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RESUMO

O panorama global do cancer, demonstra uma preocupante tendéncia de aumento nos novos
casos, quase dobrando em 2020 em comparacdo a 2000, além do significativo aumento nas
mortes, representando em meédia uma a cada seis em 2020. O numero de mulheres
diagnosticadas com cancer de mama saltou de 2,3 milhdes no inicio de 2020 para 7,8 milhdes
no final do mesmo ano, superando o cancer de pulmé&o. Para o Brasil, o Instituto Nacional do
Cancer prevé para o triénio 2023-2025 mais de 74 mil novos casos de cancer de mama por ano.
Este estudo exploratério investigou os efeitos da ativacao das fibras nervosas sensoriais Nav1.8,
no contexto do cancer de mama. Utilizando o modelo de camundongo Nav1.8-Cre+/hM3Dq,
onde as fibras nervosas sensoriais foram estimuladas através da administracdo de CNO
(clozapina-N-6xido). O experimento consistiu na inoculacéo ortotopica de células EO771 no
tecido adiposo mamario de camundongos, sendo estes, avaliados aos 28 dias apds a inoculacéo
das células. Os resultados indicaram que a ativacdo das fibras nervosas sensoriais Nav1.8
provocaram alteragBes notaveis no microambiente tumoral, além de modificacdo significativa
no volume tumoral, em resposta a ativacdo dessas fibras. Além disso, houve uma notavel
reconfiguracdo na expressdo de moléculas chave no mecanismo de transicdo epitélio
mesenquimal, como E-caderina, N-caderina, Fibronectina e nas fibras coldgenas da matriz
extracelular. As ativagBes das fibras nervosas sensoriais também exerceram influéncia sobre as
taxas de proliferacdo celular. De maneira intrigante, o estudo revelou altera¢cdes nas metastases
hepaticas e sugeriu uma possivel migracdo de células tumorais para o pulmédo. Através de
técnicas de quantificacdo de captacdo de radiagéo utilizando complexo peptideo HYNIC-BAla-
Bombesina(7-14) radiomarcado com 99Tc, ndo foi observado quantificacfes significativas de
metéstase em 6rgdos distantes, tais como, pancreas, cerebro, baco e coragdo, porém, cabe
analises mais aprofundadas sobre a formacdo de sitios metastaticos nesse modelo. Esses
resultados ressaltam a importancia critica da inervagdo sensorial na progressdo do cancer de

mama.

Palavras chave: biologia celular; neoplasias da mama; sistema nervoso; fibras nervosas;

microambiente tumoral; metastase.



ABSTRACT

The global cancer panorama demonstrates a worrying upward trend in new cases, almost
doubling in 2020 compared to 2000, in addition to the significant increase in deaths,
representing on average one in every six in 2020. The number of women diagnosed with breast
cancer jumped from 2.3 million at the beginning of 2020 to 7.8 million at the end of the same
year, surpassing lung cancer. For Brazil, the National Cancer Institute forecasts for the
triennium 2023-2025 more than 74,000 new cases of breast cancer per year. This exploratory
study investigated the effects of activating Nav1.8 sensory nerve fibers in the context of breast
cancer. Using the Nav1.8-Cre+/hM3Dq mouse model, where sensory nerve fibers were
stimulated through the administration of CNO (clozapine-N-oxide). The experiment consisted
of the orthotopic inoculation of EQ771 cells in the mammary adipose tissue of mice, which were
evaluated 28 days after cell inoculation. The results indicated that the activation of Nav1.8
sensory nerve fibers caused remarkable changes in the tumor microenvironment, in addition to
a significant change in tumor volume, in response to the activation of these fibers. Furthermore,
there was a notable reconfiguration in the expression of key molecules in the epithelial
mesenchymal transition mechanism, such as E-cadherin, N-cadherin, Fibronectin and collagen
fibers of the extracellular matrix. The activation of sensory nerve fibers also influenced cell
proliferation rates. Intriguingly, the study revealed changes in liver metastases and suggested a
possible migration of tumor cells to the lung. Through radiation uptake quantification
techniques using HYNIC-BAla-Bombesin(7-14) peptide complex radiolabeled with 99Tc, no
significant quantifications of metastasis were observed in distant organs, such as pancreas,
brain, spleen and heart, however, further analysis of the formation of metastatic sites in this
model are indicated. These results highlight the critical importance of sensory innervation in

the progression of breast cancer.

Keywords: cell biology; breast neoplasms; nervous system; nerve fibers; tumor

microenvironment; metastasis.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), o cenério global do céncer esta
mudando. E alarmante o nimero de novos casos sendo quase o dobro em 2020, em relagio ao
ano de 2000. De acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) o elevado
numero de mortes vem aumentando significativamente, no ano de 2020 em média uma a cada
seis mortes foram provocadas por cancer. Segundo a OMS (2021), no inicio de 2020 havia 2,3
milhdes de mulheres diagnosticadas com cancer de mama no mundo, ao final de 2020 esse
namero passou a ser de 7,8 milhdes.

Além disso, o cancer de mama ultrapassou o cancer de pulmdo como cancer mais
comumente diagnosticado. Segundo a OMS (2021), no inicio de 2020 havia 2,3 milhdes de
mulheres diagnosticadas com cancer de mama no mundo, ao final de 2020 esse nimero passou
a ser de 7,8 milhdes. Segundo o INCA (2021), a incidéncia de cancer de mama em mulheres é
de 43,74 casos por cada 100 mulheres. A estimativa é que para cada ano do triénio 2023-2025
ocorreré cerca de 75 mil novos casos de cancer de mama por ano (Brasil, 2023).

O céancer de mama surge nas células de revestimento dos ductos ou Iébulos no tecido
glandular da mama. Um dos motivos da complexidade do cancer de mama é devido ao seu
microambiente composto ndo sé das células cancerigenas, mas também por uma variedade de
células como células imunes, do estroma, vasos sanguineos e linfaticos, pericitos, fibroblastos,
(Soyasal et al., 2015; Petitprez et al., 2018), nervos, entre outros (Pundavela et al., 2015; Perrot
et al., 2020; Barr et al., 2021; Han et al., 2021).

Os nervos sensoriais possuem varios canais de sddio dependentes de voltagem (VGSC)
que estdo associados a respostas térmicas, mecanicas e quimicas (Miao et al., 2010; Isom 2001;
Felts et al., 1997; Djouhuri et al., 2003). O subconjunto Nav1.8 do VGSC consiste em poros
com duas subunidades a que auxiliam na excitabilidade dos neurdnios sensoriais (Stirling et al.,
2005; Djouhri et al., 2003).

O Navl.8 é considerado um nociceptor presente no ganglio da raiz dorsal (DRG) e em
cerca de dois tercos dos corpos sensitivos aferentes do ganglio nodal (Gautron et al., 2011;
Stirling et al., 2005; Djouhri et al., 2003). Este VGSC pode ser mais encontrado no 1° e 2° nivel
espinhal sacral (S1 e S2), quase 72%, e em menor quantidade no 4°, 5° e 6° nivel espinhal
lombar (L4, L5 e L6) quase 61% (Minett et al., 2014). Além disso, o Nav1.8 esta associado a
nervos periféricos que estdo exclusivamente em neurdnios sensoriais, mas nao no sistema
nervoso central (Miao et al., 2010; Akopian et al., 1996).
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A mama é um 6rgdo densamente inervado por fibras sensitivas, principalmente na pele
e regido dos mamilos, e fibras simpaticas, nos vasos sanguineos e ductos (Q. Zhao et al., 2014;
Miao et al., 2010; Pundavela et al., 2015; Sarhadi et al., 1996). Estudos anteriores como de
Pundavela e colegas em 2015, demonstraram que a presenca de fibras nervosas sensoriais esta
relacionada a um pior prognostico de cancer de mama e potencial metastatico com maior taxa
de invaséo de linfonodos. Em contrapartida, um estudo publicado por Erin e colegas em 2022,
demonstraram que apds a ativacao da inervacdo sensorial através dos receptores de TRPV1 em
um modelo de cancer de mama murino, houve uma diminuicdo da disseminacdo metastatica e
um aumento de células imunes nos tumores primarios.

O foco principal da nossa pesquisa € compreender como 0 sistema nervoso controla o
cancer no interior do organismo. Tem-se conhecimento da presenca de inervacao simpatica,
parassimpatica e sensorial no interior do microambiente. No0sso grupo demonstrou
anteriormente tanto em Prazeres e colaboradores em 2020 como em Costa e colaboradores, em
2022, que nervos sensoriais penetram no tumor e influenciam no comportamento dos mesmos,
contudo, as intera¢bes destes nervos com 0s demais componentes do microambiente tumoral
ndo estdo bem caracterizadas na literatura. Sendo assim, torna-se necessario compreender as
interacdes dos nervos sensoriais com o microambiente tumoral e sua participacdo na progressao
dos tumores.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer de mama

A International Agency for Research on Cancer (IARC) demonstrou recentemente que
0 cancer de mama feminino se tornou o tipo de cancer mais comumente diagnosticado no
mundo, conforme disposto na figura 1. No ano de 2020, cerca de 2,3 milhdes (11,7%) de
mulheres receberam novos diagndsticos de cancer de mama, seguido pelo cancer de pulméo,
com 2,2 milhdes (11,4%); colon e reto, com 1,9 milhdo (10,0%); préstata, com 1,4 milhdo
(7,3%); e pele ndo melanoma, com 1,2 milhdo (6,2%) de casos novos. Em 2020 ocorreram
cerca de 685 mil mortes em decorréncia de cancer de mama, sendo essa a causa mais comum
de morte por cancer em mulheres e a quinta causa mais comum de mortes por cancer no geral,
conforme a figura 1(WHO, 2020).

