UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Instituto de Ciéncias Biologicas
Programa de Pds-graduagdo em Ciéncias Biologicas: Patologia geral

Paulo Roberto Moreira Lauar

AVALIACAO DA MODULACAO QUIMIOGENETICA DE NEURONIOS
SENSORIAIS NOCICEPTIVOS Navl.8 NA DISSEMINACAO METASTATICA
ESPONTANEA DO CARCINOMA MAMARIO E0771 PARA O PULMAO

Belo Horizonte — MG
2024



Paulo Roberto Moreira Lauar

AVALIACAO DA MODULACAO QUIMIOGENETICA DE NEURONIOS
SENSORIAIS NOCICEPTIVOS Navl.8 NA DISSEMINACAO METASTATICA
ESPONTANEA DO CARCINOMA MAMARIO E0771 PARA O PULMAO

Dissertagdo apresentada ao Programa de pds-
graduacdo em Ciéncias Biologicas: Patologia
Geral do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, como
requisito parcial para obten¢do do Grau de Mestre

em Ciéncias Biologicas.

Area de concentracio: Patologia Geral
Orientador: Dr. Alexander Birbrair
Coorientadores: Dr. Remo Castro Russo

Dra. Patricia Rocha Martins

Belo Horizonte — MG
2024



043

Lauar, Paulo Roberto Moreira.

Avaliacdo da modulacdo quimiogenética de neurbnios sensoriais
nociceptivos navl1.8 na disseminagdo metastatica espontanea do carcinoma
mamario e0771 para o pulmao [manuscrito] / Paulo Roberto Moreira Lauar. —
2024.

55f.:1il.;29,5cm.

Orientador: Dr. Alexander Birbrair. Coorientadores: Dr. Remo Castro Russo;
Dra. Patricia Rocha Martins.

Dissertacédo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Biol6gicas, Programa de P6s-Graduacao em Patologia.

1. Patologia. 2. Neoplasias da Mama. 3. Células Receptoras Sensoriais. 4.
Metastase Neoplasica. 5. Pulméo. I. Birbrair, Alexander. Il. Russo, Remo
Castro. lll. Martins, Patricia Rocha. IV. Universidade Federal de Minas Gerais.
Instituto de Ciéncias Bioldgicas. V. Titulo.

CDU: 616

Ficha catalografica elaborada pela bibliotecaria Fabiane C M Reis — CRB 6 — 2680




P St e L e
F ey
SSf ARG WY
Hwl ] Ti -]
= o
FE - — e
= — ey
!l"i "'-. INCIFT WITA FBOVA ..-':l' .l.
- T 0
L Y
' ..,-*"-»'E"l‘
""'u".r" ....... S o
Pl P ERD Ut

LT TTY Lo

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PATOLOGIA DA UFMG

FOLHA DE APROVACAO

“Avaliacao da Modulacao Quimiogenética de Neurdnios Sensoriais Nociceptivos nav
1.8 na Disseminacdo Metastdtica Espontanea do Carcinoma Mamario E0771 para o
Pulmao”

PAULO ROBERTO MOREIRA LAUAR

Dissertacao submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do
Programa de Pdés-Graduacdao em Patologia, como requisito para obtencao do
grau de Mestre em PATOLOGIA, area de concentracao PATOLOGIA
INVESTIGATIVA.

Aprovada em 21 de marco, pela banca constituida pelos membros:

Prof. Dr. Helton Da Costa Santiago, ICB/UFMG

Prof. Dr. Bryan Ortero Perez Goncalves, Instituto Mario Penna - IEPI/BH
Residente P4s-Doc Dra. Patricia Rocha Martins, ICB/UFMG - COORIENTADORA
Dr. Remo Castro Russo, ICB, UFMG - COORIENTADOR

Belo Horizonte, 21 de marco de 2024.

Documento assinado eletronicamente por Remo de Castro Russo,
Professor do Magistério Superior, em 22/04/2024, as 10:50, conforme
horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n?
10.543, de 13 de novembro de 2020.

il
el ;
et &)
assinatura
eletronica

Documento assinado eletronicamente por Patricia Rocha Martins,
Usuario Externo, em 23/04/2024, as 09:31, conforme hordrio oficial de
Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n? 10.543, de 13 de
novembro de 2020.

il
Sel o
assinatura
eletrénica

Documento assinado eletronicamente por Helton da Costa Santiago,
Professor do Magistério Superior, em 24/04/2024, as 09:10, conforme
horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n?®
10.543, de 13 de novembro de 2020.

il
el ;
2 &)
assinatura
eletrénica

Documento assinado eletronicamente por Bryan Ortero Perez Goncalves,
Usudrio Externo, em 24/04/2024, as 15:00, conforme hordrio oficial de
Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n® 10.543, de 13 de
novembro de 2020.

il
selt 3
assinatura
gletrénica

E!A autenticidade deste documento pode ser conferida no site

o heay
LS L https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?

cjweaie acao=documento conferir&id orgao acesso externo=0, informando o cddigo
:J-i';_ ok verificador 3176401 e o cédigo CRC OBD5BC52.

u
=

Referéncia: Processo n? 23072.216463/2024-29 SEI n? 3176401



COLABORACOES

Esse trabalho foi desenvolvido no BirbrairLab em parceria com o Laboratorio de
Microambiente Tecidual e o Laboratério de Imunologia ¢ Mecanica Pulmonar, situados no
Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMQG),
pertencentes ao Departamento de Patologia Geral e ao Departamento de Fisiologia e Biofisica.
Contando com a colaboracao dos seguintes pesquisadores:

Dr. Alexander Birbrair — University of Wiscosin-Madison (EUA)
Dr. Remo Castro Russo — UFMG

Dra. Patricia Rocha Martins — UFMG

Dr. Geovanni Dantas Cassali —- UFMG

Dra. Sara Bernardes - UFMG

Dr. Leonardo Gomes Vaz - UFMG

Dr. Helton da Costa Santiago — UFMG

Dr. Daniel Portela Dias Machado - UFMG

Dr. Bryan Ortero Perez Gongalves — Ntcleo de pesquisa Mario Penna
Dr. Ricardo Gongalves - UFMG

Dra. Paula Peixoto — UFMG

Msc. Marisa Salvi - UFMG

Msc. Sheu Oluwadare Sulaiman — UFMG

Msc. Abdulhakeem Biola Ajibike — USP

Msc. Leonardo de Paula Pereira — IRR/Fiocruz Minas

Msc. Bruna Nathalia Santos

Msc. Pierre Henrique de Menezes Paixao

Msc. Igor de Campos Fontes

Milla Reis Almeida

Amanda Miguel Sousa



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, gostaria de agradecer a Deus por ter me dado a oportunidade de viver e por ter
me sustentado desde o meu nascimento até os dias atuais. Sem a presenga do Senhor Deus em
minha vida e sem a Sua voz me concedendo sabedoria e prote¢ao, certamente nao estaria vivo
e sequer realizaria este sonho.

Aos meus pais, Iraide Moreira e Cassio Murilo, que sempre me estimularam e apoiaram desde
a infincia a estudar, bem como a ser um homem de carater e valores. Além de terem me
proporcionado uma vida confortdvel com muito suor e abnegacdo, abrindo mao de muitos
sonhos pessoais em prol da minha formag¢do como ser humano e profissional. Estendo este
agradecimento aos demais familiares.

A minha namorada Brennda Fernanda, que conheci durante a graduacdo e que se tornou nao
apenas uma colega profissional, mas minha parceira de vida. Sou muito grato por todo o
companheirismo, paciéncia € amor que ela tem me proporcionado a quase 5 anos.

Atodos os professores que passaram pela minha vida e me influenciaram no campo dos estudos,
agradeco a todas as institui¢des de ensino que me acolheram até o presente momento: Instituto
Educacional Amar, Escola Municipal Machado de Assis, Escola Estadual Ruy Pimenta, Escola
Estadual do Bairro Sao Caetano, Universidade UNA (Contagem) e Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG).

Um agradecimento especial aos meus coorientadores do mestrado, Patricia Martins e Remo
Castro, que me acolheram tdo bem, oferecendo todo o suporte necessario para dar continuidade
ao meu mestrado e proporcionando-me valiosos ensinamentos de vida. Agradeco também ao
meu orientador, Alexander Birbrair, por ter aberto as portas do laboratdrio para mim, assim
como as professoras Sara Bernardes e Amanda Sena, que mantiveram essas portas abertas apds
o encerramento do ciclo do Alexander como professor da UFMG.

Agradeco a todas as equipes com as quais tive o prazer de conviver e trabalhar no Birbrair Lab
(UFMG), no Laboratério de Microambiente Tecidual (UFMG) e no Laboratorio de Imunologia
e Mecanica Pulmonar (UFMG). Expresso minha gratidao aos grandes amigos que fiz durante
esse periodo, em especial a amizade de Bryan Perez, Alinne Costa, Patricia Martins, Milla Reis,
Remo Castro, Sheu Oluwadare, Abdulhakeem Biola, Pedro Dias Prazeres, Pedro Augusto
Carvalho Costa e Walison Nunes. Todos vocés foram fonte de inspiragdo € me ensinaram muito
em diversas etapas, desde minha iniciagdo cientifica até o momento presente.

Agradego também aos demais amigos que passaram e permaneceram em minha vida,
destacando-se Yuri Cedro, Leonardo Carvalho, Gabriel Jacquess, Victor Martins, Kelvin
Fagundes, Douglas Macedo, Vitéria Ellen, Michelle Ferreira, Isabella de Oliveira e Flavio
Junio.

Por fim, agradeco ao Programa de P6s-Graduagdo em Patologia Geral da UFMG, assim como
a todos os professores vinculados. Estendo meus agradecimentos a todos os funcionarios do
ICB/UFMG, ao centro de aquisi¢des e processamento de imagens (CAPI) e aos orgdos
financiadores responsaveis por manter a ciéncia brasileira: CAPES, FAPEMIG e CNPq.



“F essa aqui eu vou cantar para aquela professora que sempre me tirava de burro, para os que
ndo foram com a minha cara, e para aquelas pessoas que eu gritei ajuda e se fizeram de surdo,
para uns vizinhos la do bairro, umas amigas da minha made “o seu filho é marginal e ndo vai
ter futuro”, mas estou aqui pra te mostrar que favelado também pode, olha nos destravando

no mundo. E aonde nos chegou....... ” (Mc Lipi — So Gratiddo)



Resumo

O cancer de mama ¢ o mais comum ¢ o mais letal dentre as neoplasias que acomete as mulheres
mundialmente. A maior porcentagem dos Obitos por cancer esta relacionada a invasdo
metastatica, tornando a metastase um dos principais focos de estudo nas tltimas décadas. Um
dos nichos metastaticos do cancer de mama mais frequentes ¢ o pulmdo. Embora o
microambiente pulmonar tenha sido amplamente estudado quanto a sua estrutura circulatéria
constitutiva, possivelmente mais favoravel a adesdo de células neoplasicas que se desprendem
da massa tumoral primaria e atingem a circulagdo, células imunoldgicas residentes e outras
estruturas que compde o microambiente pulmonar, tem sido caracterizadas como possiveis
alvos de comunicagao entre os tumor primadrio e o pulmao, antes mesmo das células neoplasicas
se instalarem nesse tecido, promovendo o chamado nicho pré-metastatico. Estudos tem
caracterizado a presenga de ramificagdes neuronais, invadindo os tumores de mama, no entanto,
ainda falta compreender qual a influéncia dos neurdnios sensoriais no cancer de mama, e seu
papel na disseminacdo metastatica. Nesse trabalho, foi utilizado animais transgénicos com
fluorescéncia endogena vermelha (7d7omato) e uma tecnologia DREADD (Designer Receptors
Exclusively Activated by a Designer Drug), para realizar a quimiomodulacdo de neuronios
sensoriais Nav 1.8 utilizando-se a droga N-6xido de clozapina (CNO). Foi realizado o
cruzamento de animais Nav 1.8 com animais DREADDs que possuem a enzima cre recobinase
ligada a proteina G Hm3Dq, originando filhotes Nav 1.8 Cre” / Hm3Dq" (grupo
neuromodulado, n=7) ¢ Nav 1.8 Cre” / Hm3Dq" (grupo controle, n=7). Assim, a estimula¢do
dos neuronios sensoriais pode ser induzida quimicamente pela administragdo de CNO. Assim,
caracterizamos a presenga de terminagdes nociceptivas Nav1.8 no tecido pulmonar, através de
microscopia de fluorescéncia. Além disso observamos que a modulagdao quimiogenética desses
neurdnios Navl.8 desempenha um papel crucial na preservacdo da fungdo pulmonar
ventilatoria, comprovada pela técnica de espirometria. Observamos também que em animais
que tiveram a inervagdo sensorial superestimulada (Nav 1.8 Cre” / Hm3Dq"), apresentaram
significativa reducao dos focos de infiltrado inflamatorio associado a metastase espontanea no
pulmao, € uma redugdo na populagdo de macrofagos no microambiente pulmonar, o que ¢
frequentemente associada a um pior prognostico metastatico no cancer de mama. Além disso,
foi caracterizado que a modulag¢do dos neurdnios sensoriais Nav1.8 promove uma redugdo na
populagio de células de perfil imunoregulador como ILC3 Reg, células Treg'CD4" e células
Tc2"CD8* no microambiente tumoral. Além de aumentar a populagido de células efetoras de
perfil citotoxico Te1"CD8" no microambiente tumoral. Portanto, nossos achados indicam um
efeito imunoprotetor da inervagdo sensorial, desenvolvido pela modula¢do dos neuronios
sensoriais Nav1.8, desfavorecendo a progressao tumoral e a metastatizagao pulmonar.

Palavras-chave: Modulacdo quimiogenética, Cancer de mama, Neurbnios sensoriais,
Microambiente pulmonar, Metastase.



Abstract

Breast cancer is the most common and deadliest neoplasm affecting women worldwide. The
majority of cancer-related deaths are attributed to metastatic invasion, making metastasis a key
focus of study in recent decades. One of the most frequent metastatic niches for breast cancer
is the lung. Although the pulmonary microenvironment has been extensively studied regarding
its constitutive circulatory structure, which may be more favorable for the adhesion of
neoplastic cells detaching from the primary tumor mass and reaching circulation, resident
immunologic cells and other structures within the pulmonary microenvironment have been
characterized as potential communication targets between the primary tumor and the lung, even
before neoplastic cells settle in this tissue, promoting the so-called pre-metastatic niche. Studies
have characterized the presence of neuronal ramifications invading breast tumors; however,
understanding the influence of sensory neurons in breast cancer and their role in metastatic
dissemination remains incomplete. In this study, transgenic animals with red endogenous
fluorescence (7dTomato) and a Designer Receptors Exclusively Activated by a Designer Drug
(DREADD) technology were used to perform chemomodulation of Nav 1.8 sensory neurons
using N-oxide clozapine (CNO). Animals carrying Nav 1.8 were crossed with DREADD
animals harboring the cre recombinase enzyme linked to the G protein Hm3Dq, resulting in
Nav 1.8 Cret/Hm3Dg+ (neuromodulated group, n=7) and Nav 1.8 Cre-/Hm3Dq+ (control
group, n=7) offspring. Thus, sensory neuron stimulation could be chemically induced by CNO
administration. We characterized the presence of nociceptive terminations Nav1.8 in lung tissue
through fluorescence microscopy. Additionally, we observed that chemogenetic modulation of
these Nav1.8 neurons plays a crucial role in preserving ventilatory lung function, as evidenced
by spirometry. Furthermore, animals with overstimulated sensory innervation (Nav 1.8
Cre+/Hm3Dq+) showed a significant reduction in inflammatory infiltrate foci associated with
spontaneous lung metastasis and a decrease in the macrophage population in the pulmonary
microenvironment, which is often associated with a worse metastatic prognosis in breast cancer.
Moreover, it was characterized that modulation of sensory neurons Navl.§ promotes a
reduction in the population of immunoregulatory profile cells such as ILC3 Reg, Treg"CD4"
cells, and Tc2"CD8" cells in the tumor microenvironment, while increasing the population of
cytotoxic effector cells with Tc1'CD8" profile. Therefore, our findings indicate an
immunoprotective effect of sensory innervation, developed by modulation of sensory neurons
Nav1.8, hindering tumor progression and pulmonary metastasis.

