camundongos para todos os grupos. Os dados sdo apresentados como média = erro padrdo. Imagens

com aumento de 0,67x. Barras de escala, 100 pm.
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o Adeplecio quimica dos neurdnios sensoriais altera a angiogénese, proliferagdo celular

e a expressdo de glicoproteinas de membrana

A deplecao dos neuronios sensoriais mostrou induzir uma tendéncia a redugao da area dos
vasos intra-tumorais (de 0,02 + 0,01 para 0,01 £ 0,00 um ) (Figura 11 — A e B). Além disso,
também foi observada uma reducdo na proliferacdo de células dentro do tumor (de 0,31 £+ 0,23 para
0,18 £ 0,02 um % pum 2 DAPI+) (Figura 11 — C e D). A expressdo das caderinas classicas, P-
caderina (Figura 11 — E e F) e E-Caderina (Figura 11 — G e H), também foi reduzida na auséncia
dos neuronios sensoriais (de 0,05 £ 0,04 para 0,01 £ 0,00 ¢ 0,20 £ 0,18 para 0,02 £ 0,00
respectivamente). Juntos, esses resultados apoiam a ideia de que a deple¢do quimica dos neurdénios
sensoriais inibe a progressdo do tumor de mama E0771, apresentando uma tendéncia na reducao
dos vasos sanguineos dentro do tumor e diminuindo, significativamente, a proliferacdo celular. A
reducdo da expressdo de E-caderina e P-caderina vem em contradi¢do a esse fenotipo tumoral

menos agressivo.
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Figura 11. A deplecao quimica dos neurénios sensoriais altera a angiogénese, proliferacao

celular e a expressao de glicoproteinas de membrana.

A. Quantificacdo das areas positivas para a marcacdo de CD31 e determinacdo da angiogénese
intratumoral. B. Imagens representativas de imunofluorescéncia de sec¢des tumorais de
camundongos, depletados ou ndo para neurdnios sensoriais, marcados para células endoteliais
(CD31; vermelho) para identificagdo de vasos sanguineos e nucleo (DAPI; azul). C. Quantificacio
das areas positivas para Ki67 por areas positivas para DAPI e determinacdo da proliferagdo celular
intratumoral. D. Imagens de imunofluorescéncia representativas de sec¢des de tumores de mama
de camundongos, depletados ou ndo para neur6nios sensoriais, para identificar a proliferacao
celular (Ki67; magenta) e nlcleos (DAPI; azul). E. Quantificagdo das areas positivas para
expressdo de P-caderina intratumoral. F. Imagens de imunofluorescéncia representativas de
seccoes de tumores de mama de camundongos, depletados ou ndo para neurénios sensoriais, para
identificar a expressdo de P-caderina (P-caderina; laranja) e nucleos (DAPI; azul). G.
Quantificacdo das 4reas positivas para expressdo de E-caderina intratumoral. H. Imagens de
imunofluorescéncia representativas de sec¢des de tumores de mama de camundongos, depletados
ou ndo para neurdnios sensoriais, para identificar a expressao de E-caderina (E-caderina; verde) e
nucleos (DAPI; azul). Andlise estatistica: Teste T; ****p<(0,0001 e *p <0.05. n =4 camundongos
para todos os grupos. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo. Imagens com aumento

de 40x. Barras de escala, 50 um.
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e A auséncia de inervacdo sensorial ndo interfere no surgimento de metdstases

espontdneas hepdticas, cerebrais e femorais

A linhagem de células tumorais mamarias E0771 ja foi descrita como sendo capaz de gerar
metastases espOntaneas, a partir de determinado momento do desenvolvimento tumoral.
Entretanto, alguns autores divergem em relacdo aos sitios metastaticos preferenciais para essa
linhagem. Através da colaracao hitologica Hematoxila e Eosina (HE), foram analisadas sec¢des
dos fémures bilaterais desses animais, do cérebro e do figado, e ndo foram encontradas lesdes
metastaticas nestes tecidos, independentemente da presen¢a dos neurdnios sensoriais (Figura 12 —
B, D e G). Todos esses tecidos também foram pesados e nao apresentaram diferencgas significativas

quando comparados os dois grupos, PBS e RTX (Figura 12 - C, E e F).
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Figura 12. A auséncia de inervacao sensorial niao interfere no surgimento de metastases

espontineas hepaticas, cerebrais e femorais.