Mortality

Mama
Prostata
Pulmio
Colorectal
Colo de utero
Estomago
Figado

Utcro

Ovario

Tireoide

60 20 40 50 60

100.000

Figura 1: Incidéncia e estimativa de morte causadas pelo cancer no mundo a cada 100.000 pessoas: ambos
0s sexos Fonte: IARC, 2020. Adaptada.

No Brasil, o cancer de mama € o mais incidente na populacdo feminina em todas as
regides do pais. Nas regides com maior IDH, os canceres de célon e reto sdo o segundo ou
terceiro mais frequente, mas, nas regides de menor IDH, o cancer do colo do GUtero permanece
na segunda posi¢do. Em termos de mortalidade no Brasil, ocorreram em 2020 17.825 mortes

por cancer de mama, o equivalente a 16,47 mortes a cada 100 mil mulheres.
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Prostata 71.730 30,0% Homens Mulheres Mama feminina T3.610 30.1%
Colon e reto 21.870 92% Colon e reto 23.660 97%
Tragueia, brinquio e pulmao 18.020 T.9% Colo do otero 17.010 7.0%
Estomago 13.340 5,6% Tragqueia, bronguio e pulmao  14.540 6,0%
Cavidade oral 10.200 4 6% Glandula tireoide 14.160 5,8%
Esdfago 3.200 34% Estimago 8.140 3.3%
Bexiga 7.870 33% Corpo do otero 7.840 3.2%
Laringe 6.570 2,7% Ovario 7.310 30%
Linfoma n&o Hodgkin 6.420 2.7% Péancreas 5.600 2.3%
Figado 6.390 27% Linfoma ndo Hodgkin 5.620 2.3%

Figura 2: Distribuic@o proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2023, para
homens e mulheres. Fonte: INCA, 2023.

Segundo a OMS (2021), no inicio de 2020 havia 2,3 milhdes de mulheres diagnosticadas
com cancer de mama no mundo, e ao final de 2020 esse numero passou a ser de 7,8 milhdes.
De acordo com o INCA (2021), a incidéncia de cancer de mama em mulheres € de 43,74 casos
por cada 100 mulheres. Para o triénio 2023-2025 ocorrerdo 704 mil casos novos de cancer por
ano, 483 mil se excluidos os casos de cancer de pele ndo melanoma. Esse, é estimado como o
mais incidente, com 220 mil casos novos (31,3%), seguido pelos canceres de mama, com 75
mil (10,5%); préstata, com 72 mil (10,2%); c6lon e reto, com 46 mil (6,5%), seguido pelo
cancer de pulmao, com 32 mil (4,6%).

Algumas condi¢des podem ser determinantes para o desenvolvimento do céancer de
mama, como: fatores genéticos, hormonais, ambientais e comportamentais, menarca precoce,
falta de aleitamento materno, menopausa tardia, gravidez em idade avancada, uso de alcool,
falta de exercicio fisico, (Danaei, et al., 2005; Harbeck, et al., 2019) mutacGes em genes como
TP53 (Proteina Tumoral 53), BRCA1 (Gene 1 do Cancer de Mama), BRCA2 (Gene 2 do Cancer
de Mama) e PTEN (Homologo de Fosfatase e Tensina) também influenciam a predisposi¢édo
para o desenvolvimento de tumores mamarios (Shiovitz & Korde, 2015).

Os numeros significativamente altos tanto no nimero de casos quanto no numero de
mortes se da, muito provavelmente, pelas muitas entidades bioldgicas caracterizadas pela
heterogeneidade na patologia, pelas alteracfes na expressdo génica e pelas caracteristicas do
microambiente tumoral (Nolan et al, 2023).

O microambiente tumoral mamario d& inicio nos ductos ou I6bulos mamarios, conforme
figura 3-a, sendo um processo heterogéneo, a depender da classificagdo, pode ocorrer
extravasamento para o estroma circundante (Sims, et al, 2007; Provenzano et al, 2018).

Sendo assim, parametros classificatorios s@o utilizados para determinar e classificar

esses tumores. Entre os principais parametros estdo: tamanho e grau do tumor, envolvimento
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nodal, tipo histologico, podendo ser classificado como carcinoma ductal e ou lobular, ambas
sdo lesbes invasivas, caracterizadas por alta heterogeneidade celular, baixa taxa de
sobrevivéncia e probabilidade aumentada de desenvolvimento de metastases (Bombonati &
Sgroi, 2011; Harbeck; et al., 2019), suas respectivas lesbes pré-invasivas, o carcinoma ductal
in situ e o carcinoma lobular in situ, apresentam uma proliferacdo epitelial atipica, conforme
esquema representativo na figura 3-b, mais uma membrana basal intacta, impedindo a invaséo
das celulas tumorais aos tecidos adjacentes (Harbeck, et al, 2019) e expressdo de marcadores

que atualmente sdo usados para orientar as decisdes de tratamento (Provenzano et al, 2018).
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Figura 3: Estrutura maméaria e classificacdo histopatoldégica do cancer de mama. (A) Representacdo
esquematica da mama humana, representando a unidade ductal lobular terminal, unidade funcional da mama onde
surge a maioria dos tumores. Os ductos mamarios consistem em um epitélio de duas camadas de células luminais
e mioepiteliais, cercado por um estroma imunolégico, fibroblastico e rico em adipocitos que influencia tanto a

fisiologia normal da mama quanto a carcinogénese. (B) Modelo simplificado de patogénese do cancer de mama.
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A proliferacéo de células anormais do epitélio ductal ou lobular pode levar a lesdes pré-invasivas denominadas
carcinoma in situ . Uma vez que as células tumorais rompem a membrana basal e se infiltram no estroma
circundante, o cancer é classificado como carcinoma invasivo. (C) Visdo geral dos principais subtipos histologicos
de lesdes pré-invasivas e carcinomas de mama invasivos. O carcinoma ductal invasivo “sem tipo especial” é
responsavel pela grande maioria dos tumores de mama. Aproximadamente 15% a 25% dos canceres invasivos sdo
caracterizados por padrbes de crescimento e caracteristicas citoldgicas distintas. (D) Comparacdo dos principais
subtipos clinicos de cancer de mama, com base principalmente nas caracteristicas histologicas e na expresséo
imuno-histoquimica do receptor de estrogénio (ER), receptor de progesterona (PR), receptor 2 do fator de

crescimento epidérmico humano (HER2) e do marcador de proliferacéo Ki67. Fonte: Nolan et al., 2023. Adaptada.

Na clinica, tem sido utilizada uma classificacdo histolégica-molecular, que caracteriza
0s tumores em cinco subtipos de acordo com a presenca ou auséncia de receptores hormonais
de estrogeno (RE), progesterona (RP) e fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2). Os
subtipos sdo: Triplo Negativo, HER2-enriquecido, Luminal B-HER2+, Luminal B-HER2- e
Luminal A (Harbeck, et al, 2019), como esquematizado na Figura 3-ce d

Entre os tipos de cancer de mama, um subtipo bastante citado na literatura e recorrente
na clinica é o triplo-negativo (TNBC), muito pelas suas caracteristicas agressivas, sendo
identificado entre 10 e 20% dos carcinomas invasivos de mama, mais comum em mulheres com
menos de 50 anos, sendo um dos subtipos que mais carece de tratamento efetivo (Zagami et al,
2022). Esses tumores sdo caracterizados pela auséncia de receptores hormonais de estrégeno
(RE), progesterona (RP) e a auséncia de superexpressdao do HER2. Sua agressividade esta
intimamente relacionada com a heterogeneidade molecular, com altas taxas de mutagdes
genéticas e presenca aumentada de células tronco tumorais, tornando-o mais quimiorresistente
(Thike, et al., 2010).

Além dos tumores triplo-negativos, ainda sdo bastante recorrentes 0s subtipos
classificados como Luminal A e B. O subtipo Luminal A é caracterizado pela presenca dos
receptores de estrogeno (ER) e progesterona (PR) e apresenta baixa marcacéo para proliferacao
celular (Ki-67) (menor que 20%). Clinicamente, manifesta-se com baixo grau, crescimento
lento, além de apresentar melhor progndstico, menor incidéncia de recidiva e maior taxa de
sobrevida. Quando ocorrem recidivas, essas sdo mais frequentes ao nivel sseo, com menores
taxas de recidivas viscerais e do sistema nervoso central (SNC). Da mesma forma, apresentam
maior sobrevida em caso de recaida (Orrantia-Borunda et al, 2022).

Ja o subtipo Luminal B, constitui de 10 a 20% dos tumores do tipo luminal, sdo de grau
superior e apresentam pior prognostico em relacdo ao Luminal A. S&o positivos para RE, podem

ser negativos para RP e apresentam elevada expressao de Ki-67 (maior que 20%) e crescimento
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mais rapido que o Luminal A. Por apresentarem receptores hormonais ha o indicativo de
tratamento com terapias hormonais somadas a quimioterapia quando comparado com 0
Luminal A. Embora haja a recorréncia 0ssea, esse subtipo costuma apresentar taxa mais elevada
de recorréncia visceral, sobrevida e recidivas sdo menores (Orrantia-Borunda et al, 2022).