Keywords: Chemogenetic modulation, Breast cancer, Sensory neurons, Pulmonary
microenvironment, Metastasis.
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1. INTRODUCAO

O cancer de mama ¢ uma das doengas mais prevalentes e letais entre as mulheres em
todo o mundo. Com numeros alarmantes de diagndsticos e Obitos associados a essa
enfermidade, a pesquisa cientifica tem buscado compreender melhor suas causas e mecanismos
de dissemina¢do. Um dos componentes do microambiente tumoral que tem ganhado destaque
em anos recentes ¢ a presen¢a de nervos dentro da massa tumoral. Estudos tém revelado a
importancia do sistema nervoso no contexto do microambiente tumoral, destacando o papel dos
neurdnios sensoriais em interagdes complexas como caracterizadas no melanoma (COSTA;
SILVA; PRAZERES; PICOLI et al., 2021), bem como o papel de neur6nios simpaticos e
parassimpaticos que foram explorados no cancer de mama (AUSTIN; ELLIOTT; NICOLAOU;
GRABOWSKA et al., 2017; KAMIYA; HAYAMA; KATO; SHIMOMURA et al., 2019).

Os avancos tecnoldgicos tém permitido a identificacdo de ramificagdes neuronais em
diversos tipos de tumores, incluindo o cancer de mama (REAVIS; CHEN; DRAPKIN, 2020;
RESTAINO; VERMEER, 2022). No entanto, o entendimento preciso do impacto dos neuronios
sensoriais na formagdo de metastases ainda é limitado. E crucial investigar como esses
neurdnios interagem com o microambiente tumoral mamadrio e pulmonar, especialmente
considerando a rica presenc¢a de macrofagos nesses tecidos.

Estudos anteriores demonstraram que a atuacao dos neurdnios sensoriais pode ter efeitos
tanto promotores quanto inibitdrios sobre a progressao do cancer. No entanto, sua influéncia
especifica na formagdo de metastases pulmonares ainda ndo foi totalmente elucidada.
Compreender essa interagdo ¢ fundamental, uma vez que a disseminagdo metastatica ¢
responsavel pela maioria das mortes relacionadas ao cancer (CHAFFER; WEINBERG, 2011;
SEYFRIED; HUYSENTRUYT, 2013)

Nossa equipe tem explorado o papel dos neurdnios sensoriais em modelos murinos de
melanoma, revelando resultados promissores que sugerem um efeito antitumoral quando esses
neurdnios sdo estimulados (COSTA; SILVA; PRAZERES; PICOLI et al., 2021). Agora,
estamos direcionando nossos esfor¢os para entender como essa interagao ocorre no contexto do
cancer de mama e sua propensao a metastase pulmonar.

Ao investigar a presenca e a fungdo dos neuronios sensoriais no microambiente tumoral
mamario e pulmonar, esperamos fornecer insights valiosos que possam abrir caminho para
novas abordagens terapéuticas. Compreender melhor os mecanismos que regem a disseminagao

do cancer de mama, ¢ essencial para desenvolver estratégias mais eficazes de prevencdo e



13

tratamento, visando melhorar os resultados e a qualidade de vida dos pacientes afetados por

essa doenca devastadora.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Céancer de mama e metastase

O céncer de mama é uma condicdo que afeta a populacéo feminina global, sendo tanto
0 mais comum quanto o mais letal dentre as neoplasias (SANCHO-GARNIER; COLONNA,
2019). Atualmente, o cancer de mama feminino é reconhecido como o tipo de cancer mais
frequentemente diagnosticado em escala mundial (IARC, 2020). Somente no ano de 2020,
aproximadamente 2,3 milhdes de mulheres receberam o diagndstico dessa enfermidade,
resultando em aproximadamente 685 mil dbitos, consolidando-o como a causa de morte mais
comum entre as mulheres. As estimativas epidemiolégicas para o ano de 2040 representa um
aumento extremamente significativo de novos casos e da mortalidade mundial pelo cancer de
mama. Segundo a Organizacdo Mundial da Salde, estima-se que no ano de 2024 serdo 3,19
milhdes de novos casos e 1,04 milhdes de mortes em decorréncia do cancer de mama, sendo
considerados todos os sexos e idades (IARC, 2020). No Brasil, o cAncer de mama é responsavel
por ser a principal causa de obito relacionado ao cancer em mulheres em todas as regides do
pais, com excecdo da regido Norte, onde o cancer de colo do Utero ocupa essa posicdo (INCA,
2020). Para 0 ano de 2021 foi estimado um total de 66.280 novos casos da doenca (INCA,
2020).

Cerca de 10 a 15% das pacientes com cancer de mama enfrentam uma forma agressiva
da doenca, apresentando metastases em oOrgaos distantes em até 3 anos ap0s o diagnostico
inicial. E notavel que, em alguns casos, manifestacdes metastaticas também podem surgir em
tecidos distantes 10 anos ou mais ap0s a detecgdo do tumor priméario (WEIGELT; PETERSE;
VAN 'T VEER, 2005). Uma vez disseminadas, as células do cancer de mama tém a capacidade
de formar lesdes metastaticas em diversos tecidos e érgdos. Os locais de maior recorréncia para
metastases nesse tipo de cancer incluem: os o0ssos, pulmdes e figado (LEE, 1983).
Aproximadamente 60% dos pacientes com cancer de mama em estadiamento metastatico,
apresentam essa metastatizacdo para o pulmao ou para o 0sso (UROQOJ; WASIM; MUSHTAQ);
SHAH et al., 2020).

Os canceres mamarios sdo originados nas unidades lobulares do ducto terminal da mama
e sdo classificados de acordo com suas caracteristicas histoldgicas e moleculares, a fim de

melhor direcionar uma conduta terapéutica. Os subtipos histoldgicos do cancer de mama mais
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frequentes sdo separados em dois grandes grupos, 0 grupo pré-invasivo e o grupo invasivo. O
grupo pré-invasivo é composto pelo subtipo denominado carcinoma ductal in situ (CDIS) e pelo
carcinoma lobular in situ (CLIS). O CDIS possui como caracteristica se espalhar pelos ductos,
promover uma distorcdo da arquitetura ductal e pode progredir para cancer invasivo
unilateralmente, enquanto o CLIS ndo promove distorcdo da arquitetura ductal, pode ser
bilateral e se apresenta mais como um fator de risco ao invés de precursor. J& 0 grupo invasivo
é composto pelo subtipo denominado carcinoma ductal sem tipo especial (NST) e carcinoma
lobular (CLI). O NST é caracterizado por ser uma evolucdo do CDIS pré-invasivo, estimula
uma resposta fibrosa, produzindo uma massa que se metastatiza por via linfatica e sanguinea.
Enquanto o CLI, apresenta células tumorais isoladas, gerando resposta fibrosa minima e
realizando preferencialmente metastase por visceras (HARBECK; PENAULT-LLORCA,;
CORTES; GNANT et al., 2019).

A classificagdo empregada na prética clinica leva em consideracéo a analise histologica
em conjunto com a expressdo de proteinas padronizadas como marcadores. As proteinas
avaliadas sdo o receptor de estrogénio (RE), o receptor de progesterona (PR), o receptor do
fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2) e o marcador de proliferacdo Ki67. A partir
dessa avaliacdo é possivel classificar o cancer de mama em cinco subtipos histologicos
moleculares: 1) o triplo negativo ( RE" / RP- / HER2 / alto indice de Ki-67); 2) o HER2
enriquecido ndo luminal (RE"/ RP-/ HER2" / alto indice de Ki-67); 3) Luminal B HER2" (RE*
/ HER2*/ alto indice de Ki-67 / a expressdo de RE e RP sdo inferiores ao luminal A); 4) Luminal
B HER2 (RE*/HER2 / alto indice de Ki-67 / a expressdo de RE e RP sdo inferiores ao luminal
A); e, 5) Luminal A ( RE*/ RP* / HER2 / Baixo indice de Ki-67) (HARBECK; PENAULT-
LLORCA,; CORTES; GNANT et al., 2019).

No carcinoma ductal invasivo da mama, o subtipo luminal B do tipo basal e o subtipo
triplo-negativo p53 negativo sdo os mais frequentemente associados a metastases pulmonares
(GAO; DU; CONG,; LIU, 2009; SMID; WANG; ZHANG; SIEUWERTS et al., 2008).

Nas metastases pulmonares do cancer de mama, as consequéncias sdo extremamente
graves. Os sintomas mais comuns que afetam a qualidade de vida e principalmente a
sobrevivéncia do paciente incluem tosse persistente, dor tordcica expectoracdo de sangue e
derrame pleural (JIN; HAN; SIEGEL; CUI et al., 2018). Estes sintomas podem variar em
intensidade podendo levar a complicagdes adicionais, como infeccdes respiratorias frequentes

e deterioracao da funcéo pulmonar ao longo do tempo. Caracterizando a importancia de estudos
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que busquem compreender, prevenir e tratar a metastase do cancer de mama no tecido

pulmonar.

2.2. Microambiente Tumoral

O microambiente tumoral ¢ um componente fundamental na progressao e disseminacao
do cancer. Estudos recentes tém destacado a interagdo complexa entre as células neoplasicas e
os diversos tipos celulares presentes nesse ambiente, como os macréfagos associados ao tumor
(TAMs), fibroblastos associados ao tumor (CAFs), linfocitos T e B, células T reguladoras
(Treg), células dendriticas, células natural killer (NK), pericitos e células supressoras derivadas
da mieloide (MDSCs) (VLADIMIROVNA; SOSUNOVA; NIKOLAEV; NENASHEVA,
2016). As MDSCs sdo reguladoras chave da resposta imune no cancer, inibindo a ativacao de
linfocitos T, recrutando células T-reg supressoras da resposta imune e mantendo subpopulacgdes
de células tumorais com fenotipo de células-tronco, promovendo angiogénese, invasdo e
metastase. entre outros. Essas células desempenham papéis cruciais na promocdo da
carcinogénese € na resposta imunoldgica antitumoral. Assim, compreender a dinamica dessas
interagdes no microambiente tumoral ¢ crucial para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas visando combater o cancer de forma mais eficaz (OSTRAND-ROSENBERG;
FENSELAU, 2018; VLADIMIROVNA; SOSUNOVA; NIKOLAEV; NENASHEVA, 2016).

Outra populacdo importante que vem sendo estudadas nas ultimas décadas no
microambiente tumoral sdo as células linféides inatas (ILCs). As c€lulas linféides inatas (ILCs)
desempenham um papel crucial no desenvolvimento dos tecidos linféides associados a mucosa,
promovendo rapida resposta efetora a alteragdes no microambiente causadas por diversos
insultos patogénicos, atuando de forma similar ao subconjunto de células T auxiliares (Th),
(CONSTANTINIDES; MCDONALD; VERHOEF; BENDELAC, 2014). As ILCS sao
principalmente localizadas em barreiras mucosas como o pulmao, a mucosa intestinal e a pele
(FUCHS; COLONNA, 2013). Apesar de nao serem caracterizadas por marcadores de linhagem
imunologica convencionais, as ILCs foram inicialmente divididas em trés grupos principais
com base na producdo de citocinas associadas aos subconjuntos de células T auxiliares,Thl,
Th2 ou Th17(SPITS; ARTIS; COLONNA; DIEFENBACH et al., 2013). O grupo ILC2
compreende exclusivamente as células ILC2 que atuam similarmente a Th2, enquanto o grupo
ILC1 inclui células ILC1 e células NK que podem desempenhar papeis semelhantes a Thl. Ja
o grupo ILC3 ¢ composto por células ILC3 e células indutoras de tecido linféide (LTi) que
podem atuar similarmente ao grupo Th17 (MONTALDO; VACCA; MORETTA; MINGARI,
2014).
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Entre as populacdes de ILCs, as ILC3 e ILC2 sdo as populagdes mais comumente
associadas a progressao tumoral e a um pior prognostico (TIAN; VAN VELKINBURGH; WU;
NI, 2016). As ILC3s atuam regulando positivamente citocinas como IL-13 IL-6, TNF-a, IL-11,
IL-17 IL-22 e IL-23, com capacidade de orquestrar quadros de inflamagao cronica (BARRON;
CONNOLLY; SHARP; BENNETT et al., 2011). A presenca das ILC3s no cancer de mama esta
associada a progressao tumoral (IRSHAD; FLORES-BORJA; LAWLER; MONYPENNY et
al., 2017; VOIGT; MAY; GOTTSCHLICH; MARKOTA et al., 2017), devido a sua alta
capacidade de produzir IL-17 / IL-22, tornando o microambiente tumoral favoravel para a
progressdo e invasao metastatica (CASTILLO-GONZALEZ; VALLE-NOGUERA; GOMEZ-
SANCHEZ; XIA et al., 2022; LUO; YANG; LIU; DING, 2024; ZHANG; LIU; GAO; SHAO
et al., 2020). As ILC2s também sdo correlacionadas a progressdo do cancer de mama. Um
estudo demonstrou que a transferéncia adotiva de ILC2s pulmonares em camundongos
portadores de cancer de mama 4TI, desencadeou aumento na quantidade de nodulos
metastaticos pulmonares e reduziu significativamente a sobrevida dos camundongos (ZHAO;
ZHU; WANG:; LIU et al., 2021). Além disso, outro estudo caracterizou que as ILC2s ativam
MDSCs através de IL-13, o que favoreceu a imunossupressdo no micromabiente tumoral,
potencializando drasticamente a formacdo de metéstases do cancer de mama para o pulmao
(ITO; AKAMA; SATOH-TAKAYAMA; SAITO et al., 2022; ZHAO; ZHU; WANG; LIU et al.,
2021).