A. Possiveis sitios metastaticos das células E0771. B. Fotomicrografia de laminas de fémur em
aumento de 4x e 10x, coradas com HE mostrando tecido dsseo com aspecto caracteristico. C.
Analise do peso dos fémures dos animais (WT + PBS: 0,05 + 0,00 g; WT + RTX: 0,05 + 0,00 g).
D. Fotomicrografia de laminas de cérebro em aumento de 10x e 40x, coradas com HE mostrando
tecido cerebral com aspecto caracteristico. E. Andlise do peso dos cérebros dos animais (WT +
PBS: 0,44 £ 0,01 g; WT + RTX: 0,43 + 0,01 g). F. Andlise do peso dos figados dos animais (WT
+ PBS: 1,27 £ 0,06 g; WT + RTX: 1,25 £ 0,07 g). G. Fotomicrografia de laminas de figado em
aumento de 10x e 40x coradas com HE mostrando tecido hepatico com aspecto caracteristico. Os
dados sdo apresentados como média + erro padrdo. Barras de escala, 400 pm (Figura B) e 200 um

(Figuras D e G).
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e A auséncia de inervagdo reduz as metdstases espontineas pulmonares

A migragdo espontanea das células E0771 para os pulmdes ¢ mais comumente descrita
(Figura 13 — A). Apos a deplegdo quimica dos neuronios sensoriais, os pulmoes dos animais foram
analisados. Os grupos ndo apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao peso dos pulmades,
apenas uma tendéncia a reducdo ap6s a deplecao sensorial e inoculacao das células EO771 (de 0,31
+ 0,06 para 0,23 £ 0,02 g ) (Figura 13 - B). Apos analise histologica desses tecidos, corados com
Hematoxilina & Eosina, foram observadas metéstases distribuidas pelo 6rgdo, tanto dos animais
depletados para os neuronios sensoriais, quanto dos animais-controle (Fig. 13 - D). Os pulmdes
dos animais depletados para os neurdnios sensoriais apresentaram uma area metastatica reduzida

em comparac¢do com os animais-controle (de 0,08 + 0,02 para 0,05 £+ 0,01 um ?) (Figura 13 -C).
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Figura 13. A auséncia de inervacio reduz as metastases espontineas pulmonares.

A. Representagdo da migracao de células tumorais da mama para formar metastases pulmonares.
B. Analise do peso dos pulmdes dos animais (WT + PBS: 0,31 £ 0,06 g; WT + RTX: 0,23 £+ 0,02
g). C. Quantificacao da area de metastases pulmonares em animais controle ou depletados para
neurdnios sensoriais (WT + PBS: 0,08 + 0,02 um? ; WT + RTX: 0,05 £ 0,01 um?). D.
Fotomicrografia de ldminas de pulmao, em aumento de 10x e 40x, coradas com HE mostrando
metastases pulmonares de tumores de mama E0771, em animais com os neurdnios sensoriais
preservados (parte superior) € em animais cujos nervos sensoriais foram depletados (parte inferior).
As pontas de setas amarelas indicam lesdes metastaticas. Os dados sdo apresentados como média

+ erro padrdo. Barras de escala 200 um.
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7. DISCUSSAO

Nesse estudo, demonstramos que os neurdnios sensoriais Nav1.8" estio presentes no
microambiente tumoral da mama e que a deplegdo dessas células altera o desenvolvimento desse
tumor. Nossos resultados revelam que a denervagdo sensorial reduz o crescimento tumoral, a
formacgdo de vasos sanguineos e a proliferacao celular nesse microambiente. A expressao de E-
caderina e P-caderina, pertencentes a familia das caderinas classicas, também ¢ reduzida, bem

como a disseminagdo metastatica pulmonar.