Um outro subtipo é o HER2+, responsavel por 10-15% dos canceres de mama. E
caracterizado pela alta expressdo de HER2 e auséncia da expressdo de ER e PR. Porém o HER2
apresenta alguns subgrupos, sendo eles: HER2 luminal (RE+, RP+, HER2+ e Ki-67:15-30%)
e enriquecido com HER2 (HER2+, RE-, RP-, Ki-67>30%). Possui crescimento mais rapido que
os luminais, maior agressividade e pior prognéstico. Comumente ocorrem metastases dsseas, e
as recidivas viscerais também sdo mais frequentes neste subtipo em comparacdo com 0s
luminais (Orrantia-Borunda et al, 2022). .

A agressividade de todos esses subtipos citados muito se da pelo seu microambiente
tumoral dado que é um importante influente para o comportamento heterogéneo desses tumores,
uma vez que fatores intrinsecos e extrinsecos exercem diversas formas de presséo seletiva sobre
as células tumorais e aumentam a instabilidade genémica, caracteristicas marcantes dos tumores
de mama. Contudo, esses elementos ndo sdo exclusivos, agindo de maneira sinérgica para
estabelecer um sistema complexo com diversas camadas de heterogeneidade, fundamentadas
nas distintas caracteristicas genéticas, epigenéticas, transcriptdmicas, protedmicas e funcionais
dos diferentes subtipos celulares. Para além da heterogeneidade do microambiente tumoral,
existe também a heterogeneidade intertumoral, que é sinalizada por meio das disparidades
fenotipicas e moleculares entre tumores de pacientes distintos, mesmo quando compartilham o
mesmo subtipo da doenca (Lawson, et al., 2018; Guo et al, 2023).

Além do microambiente ser bastante diverso e heterogéneo, a dificuldade no
diagnostico, diagndstico tardio e a falta de tratamentos eficazes implicam diretamente nas altas
taxas de mortalidade das pacientes. Além disso, a maioria dos métodos de tratamentos ndo se
baseia na terapia personalizada, que € um fator crucial, pois considera tanto a heterogeneidade
intratumoral quanto a intertumoral. Essa falta de individualizagéo, se torna um dos maiores
problemas enfrentados atualmente nos tratamentos de cancer de mama e por isso um dos
motivos dos insucessos nos tratamentos, bem como do aumento de recorréncia e mortes
(Hanahan & Coussens; 2012; Wang, et al., 2017).

Com os recentes avangos na area da saude, tornaram-se possiveis as avaliagdes
prognoésticas por meio de analises moleculares das neoplasias, estas de extrema importancia

para o tratamento individualizado e escolha de terapia sistémica que seja mais apropriada para
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cada paciente, levando em consideracdo os fatores relacionados a risco aumentado ou
diminuido de recidiva apds o tratamento (Harbeck, et al, 2019; Winters, et al, 2017).

2.2 Microambiente tumoral

As células tumorais ou células cancerosas sdo as principais componentes deste
microambiente. As células tumorais manifestam modificacdes genéticas adquiridas a medida
gue passam da normalidade aos estados de crescimento neoplasico, os chamados hallmarks of
cancer (marcas do cancer, em traducdo livre). Como evidenciado pela figura 4, as oito
caracteristicas do cancer sdo: 1) sustentacao dos sinais de proliferacéo; 2) evasdo de supressores
de crescimento; 3) ativacdo de invasdo e metastase; 4) inducdo de angiogénese; 5) imortalidade
replicativa; 6) resisténcia a morte celular; 7) reprogramacéao do metabolismo celular; 8) evaséao
da destruicdo imunologica (Hanahan & Weinberg, 2011). Duas caracteristicas facilitadoras,
“instabilidade do genoma” e “inflamagao promotora de tumor” foram adicionadas recentemente

a essa lista (Hanahan, 2022).
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Figura 4: Caracteristicas do cancer. As células cancerosas adquirem modificacdes genéticas que propiciam

vantagens, esses atributos foram nomeados como “hallmarks of cancer”. Fonte: Hanahan, 2022. Adaptada.
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Contudo, os tumores ndo sdo compostos apenas de células cancerosas e sim por uma
variedade de outras células, como células do estroma, células imunes, células endoteliais e
pericitos, fibras nervosas, fibroblastos e demais componentes da matriz extracelular como fibras
colagenas. O microambiente tumoral é entdo definido por esse conjunto de células que
interagem entre si, de forma que, principalmente as células tumorais, passem a regé-lo com o
objetivo de favorecer a sua sobrevivéncia e progressdo tumoral (Quail & Joyce, 2013; Barcus
& Longmore, 2021).

Além das células tumorais, um dos grupos de células criticos do microambiente tumoral
sdo as células imunes. A depender do contexto, existe uma oposi¢do na relacdo entre células
imunes e o0 microambiente tumoral, em alguns contextos elas podem ser pr6 tumorigénicas ou

imunosupressoras (Anderson & Simon, 2020).
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Figura 5: Impacto das células imunolégicas no microambiente tumoral. O papel das células imunes no
microambiente tumoral pode ser suprimir a formagdo do tumor ou promover a tumorigénese. Dependendo do
contexto e do tipo de tumor, as células imunes podem ser pr6 ou antitumorigénicas. Fonte: Anderson & Simon,
2020. Adaptada.

Entre as células imunes presentes no microambiente tumoral, um dos grupos que
ganham destaque s&o as linfocitos T. Essas células desenvolvem seu proprio receptor (TCR).
Existem varias populaces distintas de linfdcitos T, os linfécitos T citotoxicos (CD8) e (CD4).
As células TCD8+ sdo capazes de detectar antigenos tumorais anormais expressos em células
cancerosas e os direcionam para serem destruidos. A presenca de TCD8+ estd associada a

prognosticos positivos para pacientes com cancer. Além de destruir células tumorais, TCD8+
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secretam interferon gama (IFN-v), citocina capaz de suprimir a angiogénese (Tan, et al., 2011;
Jiang & Shapiro, 2014; Soysal et al, 2015).

Ja as células TCD4+ se diferenciam em dois subtipos: T helper 1 (Thl) e T reguladoras
(Tregs), de forma a coordenar uma ampla resposta imune dentro do microambiente tumoral. As
células Th-1 sdo pro-inflamatérias e sustentam as células CD8+ atraves da secrecdo de
interleucina-2 (IL-2) e IFN-y. Niveis aumentados de TCD4+, costumam estar associados a
resultados positivos para o paciente. Em contrapartida as Tregs sao necessarias para suprimir
as respostas inflamatorias e controlar a autoimunidade. No microambiente tumoral sdo células
onipresentes e promovem o desenvolvimento e a progressao do tumor, diminuindo as respostas
antitumorais (Maimela et al, 2019; Anderson & Simao, 2020; Plitas et al, 2020).

Células B séo especializadas em produzir anticorpos, apresentar antigenos e secrecao
de citocinas. Nos tumores, sdo mais comumente encontradas nas margens e em ganglios
linfaticos préximos ou drenantes do tumor. S&o menos abundantes quando comparadas com 0s
linfocitos T, contudo s&o importantes durante a tumorigénese (Lee et al, 2016; Sharonov et al,
2020; Anderson & Siméo, 2020).

As células NK sdo outro grupo de células imunes no microambiente tumoral. Séo
divididas em duas classes: as que fazem parte ativamente do processo de morte de células
tumorais, porém ndo sdo muito eficientes dentro do microambiente tumoral, mas sdo muito
eficientes na morte de células tumorais na corrente sanguinea, e as que realizam secrecdo de
citocinas inflamatdrias (Anderson & Siméo, 2020).

Ja os macréfagos sdo células abundantes no microambiente tumoral, as populagdes M1,
que possui caracteristica pré-inflamatdria, e M2, que possui caracteristica imunossupressora
(Solinas, et al , 2009; Quail & Joyce, 2013).

Assim como outras células imunes do microambiente tumoral, os neutréfilos podem ser
tanto imunossupressores como pré-tumorigénicos, a depender do tipo do tumor e do estagio de
desenvolvimento (Hinshaw & Shevde, 2019).

Por fim, ainda dentro do grupo das celulas imunes que compdem o microambiente
tumoral, existem as células dendriticas (DC), cuja caracteristica inerente € serem
antitumorigénicas. Contudo, alguns tumores fazem o recrutamento dessas células para sustentar
a progressao tumoral. Isso ocorre devido a algumas citocinas liberadas pelo microambiente
tumoral, que fazem com que as células dendriticas tolerem a presenca de células tumorais e
bloqueiem a inducdo de uma resposta imune (Soysal, et al, 2015; Anderson & Simé&o, 2020).

As células do estroma também sdo componentes essenciais do microambiente tumoral.

Os tumores realizam o recrutamento dessas células, que normalmente estdo proximas a ele,
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provendo sustentacdo e suporte tecidual para o desenvolvimento tumoral. Comp&em as células
estromais: células endoteliais, fibroblastos e adipocitos. Uma vez recrutadas para o
microambiente tumoral, as células estromais secretam muitos fatores que influenciam a
angiogénese, proliferacao, invasao e metastase (Turley et al, 2015).