2.3. Microambiente metastatico pulmonar

O pulmao apresenta-se como um dos principais 6rgdos acometido pela metastase do
cancer de mama. O tecido pulmonar humano possui aproximadamente 300 milhdes de alvéolos
que medem aproximadamente 0,25mm de diametro, cada alvéolo possui aproximadamente
1000 capilares garantindo a hematose, sendo que o diametro desses capilares pode variar de 2
a 15 pm. No processo inflamatorio, devido ao estreito diametro dos capilares pulmonares, foi
observado por micrografia eletronica, que células polimorfonucleares que apresentam o
diametro de 6 a 8 um acabam se deformando para conseguirem passar pelos capilares alveolares
(BURNS; SMITH; WALKER, 2003). Alguns estudos que avaliaram varios tipos tumorais,
incluindo tumores de mama, relataram que o didmetro médio de uma célula neoplasica
circulante ¢ de 15 a 25 um (HAO; WAN; XIA; ZOU et al., 2018), tamanho esse, quase 3 vezes
o de uma célula polimorfonuclear. Assim no contexto microcirculatério alveolar, a

anatomofisiologia do pulmao metastatico pode favorecer a adesdo das células neoplésicas e
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consequentemente seu extravasamento para o tecido pulmonar (SHARMA; SHARMA;
KHAKET; DUTTA et al., 2017).

Entretanto, a afinidade das células tumorais de mama para o pulmao, pode nao estar
relacionado a um microambiente pulmonar estruturalmente favoravel para sua migragao, mas
sim relacionado a um microambiente pulmonar constitutivamente favoravel, tendo em vista que
nesse tecido reside extensas populacdes celulares. Além disso, esse tecido possui uma alta
capacidade de promover sinalizagdes inflamatorias e resolutivas, ja que fisiologicamente, se
encontra constantemente em contato com o meio externo durante a inspiracdo (GARNER; DE
VISSER, 2020).

Uma extensa populagdo residente no tecido pulmonar sdo os macrofagos, eles sdo
responsdveis por garantir a homeostasia do tecido pulmonar através da identificacdo,
fagocitose, sinalizacdo e remodelacdo cicatricial do pulmao. A literatura ao longo dos anos tem
demonstrado que os macrofagos participam do desenvolvimento tumoral, sendo que a alta
densidade populacional de macrofagos esta correlacionada ao pior prognostico dos pacientes
(BINGLE; BROWN; LEWIS, 2002). Além disso, a alta densidade de macréfagos esta
fortemente correlacionada com a baixa sobrevida dos pacientes nos canceres de tireoide,
pulmdo e hepatocelular (CHEN; LIN; YAO; YUAN et al., 2005; RYDER; GHOSSEIN;
RICARTE-FILHO; KNAUF et al., 2008; ZHU; ZHANG; ZHUANG; ZHU et al., 2008).

Os macréfagos sdo células que pertencem a linhagem fagocitica mononuclear
(POLLARD, 2009). Estes sao identificados por caracteristicas fenotipicas especificas e pela
expressdo de um painel de marcadores, embora nenhum destes marcadores seja exclusivo dessa
linhagem celular (GORDON; TAYLOR, 2005). As classificagdes para identificar subtipos de
macrofagos se baseiam na atuagdo dessas células em respostas imunologicas. Por exemplo,
entende-se por macrdofagos "ativados", os que respondem principalmente as células T auxiliares
do tipo I (Th1) em situacdes de infec¢do. Esses macrofagos sao ativados por interferon gama e
receptores Toll-like (TLRs), e caracterizam-se por expressar altos niveis de complexo principal
de histocompatibilidade (MHC) classe II, interleucina (IL)-12 e fator de necrose tumoral o
(TNF a). Eles também produzem espécies reativas de oxigénio e 6xido nitrico (NO) e possuem
capacidade de destruir patdgenos e células infectadas. Por outro lado, os macréfagos "ativados
alternativamente" respondem a sinais como IL-4 e IL-13, estando envolvidos em respostas do
tipo Th2, como imunidade humoral e cicatrizacao de feridas (GORDON, 2003; POLLARD,
2009). No cancer Mantovani e colaboradores descreveram que os macréfagos de perfil

“ativado” chamados M1 que respondem a via Thl, sofrem uma mudanga para o perfil
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“alternativamente ativado”, também descrito como M2. Os macrofagos polarizados em M2 por
sua vez respondem a via Th2 (MANTOVANTI; SICA, 2010).

Embora ja tenha sido descrito que o acido latico derivado de células neoplasicas dentro
do microambiente tumoral promova a polarizagdo de macrofagos em M2 prd-tumorais
(COLEGIO; CHU; SZABO; CHU et al., 2014), uma das principais sinalizagdes associadas a
um pior progndstico, presente em uma gama de tipos tumorais, incluindo o cancer de mama, ¢
a superexpressao da quimiocina CCL2 (MANTOVANI; SICA, 2010). A superexpressao de
CCL2 induzida pelo tumor promove o recrutamento de monoécitos e sua diferenciagdo em
macrofagos polarizados M2, dentro do microambiente tumoral, através da via CCL2/CCR2,
resultando na formagdo dos chamados macrofagos associados ao tumor (TAMs). Os TAMs
atuam ativamente na progressdo tumoral, secretando citocinas proangiogénicas e
imunossupressoras, favorecendo diretamente o crescimento e a metastase tumoral (NOY;
POLLARD, 2014). Ainda no contexto do cancer de mama, estudos utilizando camundongos
deficientes para populacdo de macrofagos, observaram uma dréstica reducdo da carga
metastatica (CONDEELIS; POLLARD, 2006; LIN; NGUYEN; RUSSELL; POLLARD,
2001). Além disso, estudos recentes demonstraram a importancia da via de sinalizagdo
CCL2/CCR2 na metéastase do cancer de mama, ao caracterizarem que a inibicdo do
recrutamento de macréfagos por essa via de sinalizacdo resultou em uma dréstica redugdo da
metastase do cancer de mama para o pulmdao (BONAPACE; COISSIEUX; WYCKOFF;
MERTZ et al., 2014; MEI; TANG; ZHOU; XUE et al., 2023; ZHANG; WANG; GAO; CHEN
et al., 2018).

A atuagdo dos macréfagos diretamente no tumor primario, através da sinalizacao da via
CCL2/CCR2, pode promover alteragdes no microambiente pulmonar, ja que esse tecido possui
uma extensa populagdo de macrdofagos residentes que podem sofrer polarizagdo M2 e iniciar
uma sinalizagdo CCL2/CCR2 independente, formando um microambiente pré-metastatico e
favorecendo a adesao de células neoplasicas circulantes. Além disso, recentemente foi descrito
que os tumores de mama invasivos provocam mudangas nos niveis de proteinas estruturais,
enzimas de degradagcdo e proteinas de processamento da matriz extracelular (MEC) nos
pulmdes pré-metastaticos, em parte, mediados por fibroblastos pulmonares. Isso sustenta a
hipotese de que exista um nicho pré-metastatico e as alteracdes prévias da MEC promovem a
criacdo de um ambiente propicio para a disseminacdo de células cancerigenas, com seu
envolvimento evoluindo dinamicamente durante o processo de metastase (CAIl; TRESSLER;

CHENG; SONKAR et al., 2023).
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2.4. RelagOes neuroimune no cancer e no pulméao

Durante um longo periodo, o sistema nervoso foi considerado um coadjuvante no
contexto do cancer de mama (BOILLY; FAULKNER; JOBLING; HONDERMARCK, 2017),
sendo a invasdo perineural (PNI) uma das unicas associacfes entre as células cancerigenas da
mama e o sistema nervoso (LI; ZHAO; ZHU; LIU et al., 2023; NARAYAN; FLYNN; ZHANG;
GILLESPIE et al., 2021). Entretanto, novos estudos epidemioldgicos e clinicos tém destacado
o0 papel fundamental de neurotransmissores e seus receptores na regulacdo do cancer de mama
desde o seu desenvolvimento até sua progressio (BARRON; CONNOLLY; SHARP;
BENNETT et al., 2011; SHAASHUA; SHABAT-SIMON; HALDAR; MATZNER et al.,
2017), destacando a importancia de uma melhor compreenséo das interagdes entre o sistema
nervoso e o cancer de mama. Estudos em humanos conseguiram correlacionar que o uso de
betabloqueadores, responsaveis por bloquear as interacdes da epinefrina e da norepinefrina com
os receptores [B-adrenérgicos (ARS), estdo associados a uma reducdo da progressao do cancer
de mama, além da melhora significativa nos desfechos clinicos dos pacientes (BARRON;
CONNOLLY; SHARP; BENNETT et al.,, 2011; MELHEM-BERTRANDT; CHAVEZ-
MACGREGOR; LEI; BROWN et al., 2011).

O microambiente tumoral do cancer de mama estimula a producdo do fator de
crescimento neural (NGF) e do fator neurotrofico derivado do cérebro, que participam
diretamente da axonogénese (HONDERMARCK, 2012; PUNDAVELA; ROSELLLI;
FAULKNER; ATTIA et al., 2015). Por sua vez, 0s nervos secretam neurotransmissores e
fatores de crescimento, que atuam sob vias de sinalizacdo responsaveis por regular a
proliferacdo celular, invasdo e metastase do cancer de mama (FAULKNER; JOBLING;
MARCH; JIANG et al., 2019). Um estudo que utilizou técnicas genéticas para manipular a
inervacdo em camundongos com xenoenxertos de cancer de mama humano e em ratos, com
tumores de mama induzidos quimicamente, descreveu que a estimulacdo dos nervos simpaticos
acelerou o crescimento e progressao do cancer de mama, enquanto a estimulacdo dos nervos
parassimpaticos levou a uma reducdo do crescimento e progressdao do céancer de mama
(KAMIYA; HAYAMA; KATO; SHIMOMURA et al., 2019). Entretanto, estudos recentes
sobre o papel dos neurdnios sensoriais no cancer, destacou que a inibi¢do quimiogenética, assim
como deplecdo quimica dos neurdnios sensoriais, acelerou o crescimento e a progressdo do
melanoma (COSTA; SILVA; PRAZERES; PICOLI et al., 2021; PRAZERES; LEONEL,;
SILVA; ROCHA et al., 2020).
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Esses resultados também foram observados no contexto do cancer de mama através da
inativacdo quimica de neurdnios sensoriais vagais TRPV1" por altas doses de capsaicina, o que
promoveu 0 aumento acentuado de metastases. Demonstrando que essa inativacao influéncia a
progressao tumoral, devido a auséncia de mediadores sensoriais, como a substancia P, que é
um dos neuropeptideos que mais atuam na resposta imune antitumoral, resultando em uma
diminuigdo da resposta imune local e sistémica, que consequentemente favorecem o tumor
(ERIN, 2020). Entretando, a avaliacdo da atividade dos neurbnios sensoriais dentro do
microambiente pulmonar no cancer de mama ainda carece ser mais elucidada.

O tecido pulmonar é predominantemente inervado por neurdnios sensoriais vagais, que
perifericamente ingressam nos pulmdes ao longo das vias aéreas ramificadas, através de
nociceptores Trpvl® e peptidérgicos Tacl® que possuem ramos compartilhados e distintos,
direcionados a musculatura lisa das vias aéreas, vasculatura, incluindo linfatica e os alvéolos.
A interacdo das terminacdes Trpv1l™ com os vasos linfaticos contribui para o fluxo de células
imunologicas na drenagem de fluidos, além de ter sido caracterizado a capacidade dessas
terminac6es de regularem respostas imunes no pulméo, como a supressao de células T gama-
delta residentes e supressdo do recrutamento de neutrofilos durante infecgbes bacterianas
(BARAL; UMANS; LI; WALLRAPP et al., 2018). Os receptores do canal de Na* dependente
de voltagem 1.8 (Nav1.8) € essencialmente expresso nos prolongamentos axonais de neurdnios
sensoriais nociceptivos (COSTA; SILVA; PRAZERES; PICOLI et al., 2021), como terminais
Trpvl®, entretanto a presenca de terminais Nav1.8 no tecido pulmonar ainda ndo foi
fenotipicamente caracterizada e sua participacdo no desenvolvimento tumoral mamario e na

metastase para o pulmédo ainda segue em aberto.

3. JUSTIFICATIVA

O céancer de mama feminino representa a forma mais frequentemente diagnosticada de
cancer globalmente. Em 2020, cerca de 2,3 milhdes de mulheres receberam esse diagnostico,
resultando em aproximadamente 685 mil Obitos relacionados a doenga, estabelecendo-a como
a principal causa de morte por cancer entre o sexo feminino (IARC 2020). A alta mortalidade
e morbidade da doenca refletem a importancia critica da pesquisa, prevencdo e tratamento
eficaz do cancer de mama, destacando a necessidade de esfor¢os continuos para reduzir seu
impacto e melhorar os resultados para as pacientes.

O sistema nervoso exibe uma extensa distribuicdo em todo o organismo e desempenha

um papel de destaque no contexto do microambiente tecidual. Evidéncias cientificas tém
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caracterizado que os neurdnios interagem com cé¢lulas imunes através de citocinas,
neurotransmissores ¢ fatores de crescimento, desempenhando fungdes significativas em uma
ampla gama de processos, tanto fisioldégicos quanto patologicos, € estdo presentes no
microambiente tumoral. No cancer de mama estudos tem observado que a atuacdo do sistema
nervoso simpatico demonstrou estar associada a progressdo do cancer, enquanto a atuagdo de
neurdnios parassimpaticos e sensoriais podem exercer um efeito inibitorio sob essa progressao
(AUSTIN; ELLIOTT; NICOLAOU; GRABOWSKA et al., 2017; KAMIYA; HAYAMA;
KATO; SHIMOMURA et al., 2019).

Embora novos estudos tenham buscado compreender a atuacao dos neurdnios sensoriais
no tumor primdrio, avaliar a influéncia desse importante componente na formacdo de
metdastases se faz extremamente relevante, tendo em vista que 90% da mortalidade relacionadas
aos canceres em geral ¢ resultante de metastases (CHAFFER; WEINBERG, 2011; SEYFRIED;
HUYSENTRUYT, 2013).