O microambiente tumoral da mama ¢é extremamente complexo e heterogéneo, composto nao
apenas pelas células tumorais, mas também por células imunes, fibroblastos, adipocitos, vasos
sanguineos, componentes da matriz extracelular e fatores secretados por todos esses elementos
(ANDERSON; SIMON, 2020). Dentre esses integrantes, o tumor também conta com a presenga
de fibras nervosas (HUANG; SU; CUI; SHEN et al., 2014). Nossos dados mostram que neuronios
sensoriais identificados pela expressao do canal de sédio Nav1.8 estdo presentes no tumor mamario
murino de células E0771. A inervacado sensorial foi identificada tanto no momento inicial do

desenvolvimento tumoral, aos 14 dias, quanto em um momento mais tardio, aos 28 dias.

Em outros modelos de cancer de mama murino, como, por exemplo, nos tumores advindos da
inoculagdo de células MDA-MB-231, foi possivel detectar um aumento de fibras nociceptoras
positivas para CGRP dentro do tumor, em comparagdo ao tecido mamario saudavel (AUSTIN;

ELLIOTT; NICOLAOU; GRABOWSKA et al., 2017).

Em humanos, tumores primarios de mama também sio infiltrados por fibras nervosas PGP9.5",
que estavam amplamente distribuidas nesse microambiente, em contato com células cancerosas,
adipocitos, arteriolas e vasos sanguineos (PUNDAVELA; ROSELLI; FAULKNER; ATTIA et al.,
2015).

Os neurdnios sensoriais também podem ser encontrados em outros tipos de tumor, como, por
exemplo, o adenocarcinoma ductal pancredtico (SALOMAN; ALBERS; LI; HARTMAN et al.,

2016) e, assim como demonstrado por nosso grupo, no microambiente de melanomas em um
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modelo de xenoenxerto de células B16F10 aos 16 dias de desenvolvimento tumoral (PRAZERES;
LEONEL; SILVA; ROCHA et al., 2020).

Dentro do tumor, as interagdes celulares ditam a sua progressdo e cada elemento desse
microambiente pode contribuir de forma diferente para o desenvolvimento da doenga
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). Dentre os elementos que ainda precisam ter sua identidade e
papéis estabelecidos, nossos resultados demonstraram que a inervagao sensorial ¢ um constituinte
chave, alterando o desenvolvimento do tumor mamario. A deplecdo quimica dos neurdnios
sensoriais, através do tratamento com RTX, e posterior inoculagdo das células E0771, levou a uma

reduc¢do do crescimento do tumor primario ao final de 28 dias.

A denervagdo, seja ela quimica, cirurgica ou genética, encerra a comunicagao entre o SNC e o
SNP, permitindo, dessa forma, investigar o efeito da inervacdo em um tecido especifico

(ZAHALKA; FRENETTE, 2020).

Erin e colaboradores (2004 e 2008), inoculando células de cancer de mama 4T1 e utilizando
métodos diferentes de denervagdo sensorial, demonstraram que o crescimento do tumor primario
no coxim adiposo mamario ndo foi afetado pela auséncia dos neurdnios sensoriais (ERIN; AKDAS

BARKAN; HARMS; CLAWSON, 2008; ERIN; BOYER; BONNEAU; CLAWSON et al., 2004).

Apds um modelo de denervagdo sensorial cirirgica e implantagdo ortotopica de linhagens de
células de cancer de mama humano, Kappos e colaboradores (2018) observaram, por ressonancia
magnética, uma redugdo dos volumes tumorais em 76% das ratas (KAPPOS; ENGELS; TREMP;
SIEBER et al., 2018).