As células endoteliais sdo as responsaveis por orquestrar a formagdo de vasos
sanguineos. Durante o inicio da formagéo do tumor as células tumorais dependem da difusdo
passiva para as trocas gasosas e o transporte de nutrientes. Quando o tumor atinge volumes
maiores, 0 0Xigénio passa a ser escasso € 0 microambiente passa a ser mais hipoxico e acido.
Para driblar isso, os tumores desenvolvem seu proprio fornecimento de sangue. A
neovascularizacdo é um mecanismo comum usado pelos tumores para cooptar 0S vasos
sanguineos existentes e induzir o crescimento de novos vasos. Os fatores induzidos pela hipdxia
iniciam o brotamento de novos vasos estimulando as células endoteliais a segregar fatores pro-
angiogénicos como: fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento
epidérmico (EGF) e VEGF. As celulas endoteliais também estéo relacionadas com a promogao
metastatica (Hinshaw & Shevde, 2019; Sobierajska et al, 2020).

Durante a progressdo do tumor, as células endoteliais podem sofrer um processo
descrito como “transi¢ao endotelial-mesenquimal”, e passam entdo a serem fibroblastos
associados ao cancer (CAFs). Essa transicéo é orquestrada por dois componentes, TGF-f e pela
proteina morfogenética 6ssea (BMP), levando a perda de conexdo célula a célula, deslocamento
e alongamento, aumento da migracao e perda de propriedades endoteliais. Essas novas células
(CAFs) sdo essenciais para estimularem a migracgdo, invasao de células tumorais (De Castro
Junior, et al., 2006; Scully, et al, 2012; Anderson & Simon, 2020).

Os CAFs sdo componentes importantes do estroma do microambiente tumoral, pois
desempenham um papel critico na facilitacdo da interagdo entre as células cancerosas e 0
microambiente. Além de serem derivadas de células endoteliais, pericitos e células-tronco
mesenquimais provenientes da medula 6ssea, a grande maioria dos CAFs no microambiente
tumoral s&o procedentes de fibroblastos residentes do tecido, atraves da secrecdo de TGF-p,
PGDF e fator de crescimento de fibroblastos 2 (FGF2) pelas células estromais, para converter
fibroblastos em fibroblastos associados ao cancer. O acimulo dessas células estd normalmente
associado a um mau prognostico para o paciente em varios tipos de cancer, além de haver uma
associacdo a recorréncia da doenca (Sobierajska et al, 2020).

Os CAFs ainda sdo responsaveis pela producdo da maioria dos componentes
extracelulares, incluindo fatores de crescimento, citocinas e componentes da matriz extracelular

(MEC). Em tumores de origem epitelial, como é o caso dos tumores de mama, a transicao
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epitélio-mesénquima é uma das etapas criticas da metastase, momento em que as células
epiteliais perdem a polaridade celular e as adesdes celula-célula e ganham fendtipos migratéorios
e invasivos (melhor descrito no item 2.3). Uma das formas de facilitar a migracéo de células
cancerosas atraves do microambiente tumoral, se da quando os CAFs passam a secretar MMP-
3, que degrada a E-caderina para promover a invasao de células cancerigenas (Choi, et al., 2014;
Folgueira, et al., 2013; Soysal. et al, 2015).

Um outro grupo de células importantes no microambiente tumoral sdo os adipdécitos,
que exercem seus efeitos através da secrecdo de metabdlitos, enzimas, hormonios, fatores de
crescimento e citocinas. S8o células apoiadoras das células tumorais para promover o
crescimento tumoral. Como a mama é composta basicamente por tecido adiposo branco, 0s
adipdcitos no microambiente ambiente tumoral mamario séo atores criticos. Nesse contexto, as
células tumorais podem estimular os adipécitos a sofrerem lipolise, que decompde 0s estoques
de lipidios, disponibilizando &cidos graxos livres para serem absorvidos pelas células
cancerigenas. Posteriormente, as células tumorais usam esses acidos graxos livres para
producdo de energia, e para a formacdo de membrana celular, moléculas bioativas lipidicas e
exossomos. Células adiposas também desempenham um papel importante na modificacdo da
matriz extracelular através da secrecdo de metaloproteinases, como MMP-1, MMP-7, MMP-
10, MMP-11 e MMP-14 (Anderson & Simon, 2020).

Por fim, integram o microambiente tumoral os componentes ndo celulares, que sdo
responsaveis, de modo geral, pela sustentacdo do tumor. A MEC é composta por colageno,
fibronectina, elastina e laminina e corresponde a cerca de 60% da massa de tumores solidos.
Elevados depositos de colageno e alto infiltrado de fibroblastos resultam em desmoplasia, que
estd fortemente ligada a0 mau progndstico do paciente. Varias células do microambiente
tumoral secretam componentes da MEC, embora os CAFs sejam fontes predominantes. As
MMPs sdo proteases que decompBem as proteinas da MEC e sdo criticas na remodelacéo da
MEC para promoc¢do da progressdo tumoral e disseminacdo metastatica (Lu, et al, 2012;
Tanjore & Kalluri, 2006).

Além das células do estroma e os componentes da MEC, células imunes e tumorais, 0
microambiente tumoral conta com a presenca de fibras nervosas (HUANG; SU; CUI; SHEN et
al., 2014). Nos ultimos anos muito tem se falado sobre a interagdo entre o sistema nervoso
periférico (SNP) e a progressdo de tumores como: tumores de mama, prostata, pancreas,
colorretal e gastrico (Seifert, et al, 2002; Ayala, et al, 2008; Marchesi, et al, 2010; Pundavela
etal., 2015).



32

Célula-tronco S—

Mesenquimal | Hemacia )
Vaso Sanguineo

| Nervos
Parassimpaticos

Nervos
sensoriais

Linfécito B

»

Célula de
Schwann
Célula endotelial
1 Macrofago
|
ry |
) . |
Células malignas em . | i -
area necrotica ou |
w0 5 s !
hipoxica
|
| | Fibroblastos
Nervos - ‘ Associados ao
Simpaticos - Célula Pericito Cancer

Dendritica Linfécito T

Figura 6:. Representagdo do complexo microambiente tumoral. llustracdo esquematica mostrando a
complexidade do microambiente tumoral com seus componentes conhecidos, delineando um novo elemento, como

é 0 caso da presenca de fibras nervosas adentrando ao tumor. Fonte: Prazeres et al., 2020. Adaptada.

Estudos anteriores demonstraram que a presenca de fibras nervosas sensoriais esta
associada a piores progndsticos de cancer de mama e potencial metastatico com maior taxa de
invasdo de linfonodos préximos ao tumor primario e tecido adjacentes (Pundavela, et al., 2015).
Em contrapartida, nosso grupo demonstrou anteriormente que em tumores melanoma quando

estimulado as fibras nervosas sensoriais 0s tumores diminuem (Costa et al, 2020).

2.3 Transicdo Epitélio-Mesénquima

A transicdo epitelio-meséngquima (TEM) € um processo de transdiferenciagdo no qual
as células epiteliais mudam suas caracteristicas, passando a expressar um perfil mesenquimal.
Nesse contexto de mudanca de perfil, dindmico e reversivel, as células epiteliais perdem suas
caracteristicas, como juncgdes e polaridade (apical-basal), alem de adquirirem capacidade de
migrar e invadir tecidos circundantes. Esse processo € governado por mudancas epigenéticas e
envolve principalmente a modificacdo de histonas que regulam a expressao de fatores cruciais
da TEM. Um pequeno grupo de genes, sdo os principais mestres reguladores da TEM, sendo
eles: SNAIL, SLUG, TWIST e ZEB (Park et al, 2022).
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Existem trés tipos de TEM; a TEM tipo 1, que ocorre na durante a embriogénese, TEM
tipo 2, que ocorre na cicatrizacdo de feridas, regeneracao de feridas e fibrose, e a TEM tipo 3,
que ocorre no cancer, conforme a ilustracdo da figura 7. Nos mais variados tipos de tumores
essa TEM contribui para a formacdo de células tronco cancerosas, resisténcia terapéutica,

escape imunoldgico e metastases (Manfioletti & Fedele 2022).
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Figura 7: Representacdo da plasticidade epitélio-mesénquima na formacdo de metéstases. As células
cancerigenas submetidas a TEM no tumor priméario estdo associadas a alteracdes moleculares e celulares que
resultam na perda de adesdo célula-célula e polaridade (apical-basal) que promove migracdo e invasdo local,
entrada em vasos sanguineos (intravasamento), sobrevivéncia como células Unicas ou células revestidas com
plaquetas, e disseminacdo pela saida dos vasos (extravasamento) para o parénquima de 6rgdos especificos
distantes. Apos a colonizagdo de 6rgdos metastaticos, as células cancerosas TEM podem se diferenciar novamente
em um fenétipo epitelial por TME (transigdo mesénquima-epitélio), ganhando polaridade (frontal-traseira) através

de interagcBes com o microambiente tumoral para progredir para metastases. Fonte: Mittal 2018. Adaptada.