Dados recentes da nossa equipe, utilizando modelos de camundongos geneticamente
modificados, demonstraram a presenca de fibras Nav1.8 dentro do microambiente tumoral do
melanoma murino B16F10. Nesses estudos, foi observado que tanto a deple¢ao quanto a
inibi¢do dos neurdnios sensoriais, induziram uma progressdo do melanoma, enquanto a
estimulacdo dos neurdnios sensoriais modulados, desempenhou papel antitumoral (COSTA;
SILVA; PRAZERES; PICOLI et al., 2021; PRAZERES; LEONEL; SILVA; ROCHA et al.,
2020). Portanto, como o pulmao ¢ um tecido comumente acometido por metéstases e ricamente
povoado por macrofagos, torna-se crucial a investigacdo da atuagdo dos neurdnios sensoriais
sob as populagdes imunes no microambiente tumoral mamario, bem como na regulacdo da
metastase e das populagcdes de macrofagos que compde o microambiente pulmonar, a fim de
investigar o seu impacto na progressao da doenga, fornecendo a partir desse estudo um potencial

fonte de novas abordagens terapéuticas.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral
Avaliar os efeitos da modulagdo quimiogenética de neurdnios sensoriais Nav 1.8 na

disseminagdo metastatica do carcinoma mamario EQ771 para o pulmao.
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4.2. Obijetivos especificos

4.2.1. Caracterizar a presenca da neurdnios sensoriais Nav1.8 no parénquima pulmonar
de camundongos transgénicos Nav 1.8 Cre™ / TdTomato™;

4.2.2. Testar a efetividade da quimiomodulacdo neurossensorial em camundongos Nav
1.8 Cre* / Hm3Dq" em relacdo ao seu controle Nav 1.8 Cre”/ Hm3Dq", através da
realizacdo de testes nociceptivos;

4.2.3. Avaliar a funcdo pulmonar, através de parametros obtidos pela técnica de
espirometria ventilatoria ao final do periodo experimental em camundongos
neuromodulados Nav 1.8 Cre* / Hm3Dq" em relacdo ao seu controle Nav 1.8 Cre
/ Hm3Dq*;

4.2.4. Quantificar area, perimetro e o nimero de focos de infiltrado inflamatorio
associados a metastase no pulméo de camundongos neuromodulados Nav 1.8 Cre*
/ Hm3Dq" e seus respectivos controles Nav 1.8 Cre / Hm3Dq", através de
coloracdo histologica,

4.2.5. Caracterizar e quantificar a populacdo de macréfagos no pulmédo de
camundongos Nav 1.8 Cre* / Hm3Dq" e seus respectivos controles Nav 1.8 Cre™ /
Hm3Dq*, previamente induzidos com carcinoma mamario, através de
imunofluorescéncia;

4.2.6. Avaliar o perfil de populacbes linfoides inatas (ILCs), linféides adaptativas e
mieloide no microambiente tumoral de camundongos Nav 1.8 Cre* / Hm3Dq" e

seus respectivos controles Nav 1.8 Cre’/ Hm3Dq".

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Modelos transgénicos

A fim de caracterizar a presenca de fibras neurossensoriais no tecido pulmonar e avaliar
a modulagdo quimiogenética dessas fibras, foi realizado o cruzamento de camundongos
transgénicos Navl.8-Cre obtidos da Infrafrontier (EMMA ID: 04 582) com camundongos
transgénicos R26-LSL-TdTomato (numero de estoque: 007914) adquiridos do Jackson
Laboratory (Jax, Bar Harbor, ME). Os animais Nav1.8-Cre+ / TdTomato+ (N=2) oriundos
desses cruzamentos sofrem a acdo da enzima Cre recombinase e possuem a sequéncia genica
que codifica a proteina fluorescente TdTomato. Assim a enzima Cre € expressa sob o promotor

do canal de s6dio dependente de voltagem 1.8 (Nav1.8), permitindo que todos os neuronios
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sensoriais que possuem Navl.8 expressem concomitantemente a fluorescéncia vermelha
endogena.

Para a quimiomodulagdo dos neuronios sensoriais in vivo, foi utilizado a tecnologia de
receptor desenhado exclusivamente para ser ativado por uma droga desenhada (DREADD). Os
camundongos Nav1.8-Cre obtidos da Infrafrontier (EMMA ID: 04 582) foram cruzados com
animais CAG-LSL-hM3Dq-DREADD (hM3Dq) adquiridos do The Jackson Laboratory (Bar
Harbor, ME). O modelo de camundongos CAG-LSL-hM3Dq-DREADD (hM3Dq) possui um
cassete loxP-stop-loxP que antecede a sequéncia genética que codifica o receptor muscarinico
3 (M3) humano acoplado a proteina Gq evoluido (hM3Dq). Ao cruzar esses animais com 0
modelo Nav 1.8-Cre, a enzima Cre Recombinase associada ao canal Nav 1.8 que esta presente
em neurdnios sensoriais nociceptivos, promove a remoc¢ao do cassete loxP-stop-loxP (LSL) por
recombinagdo, permitindo que o gene que codifica o receptor hM3Dq acoplado a proteina Gq
seja especificamente expresso nos neurdnios sensoriais que possuem o canal Nav1.8. O hM3Dq
¢ um receptor mutante acoplado a proteina G que induz a via candnica Gq ap6s receber a ligagao
da droga N-6xido de clozapina- (CNO). Assim, a estimulagdo dos neuronios sensoriais pode
ser induzida quimicamente pela administracdo de CNO. O grupo neuromodulado foi composto
de fémeas Nav1.8-Cret+/hM3Dq+ (n=7), enquanto o grupo controle foi composto de fémeas
Nav1.8-Cre-/hM3Dqg+ (N=7), ja que os animais que ndo possuem a sequéncia da Cre
Recombinase ndo conseguem expressar o receptor hM3Dq tendo em vista que sua sequéncia ¢
silenciada por um stop codon que o antecede. Todos os camundongos utilizados durante o
experimento eram heterozigotos para os genes NaV1.8-Cre, TdTomato e DREADD, possuiam
de 8 a 12 semanas de idade, pesavam aproximadamente 20g e estdo sobre o background

CS57BL/6J.

5.2. Aspectos éticos.

Todos os camundongos utilizados nesse experimento foram alojados em biotério no
Departamento de Patologia da UFMG, sob um ciclo de luz controlado (ciclo claro/escuro de
12:12 h) e alimentados ad libitum. Todos os cuidados com os animais e procedimentos
experimentais foram previamente aprovados pela Comissdo de Etica para o Cuidado e Uso de
Animais (CEUA - Protocolo: 69/2023), de acordo com o Guia para o Cuidado e Uso de Animais

de Laboratorio da Universidade Federal de Minas Gerais.

5.3. Fenotipagem dos animais Nav1.8"/TdTomato*
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Para caracterizar a presenca do fenotipo 7dTomato nas fibras sensoriais Nav1.8cre, um
pequeno fragmento da orelha de animais oriundos do cruzamento entre os dois genes foi
coletado. Posteriormente esse fragmento foi colocado em lamina histolégica e montado com
uma laminula. O tecido foi analisado através do microscopio de fluorescéncia (EVOS® FL Cell
Imaging Systeme), € 0s animais que possuiam os nervos sensoriais da orelha marcados pela

fluorescéncia TdTomato foram utilizados para caracterizagdo experimental.

5.4. Genotipagem dos grupos experimentais DREADD

Para a selecdo dos grupos neuromodulado e controle, os filhotes obtidos do cruzamento
entre camundongos Navl.8cre com camundongos DREADD-Hm3Dq foram submetidos a
genotipagem. Um pequeno fragmento tecidual de cada filhote previamente identificado foi
utilizado para realizag¢do de extragdo do DNA. Para essa extragdo o fragmento tecidual coletado
foi lisado em 75ul de solugdo de lise alcalinizada e submetido a alta temperatura (95°C em
1000rpm no equipamento termo bloco por 1 hora); posteriormente foi adicionado 75ul de
solucdo neutralizante acida e as amostras foram centrifugas durante Smin, a 4°C em 4000rpm.
Ao final da etapa de centrifugacdo, 70ul do sobrenadante foi cautelosamente coletado e
transferido para um novo tubo estéril e armazenado em freezer -20°C at¢ a realiza¢do da PCR.
Para a realizagdo da PCR convencional ¢ utilizado 200ng de DNA extraido. Para a identifica¢ao
dos genes alvos foram utilizadas as seguintes sequencias de primers: Cre (AAC ATG CTT CAT
CGT CGG) e Hm3Dq (CGC CAC CAT GTA CCC ATA C). Apos a PCR convencional, as
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose, posteriormente as bandas
resultantes da amplificagdo de cada gene foram reveladas em transluminador através da agao
luminosa do brometo de etidio e comparadas as bandas do controle positivo de cada gene. Para
analise qualitativa foram considerados Hm3Dq", camundongos que apresentaram amplifica¢do
das bandas WT (297bp) e mutante (200bp) de acordo com o controle. Enquanto foi considerado
Nav1.8Cre" os camundongos que apresentaram amplificagio da banda mutante (500bp). Os
animais positivos para o gene Cre e Hm3Dq sdo passiveis de serem neuromodulados, enquanto
0s animais positivos apenas para o gene Hm3Dq, possui a sequéncia silenciada, e ndo possuem

a expressao do receptor Hm3Dq, sendo utilizados como controle.

5.5. Cultivo in vitro
As células de carcinoma mamario murino EQ771 foram fornecidas pelo Laboratério de
Imunometabolismo e Exercicio da Universidade de Sao Paulo (USP). Essas células foram

cultivadas a 37°C em 5% de CO: com Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM),
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suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado, 10 ml/L de penicilina e 100X de
estreptomicina. Esse ¢ um modelo de células epiteliais isoladas da glandula mamaéria de

camundongos C57BL6 que possuiam carcinoma mamario desenvolvido espontaneamente.

5.6. Inducdo do carcinoma mamario e plano experimental

Para o desenvolvimento do carcinoma mamario, 14 camundongos fémeas com 8 a 10
semanas de idade, sendo 7 Navl.8cre’/hM3Dq" (neuromodulado) e 7 Navl.8cre/hM3Dq"
(controle) foram utilizados conforme figura 1A. No dia 1 experimental, para realizagdo do
transplante ortotopico do carcinoma mamario, todos os camundongos foram previamente
anestesiados através de Xilasina e Cetamina, e posteriormente foram submetidos ao ino6culo de
células E0771 na concentragdo de 1x10° células diluidas em 100ul de PBS 1x por via
subcutanea na almofada de gordura da 4* glandula mamaria esquerda. A administragdo de uma
dose do N-Oxido de Clozapina (CNO) foi realizada diariamente durante todo o experimento,
seguindo horario padronizado, iniciando no 1° dia e se mantendo até o 28° dia experimental ao
qual foi realizado a eutanésia. O comprimento (L) e a largura (W) do tumor foram medidos
através de um paquimetro a cada dois dias para determinar o volume do tumor (V), utilizando
a formula V =0,5 x (L x W2) do 10° ao 28° dia (GAST; SILK; ZAROUR; RIEGLER et al.,
2018).

No 9° dia experimental os animais foram submetidos aos testes nociceptivos Randall-
Selitto e Tail Flick para testar a efetividade da modulacdo quimiogenética. No 27° dia
experimental os testes nociceptivos foram repetidos, a fim de validar que modulagdo tenha
ocorrido diariamente até o final do experimento.

Ao final do experimento, no 28° dia apds o indculo os animais previamente anestesiados
foram submetidos a técnica de espirometria e posteriormente foram eutanasiados por overdose

anestésica (Fig. 1B).
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Figura 1. Cruzamento e plano experimental. Figura representativa do cruzamento entre os camundongos
Nav1.8Cre x CAG-LSL-hM3Dq, seguida da acdo da recombinase Cre dando origem ao camundongo
Nav1.8cre”/hM3Dq" (A). Plano experimental (B).

5.7. Tratamento com N-6xido de Clozapina

Para promover a hiperativag¢ao neurossensorial foi administrado o N-6xido de Clozapina
(CNO) que ¢ o ligante do receptor DREADD HM3Dgq. O CNO foi aplicado na concentragao de
1 mg/kg diluido em 100ul de solugdo salina, no mesmo horario, por via intraperitoneal usando
uma agulha de calibre 25 diariamente (COSTA; SILVA; PRAZERES; PICOLI et al., 2021). A
primeira administragdo do CNO aconteceu 2 hrs apds o indculo das células EO771 (no dia 1),
sendo administrado uma dose diariamente até o dia da eutanésia (28° dia). Para testar o efeito
da neuromodulagdo sensorial na progressao do carcinoma mamario, os animais Navl.8-
Cre+/hM3Dg+ (neuromodulado) e os camundongos Navl.8-Cre-’/hM3Dg+ (controle)
receberam o CNO na mesma concentracdo (1mg/kg) e nos mesmos hordrios dos animais

tratados (Fig. 1B).
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5.8. Teste Nociceptivo

Com o objetivo de verificar a eficicia da hiperativagdo dos nervos sensoriais foram
realizados testes comportamentais para mensurar o aumento das respostas térmicas € mecanicas
dos camundongos em dois momentos experimentais (9° e 27° dia do experimento), realizados
15 minutos apods a administragdo do CNO em cada camundongo, dos respectivos grupos. Para
avaliar a resposta aumentada dos nervos sensoriais ao estimulo térmico foi realizado um método
conhecido como “teste de movimentagao da cauda” (7ail Flick) em que a cauda do camundongo
¢ posicionada em uma plataforma aquecida por uma resisténcia e o tempo de retirada da cauda,
de forma espontanea, ap6s o estimulo ¢ quantificado (PACHECO; ROMERO; DUARTE,
2019). No teste Tail Flick,uma fonte de calor foi aplicada a 2 cm da ponta da cauda do
camundongo.

Para avaliar a resposta aumentada dos nervos sensoriais ao estimulo mecanico foi
realizado o teste de Randall-Selitto. Nesse teste foi utilizado um analgesimétro equipado com
um dispositivo de pressao em forma de cone, cuja extremidade é arredondada, para aplicar uma
forca gradual na pata traseira (ANSELONI; ENNIS; LIDOW, 2003; RANDALL; SELITTO,
1957). Ou seja, por meio do teste Randall-Selitto foi observado que o limiar de peso aplicado
até a retirada da pata nos camundongos. O limiar nociceptivo foi determinado em gramas (g)
de peso no teste Randall-Selitto e em segundos (s) de tempo no teste Tail Flick necessarios para

obter a resposta nociceptiva.

5.9. Avaliacéo da funcéo pulmonar

Para a avaliacdo da fun¢do pulmonar, logo apds a anestesia os camundongos foram
traqueostomizados. Para tanto, a traqueia foi exposta removendo-se, cuidadosamente, a
glandula submaxilar e a camada muscular que envolve a traqueia. Uma pequena incisao foi
feita na traqueia para permitir a entrada do cateter de teflon (1,7 mm de didmetro e 0,8 mL de
espago morto) e os animais foram colocados em um plestimografo conectado a um ventilador
controlado por computador (Forced Pulmonary Maneuver System®, Buxco Research
Systems©, Wilmington, North Carolina USA). Uma vez no plestimégrafo, os animais foram
submetidos a uma frequéncia de respiragdo média de 160 inspiragdes por minuto até alcangarem
um padrdo regular de inspiracdo e expiracdo (VANOIRBEEK; RINALDI; DE VOOGHT;
HAENEN et al., 2010). Sob ventilagcdo mecanica, foi realizado a mensuracao da complacéncia
dinamica (Cdyn) e da resisténcia pulmonar (LR) por meio do teste de resisténcia e complacéncia
seguindo os principios da lei de Boyle (WEST, 1999). A complacéncia estatica e a capacidade

inspiratoria (CI) foram avaliadas mediante a realizacdo da manobra quasistatica de pressao-
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volume, na qual os pulmdes foram inflados a uma pressao padrao de +30 cmH20O e, em seguida,
exalados lentamente até atingir uma pressao negativa de -30 cmH20. A complacéncia estatica
foi determinada a uma pressao de +10 cmH20.