Desvendar as interagdes celulares estabelecidas com os neurdnios sensoriais dentro do
microambiente tumoral pode ser o preludio para estabelecer o papel dessas células para a
progressao do tumor. Em um estudo anterior publicado por nosso grupo, discutimos a relagdo
existente entre esse componente do SNP e a resposta imune no microambiente tumoral do
melanoma (COSTA; SILVA; PRAZERES; PICOLI et al, 2021). Utilizando modelos
quimiogenéticos de ativacado e inibi¢do especifica dos neurdnios sensoriais, Costa e colaboradores
(2021) foram capazes de comprovar, de maneira elegante, que a excitacdo dos neurénios sensoriais
induz a regressao do melanoma e o aumento da vigilancia imunologica antitumoral, aumentando

os linfocitos antitumorais infiltrantes, enquanto reduzia as células imunossupressoras (COSTA;
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SILVA; PRAZERES; PICOLI ef al., 2021). Mesmo que a modula¢do do componente sensorial no
melanoma leve a uma resposta oposta a revelada por nossos dados no microambiente tumoral da
mama, a comunicagao com as cé¢lulas imunes ¢ um caminho potencial para explicar a atuagao dos

neuronios sensoriais.

Além da inervacao sensorial, a inervacao autdnoma esta presente no microambiente de diversos
tumores e sua funcdo vem sendo descrita, na maioria das vezes, como pro-tumorigénica. Em
modelos de cancer de prostata, o sistema nervoso simpatico foi critico nas fases iniciais do
desenvolvimento tumoral e as fibras parassimpaticas tiveram seu papel relacionado a disseminacao
metastadtica (MAGNON; HALL; LIN; XUE ef al., 2013). No cancer gastrico, houve uma reducao
na progressao tumoral e um aumento na eficicia da quimioterapia apds a vagotomia cirirgica

(ZHAO; HAYAKAWA; KODAMA; MUTHUPALANI et al., 2014).

No tumor mamadrio, a estimulacdo genética de fibras simpaticas foi responsavel por acelerar o
crescimento e a progressao do tumor, enquanto a estimulagdo parassimpatica levou ao efeito
contrario. A denervagao simpatica suprimiu o crescimento tumoral e a expressao de moléculas de
checkpoint imunoldgico no microambiente de xenoenxertos de cidncer de mama humano em

camundongos (KAMIYA; HAYAMA; KATO; SHIMOMURA et al., 2019).

Devido as possiveis ligagdes entre os componentes do SNP (CHEN; HU; LV; ZHU et al., 2019;
HU; LV; CHEN; XUE et al., 2020), torna-se relevante avaliar a existéncia de uma comunicagao
sensorial e autonoma dentro do microambiente tumoral e se, na auséncia de um desses

componentes, o outro desencadeia uma resposta diferente, podendo ser pro ou antitumoral.

Os tumores so6lidos dependem da formagdo de novos vasos para sustentar seu crescimento
(FOLKMAN; WATSON; INGBER; HANAHAN, 1989; RIGHI; LOCATELLI; CARLO-
STELLA; PRESTA et al., 2018). Nossos resultados demonstraram que a denervagdo quimica dos

neurdnios sensoriais inibiu a formag¢ao de vasos intratumorais.

Estes dois elementos, vasos e nervos sensoriais, compartilham ferramentas e estratégias
moleculares durante a sua formagdao e ramificacdo (CARMELIET, 2003; EICHMANN; LE
NOBLE; AUTIERO; CARMELIET, 2005), mas a existéncia de uma comunicagao dentro do tumor

mamario ainda ndo foi estabelecida.
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Zhao e colaboradores deram o primeiro passo para embasar essa discussdo, correlacionando a
alta expressao de PGP9.5 com o aumento da densidade de microvasos em tumores de mama

negativos para expressao de RE (ZHAO; YANG; LIANG; DU et al., 2014).