Células epiteliais sdo unidas por meio de juncdes laterais, ou seja, célula-célula, que
podem ser: jungdes estreitas, juncbes aderentes, jungdes comunicantes e desmossomos. Além
disso, células epiteliais interagem com a membrana basal subjacente através de

hemidesmossomos e integrinas (Dongre & Weinberg, 2019).
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Tanto as celulas normais, como as células neoplésicas, que ativam o programa de TEM,
normalmente ndo avancam para um estado totalmente mesenquimal, geralmente prosseguem
para um estado parcialmente epitelial e parcialmente mesenquimal, dessa forma expressam uma
mistura de marcadores. Sendo assim, a TEM é caracterizada por apresentar células em varios
estados celulares, dispostas ao longo do espectro epitelial mesenquimal (Dongre & Weinberg,
2019).
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Figura 8: Estados de transicdo TEM tipicos na progressdo do carcinoma e disseminacdo metastatica.
Durante a invasdo do carcinoma e disseminagdo metastatica, o fendtipo anteriormente epitelial das células tumorais
(esquerda), através do processo de TEM pode evoluir para um fen6tipo TEM mesenquimal (direita). Geralmente,
quanto mais a direita do espectro TEM uma célula esta localizado, menor adesdo a outras células ela terd. A
compensagdo para este ganho de motilidade é uma diminuicdo do potencial proliferativo. TME € o processo

inverso. E indicado pela seta na parte inferior da figura. Fonte: Dongre & Weinberg. 2019. Adaptada.

Para avaliar o perfil de expresséo da célula, ou seja, em qual estado a célula esta, alguns
marcadores mais comuns sdo utilizados, entre eles a E-caderina, que tem seu papel relacionado
a manutencdo da polaridade e integridade epitelial. As moléculas de E-caderina de células
adjacentes sdo unidas através de ions de célcio, que formam juncbes aderentes. Na porgao
intracelular a E-caderina se liga ao citoesqueleto de actina através de cateninas, esse complexo
confere estabilidade as juncGes célula-célula e desencadeia sinais intracelulares (LI; FENG,

2011). No cancer de mama, a expressao diminuida dessa molécula foi associada como um fator
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crucial na progresséo do cancer de mama e desenvolvimento de metastases, estando associada
a um prognéstico ruim (Gould, et al, 2006; Herzig, et al., 2007).

Além da E-caderina, outro marcador utilizado é a N-caderina, um marcador de células
mesenquimais. A N-caderina induz TEM e caracteristicas semelhantes as células-tronco
cancerigenas, ativando a via ErbB atraves da regulacdo positiva do nivel de proteina 2 ligada
ao receptor do fator de crescimento (GRB2), proteina transformadora de SHC e ERK (Loh et
al, 2019). A N-caderina é superexpressa no cancer de mama invasivo e metastatico. Fatores
como TGF-B1, Wnt/pB-catenina, EGFR e NF-kB, modulam a expressdo dessa proteina em
células tumorais. A expressao anormal de N-caderina também foi encontrada em outros tumores
como tumores de pulmao, hepéticos, urotelial e de préstata. Na progressdo tumoral, foi
documentado que a expressao anormal da N-caderina esta ligada a malignidades manifestadas
por transformacéo celular, diminuicdo da apoptose, angiogénese, invasao e metastase (Kaszak
et al, 2020).

Além dessas duas caderinas, um outro marcador importante para a avaliagdo do TEM é
avimentina. A vimentina é uma proteina filamentosa intermediaria citoplasmatica, onipresente
e é expressa em células mesenquimais normais e tem por funcdo manter a integridade celular e
fornecer resisténcia contra o estresse. Recentemente foi incluida como marcador de TEM . A
vimentina é super expressa em Vvarios tipos de cancer epitelial, como cénceres de prostata,
mama, melanoma, pulmao e tumores gastrointestinais. Essa super expressao de vimentina em
tumores esta intimamente relacionada com o crescimento acelerado, invasdo e mau prognostico
(Satelli et al, 2011). Além disso, a vimentina inibe proteinas associadas a adesao célula-célula
(adeséo focal) para induzir a migragéo celular. Consequentemente, na auséncia da vimentina, a
migracdo celular é inibida pela adeséo focal (Chen et al, 2021).

Essa mudanca de perfil que ocorre nas células tumorais é uma das vias importantes para
a cascata metastatica, tanto para a invasdo celular como para a migragdo (Yilmaz; &
Christofori, 2010). No tdpico 2.4, o processo de formacao metastatica € descrito de forma mais
detalhada.

2.4 Metéastase no cancer de mama

Cerca de 10 a 15% das pacientes com cancer de mama desenvolvem uma forma
agressiva da doenca, o que significa que ha a presenca de metastases em érgdos distantes nos 3

primeiros anos apos o diagnostico inicial. Contudo, ndo € incomum que haja manifestacdes
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metastaticas em tecidos distantes, 10 anos ou mais apds a deteccdo do tumor primario (Weigelt,
et al, 2005).

A invasdo metastatica no cancer de mama € um processo complexo pois pode ocorrer
tanto em Orgaos proximos como em 6rgdos distantes como 0sso, pulmdes, cérebro e figado
(Kin, 2021).
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Figura 9: Cascata metastatica do cancer de mama. Fonte: Scully, et al, 2012. Adaptada.

O processo de invasdo do tecido circundante ao tumor primario se inicia com as células
tumorais invasivas alterando sua adeséo célula a célula e a adeséo celular a matriz extracelular
(MEC), invasao e extravasamento (figura 9). As moléculas de adesdo celular (CAMSs) foram
descritas como importantes mediadores nesses eventos, sendo cruciais para a formagdo de
metastases do cancer de mama (Li & Feng, 2011; Scully, et al, 2012).

O processo de invasdo altera completamente a adesdo a MEC, essa adesdo é mediada
por integrinas, proteinas transmembrana como fibronectina e laminina (Mego, et al, 2010). A
fibronectina na MEC é induzida a se auto associar e a interagir com outras proteinas para formar
redes fibrilares (Singh, et al, 2010). J& a laminina é indispensavel para a formacdo de redes
celulares que se ligam fisicamente aos componentes intra e extracelulares e transmitem sinais
criticos para o comportamento celular, e para os polimeros extracelulares que determinam a

arquitetura e a fisiologia das membranas basais (Aumailley, 2013).
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Para que a célula seja capaz de penetrar o tecido, a MEC precisa ser degradada e isso
ocorre através da acdo de metaloproteinases (MMPS) e do sistema ativador do plasminogénio
da uroquinase (UPA) (Oskarsson 2013). A sinalizacdo das integrinas é capaz de cooperar com
a expressdo e regulacdo da atividade das MMPs (Li & Feng, 2011). Comeca entdo a
desintegracao da adesdo celula-célula pela perda de marcadores epiteliais, como a E-caderina,
e pela expressdo de marcadores mesenquimais, como a vimentina (Aumailley 2013).

Apbs a invasdo (figura 9), as células tumorais migram do tumor primario para o sitio
metastatico. Nos tumores de mamarios, esse processo de migracdo celular se inicia
principalmente em células da borda do tumor primério, criando micro trilhas semelhante a
tubos, clivando e orientando as as fibras colagenas, principalmente fibras do tipo 1, para
subsequente migracdo em massa das células tumorais atraves da MEC. Essa migracdo pode
ocorrer tanto de maneira isolada, quanto de maneira coordenada (Mcsherry, et al, 2007;
Aumailley, 2013).

Em ambas as formas de migracdo, a primeira etapa consiste na extensdo de
prolongamentos citoplasmaticos, como filopodios finos e lamelipddios, apds a ativacdo de
genes especificos (Nobes & Hall, 1995). Também pode ocorrer pelo movimento mesenquimal
dependente de proteases ou movimento ameboide independente de proteases (Aumailley,
2013).

As principais diferengas entre a migragéo isolada e a coordena, estdo no fato de que na
migracdo coordenada as células migram através dos vasos sanguineos ou linfaticos, ligadas
umas as outras através de juncdes intercelulares, formando émbolos, diferente das células
individuais, que se movem de forma independente, podendo alcancar espagos menores e
distancias maiores (Bell & Waizbard, 1986; Fenteany, et al, 2000).

Por fim, ocorre a estabilizacdo da interacdo entre os prolongamentos celulares e a MEC,
degradacdo enzimatica da matriz adjacente e contracdo das redes de ligacGes, fazendo com que
a célula consiga mover-se para frente (figura 9). Apds todas essas etapas, as ligacOes sdo
desfeitas e o processo se reinicia, permitindo assim a movimentacgdo celular (Mcsherry, et al,
2007).

A interacdo da célula tumoral com o microambiente, tanto no local primario quanto no
sitio metastatico, & um fator critico para o desenvolvimento de metéstases distantes. No final da
década de 1980, foi postulada a teoria “semente e solo”, na qual as células metastaticas
(sementes) s6 seriam capazes de gerar um metastase quando encontrassem um microambiente

favoravel (solo) (Paget, 1989). Atualmente, discute-se a respeito do papel do microambiente
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que ird receber essas células tumorais, como fator decisivo para a formacdo das metéstases
(Garner & Visser, 2020).

Nos tecidos 0sseos, 0 sucesso da formacdo metastatica depende da interacdo entre as
células cancerosas e 0s componentes estromais do tecido, como osteoclastos e osteoblastos,
influenciando o crescimento e a dorméncia dessas células (Scully, et al, 2012), enquanto nas
metastases cerebrais, vias moleculares coordenam tanto as células cancerigenas quanto as
células do estroma circundante, células imunes e matriz extracelular (Hosonaga, et al, 2020).