Adicionalmente, realizou-se a manobra de volume de fluxo répido, na qual os pulmdes
foram inflados inicialmente a +30 cmH20, em seguida, submetidos a uma pressao altamente
negativa para promover a expiracdo até -30 cmH20. Durante essa manobra, foram registrados
a capacidade vital for¢ada (FVC) que representa o volume de ar total que o pulmao ¢ capaz de
inspirar e expirar (capacidade inspiratoria, volume corrente e volume expiratorio forcado em
20 (FEV20ms) e 50 (FEV50ms) milissegundos.), com exce¢do apenas do volume residual.
Manobras consideradas abaixo do padrao ideal foram excluidas, sendo que, para cada teste em
cada camundongo foram realizadas no minimo trés manobras aceitaveis a fim de obter uma
média confidvel para todos os parametros numéricos. A disfungdo mecanica respiratoria foi
avaliada conforme protocolos descritos previamente na literatura (CAMPA; SILVA;
MARGARIA; PIRALI et al., 2018; INSUELA; DALEPRANE; COELHO; SILVA et al., 2015;
RUSSO; SAVINO; MIROLO; BURACCHI et al., 2018).

5.10. Coleta das amostras

Apbs a espirometria seguida de eutandsia, o lavado bronco alveolar (BAL) foi realizado
com o objetivo de recuperar os leucdcitos presentes no espago alveolar. A traqueia exposta dos
animais foi canulada com um cateter de polipropileno de 1,7mm. O lavado foi realizado pela
inje¢do de duas aliquotas de 1 mL de tampao salina-fosfato estéril (PBS 1X), injetadas e
recolhidas 3 vezes cada, obtendo-se aproximadamente 2,0 ml de volume final recuperado do
lavado. O liquido coletado foi centrifugado a 1800 rpm por 10 minutos a 4°C formando um
pellet de células que foi utilizado para contagem total e diferencial de leucocitos. O
sobrenadante foi congelado para posterior analises. O pellet do BAL foi ressuspendido em 100
pL de PBS 1x e diluido 10 vezes em uma solugdo de Turk. Dessa solucao de células foi colocado
10 uL na camara de Neubauer e, entdo, realizada a contagem total de leucocitos na objetiva de
40X. apos a contagem as amostras foram centrifugadas novamente e ressuspensas em meio
DMEM incompleto para andlises posteriores de populacdes imunes através de citometria de
fluxo.

O pulmao esquerdo dos camundongos foram coletados para as analises histoldgicas,
foram fixados com paraformaldeido 4% pH=7,4 durante 2 horas (4°C), m seguida as amostras
foram lavadas trés vezes com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) 1x, colocadas em

solugdo de sucrose diluida em PBS 1x nas concentragdes de 10% por 30 minutos, 20% por 30
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minutos, 30% por 48 horas em 4°C. Apds esse periodo as amostras foram congeladas em OCT
TissueTek utilizando isopentano (2-metilbutano, Sigma cat. M32631).

Os lobulos superior e mediano do pulmao direito foram coletados em 1ml de trizol e
foram armazenados na temperatura de -80°C para analises posteriores de transcri¢ao génica por
RTqPCR. Os lobulos inferior e pds-cava do pulmao direito foram coletados e imediatamente
congelados a -80°C para analises posteriores de citocinas, através da técnica Cytometric Bead
Array (CBA). O tumor primario e outros tecidos como figado, bago ¢ fémur também foram

dissecados para outras analises independentes desse trabalho.

5.11. Analises teciduais

O pulmao previamente emblocado foi seccionado na espessura de 8 pm e 12 um em
criostato (Leica) e colocados em laminas gelatinizadas para realizacdo da coloracdo por
Hematoxilina & Eosina (HE) e marcacao de imunofluorescéncia, respectivamente.

Para realizacdao dos ensaios de imunofluorescéncia as amostras foram incubadas em
tampao de bloqueio (4% BSA + 0,5% de triton X-100 diluidos em PBS 1x) durante 1h30min a
temperatura ambiente (T.A). Em seguida, foi utilizado o anticorpo pan-macrofago anti-mouse
F4/80 conjugado com PE (eBioscience 12-4801-82), diluido em tampao de bloqueio e aplicado
na concentracdo de 1:100. As secc¢des teciduais com o anticorpo foram incubadas overnight
(4°C). No dia seguinte, o anticorpo foi removido e as amostras lavadas trés vezes com PBS 1x
com intervalo de 5 minutos entre cada lavagem. Em seguida, os cortes foram marcados com
DAPI (1pg/mL, Invitrogen™) por 10 minutos em T.A. Ao final, as amostras foram lavadas trés
vezes com PBS 1x e as 1aminas foram fechadas utilizando glicerol a 50%, diluido em PBS 1x.

Para obtencdo das imagens por microscopia confocal, as laminas marcadas por
imunofluorescéncia foram visualizadas nos microscopios de fluorescéncia confocal da Carl
Zeiss (LSM 880 e Apotome) registradas utilizando o programa ZEN 3.4. Para a caracterizagao
da presenca de fibras Nav1.8 no pulmao, foram capturadas 10 fotos em campos aleatorios no
Carl Zeiss Apotome utilizando uma lente objetiva em aumento de 20x, para as demais
marcacoes foram capturadas 10 fotos em campos aleatérios no Carl Zeiss LSM 880 utilizando
uma lente objetiva em aumento de 40x. Para analises da quantificagdo do marcador pan-
macrofago anti-mouse F4/80 (eBioscience 12-4801-82) utilizado foi empregado o software
Image J (FIJI v.1.53c¢) na opgao cell counter. O critério adotado na contabilizagdo foi a presenca
de colocaliza¢do do marcador alvo F4/80 e o corante fluorescente DAPI que cora o nucleo

celular.
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Para obten¢ao das imagens por microscopia de luz, as laminas coradas em H&E foram
visualizadas no microscopio de luz Motic BA310 para cada lamina, 20 campos aleatorios foram

capturados na objetiva de 20x por meio de uma camera acoplada ao microscopio.

5.12. Citometria de Fluxo

Um fragmento do tumor mamario dos camundongos foram igualmente coletados apds a
eutandsia. As amostras tumorais foram cortadas em pedacos menores e incubadas por 90
minutos em 1 mL de meio DMEM (GIBCO) sem soro fetal bovino (SFB) contendo 62,5 pg/mL
de liberase TL (Roche) e 0,5 mg/mL de desoxiribonuclease | (Sigma Aldrich). Apos este
periodo foi adicionado mais 1 mL de meio DMEM suplementado com 10% SFB por amostra.
As amostras foram entdo maceradas, e 0 homogenato centrifugado a 400 xg por 10 minutos a
4°C. O lavado broncoalveolar (BAL) coletado e contado seguiu 0s procedimentos descrito no
topico anterior 5.10. seguindo para citometria de fluxo juntamente assim como as amostras
tumorais.

Posteriormente, as células tumorais e do BAL foram lavadas e mantidas por 20 minutos
a 4°C com o kit para avaliacdo de viabilidade celular LIVE/DEADTM (Life Technologies,
Grand 42 Island, NY, EUA) seguindo as especificacbes do fabricante junto ao anticorpo anti-
Fc-y III/I1 CD16/32 (clone 2.4G2) e com as seguintes combinagdes de anticorpos monoclonais
fluorescentes: Pacific Blue anti-CD11b (clone M1/70); Pacific Blue anti-CD11c (clone HL3);
Pacific Blue anti-FceRl1a (clone MAR-1); BV421 anti-CD19 (clone 1D3); BV421 anti-
CD16/32 (clone 93); BV510 anti-CD45 (clone 30-F11); APC-Cy7 anti-TCRp (clone H57-597).
Em seguida, adicionou-se 1 mL de PBS a 4°C e as amostras foram centrifugadas a 400 x g por
10 minutos a 4°C para remocdo de excesso de anticorpos, este procedimento foi repetido por
trés vezes. Em seguida, as células foram permeabilizadas com Perm/Wash BufferTM (BD) e
marcadas por 45 minutos a 4°C com o anticorpo anti Fc-y III/II CD16/32 (clone 2.4G2) e com
as seguintes combinacdes de anticorpos monoclonais fluorescentes: PE anti-Thet (clone 4B10);
AF488 anti-GATAS3 (clone 16E10A23); PE-CF594 anti-RORyT (clone BD); AF700 anti-
FOXP3 (clone 150D). Em seguida, adicionou-se 1 mL de PBS a 4°C e as amostras foram
centrifugadas a 400 xg por 10 minutos a 4°C para remocao de excesso de anticorpos, repetiu-
se este procedimento por trés vezes. Entdo, as amostras foram coletadas e as células totais foram
adquiridas para cada amostra, usando o citdmetro de fluxo LSRFortessaTM (BD). As analises
foram realizadas no software FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, OR, EUA) seguindo a estratégia

de gate representada na figura 2.
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5.13. Analise estatistica

As analises estatisticas foram conduzidas utilizando o software GraphPad Prism 9.5.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Para verificar a normalidade dos dados, foram
aplicados o teste Shapiro-Wilk, o teste T foi aplicado para dados paramétricos e o teste Mann
Whitney foi aplicado para dados ndo paramétricos. Para andlises dos dados da curva de
crescimento foi aplicado o teste Bonferroni's multiple comparisons. Em todos os graficos foi
aplicado previamente o teste de normalidade Shapiro-Wilk. Nos graficos de coluna, o teste T
foi aplicado para dados paramétricos e o teste Mann-Whitney foi aplicado para dados ndo
paramétricos. Em todos os casos, consideramos p<0,05 como estatisticamente significativo e

foram representados por Média + Erro da média.

6. RESULTADOS
6.1. Caracterizacao da inervacao sensorial pulmonar
Para avaliar se os neurdnios sensoriais Navl.8 estdo presentes no microambiente
pulmonar foram utilizados camundongos Nav1.8cre”/TdTomato” que expressam a proteina
fluorescente Td7omato nos canais NAV 1.8, conforme descrito em materiais € métodos e
ilustrado na figura 3A. Apos a analise do tecido pulmonar dos animais Nav1.8cre”/TdTomato”
foi possivel caracterizar fenotipicamente a presenga de terminagdes neurossensoriais Nav1.8,

sendo predominantemente observadas em regides peribronquiais (Fig. 3B).
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Figura 3. Imunofenotipagem de neurdnios sensoriais Navl.8 no pulmio. Esquema representativo do
cruzamento de camundongos transgénicos Nav1.8Cre com camundongos R26-LSL-TdTomato e obtengdo de
camundongos com neurdnios sensoriais Nav1.8Cre" / TdTomato® (A). Caracterizacdo fenotipica da presenca de
terminagdes sensoriais nociceptoras Nav1.8 no microambiente pulmonar, através de fluorescéncia endoégena. Barra
de escala de 50um (B).

6.2. Modulacéo quimiogenética de neur6nios sensoriais Nav1.8

Para confirmar a efetividade da neuromodulacdo quimiogenética nos animais, foram
realizados os testes nociceptivos. Os testes Randall-Selitto e Tail Flick foram realizados no 9°
e 27° dia de experimento. Por meio do teste Randall-Selitto foi observado que o limiar de peso
aplicado até a retirada da pata nos camundongos neuromodulados Nav1.8cre /hM3Dq" (9° dia:
72.78+3.592 | 27° dia: 74.52+3.347) foi menor do que o limiar de peso aplicado nos
camundongos do grupo controle Navl.8cre/hM3Dq" (9° dia: 135.6%4.275 / e 27° dia:
123.3+1.782) nos dois dias respectivos (Fig. 4A e B). Para o teste Tail Flick foi observado que
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o tempo de laténcia para a retirada da cauda dos camundongos neuromodulados
Nav1.8cre’”/hM3Dq" (9° dia: 2.522+0.03817 / 27° dia: 2.417+0.06368) foi menor do que o
tempo de laténcia dos camundongos do grupo controle Navl.8cre/hM3Dq" (9° dia:
3.300+0.07778 / 27° dia: 3.333+£0.07097) nos dois dias respectivos (Figs. 4A e B).

O volume tumoral foi mensurado diariamente através de um paquimetro do 10° ao 28°
dia experimental. Foi observado que nos animais neuromodulados Nav1.8cre’/hM3Dq" (22°
dia: 458.0£58.35/ 28° dia: 747.6£98.20) houve um aumento no crescimento do tumor mamario
em relagdo aos camundongos do grupo controle Nav1.8cre/hM3Dq" (22° dia: 277.1£39.12 /
28° dia: 496.9+47.48), no 22° e no 28° dia, respectivamente. Foto representativa com escala de
2mm (Figs. 4C e D). Apos a resseccdo dos tumores mamarios foi observado que o peso do
tumor nos camundongos neuromodulados Nav1.8cre /hM3Dq" foi maior (0.5607+0.02948) em
relacio ao peso tumoral dos camundongos do grupo controle Navl.8cre/hM3Dq"
(0.3522+0.04567), (Fig.4E). O percentual de peso corporeo livre de tumor dos camundongos
ndo apresentou alterag&o significativa entre os grupos (Fig.4F).
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Figura 4. Testes nociceptivos e avaliacio do tumor. Avaliagdo do tempo de resposta em segundos e no limiar
nociceptivo em gramas ao insulto nocivo no grupo neuromodulado em relag@o ao grupo controle, testes Randall-
Selitto e Tail Flick, no 9° e 27° dia do experimento, Randall-Selitto (9° dia p<0,0001 / 27° dia: p=0,00006), Tail Flick
(9° dia: p<0,0001 / 27° dia: p<0,0001), (A e B). Curva de crescimento tumoral com aumento significativo do
volume tumoral no grupo neuromodulado em relagdo ao grupo controle no 22° (p=0,0123) e 28° dia (p=<0,0001),
respectivamente ©. Imagem representativa do tumor apos eutanasia nos respectivos grupos. Barra de escala de
2mm (D). Avalia¢do do peso do tumor mamario no grupo neuromodulado em relagdo ao grupo controle apos a
eutanasia, (p=0,0050) (E). Avaliagdo do percentual de peso corporeo livre de peso tumoral ndo apresentou
alteracdes significativas entre os respectivos grupos (p=0,2575) (F). Foi realizado o teste de normalidade Shapiro-
Wilk, seguidos do teste T para dados paramétricos e do teste Mann-Whitney para dados ndo paramétricos. Para
analises dos dados da curva de crescimento foi aplicado o teste Bonferroni’s multiple comparisons. Foi
considerado p<0,05 como significativo para todas as analises e representados por média * erro da média.
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6.3. Avaliagéo da fungdo pulmonar dos animais modulados quimiogeneticamente

A mecanica ventilatoria dos animais foi avaliada utilizando-se o espirdmetro. A
avaliacdo da resisténcia pulmonar (RL) dos camundongos neuromodulados Nav1.8cre*/
hM3Dq" foi menor (0.7694+0.03944) em relacdo aos camundongos do grupo controle
Nav1.8cre/hM3Dq" (1.024+0.07712), sugerindo uma menor rigidez pulmonar nesse grupo
(Fig. 5A).

A complacéncia estatica (Cchord) e dindmica (Cdyn), também foram avaliadas e
refletem a capacidade elastica do pulmao em se distender durante a ventilacdo estatica e durante
a manobra ventilatéria dinamica. Os camundongos neuromodulados Navl.8cre’/hM3Dq"
apresentaram uma maior complacéncia pulmonar estadtica e dinamica (Cchord:
0.05733+0.003129 / Cdyn: 0.02752+0.002341) em relacdo aos camundongos do grupo controle
Nav1.8cre/hM3Dq" (Cchord: 0.04594+0.003489 / Cdyn: 0.01979+0.001735), caracterizando
uma melhor capacidade de distenséo pulmonar desse grupo (Figs. 5B e C).