Em outros microambientes, como por exemplo o da cornea, o CGRP, derivado de neuronios
sensoriais, foi relacionado a promocao de neovascularizagao, estando diretamente ligado a etapas
importantes desse processo, como, por exemplo, a proliferagdo de células endoteliais vasculares
(ZHU; ZIDAN; PANG; MUSAYEVA et al.,2022). A partir disso, sera interessante descobrir quais
moléculas sinalizadoras e quais outros elementos sdo responsaveis por esse fenotipo no

microambiente tumoral.

Dentre os eventos responsaveis pela progressdao do cancer, a TEM tem papel importante. O
processo de TEM ¢ caracterizado por uma mudanga fenotipica das células, onde ocorre a perda
progressiva das caracteristicas epiteliais e aquisi¢do de caracteristicas mesenquimais (RIBEIRO;
PAREDES, 2014). No tumor, essa mudanga pode estar relacionada ao desenvolvimento de células
de cancer quimiorresistentes, com propriedades de células tronco e capazes de escapar da acao das
c€lulas imunes, além de adquirirem a capacidade de invadir tecidos adjacentes, resistir a apoptose

e metastatizar (TRYNDYAK; BELAND; POGRIBNY, 2010).

A perda de E-caderina ¢ um evento particularmente comum para este tipo de tumor de mama,
ja que confere a célula um fendtipo migratorio e invasivo (SOUSA; PEREIRA; PAREDES, 2019),
além disso, Ribeiro e Paredes (2014) defendem que, células de cancer de mama Triplo-Negativo
tipo basal perdem a expressao de P-caderina quando atingem o fenotipo mesenquimal (RIBEIRO;
PAREDES, 2014). Desta forma, os resultados encontrados ap6s deplecao farmacoldgica utilizando
RTX podem indicar uma possivel alteragdo no fendtipo tumoral, tornando-se fulcral a analise de
marcadores mesenquimais classicos como Fibronectina, Vimentina e N-caderina. Somente assim
saberemos se a deplecdo dos nervos sensoriais promoveu alguma alteragdo na composi¢ao celular

dos tumores mamarios.

Considerando o potencial metastatico das células EO771, avaliamos quatro dos principais
tecidos dos quais as células tumorais mamarias apresentam maior tropismo: pulmdes, fémures,

figado e cérebro (LE NAOUR; ROSSARY; VASSON, 2020).
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Ap0s andlise histologica por coloragdo com hematoxilina e eosina, ndo foram encontradas
lesdes metastaticas no cérebro, figado ou fémures dos animais inoculados com as células de cancer
de mama, independentemente da presenca dos neuronios sensoriais. Estudos anteriores em que se
utilizou modelos de indugdo de metastases, tumores mamarios secundarios foram encontrados
nesses € em outros o6rgdos apds inoculacao das células EO771 (CHEN; ZHENG; YU; LIU et al.,
2020; CONTRERAS-ZARATE; DAY; ORMOND; BORGES et al, 2019; HIRAGA;
NINOMIYA, 2019). Dessa forma, a capacidade de formagao dessas lesdes secundarias por essa

linhagem celular parece nao acontecer de maneira espontanea para todos os tecidos.

Em relagdo a andlise histologica dos pulmdes, nossos resultados mostram que a injegdo
ortotopica das células E0771 foi capaz de gerar metastases pulmonares espontineas e que a

presenga dessas lesdes foi alterada pela auséncia dos neurdnios sensoriais.

Corroborando nossos achados e a caracterizagdo de um modelo metastatico espontaneo,
trabalhos anteriores também detectaram metastases pulmonares ap6s 28 dias da inoculagdo das
células E0771, tanto através de injecdo subcutanea, quanto de injecdo ortotdpica, no coxim de
tecido adiposo mamdrio de camundongos fémea (EWENS; MIHICH; EHRKE, 2005;
KASIKARA; DAVRA; CALIANESE; GENG et al., 2019).