As células tumorais também secretam componentes que atuam nos tecidos distantes, de
forma a preparar o nicho pré-metastatico. O tumor primario pode induzir a expressdo de MMPs
e chuva de citocinas em células endoteliais pulmonares e macréfagos, antes mesmo do inicio
da invasdo deste orgao (Hiratsuka et al., 2002; Garner & Visser, 2020).

No cancer de mama em especifico, o tropismo para determinados tecidos desenvolvido
pelas células tumorais para a formacao de sitios metastaticos, parece tem uma intima relacdo
com a expressdo de genes especificos e também com a presenca de citocinas e quimiocinas que
irdo direcionar as células tumorais para tecidos que expressam seus receptores (Minn et al,
2005; Miiller, et al, 2001;Garner & Visser, 2020).

2.5 Parénquima mamario de camundongos

A glandula mamaria de camundongos é um 6rgdo secretor complexo, composto por uma
estrutura parenquimatosa que invade o coxim de tecido adiposo e conta com um a infiltrado de
celulas endoteliais vasculares, fibroblastos e células imunes e que, ao longo do desenvolvimento
dos camundongos, passa por mudancas continuas em sua estrutura e funcdo (Macias & Hinck
2012; Richert et al 2000).

Os camundongos possuem cinco pares de mamas, que estdo localizadas na camada
adiposa subcutanea, onde trés pares estdo situados na regido superior e dois pares na regido
inferior (Rillema, 1994; Richert, et al, 2000). As glandulas mamarias podem ser identificadas
anatomicamente pela numeracdo de 1 a 5 ou por regides (cervical, toracica, abdominal e
inguinal), como demonstrado na Figura 10 (Honvo-Houéto & Truchet, 2015; Plante, et al,
2011).
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Figura 10:. Identificacéo das glandulas mamaérias de camundongos. Por nimero e a direita por regides. Fonte
Linetal., 2017. Adaptada.

O desenvolvimento mamario murino comeca ja na gestacdo, por volta do décimo dia
embrionério (E10), nesse momento ja sdo definidas as linhas de leite bilaterais. Por volta dos
dias E11 — E12 células ectodérmicas se unem em cinco pares de placdides mamarios, que, apds
um dia, formam monticulos elevados que se afundam na derme, originando brotos cercados por
um mesénquima mamario compactado e altamente especializado. Nos machos, por volta do
E15, o primérdio mamario é destruido. J& nas fémeas, comecam a proliferar e invadir o coxim
de tecido adiposo mais proximo, onde se ramificam e formam um lGmen, gerando uma arvore
ductal oca no nascimento (Spina & Cowin, 2021). Apds o0 nascimento, ocorre um
amadurecimento rapido do coxim adiposo mamario e o epitélio cresce de maneira uniforme e
ramificada até atingir a puberdade (Dawson & Visvader, 2021).

Antes da puberdade e no inicio da liberagdo do horménio gonadal, o crescimento da
glandula mamaria corresponde ao crescimento geral do animal (Mcnally & Stein, 2017). Entre
a 3% e a 72 semana de idade, sdo formados os botdes terminais proliferativos (TEBS), através do
estimulo do estrogénio, do horménio do crescimento e do fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1. Os TEBs irdo conduzir a morfogénese ramificada da glandula mamaria através
do coxim adiposo. Eles possuem alta taxa de proliferacdo celular e s&o formados por diversas
camadas de células epiteliais envoltas por uma camada de células-tronco pluripotentes, as “cap
cells”, que futuramente irdo se diferenciar em células epiteliais ou mioepiteliais (Russo, 1996;

Richert, et al, 2000; Mcnally & Stein, 2017).
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Somente na 122 semana os ductos mamarios formam estruturas denominadas I6bulos,
que podem ser identificadas como primério, secundario e terciario (Richert, et al, 2000). Os
primarios possuem poucos ductos e uma Unica camada de células epiteliais, em um estroma
esparso de tecido conjuntivo frouxo. Os l6bulos secundarios e terciarios possuem um namero
aumentado de ductos, que se apresentam em um formato mais arredondado, formados por uma
camada epitelial cuboide recoberta de uma camada mioepitelial, em um estroma mais denso e
rico em fibroblastos (Richert, et al, 2000).

O epitélio mamario adulto sofre proliferacdo ciclica, onde se ramifica e regride em
resposta ao ciclo ovariano, o que ocorre a cada 4-5 dias nos camundongos (Macias & Hinck,
2012). Em resposta ao aumento da progesterona, durante o metaestro e diestro, ocorre a
proliferacdo dos ductos, gerando ramos terciarios e assim gue 0s niveis desse hormdnio caem,
tem-se 0 aumento de apoptose e regressdo (Dawson & Visvader, 2021). As glandulas mamarias
murinas, também passam por processos de alteragdes durante a gravidez, amamentacdo e

involugéo, conforme Figura 11 (Mcnally & Stein, 2017).
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Figura 11: Montagens inteiras de glandula mamadria de camundongo coradas com alimen carmim
evidenciando as alteragBes no desenvolvimento ductal mamario durante a puberdade, gravidez, lactagdo e

involucdo. Fonte: Mcnally & Stein, 2017. Adaptada

As células epiteliais das glandulas mamarias sdo capazes de sintetizar e secretar
produtos lacteos. Elas formam estruturas com limens e sdo envoltas externamente por uma
camada basal de elementos contrateis, que sdo as células mioepiteliais (Richert, et al, 2000;
Honvo-Houéto & Truchet, 2015).
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2.6 INERVACAO E CANCER

O sistema nervoso € subdividido em Sistema Nervoso Central (SNC) e Sistema Nervoso
Periférico (SNP). O SNC é composto pelo cérebro e pela medula espinhal, enquanto o0 SNP se
refere a todas as fibras que ndo estdo alocadas no SNC. O SNP é subdividido em Sistema
Nervoso Somatico e Autdbnomo. O sistema nervoso somatico consiste em nervos que vao para
a pele e musculos, além de estar envolvido nas atividades conscientes. J& o0 sistema nervoso
autdbnomo atua nas atividades inconscientes e consiste em fibras nervosas que conectam o SNC
a 6rgaos como coracdo, estdbmago e intestino (Thau et al, 2022).

O sistema nervoso regula os precursores de tecidos e tecidos ao longo da vida. Em
paralelo, o sistema nervoso € um regulador critico de inimeras doencas, como por exemplo o
cancer. Essa regulacdo do sistema nervoso no cancer se da desde a oncogénese até o
crescimento maligno e disseminacdo metastatica. Assim como o sistema nervoso regula a
progressao tumoral, o cancer também remodela e sequestra as estruturas e funcdes do sistema
nervoso em seu beneficio. Essas interagcdes entre sistema nervoso e cancer, ocorrem tanto no
microambiente tumoral (sitio primério), como sistemicamente. Fibras nervosas e células gliais
comunicam-se de forma direta com células cancerosas através de fatores paracrinos, e em
alguns tipos de tumores através de sinapse entre neurénios e células tumorais. Além dessa
comunicacdo direta, podem ocorrer comunicacfes através de sinais circulantes através de
influéncias de trafego e nas funcdes das células imunoldgicas. E essa conversa cruzada da triade
- sistema nervoso, sistema imunoldgico e cancer - que regula a inflamacéo pré-tumoral e a

imunidade anticancer, conforme demonstrado na figura 12 (Mancusi & Monje, 2023).
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Figura 12: Crosstalk nervo-tumor. Os nervos podem secretar moléculas neuroativas que atuam nas células
tumorais, linfdcitos e macréfagos para promover a proliferacéo, invasdo, angiogénese e inflamagdo do tumor. Por
sua vez, as células tumorais migram para o0s nervos danificando-os para induzir a dor associada ao cancer. Além
disso, as células tumorais secretam citocinas, que impulsionam a reprogramagdo e regeneracdo nervosa. Fonte:
Wang et al, 2021. Adaptada.

Na literatura é bem descrito o aumento da formacdo de vasos sanguineos durante a
progressdo tumoral, conforme figura 12. A medida que ha progressdo do tumor, ha também
encorpamento das fibras nervosas (Zahalka & Frenette, 2020). Ao passo que a densidade
nervosa aumenta, mais agressiva se torna a doencga e menos favoraveis sao os diagnosticos para
0 paciente, como ocorre por exemplo em tumores de prostata (Ayala, et al, 2008; Magnon et
al, 2013), colon e reto (Albo et al, 2011), cabeca e pescoc¢o (Raju et al, 2017), mama (Huang et
al, 2014), pancreas (Partecke et al, 2016), estbmago (Zhao et al, 2014) e pulméo (Shao et al,
2016).

Em tumores de mama, a presenca de fibras nervosas esta intimamente relacionado com
a diferenciacdo, formacdo de metastase linfonodais, estadiamento clinico elevado e subtipo
triplo negativo (Huang et al, 2014). Da mesma forma, em tumores pancreaticos, a densidade
das fibras nervosas também foi correlacionada com o tamanho do tumor, status da margem,
metastases linfonodais (Chatterjee et al, 2012; Tan et al, 2020).

A invaséo das fibras nervosas nos tumores, tanto no interior como ao redor dos nervos

na invas3o perineural (IPN), pode ser observada muito antes da invaséo linfatica e vascular. E
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considerado invasdo perineural quando o tumor envolve pelo menos 33% da circunferéncia do
nervo ou ha presenca de celulas tumorais em qualquer uma das trés camadas da bainha nervosa
(Liebig et al, 2009). Wang e colaboradores em 2021, demonstraram o processo de IPN,
conforme disposto na figura 12.