A capacidade vital for¢ada (FVC) representa o volume de ar total que o pulméo é capaz
de inspirar e expirar (capacidade inspiratdria, volume corrente e capacidade expiratoria
forgada), com excegdo apenas do volume residual, em concordancia com os dados anteriores
de resisténcia e complacéncia, 0s camundongos neuromodulados Navl.8cre’/hM3Dq"
apresentaram uma maior capacidade vital for¢ada (1.055+0.04804) em relacdo aos
camundongos controle Nav1.8cre/hM3Dq" (0.8504+0.05540), caracterizando uma melhora do
fluxo respiratério desse grupo (Fig. 5D). O pulmdo dos camundongos neuromodulados
Nav1.8cre’/hM3Dq" apresentou maior capacidade inspiratoria (IC) e maiores indices de
volume expiratorio forcado em 20 (FEV?"™) e 50 (FEV°"™) milissegundos (IC:
0.9086+0.03899 / FEV?™: 0.6484+0.009376 / FEV®'™: 0.9847+0.03934) em relacdo aos
camundongos controle Nav1.8cre/hM3Dq" (IC: 0.7295+0.04649 / FEV™: 0.5184+0.06002 /
FEV®0ms: 0,7888+0.05228) do grupo controle (Fig. 5E, F e G). Todos esses parametros
caracterizam que a ventilagdo mecanica pulmonar nos animais neuromodulados foi menos
afetada em relagdo ao grupo controle, sugerindo um menor acometimento metastatico pulmonar

do cancer de mama no grupo neuromodulado.
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Figura 5. Avaliagio da funcdo pulmonar. Os  animaisNavl.8cre/hM3Dq"(controle) e

Nav1.8cre”/hM3Dq*(neuromodulado) foram submetidos a testes da fungdo pulmonar e representados em graficos
de barras como se segue: Resisténcia pulmonar (A), Complacéncia Estatica (B), Complacéncia Dindmica (C),
Capacidade Vital Forg¢ada (D), Capacidade Inspiratoria (E), Volume expiratdrio Forgado em 20 milisegundos (F)
e Volume expiratdrio For¢ado em 50 milisegundos (G). Azul grupo controle e laranja grupo neuromodulado. Uma
menor rigidez e uma maior elasticidade pulmonar pode ser observada nos camundongos do grupo neuromodulados
em relacdo ao grupo controle, através dos parametros mecanicos RL (p=0,0126), Cchord (p=0,0378) e Cdyn
(p=0,0309), (A, B ¢ C). Através da analise dos pardmetros de FVC (p=0,0205), IC (p=0,0155), FEV2*™ (p=0,0087)
e FEV'™s (p=0,0137), podemos notar que os camundongos neuromodulados inspiram e expiram um volume maior
de ar em relac@o ao grupo controle (D, E, F e G). Foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk, seguidos do
teste Mann-Whitney para dados ndo paramétricos. Foi considerado p<0,05 como significativo para todas as analises
e representados por média * erro da média.

6.4. Avaliacdo do infiltrado inflamatorio associado a metastase e quantificagdo de
macrofagos no microambiente pulmonar
Andlises histopatoldgicas pulmonares foram realizadas em laminas de tecido pulmonar

submetidas a coloracdo por Hematoxilina e Eosina (H&E). Foi observado que todos os
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camundongos de ambos os grupos apresentaram areas de infiltrado inflamatorio associadas a
metastase pulmonar (Fig.6A). Analises qualitativas sugerem que os camundongos
neuromodulados Nav1.8cre"”/hM3Dq" apresentaram um acometimento em 4rea e perimetro de
infiltrado inflamatorio associado a metastases menor em relagdo aos camundongos do grupo
controle Nav1.8cre/hM3Dq" (Fig.6B), embora nio tenha sido confirmado estatisticamente.
Além disso, foi observado que os camundongos neuromodulados Nav1.8cre’/hM3Dq" tiveram
uma quantidade de focos de infiltrado inflamatério associado a metastase menor (10.71+1.973)
em relacdo aos camundongos do grupo controle Nav1.8cre/hM3Dq" (20.00+3.307), (Fig. 6C).

A fim de investigarmos o microambiente pulmonar e seus componentes sabidamente
reconhecidos como potenciais agentes pro-tumorais, foi caracterizado a presenga do marcador
pan-macrofago F4/80" por microscopia confocal no tecido pulmonar, bem como, no centro de
regides pulmonares com celularidade atipica do restante do tecido, sendo essas regides
sugestivas para areas metastaticas (Fig. 6D). A quantificacdo de macrofagos F480 no tecido
pulmonar demonstrou que os camundongos neuromodulados Navl.8cre’/hM3Dq"
apresentaram média de macrofagos por campo e numero total de macrofagos por lamina
reduzidos (Média por campo: 14.97+0.8957 / N° total por 1dmina: 149.7+8.957) em relacédo aos
camundongos do grupo controle Nav1.8cre/hM3Dq" (Média por campo: 30.93+4.359 / N° total
por lamina: 301.3+46.77, Fig.6E).
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a metastase no grupo neuromodulado apresentou-se reduzida (p=0,0422), (C).  Imagens representativas da
marcagdo difusa pan-macréfagos anti F4/80 no tecido pulmonar e no centro de regides com celularidade atipica,
sugestiva de aérea metastatica. Imagens obtidas na objetiva de 40x utilizando microscopio de fluorescéncia
confocal Zeiss LSM 880. Barra de escala de 50 pm (D). Reducdo do nimero de macréfagos no tecido pulmonar
de camundongos neuromodulados em relagdo ao grupo controle, média de macréfagos (p=0,0026) contado por
campo e nimero total de macrofagos (p=0,0055) contados por Iamina (E). Foi realizado o teste de normalidade
Shapiro-Wilk, seguidos do teste Mann-Whitney para dados ndo paramétricos. Foi considerado p<0,05 como
significativo para todas as analises e representados por média * erro da média.

6.5. Avaliacéo do perfil linfoide inato (ILCs) no microambiente tumoral
Buscando avaliar se a modulagdo quimiogenética dos neurdnios sensoriais pode

impactar no perfil de resposta linféide inata no microambiente tumoral, foi realizado a
citometria de fluxo de um fragmento tumoral, com objetivo de avaliar a populacdo de ILCs. A
modulacdo quimiogenética de neurdnios sensoriais Nay 1.8 ndo promoveu alteragdes
significativas na frequéncia de ILCs total presentes no microambiente tumoral mamario (Fig.
7A). Entretanto, ao avaliar as subpopulacdes de ILCs foi observado que os camundongos
neuromodulados Navl1.8cre’/hM3Dq" apresentaram uma reducdo (0.02014+0.002807) da
frequéncia de populacdo de ILC3 do tipo regluadoras (Reg) intratumoral em relacdo ao grupo
controle Navl.8cre/hM3Dq" (0.03357+0.005214). As demais subpopula¢des de ILCs
avaliadas (ILC1, ILC2 e ILC3) no cancer de mama ndo apresentaram alteracdes significativas

entre os grupos (Fig. 7B).
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Figura 7. Citometria de células linféides inatas (ILCs) intratumoral. Frequéncia (%) total de ILCs no
microambiente tumoral (p=0,6200), (A). Frequéncia (%) de subpopulagdes, ILC1 (p=0,4912), ILC2 (p=0,5172),
ILC3 (p=0,3693), ILC3 Reguladora (p=0,0426) e Células NK (p=0,1649), (B). Foi realizado o teste de normalidade
Shapiro-Wilk, seguidos do teste Mann-Whitney para dados ndo paramétricos. Foi considerado p<0,05 como
significativo para todas as andlises e representados por média + erro da média.

6.6. Avaliacdo do perfil linféide adaptativo no microambiente tumoral

A fim de avaliar o reflexo da modula¢do quimiogenética dos neurdnios sensoriais no
perfil de resposta linféide adaptativa no microambiente tumoral, realizamos citometria de fluxo
para caracterizar as populagdes TCD4 e TCDS e suas subpopulagdes no microambiente tumoral.
Através dessa andlise, foi observado que a modulacdo dos neurdnios sensoriais nos
camundongos Navl.8cre’/hM3Dq" reduziu a frequéncia da subpopulagdo Treg CD4"
intratumoral (0.004550+0.0005294) em relagdo ao grupo controle Navl.8cre/hM3Dq"
(0.01228+0.003466), (Fig.8A). A neuromodulagdo de camundongos Navl.8cre”/hM3Dq"
também promoveu uma reducdo na frequéncia de células TCDS8 totais intratumoral
(9.957+0.6162) em relagdo ao controle Nav1.8cre /hM3Dq" (14.32+1.329), bem como, reduziu
a frequéncia da subpopulacdo Tc2*CD8" (9.153+0.5338) intratumorais em relacdo aos
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camundongos controle Navl.8cre/hM3Dq" (12.97+£1.366), (Fig.8B). Entretanto, a
neuromodulacdo de camundongos Nav1.8cre”/hM3Dq" aumentou a frequéncia de populacdo
Tc1'CD8" (11.94+1.458) em relagdo aos camundongos controle Navl.8cre/hM3Dq"
(8.057£0.5205),concluindo que a atividade estimulada de neurdnios sensoriais Nav1.8 é capaz

de modular a imunidade adaptativa.
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Figura 8. Citometria de células de perfil linféide adaptativo no microambiente tumoral. Frequéncia da
populacéo total de TCD4 (p=0,7308), Treg*CD4* (p=0,0022), Th1*CD4* (p=0,1807), Th2*CD4* (p=0,6282) e
Th17*CD4* (p=0,1905), (A). Frequéncia de TCD8a (p=0,0350), Treg*CD8" (p=0,5554) Th1*CD8" (p=0,0350),
Th2*CD8* (p=0,0332) e Th17*CD8" (p=0,9798) (B). Foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk, seguidos
do teste Mann-Whitney para dados ndo paramétricos. Foi considerado p<0,05 como significativo para todas as
analises e representados por média * erro da média.

6.7. Avaliacéo do perfil de células mieloides intratumoral
Foi realizado analise de painel mieloide, a fim de investigar os possiveis impactos que
a atividade dos neuronios sensoriais Nav1.8 poderia exercer sobre a populacao imune de perfil

mieloide. Entretanto, a modulagdo quimiogenética dos camundongos Nav1.8cre’/hM3Dq" ndo
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promoveu alteragdes significativas na frequéncia de células CD11B totais (Fig.9A), assim como

nas demais células de perfil mieloide no microambiente tumoral da mama (Fig.9B).
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Figura 9. Citometria de células mieloides intratumoral. Frequéncia de CD11B (p=0,9015), (A). Frequéncia de
Eosindfilos (p=0,3316), Neutrofilos (p=0,0769), Células Dendriticas (p=0,0584), Macréfagos (p=0,5338) e
Monécitos (p=0,9295), (B). Foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk, seguidos do teste Mann-Whitney
para dados ndo paramétricos. Foi considerado p<0,05 como significativo para todas as andlises e representados
por média * erro da média.

7. DISCUSSAO

A complexa fisiologia pulmonar envolvendo trocas gasosas, reflexos de tosse e
regulacdo da distensdo ou contragdo das vias aéreas ¢ mediada por interagdes entre o sistema
nervoso central e periférico (BARNES, 1984). A inervagdo sensorial estd presente no tecido
pulmonar desempenhando papel importante na sinalizagcdo de estimulos lesivos e no controle
da distensao das vias aéreas durante a respiracao (SU; BARR; JAQUISH; XU et al., 2022).

Sabe-se que as terminacdes sensoriais predominantemente vagais que inervam o
pulmio, sejam compostas de nociceptores TRPV 17, vagais Calbl™ e peptidérgicos Tacl™ (SU;

BARR; JAQUISH; XU et al., 2022), Aqui conseguimos caracterizar fenotipicamente a presenca
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de terminacdes sensoriais do canal de s6dio dependente de voltagem 1.8 (Nav1.8) utilizando
animais transgénicos com fluorescéncia endégena. Esse achado corrobora com outro estudo
recente que relatou a expressao génica de muitos subtipos de canais de sodio dependentes de
voltagem (Nay1), incluindo Nav1.8, nos ganglios jugulares que inervam o sistema respiratorio
(KOLLARIK; SUN; HERBSTSOMER; RU et al., 2018).

A presenca dos neuronios sensoriais vem sendo descrita em diversos tumores, mas seu
perfil de atuagdo parece ser contraditorio entre diferentes modelos tumorais. A inibigdo da
atividade neuronal sensorial, bem como, a desnervagdo quimica reduzem o desenvolvimento
de alguns tumores sélidos, como o carcinoma basocelular (PETERSON; EBERL; VAGNOZZI;
BELKADI et al., 2015), cancer de prostata (MAGNON; HALL; LIN; XUE et al., 2013) e
cancer gastrico (POLLI-LOPES; ZUCOLOTO; DE QUEIROS CUNHA; DA SILVA
FIGUEIREDO et al., 2003; ZHAO; HAYAKAWA; KODAMA; MUTHUPALANI et al., 2014).
Entretanto, a inibi¢do da atividade neuronal sensorial, assim como, a deple¢do e vagotomia de
neurdnios sensoriais acelerou o crescimento e a progressao no melanoma cutaneo (COSTA;
SILVA; PRAZERES; PICOLI et al., 2021; PRAZERES; LEONEL; SILVA; ROCHA et al.,
2020), no cancer pancreatico (SALOMAN; ALBERS; LI; HARTMAN et al., 2016) e no cancer
de mama (ERIN, 2020).

Neste estudo, observamos que a estimulacao dos neurdnios sensoriais Nav1.8, através
da modulacao quimiogenética promoveu o aumento do volume tumoral no 22° e 28° dia
experimental, o que contrastou com o resultado da estimulagdo dos neurdnios sensoriais
TRPV1" com a capsaicina no tumor primario de mama (ERIN, 2020). E importante destacar
que a metodologia de estimulagdo sensorial e o subtipo de terminacdo sensorial foram
diferentes. Dito isso, nos hipotetizamos que a estimula¢cdo de neurOnios sensoriais atraveés da
modulacdo quimiogenética, embora aumente o volume do tumor primadrio, reduza a sua
capacidade de metastatizar para o pulmao. J4 quando buscamos avaliar o efeito da modulagao
de neurdnios Nav1.8 na metdstase pulmonar, observamos uma melhora da funcao pulmonar,
redugdo de infiltrado inflamatorio associado a metastase no pulmao e reducao das populacdes
de macrofagos, achados congruentes com o de Erin e cols. (ERIN, 2020).