Nossos dados mostraram que a denervagdo sensorial levou a uma redugdo da area metastatica
nos pulmdes. Resultados opostos foram encontrados por Erin e colaboradores (2004), que
constataram um aumento das metastases pulmonares e cardiacas de tumores mamarios de células
4T1 apo6s a inativagao dos neurdnios sensoriais através do tratamento com altas doses de capsaicina.

(ERIN; BOYER; BONNEAU; CLAWSON et al., 2004).

Assim sendo, o papel dos neurdnios sensoriais e de seus neurotransmissores no
desenvolvimento de metastases permanece controverso, entretanto, dentre as teorias postuladas
atualmente para explicar o desenvolvimento de metastases tumorais. O “modelo epigenético” pode
fomentar essa discussdo. Ele se baseia no fato de que substancias sinalizadoras, como quimiocinas,
prostaglandinas e neurotransmissores tem a capacidade de ativar um fendtipo metastatico nas

células tumorais (DRELL; JOSEPH; LANG; NIGGEMANN et al., 2003).

Assim como demonstrado em experimentos com culturas celulares de carcinoma de mama

humano, alguns neurotransmissores, incluindo a substancia P secretada por neur6nios sensoriais,
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podem estar envolvidos na estimulagdo da migracdo de células tumorais, etapa fundamental da

cascata metastatica (DRELL; JOSEPH; LANG; NIGGEMANN et al., 2003).

A explicagdo da migracdo direcionada para tecidos especificos ainda permanece em aberto,
mas a teoria da “quimioatracao” pode se apresentar como direcao futura para novos experimentos.
Nessa teoria, moléculas atrativas especificas de alguns tecidos atingem a circulagdo e estimulam

células tumorais migratorias a invadir os vasos sanguineos e entrar nos 6rgaos (LIOTTA, 2001).

Em tecidos de pacientes com cancer de mama, foram encontrados um par receptor-quimiocina
(receptor CXCR4 e quimiocina CXCL12) que se encaixa na teoria da quimioatragdo, em que o
receptor foi altamente expresso no tecido tumoral € a quimiocina expressa em muitos Orgaos,
incluindo os pulmdes, onde frequentemente sdo encontradas metastases de cancer de mama

(MULLER, ANJA; HOMEY, BERNHARD; SOTO, HORTENSIA; GE, NIANFENG et al., 2001).

Apesar dos direcionamentos fornecidos por nossos resultados, varias questdes ainda precisam
ser respondidas em relagdo a inervagdo sensorial como componente importante do microambiente
tumoral da mama. Pesquisas futuras podem direcionar seus esfor¢os para entender como o tumor
recruta esse componente do SNP e de que forma sdo estabelecidas as interacdes celulares com esses

neuronios.

Dentre os desafios ainda por vir, estabelecer um valor translacional dessas descobertas para
aplicagdo em pacientes, parece ser o maior deles. A inervagdo sensorial pode ser explorada nao
apenas como um biomarcador, mas como alvo terapéutico potencial para o tratamento do cancer
de mama, e, para que esta projecao se concretize, ¢ necessario que sejam realizadas investigagoes

experimentais complementares.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados sugerem que os neurOnios sensoriais sdo um elemento relevante do
microambiente tumoral da mama e que a deplecdo quimica dessas células leva a uma regressao do
tumor e da formagdo de metéstases pulmonares. Dessa forma, encontrar maneiras de bloquear a

inervacdo sensorial em pacientes com cancer, pode ser uma alternativa promissora para a terapia

antitumoral.

VASOS SANGUINEOS
PROLIFERACAO CELULAR
E-CADERINA
P-CADERINA

NEURGNIOS
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Figura 14. Ilustracio esquematica resumindo os resultados da denervacao sensorial no

microambiente tumoral da mama.
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