A IPN costuma ser mais comum em canceres mais agressivos, além de ser incidente em
até 80% dos casos de cancer de cabeca e pescoco, 75% em canceres de prdstata, 98% em cancer
de pancreas, 33% de canceres colorretais e 75% em canceres de vias biliares (Wang et al, 2021).

A IPN é considerada uma rota potencial para a disseminacdo metastatica de células
cancerigenas, da mesma forma que as vias vasculares e linfaticas (Amit et al, 2016). Células
tumorais podem invadir o tecido neuronal antes do inicio da tumorigénese. Em tumores
pancreaticos, por exemplo, as células derivadas de acinares do pancreas migram ao longo dos
neurdnios sensoriais para a medula espinhal, o que evidencia que a IPN € uma importante rota
de disseminacdo metastatica (Saloman et al, 2016).

Autores como; Abiatari e colaboradores, 2009, De Oliveira e colaboradores, 2012,
Marchesi e colaboradores, 2012, e Li e colaboradores em 2014, hipotetizaram que as células
tumorais seguem ao longo ou ao redor do nervo, apds se infiltrar no espago perineural durante
as lesbes nervosas, 0 que por sua vez promove regeneracdo neural. Essas leses neurais
causadas pela invasdo de células cancerosas resultam em uma chuva de citocinas inflamatorias,
formando um microambiente celular e bioquimico Unico ao redor do nervo, conforme
demonstrado na figura 12.

Inimeros estudos sugerem que a denervacao apresenta efeitos inibitdrios tanto no inicio
como na progressdao de tumores. Consequentemente, hipotetizou-se que o contrario teria
resultados opostos, ou seja, 0 aumento da sinalizagcdo nervosa promoveria progressao tumoral
(Zahalka & Frenette, 2020).

Kamiya e colaboradores, em 2019, utilizaram um modelo de tumor de mama ortotdpico
em camundongos e engenharia genetica para induzir a expressao de canais de sodio de agédo
prolongada em nervos adrenérgicos intratumorais. A acdo prolongada sob esses canais
aumentou a atividade nervosa adrenérgica e 0s niveis intratumorais de noradrenalina, o que
resultou em aumento do tamanho do tumor.

Um fator bastante importante na progressdo do céncer, € 0 estresse cronico,
normalmente relacionado a piores resultados clinicos (Lillberg et al, 2003, Chida et al, 2008).
Le e colaboradores, em 2016, utilizaram um modelo transgénico de cancer de mama e
realizaram administragdo prolongada do agonista p-adrenérgico ndo seletivo isoprenalina,

reproduzindo dessa forma, os efeitos do estresse. Essa administracao prolongada do agonista [3-
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adrenérgico, causou 0 aumento de metéstases linfonodais e densidade vascular linfatica, mas
ndo afetou o crescimento do tumor primario. Por outro lado, 0 mesmo estudo demonstrou que
a inibigdo adrenérgica com f-bloqueador ndo seletivo propranolol inibiu metastases linfonodais
e linfangiogénese.

Ja Hassan e colaboradores em 2013, utilizaram modelos de camundongos transgénicos
de cancer de prostata, nos quais realizaram inibigdo do receptor P2-adrenérgico, delecdo
embrionaria do gene que codifica o receptor p2-adrenérgico, e do gene que codifica receptor
B3-adrenérgico, resultando na inibicdo da progressdo do tumor. Esses autores sugeriram que 0s
receptores -adrenérgicos medeiam efeitos protumorigenicos no microambiente tumoral.

Outros autores também demonstraram que 0 aumento da atividade parassimpética
apresenta efeito pré tumorigénico. Os nervos parassimpaticos, células quimiosensoriais
especializadas, assim como as celulas epiteliais do tubo gastrointestinal, liberam acetilcolina,
que sinaliza através dos receptores muscarinicos e nicotinicos nas células alvo. Em modelos de
camundongos transgénicos de cancer gastrico, ao depletar o receptor muscarinico de
acetilcolina 3 (M3R) nas ceélulas epiteliais gastricas, retarda o crescimento e a progressao
tumoral (Hayakawa et al, 2017). Em modelos de xenoenxerto transgénico e ortotdpico de
cancer de prostata a estimulacdo do receptor muscarinico de acetilcolina 1 (M1R) com o
agonista de carbacol estimulou a formagdo de metéstase linfonodais, enquanto a inibicdo
farmacoldgica ou a deplecdo genética do mesmo receptor preveniu a formacdo de sitios
metastaticos (Magnon et al, 2013). Ja em modelos de cancer de pancreas, a transec¢do do nervo
vago acelera a progressdo tumoral (Partecke et al, 2017).

Estudos em modelos in vivo mostraram que os tumores de mama tém maior expressao
de PGP9.5 e CGRP, ambos marcadores expressos nas fibras positivas de Nav 1.8 (Austin et al,
2017; Gautron et al, 2011). Esse numero aumentado de fibras nervosas também pode estar
relacionado a uma alta densidade de microvasos, bem como a uma alta expresséo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF-A), fator importante para angiogénese tumoral, que
pode ser expresso em terminais nervosos sensoriais (Austin et al, 2017; Q. Zhao et al, 2014).

Devido a glandula mamaria ser um derivado de pele, demonstra ter um padrdo de
inervacdo semelhante ao da pele, recebendo fibras sensoriais e simpaticas e poucas evidéncias
de fibras colinérgicas (Hebb et al, 1970,Gerendai et al, 200, Koves et al, 2012). Stanke e
colaboradores em 2005, sugeriram que possa ocorrer diferenciacdo colinérgica dos nervos
adrenérgicos, assim como foi observado em glandulas sudoriparas da pele.

No trabalho de Kamiya e colaboradores, em 2019, foi identificado que a recorréncia das

pacientes com cancer de mama estava intimamente ligada com a densidade do nervo
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adrenérgico tumoral e inversamente correlacionada com a densidade do nervo colinérgico em
amostras de tumores.

Szpunar e colaboradores em 2016, discorreram sobre 0 uso de simpatectomia quimica
de longo prazo utilizando 60HDA (dopamina mimética 6-hidroxidopamina) em modelos
camundongos transgénicos e ortotdpicos de cancer de mama. Os autores relatam diminuicao
dos niveis de noradrenalina intratumoral e consequente diminuicéo do tamanho do tumor. Além
disso, os autores relataram resultados semelhantes em modelos de melanoma e céncer de
préstata. Dados ainda ndo publicados pelo nosso grupo, utilizando deplecdo com resiniferatoxin
(RTX) corroboram com esses achados.

Em contrapartida, Erin e colaboradores em 2008 relataram um aumento de metastases
pulmonares, hepaticas e renais em um modelo de cancer murino apds a vagotomia unilateral.
Neste estudo, o grupo relata que ndo houve diminui¢do ou interferéncia no crescimento do
tumor primério. O grupo de Erin, em 2022, publicou um novo estudo relacionando a
estimulagdo de neurdnios sensoriais atraves dos receptores TRPV1 utilizando um analogo da
capsaicina (Olvanil). Nesse estudo, o grupo relata que ndo houve diminui¢do do tumor primario,
contudo, ocorreu diminuicdo da disseminacdo metastatica e aumento do infiltrado de células
imunes positivas para CD3+CD8+ e CD4+CD8+ nos tumores primarios.

No estudo publicado pelo nosso grupo em 2020 (Prazeres et al), relatamos que 0s
camundongos que tiveram 0s neurdnios sensoriais depletados em um modelo de céancer
melanoma, apresentaram um aumento do tamanho do tumor quando comparado aos animais
gue ndo tiveram os neurdnios sensoriais depletados. Da mesma forma, em um outro estudo do
nosso grupo publicado em 2021, (Costa et al), relatamos resultados semelhantes com a ativagéo
e inibicdo de neurdnios sensoriais através de técnicas de quimiogenética, nos tumores do tipo
melanoma. Em contrapartida Balood e colaboradores em 2022, demonstraram em um modelo
de camundongos de cancer melanoma, que a ablagdo genética de TRPV1 (receptor de potencial
transiente vaniléide 1), o silenciamento farmacoldgico de nociceptores e 0 antagonismo do
receptor de CGRP reduz a exaustdo de leucdcitos infiltrantes no tumor e diminuiram o
crescimento de tumores primarios e consequentemente aumentando as taxas de sobrevida dos
camundongos.

Como citado acima, a denervacdo, em alguns tumores, aparentemente é mais benefica
para 0 paciente e que a estimulacdo nervosa teria efeitos opostos sobre o tumor.
Consequentemente, se h& estimulacdo, ha mais atividade nervosa e mais liberacdo de
neuropeptideos. Porém ainda ndo sdo muito claros os efeitos de cada neuropeptideo no

microambiente tumoral.



46

7 CANAIS DE IONS DEPENDENTES DE VOLTAGEM (VGICs)

Os canais controlados por ions dependentes de voltagem (VGICs) sdo complexos
proteicos de sub unidades multiplas que permitem a passagem de ions inorganicos que s&o
selecionados pelas membranas celulares. A abertura e o fechamento desses canais se da em
resposta @ mudanca na tensdo transmembrana. Essas mudancas transmembranas séo
fundamentais na sinalizacdo elétrica, no caso das células excitaveis (Rasband & Trimmer.,
2009).