Outro estudo relatou que embora nao tenha sido observadas alteragdes significativas no
crescimento do tumor primario da mama, camundongos inoculados com células neoplésicas
mamarias em conjunto com ganglios da raiz dorsal (DRGs), apresentaram um aumento de
metastase pulmonar em compara¢do a animais inoculados apenas com as células neoplésicas

mamarias (LE; PAYNE; BUCKWALD; HAYES et al., 2022), o que diverge dos nossos
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achados. Entretanto, a inibi¢cdo ou estimulagdo dos neurdnios sensoriais que compode o DRG
nesse experimento nao foi avaliada, desfavorecendo uma discussdo comparativa com os
resultados obtidos em nosso estudo.

A presenga de neurdnios sensoriais no pulmao, vai além da sua funcdo de captar
estimulos ou controlar a distensdo pulmonar. As terminag¢des Trpv1™ interagem com o0s vasos
linfaticos contribuindo para a drenagem de fluidos e regulando as respostas imunes no pulmao,
participando da supressao de células T gama-delta residentes e do recrutamento de neutrofilos
durante a infec¢do bacteriana (BARAL; UMANS; LI; WALLRAPP et al., 2018). Neste estudo,
objetivamos avaliar se a modula¢do dos neurdnios sensoriais regularia a populacdes de
macrofagos. Caracterizamos que os animais neuromodulados tiveram uma redugdo
significativa na populacdo de macréfagos pulmonares. Vale mencionar que o maior numero de
macrofagos ¢ frequentemente associado a um pior progndstico, promovendo a progressao
tumoral e uma maior carga metastatica no pulmdo (CONDEELIS; POLLARD, 2006; LIN;
NGUYEN; RUSSELL; POLLARD, 2001; NOY; POLLARD, 2014). Evidenciando o papel
protetor da neuromodulagio nos animais Nav1.8cre”/hM3Dq".

Além disso, esse resultado por sua vez ¢ congruente com a reducdo nos focos de
infiltrado inflamatorio associado a metastase observados, refletindo em uma melhora da
resposta ventilatoria mecanica nesse grupo. Essa melhor resposta da ventilacio pulmonar
observada estd associada a um menor acometimento metastatico e maior preservacao do tecido
pulmonar, possivelmente em decorréncia dos efeitos da estimulacdo dos neuronios sensoriais,
como observado em estudos anteriores (ERIN, 2020; KAMIYA; HAYAMA; KATO;
SHIMOMURA et al., 2019).

Nesse trabalho, através da modulacdo quimiogenética sistémica de neurdnios sensoriais
nociceptivos Nav 1.8, observamos que embora o tumor primario tenha aumentado, a melhora
da mecanica pulmonar, bem como, a reduc¢do da populagdo de macréfagos no tecido pulmonar,
sugerem que quando estimulados, os neurdnios sensoriais regulam um microambiente
pulmonar menos favoravel a instalacao e propagacdo da metdstase espontanea do cancer de
mama.

Os neur6nios podem atuar ativamente orquestrando e regulando respostas imunes anti-
tumorais através de neurotransmissores (BARRON; CONNOLLY; SHARP; BENNETT et al.,
2011; MELHEM-BERTRANDT; CHAVEZ-MACGREGOR; LEI; BROWN et al., 2011). Um
dos principais neuropeptideos secretados no cancer de mama ¢ a Substancia P, que regula a

resposta imune (ERIN, 2020).



46

As interacdes entre o sistema nervoso € o sistema imunoldgico participam na
manutengdo da homeostase. Mudancas nesses mecanismos podem estar ligadas ao
desenvolvimento e disseminagdo do cancer (COSTA; SILVA; PRAZERES; PICOLI et al.,
2021). O aumento da populacao inata de fungao similar a células Treg, aqui chamadas de ILC3
Reg assim como a sua contraparte adaptativa ¢ um mal progndstico no cancer de mama
(GAMAGE; SHAHOEI; ALBRIGHT; WANG et al., 2023; HUANG; ZHOU; ZHENG; YU et
al.,2023), tendo em vista sua atividade imunosupressora no microambiente tumoral, resultando
na progressao tumoral e consequente metastase. Aqui observamos que modulacao da atividade
de neurdnios sensoriais reduz significativamente a frequéncia da popula¢do de ILC3Reg
(ILC'FoxP3") e Treg (CD4 FoxP3") intratumoral desfavorecendo a agdo imunossupressora das
células neoplésicas, que ¢ fundamental para o escape das células tumorais e sua metastatizagao
(HUANG; ZHOU; ZHENG; YU et al., 2023). Além disso, o fenotipo Tc2 (CD8"GATA3™) das
cé¢lulas TCDS infiltrantes tumoral promove um aumento na produ¢do de IL-4 e consequente
reducdo de IFN-y no microambiente tumoral, facilitando o escape imunologico das células
neoplasicas, o que foi correlacionado com a exaustdo e reducdo de células TCDS de perfil
citotoxicas Tcl (CD8'Tbet") no cincer de bexiga urotelial e cancer cervical (HARTANA;
AHLEN BERGMAN; ZIRAKZADEH; KRANTZ et al., 2018; KOH; LEE; KWAK; KIM et
al.,2023; SHEU; LIN; LIEN; HO et al., 2001). Aqui caracterizamos que a neuromodulacao dos
neurdnios sensoriais Navl.8 reduziu a frequéncia do perfil Tc2 (CD8 GATA3") no
microambiente tumoral da mama, além de promover aumento da frequéncia de células com
perfil citotoxico Tcl criando um microambiente tumoral mais citotoxico e menos favoravel a
progressdo e metastase no cancer de mama (FLUXA; ROJAS-SEPULVEDA; GLEISNER;
TITTARELLI et al., 2018; KOH; LEE; KWAK; KIM et al., 2023; SUN; ZHAI; CHEN; DONG
etal.,2019)

8. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, foi possivel confirmar a presenca de neurdnios
sensoriais Nav1.8 no microambiente pulmonar por microscopia de fluorescéncia, o que sugere
um potencial papel dessas fibras na regulagdo local do tecido. Além de comprovarmos a efetiva
modulagdo desses neurdnios sensoriais de forma sist€émica, durante todo o experimento, ja que
0os testes nociceptivos evidenciaram que os camundongos neuromodulados
Navl.8cre’/hM3Dq" apresentam uma resposta comportamental mais rapida aos estimulos

sensoriais no inicio e no fim do experimento.
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Ao final do experimento, observou-se um aumento do volume tumoral nos animais
neuromodulados em comparagdo com os controles. Entretanto, as andlises histopatologicas
mostraram uma redug¢do significativa no niamero de focos de infiltrado inflamatério associado
a metastase nos camundongos neuromodulados. Além disso, o grupo neuromodulado
apresentou menor frequéncia de ILC3 Reg, menor frequéncia de células Treg'CD4" e menor
frequéncia de células Tc2'CD8" no microambiente tumoral e a redugdo na contagem de
macrofagos do tecido pulmonar, fatores que sao favoraveis a metastase. Portanto, indicam um
efeito imunoprotetor da inervagdo sensorial, desenvolvido pela modulacdo dos neurdnios
sensoriais Nav1.8, além de uma capacidade de potencializar o aumento de células efetoras de
perfil citotoxico Tc1*CD8" no microambiente tumoral. Esses resultados sdo congruentes com a
analises da mecénica pulmonar, que revelou que os camundongos neuromodulados possuem
uma menor rigidez pulmonar. Além de apresentar uma melhora significativa nos parametros de
capacidade vital forgada, indicando uma melhor capacidade respiratéria e preservacao da
fun¢do pulmonar em comparagdo com os controles.

Em conjunto, esses achados indicam que a modulagdo da atividade dos neuronios
sensoriais Nav1.8 embora promova ao aumento do volume tumoral, pode promover uma
regulacdo positiva da imunidade antitumoral além de criar um microambiente pulmonar
desfavoravel para a metastatizagdo do cancer de mama. Oferecendo uma nova proposta, através
da utilizagdo da tecnologia DREADD para investigar atividade desses neurdnios na metastase
espontdnea pulmonar no modelo de cancer mamario EO771. No entanto, sdo necessarios
estudos adicionais para elucidar os mecanismos subjacentes a esses efeitos e determinar o
potencial terapéutico da neuromodulagdo quimiogenética na prevencdo e tratamento da

metastase pulmonar do cancer de mama.

9. REFERENCIAS

ANSELONI, V. C.; ENNIS, M.; LIDOW, M. S. Optimization of the mechanical nociceptive
threshold testing with the Randall-Selitto assay. J Neurosci Methods, 131, n. 1-2, p. 93-97,
Dec 30 2003.

AUSTIN, M.; ELLIOTT, L.; NICOLAOU, N.; GRABOWSKA, A. et al. Breast cancer induced
nociceptor aberrant growth and collateral sensory axonal branching. Oncotarget, 8, n. 44, p.
76606-76621, Sep 29 2017.



48

BARAL, P.; UMANS, B.D.; LI, L.; WALLRAPP, A. et al. Nociceptor sensory neurons suppress
neutrophil and gammadelta T cell responses in bacterial lung infections and lethal pneumonia.
Nat Med, 24, n. 4, p. 417-426, May 2018.

BARNES, P. J. The third nervous system in the lung: physiology and clinical perspectives.
Thorax, 39, n. 8, p. 561-567, Aug 1984.

BARRON, T.1.; CONNOLLY, R. M.; SHARP, L.; BENNETT, K. et al. Beta blockers and breast
cancer mortality: a population- based study. J Clin Oncol, 29, n. 19, p. 2635-2644, Jul 1 2011.

BINGLE, L.; BROWN, N. J.; LEWIS, C. E. The role of tumour-associated macrophages in
tumour progression: implications for new anticancer therapies. J Pathol, 196, n. 3, p. 254-265,
Mar 2002.

BOILLY, B.; FAULKNER, S.; JOBLING, P.; HONDERMARCK, H. Nerve Dependence: From
Regeneration to Cancer. Cancer Cell, 31, n. 3, p. 342-354, Mar 13 2017.

BONAPACE, L.; COISSIEUX, M. M.; WYCKOFTF, J.; MERTZ, K. D. et al. Cessation of CCL2
inhibition accelerates breast cancer metastasis by promoting angiogenesis. Nature, 515, n.
7525, p. 130-133, Nov 6 2014.

BURNS, A. R.; SMITH, C. W.; WALKER, D. C. Unique structural features that influence
neutrophil emigration into the lung. Physiol Rev, 83, n. 2, p. 309-336, Apr 2003.

CAIL R.; TRESSLER, C. M.; CHENG, M.; SONKAR, K. et al. Primary breast tumor induced
extracellular matrix remodeling in premetastatic lungs. Sci Rep, 13, n. 1, p. 18566, Oct 30 2023.

CAMPA, C. C.; SILVA, R. L.; MARGARIA, J. P.; PIRALI, T. et al. Inhalation of the prodrug
PI3K inhibitor CL27¢ improves lung function in asthma and fibrosis. Nat Commun, 9, n. 1, p.
5232, Dec 12 2018.

CASTILLO-GONZALEZ, R.; VALLE-NOGUERA, A.; GOMEZ-SANCHEZ, M. J.; XIA, P.
et al. Innate lymphoid cells type 3 in cancer. Front Immunol, 13, p. 1033252, 2022.

CHAFFER, C. L.; WEINBERG, R. A. A perspective on cancer cell metastasis. Science, 331, n.
6024, p. 1559-1564, Mar 25 2011.

CHEN, J. J.; LIN, Y. C.; YAO, P. L.; YUAN, A. et al. Tumor-associated macrophages: the
double-edged sword in cancer progression. J Clin Oncol, 23, n. 5, p. 953-964, Feb 10 2005.

COLEGIO, O. R.; CHU, N. Q.; SZABO, A. L.; CHU, T. et al. Functional polarization of
tumour-associated macrophages by tumour-derived lactic acid. Nature, 513, n. 7519, p. 559-
563, Sep 25 2014.



49

CONDEELIS, J.; POLLARD, J. W. Macrophages: obligate partners for tumor cell migration,
invasion, and metastasis. Cell, 124, n. 2, p. 263-266, Jan 27 2006.

CONSTANTINIDES, M. G.; MCDONALD, B. D.; VERHOEF, P. A.; BENDELAC, A. A
committed precursor to innate lymphoid cells. Nature, 508, n. 7496, p. 397-401, Apr 17 2014.

COSTA, P. A. C.; SILVA, W. N.; PRAZERES, P.; PICOLI, C. C. et al. Chemogenetic
modulation of sensory neurons reveals their regulating role in melanoma progression. Acta
Neuropathol Commun, 9, n. 1, p. 183, Nov 16 2021.

ERIN, N. Role of sensory neurons, neuroimmune pathways, and transient receptor potential
vanilloid 1 (TRPV1) channels in a murine model of breast cancer metastasis. Cancer Immunol
Immunother, 69, n. 2, p. 307-314, Feb 2020.

FAULKNER, S.; JOBLING, P.; MARCH, B.; JIANG, C. C. et al. Tumor Neurobiology and the
War of Nerves in Cancer. Cancer Discov, 9, n. 6, p. 702-710, Jun 2019.

FLUXA, P.; ROJAS-SEPULVEDA, D.; GLEISNER, M. A.; TITTARELLI, A. et al. High
CDS8(+) and absence of Foxp3(+) T lymphocytes infiltration in gallbladder tumors correlate
with prolonged patients survival. BMC Cancer, 18, n. 1, p. 243, Mar 2 2018.

FUCHS, A.; COLONNA, M. Innate lymphoid cells in homeostasis, infection, chronic
inflammation and tumors of the gastrointestinal tract. Curr Opin Gastroenterol, 29, n. 6, p.
581-587, Nov 2013.

GAMAGE, H. E. V.; SHAHOEI, S. H.; ALBRIGHT, S. T.; WANG, Y. et al. Re-education of
myeloid immune cells to reduce regulatory T cell expansion and impede breast cancer
progression. bioRxiv, Aug 14 2023.

GAO, D.; DU, J.; CONG, L.; LIU, Q. Risk factors for initial lung metastasis from breast
invasive ductal carcinoma in stages I-III of operable patients. Jpn J Clin Oncol, 39, n. 2, p. 97-
104, Feb 2009.

GARNER, H.; DE VISSER, K. E. Immune crosstalk in cancer progression and metastatic
spread: a complex conversation. Nat Rev Immunol, 20, n. 8, p. 483-497, Aug 2020.

GAST, C. E.; SILK, A. D.; ZAROUR, L.; RIEGLER, L. et al. Cell fusion potentiates tumor
heterogeneity and reveals circulating hybrid cells that correlate with stage and survival. Sci
Adv, 4,n. 9, p. eaat7828, Sep 2018.

GORDON, S. Alternative activation of macrophages. Nat Rev Immunol, 3, n. 1, p. 23-35, Jan
2003.



50

GORDON, S.; TAYLOR, P. R. Monocyte and macrophage heterogeneity. Nat Rev Immunol,
5,n. 12, p. 953-964, Dec 2005.

HAO, S.J.; WAN, Y.; XIA, Y. Q.; ZOU, X. et al. Size-based separation methods of circulating
tumor cells. Adv Drug Deliv Rev, 125, p. 3-20, Feb 1 2018.

HARBECK, N.; PENAULT-LLORCA, F.; CORTES, J.; GNANT, M. et al. Breast cancer. Nat
Rev Dis Primers, 5, n. 1, p. 66, Sep 23 2019.

HARTANA, C. A.; AHLEN BERGMAN, E.; ZIRAKZADEH, A. A.; KRANTZ, D. et al.
Urothelial bladder cancer may suppress perforin expression in CD8+ T cells by an ICAM-
1/TGFbeta2 mediated pathway. PLoS One, 13, n. 7, p. €0200079, 2018.

HONDERMARCK, H. Neurotrophins and their receptors in breast cancer. Cytokine Growth
Factor Rev, 23, n. 6, p. 357-365, Dec 2012.

HUANG, P.; ZHOU, X.; ZHENG, M.; YU, Y. et al. Regulatory T cells are associated with the
tumor immune microenvironment and immunotherapy response in triple-negative breast
cancer. Front Immunol, 14, p. 1263537, 2023.

INSUELA, D. B.; DALEPRANE, J. B.; COELHO, L. P.; SILVA, A. R. et al. Glucagon induces
airway smooth muscle relaxation by nitric oxide and prostaglandin E(2). J Endocrinol, 225, n.
3, p- 205-217, Jun 2015.

IRSHAD, S.; FLORES-BORIJA, F.; LAWLER, K.; MONYPENNY, J. ef al. RORgammat(+)
Innate Lymphoid Cells Promote Lymph Node Metastasis of Breast Cancers. Cancer Res, 77,
n. 5, p. 1083-1096, Mar 1 2017.

ITO, A.; AKAMA, Y.; SATOH-TAKAYAMA, N.; SAITO, K. et al. Possible Metastatic Stage-
Dependent ILC2 Activation Induces Differential Functions of MDSCs through IL-13/IL-
13Ralphal Signaling during the Progression of Breast Cancer Lung Metastasis. Cancers
(Basel), 14, n. 13, Jul 4 2022.

JIN, L.; HAN, B.; SIEGEL, E.; CUL Y. ef al. Breast cancer lung metastasis: Molecular biology
and therapeutic implications. Cancer Biol Ther, 19, n. 10, p. 858-868, 2018.

KAMIYA, A.; HAYAMA, Y.; KATO, S.; SHIMOMURA, A. et al. Genetic manipulation of
autonomic nerve fiber innervation and activity and its effect on breast cancer progression. Nat
Neurosci, 22, n. 8, p. 1289-1305, Aug 2019.

KOH, C. H.; LEE, S.; KWAK, M.; KIM, B. S. et al. CD8 T-cell subsets: heterogeneity,
functions, and therapeutic potential. Exp Mol Med, 55, n. 11, p. 2287-2299, Nov 2023.



51

KOLLARIK, M.; SUN, H.; HERBSTSOMER, R. A.; RU, F. et al. Different role of TTX-
sensitive voltage-gated sodium channel (Na(V) 1) subtypes in action potential initiation and
conduction in vagal airway nociceptors. J Physiol, 596, n. 8, p. 1419-1432, Apr 15 2018.

LE, T. T.; PAYNE, S. L.; BUCKWALD, M. N.; HAYES, L. A. et al. Sensory nerves enhance
triple-negative breast cancer invasion and metastasis via the axon guidance molecule PlexinB3.
NPJ Breast Cancer, 8, n. 1, p. 116, Nov 4 2022.

LEE, Y. T. Breast carcinoma: pattern of metastasis at autopsy. J Surg Oncol, 23, n. 3, p. 175-
180, Jul 1983.

LLR.Q.; ZHAO, X. H.; ZHU, Q.; LIU, T. et al. Exploring neurotransmitters and their receptors
for breast cancer prevention and treatment. Theranostics, 13, n. 3, p. 1109-1129, 2023.

LIN, E. Y.; NGUYEN, A. V.; RUSSELL, R. G.; POLLARD, J. W. Colony-stimulating factor 1
promotes progression of mammary tumors to malignancy. J Exp Med, 193, n. 6, p. 727-740,
Mar 19 2001.

LUO, Z.; YANG, F.; LIU, K.; DING, Z. ZC3HI12A inhibits tumor growth and metastasis of
breast cancer under hypoxic condition via the inactivation of IL-17 signaling pathway. Cell
Cycle, p. 1-17, Feb 15 2024.

MAGNON, C.; HALL, S. J.; LIN, J.; XUE, X. et al. Autonomic nerve development contributes
to prostate cancer progression. Science, 341, n. 6142, p. 1236361, Jul 12 2013.

MANTOVANI, A.; SICA, A. Macrophages, innate immunity and cancer: balance, tolerance,
and diversity. Curr Opin Immunol, 22, n. 2, p. 231-237, Apr 2010.

MEI, M.; TANG, L.; ZHOU, H.; XUE, N. et al. Honokiol prevents lung metastasis of triple-
negative breast cancer by regulating polarization and recruitment of macrophages. Eur J
Pharmacol, 959, p. 176076, Nov 15 2023.

MELHEM-BERTRANDT, A.; CHAVEZ-MACGREGOR, M.; LEI, X.; BROWN, E. N. ef al.
Beta-blocker use is associated with improved relapse-free survival in patients with triple-
negative breast cancer. J Clin Oncol, 29, n. 19, p. 2645-2652, Jul 1 2011.

MONTALDO, E.; VACCA, P.; MORETTA, L.; MINGARI, M. C. Development of human
natural killer cells and other innate lymphoid cells. Semin Immunol, 26, n. 2, p. 107-113, Apr
2014.



52

NARAYAN, P.; FLYNN, J.; ZHANG, Z.; GILLESPIE, E. F. et al. Perineural invasion as a risk
factor for locoregional recurrence of invasive breast cancer. Sci Rep, 11, n. 1, p. 12781, Jun 17
2021.

NOY, R.; POLLARD, J. W. Tumor-associated macrophages: from mechanisms to therapy.
Immunity, 41, n. 1, p. 49-61, Jul 17 2014.

OSTRAND-ROSENBERG, S.; FENSELAU, C. Myeloid-Derived Suppressor Cells: Immune-
Suppressive Cells That Impair Antitumor Immunity and Are Sculpted by Their Environment. J
Immunol, 200, n. 2, p. 422-431, Jan 15 2018.

PACHECO, D. D. F.; ROMERO, T. R. L.; DUARTE, I. D. G. Ketamine induces central
antinociception mediated by endogenous cannabinoids and activation of CB(1) receptors.
Neurosci Lett, 699, p. 140-144, Apr 23 2019.

PETERSON, S. C.; EBERL, M.; VAGNOZZI, A. N.; BELKADI, A. et al. Basal cell carcinoma
preferentially arises from stem cells within hair follicle and mechanosensory niches. Cell Stem
Cell, 16, n. 4, p. 400-412, Apr 2 2015.

POLLARD, J. W. Trophic macrophages in development and disease. Nat Rev Immunol, 9, n.
4, p. 259-270, Apr 2009.

POLLI-LOPES, A. C.; ZUCOLOTO, S.; DE QUEIROS CUNHA, F.; DA SILVA
FIGUEIREDO, L. A. et al. Myenteric denervation reduces the incidence of gastric tumors in
rats. Cancer Lett, 190, n. 1, p. 45-50, Feb 10 2003.

PRAZERES, P.; LEONEL, C.; SILVA, W. N.; ROCHA, B. G. S. ef al. Ablation of sensory
nerves favours melanoma progression. J Cell Mol Med, 24, n. 17, p. 9574-9589, Sep 2020.

PUNDAVELA, J.; ROSELLI, S.; FAULKNER, S.; ATTIA, J. et al. Nerve fibers infiltrate the
tumor microenvironment and are associated with nerve growth factor production and lymph
node invasion in breast cancer. Mol Oncol, 9, n. 8, p. 1626-1635, Oct 2015.

RANDALL, L. O.; SELITTO, J. J. A method for measurement of analgesic activity on inflamed
tissue. Arch Int Pharmacodyn Ther, 111, n. 4, p. 409-419, Sep 1 1957.

REAVIS, H. D.; CHEN, H. I.; DRAPKIN, R. Tumor Innervation: Cancer Has Some Nerve.
Trends Cancer, 6, n. 12, p. 1059-1067, Dec 2020.

RESTAINO, A. C.; VERMEER, P. D. Neural regulations of the tumor microenvironment.
FASEB Bioadv, 4, n. 1, p. 29-42, Jan 2022.



53

RUSSO, R. C.; SAVINO, B.; MIROLO, M.; BURACCHLI, C. ef al. The atypical chemokine
receptor ACKR2 drives pulmonary fibrosis by tuning influx of CCR2(+) and CCR5(+)
IFNgamma-producing gammadeltaT cells in mice. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol, 314,
n. 6, p. L1010-L1025, Jun 1 2018.

RYDER, M.; GHOSSEIN, R. A.; RICARTE-FILHO, J. C.; KNAUF, J. A. et al. Increased
density of tumor-associated macrophages is associated with decreased survival in advanced
thyroid cancer. Endocr Relat Cancer, 15, n. 4, p. 1069-1074, Dec 2008.

SALOMAN, J. L.; ALBERS, K. M.; LI, D.; HARTMAN, D. J. et al. Ablation of sensory
neurons in a genetic model of pancreatic ductal adenocarcinoma slows initiation and
progression of cancer. Proc Natl Acad Sci US A, 113, n. 11, p. 3078-3083, Mar 15 2016.

SANCHO-GARNIER, H.; COLONNA, M. [Breast cancer epidemiology]. Presse Med, 48, n.
10, p. 1076-1084, Oct 2019.

SEYFRIED, T. N.; HUYSENTRUYT, L. C. On the origin of cancer metastasis. Crit Rev
Oncog, 18, n. 1-2, p. 43-73, 2013.

SHAASHUA, L.; SHABAT-SIMON, M.; HALDAR, R.; MATZNER, P. ef al. Perioperative
COX-2 and beta-Adrenergic Blockade Improves Metastatic Biomarkers in Breast Cancer
Patients in a Phase-II Randomized Trial. Clin Cancer Res, 23, n. 16, p. 4651-4661, Aug 15
2017.

SHARMA, R.; SHARMA, R.; KHAKET, T. P.; DUTTA, C. et al. Breast cancer metastasis:
Putative therapeutic role of vascular cell adhesion molecule-1. Cell Oncol (Dordr), 40, n. 3, p.
199-208, Jun 2017.

SHEU, B. C.; LIN, R. H.; LIEN, H. C.; HO, H. N. et al. Predominant Th2/Tc2 polarity of tumor-
infiltrating lymphocytes in human cervical cancer. J Immunol, 167, n. 5, p. 2972-2978, Sep 1
2001.

SMID, M.; WANG, Y.; ZHANG, Y.; SIEUWERTS, A. M. et al. Subtypes of breast cancer show
preferential site of relapse. Cancer Res, 68, n. 9, p. 3108-3114, May 1 2008.

SPITS, H.; ARTIS, D.; COLONNA, M.; DIEFENBACH, A. et al. Innate lymphoid cells--a
proposal for uniform nomenclature. Nat Rev Immunol, 13, n. 2, p. 145-149, Feb 2013.

SU, Y.; BARR, J.; JAQUISH, A.; XU, J. et al. 1dentification of lung innervating sensory
neurons and their target specificity. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol, 322, n. 1, p. L50-
L63, Jan 1 2022.



54

SUN, Y.; ZHAI C.; CHEN, X.; DONG, Z. et al. Characterization of PD-L1 protein expression
and CD8&(+) tumor-infiltrating lymphocyte density, and their associations with clinical outcome
in small-cell lung cancer. Transl Lung Cancer Res, 8, n. 6, p. 748-759, Dec 2019.

TIAN, Z.; VAN VELKINBURGH, J. C.; WU, Y.; NI, B. Innate lymphoid cells involve in
tumorigenesis. Int J Cancer, 138, n. 1, p. 22-29, Jan 1 2016.

UROOJ, T.; WASIM, B.; MUSHTAQ, S.; SHAH, S. N. N. et al. Cancer Cell-derived Secretory
Factors in Breast Cancer-associated Lung Metastasis: Their Mechanism and Future Prospects.
Curr Cancer Drug Targets, 20, n. 3, p. 168-186, 2020.

VANOIRBEEK, J. A.; RINALDI, M.; DE VOOGHT, V.; HAENEN, S. et al. Noninvasive and
invasive pulmonary function in mouse models of obstructive and restrictive respiratory
diseases. Am J Respir Cell Mol Biol, 42, n. 1, p. 96-104, Jan 2010.

VLADIMIROVNA, I. L.; SOSUNOVA, E.; NIKOLAEV, A.; NENASHEVA, T. Mesenchymal
Stem Cells and Myeloid Derived Suppressor Cells: Common Traits in Immune Regulation. J
Immunol Res, 2016, p. 7121580, 2016.

VOIGT, C.; MAY, P.; GOTTSCHLICH, A.; MARKOTA, A. et al. Cancer cells induce
interleukin-22 production from memory CD4(+) T cells via interleukin-1 to promote tumor
growth. Proc Natl Acad Sci U S A, 114, n. 49, p. 12994-12999, Dec 5 2017.

WEIGELT, B.; PETERSE, J. L.; VAN 'T VEER, L. J. Breast cancer metastasis: markers and
models. Nat Rev Cancer, 5, n. 8, p. 591-602, Aug 2005.

WEST, J. B. The original presentation of Boyle's law. J Appl Physiol (1985), 87, n. 4, p. 1543-
1545, Oct 1999.

ZHANG, W. J.; WANG, X. H.; GAO, S. T.; CHEN, C. ef al. Tumor-associated macrophages
correlate with phenomenon of epithelial-mesenchymal transition and contribute to poor
prognosis in triple-negative breast cancer patients. J Surg Res, 222, p. 93-101, Feb 2018.

ZHANG, Y.; LIU, C.; GAO, J.; SHAO, S. et al. IL-22 promotes tumor growth of breast cancer
cells in mice. Aging (Albany NY), 12, n. 13, p. 13354-13364, Jul 10 2020.

ZHAO, C. M.; HAYAKAWA, Y.; KODAMA, Y.; MUTHUPALANI, S. et al. Denervation
suppresses gastric tumorigenesis. Sci Transl Med, 6, n. 250, p. 250rall5, Aug 20 2014.

ZHAO, N.; ZHU, W.; WANG, J.; LIU, W. et al. Group 2 innate lymphoid cells promote TNBC
lung metastasis via the IL-13-MDSC axis in a murine tumor model. Int Immunopharmacol,
99, p. 107924, Oct 2021.



55

ZHU, X. D.; ZHANG, J. B.; ZHUANG, P. Y.; ZHU, H. G. et al. High expression of macrophage
colony-stimulating factor in peritumoral liver tissue is associated with poor survival after

curative resection of hepatocellular carcinoma. J Clin Oncol, 26, n. 16, p. 2707-2716, Jun 1
2008.



	6b797057a2738053330c45c9bacf28302c65a3e21dc1414f021b592af9e69c21.pdf
	6b797057a2738053330c45c9bacf28302c65a3e21dc1414f021b592af9e69c21.pdf
	6b797057a2738053330c45c9bacf28302c65a3e21dc1414f021b592af9e69c21.pdf