O grupo de VGICs, € composto pelos canais de célcio controlado por voltagem (CaV),
canais de potassio (KV) e sodio controlado por voltagem (NaV), esses canais desempenham
um papel fundamental na regulacdo da excitabilidade neuronal e para a atividade espontanea

evocada por estimulos em neurénios primarios (Sangameswaran et al, 1996; Fein, 2012).

2.7.1 Canais Dependentes de Sodio Voltagem (VGSCs)

Os canais de sédio foram os primeiros membros da superfamilia dos canais iénicos a
serem descobertos (Hu & Catterall, 2003). Os canais de sddio dependentes de voltagem
(VGSCs), sao compostos por uma subunidade o formadora de poros e até duas subunidades 3
associadas, sendo criticos para o inicio do potencial de acdo (PA) em tecidos excitaveis (Kruger
& Isom, 2016). Os canais dependentes de sddio voltagem VGSCs, sdo uma familia de proteinas
transmembranares que desempenham um papel de destaque na fisiologia celular,
particularmente na geracdo e propagacdo de impulsos elétricos em células excitaveis. Estes
canais sdo notaveis pela sua rapida ativacdo em resposta a variacdes no potencial elétrico da
membrana, 0 que resulta na permeacéo seletiva de ions sodio (Na+) para o interior da célula
(Catterall & Yu, 2012).

A familia de canais VGSCs é composta por varias subunidades diferentes, sendo as
principais conhecidas como subunidades alfa. Cada uma dessas subunidades é composta por
quatro dominios transmembranares (S1-S4), que s@o responsaveis pela deteccao e resposta as
mudancas de voltagem na membrana. Além disso, essas subunidades contém um poro central
formado por regides S5 e S6, que permite a passagem seletiva de ions de sddio quando o canal
esta aberto (Mantegazza & Catterall, 2012; Hernandez & Richards, 2023).

As diferentes subunidades o definem os subtipos distintos de canais de Nav e contém
receptores para drogas e toxinas que atuam nos canais de Nav. As subunidades o sdo grandes

polipeptideos de cadeia Unica compostos por aproximadamente 2.000 residuos de aminoécidos
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organizados em quatro dominios homologos, designados DI a DIV, que formam uma estrutura
pseudotetramérica (Ruiz & Kraus, 2015).

A estrutura molecular dos canais VGSCs é altamente conservada em todas as
subunidades alfa e compartilha semelhancas com outras familias de canais iénicos dependentes
de voltagem, como os canais dependentes de calcio (VGCCs). Essa estrutura é essencial para a
funcéo dos canais VGSCs, uma vez que os dominios transmembranares sensoriais detectam as
mudancas de voltagem, permitindo que o canal se abra ou se feche de acordo com o potencial
elétrico da membrana (Mantegazza & Catterall, 2012).

Os canais dependentes de sodio voltagem sdo criticos para a rapida despolarizacdo das
membranas celulares durante a geracdo de potenciais de acéo, que sdo fundamentais para a
transmissao de sinais elétricos em células nervosas e musculares. A familia dos canais de sodio
compreende os canais Nav 1.1 a 1.9 (Kruger & Isom, 2016). Na tabela 1 estdo dispostos 0s

canais Nav de 1 a 9, seus genes de expressdo e em quais tecidos Sao expressos.

Canal Gene de expressao Distribuicao tecidual

Nav 1.1 SCN1A SNC, SNP, coracao

Nav 1.2 SCN2A SNC, SNP

Nav 1.3 SCN3A SNC, SNP, coracao

Nav 1.4 SCN4A Mdusculo esq~uelético,

coragao

Nav 1.5 SCN5A Musculo esquelético,
coracédo, SNC

Nav 1.6 SCNSA SNC, SNP, coracao

Nav 1.7 SCN9A SNP

Nav 1.8 SCN10A SNP

Nav 1.9 SCN11A SNP

Tabela 1: Canais dependentes de Na+, de genes de expressdo, localizagdo de expressao tecidual. Fonte: Kruger &
Isom, 2016. Adaptado.

Os canais Nav 1.1 sdo altamente expressos no SNC e desempenham um importante
papel na geracdo de potenciais de acdo em neurdnios corticais, ja o canal Nav 1.2 além de gerar

potenciais de acdo em neurdnios corticais também esta relacionado a geracao de potenciais no
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hipocampo. J& os canais Nav 1.4 e 1.5 sdo expressos em tecidos musculares, Nav 1.4 esta
relacionado as fibras musculares esqueléticas e esta envolvido nas contragdes voluntarias desses
musculos, enquanto Nav 1.5 é expresso em fibras cardiacas e € fundamental para a geracdo de
potenciais de ac¢éo no coracao (Kruger & Isom, 2016).

Os canais Nav 1.7 e 1.8 séo parecidos.Ambos séo expressos em neur0Gnios sensoriais
periféricos e estdo envolvidos na transmisséo de sinais dolorosos. Ja os canais Nav 1.9 também
s80 expressos em neurdnios sensoriais periféricos, estdo envolvidos na conducdo da dor e na

hiperalgesia inflamatoéria (Kruger & Isom, 2016).

2.7.1.1 Canais Nav 1.8

Canais Nav 1.8, também descritos na literatura com os nomes: SNS, PN3 ou SCN10A
(Sodium Voltage-Gated Channel Alpha Subunit 10), sdo amplamente expressos em neurdnios
sensoriais periféricos, desempenham um papel crucial na transducéo de sinais dolorosos e na
conducéo de impulsos nociceptivos. Possuem um limiar de ativacao alto, cerca de -30mV. Por
possuirem propriedades biofisicas Unicas, a ativacdo em voltagem mais despolarizada e
inativacdo mais lenta como corrente persistente, permite hiperexcitabilidade dos neurdnios do
DRG, sendo assim, séo particularmente importantes na geracdo e conducao de potenciais de
acdo em neurdnios sensoriais periféricos relacionados a dor (Akopian et al. 1996;
Sangameswaran et al. 1996; Oaklander & Belzberg, 1997; Goldin et al. 2000; Huang, et al,
2022).

Figura 13: Estrutura molecular do canal Nav 1.8. Fonte: Huang, et al, 2022.
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A excitabilidade neuronal envolve expressdes coordenadas de diferentes canais i6nicos
dependentes de voltagem. O canal Nav 1.8 é um canal caracterizado pela expressao de duas
subunidades a. A expressdo de Nav 1.8 nos DRGs (ganglios da raiz dorsal) aumentam no
decorrer da idade, a comecar no dia embrionério (E15), atingindo niveis adultos no sétimo dia
pos natal. A distribuicdo de Nav 1.8 é restrita principalmente as subpopulagdes de neurdnios
sensoriais primarios em desenvolvimento e DRGs adultos que dardo origem a fibras nervosas
do tipo C, ndo mielinizadas (Benn et al., 2001).

Alguns autores apoiam que a localizacdo preferencial de canais Nav1.8 se d& em
neurbnios aferentes nociceptivos de pequeno e médio didmetro, contudo, Ramachandra e
colaboradores, em 2013, publicaram um estudo evidenciando que que o canal Nav 1.8 é o canal
Nav dominante expresso nos somas de neurénios aferentes musculares pequenos, médios e de
grande diametro. Além disso, esses mesmos autores demonstraram que a expressdo de Nav1.8
ndo esta correlacionada com o didmetro do neur6nio aferente.

Assim como outros tipos de fibras nervosas tém sido associadas com a progressao
tumoral (item 2.6), os neur6nios sensoriais ndo tém sido diferentes, de forma especial os canais
Nav1.8 foram descritos. Suy e colaboradores em 2019, usando um anticorpo pan-Nav, que
reconhece o ligante DIII-DIV conservado de todos os isotipos de Nav, forneceram evidéncias
de que os Navs eram altamente expressos em tecidos de cancer de prdstata humano. Além disso,
demonstraram que a imunorreatividade dos Navs € maior em tecidos de cancer de préstata
humano em comparacdo com a prostata humana normal.

A expressao de Nav em tumores como de prostata, pulmao de pequenas células, e de de
mama é comumente associada a pior prognostico e maior invasividade (Smith et al, 1998; Diss
etal, 2001; Abdul M & Hoosein N, 2002). Nos casos de tumores de mama, ainda foi observado
gue a expressdo de Nav € maior quando o tumor possui alta capacidade metastatica (Rhana et
al, 2017). No que diz respeito a relacdo da expressao de canais Nav1.8 em tumores de mama,

ainda ndo é muito clara na literatura.

2.8 DREADDS

Receptores de Design Ativados Exclusivamente por Drogas de Design (DREADDS),
s&o o resultado de uma evolucdo de um sistema de mutagénese de leveduras onde 0s receptores
muscarinicos acoplados a proteina G mutantes foram isolados. Esses receptores perderam a

capacidade de responder a acetilcolina, seu ligante natural, mas ganharam afinidade por uma
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droga especifica. Esses receptores acoplados a proteina G podem controlar vias de sinalizagdo
ligados a essa proteina, como por exemplo as vias Gq, Gs e Gi (Zhu et al, 2016).

Esse € um recurso quimiogenético amplamente utilizado para controle das vias de
sinalizacdo acopladas a proteina G, incluindo estudos in vivo, como por exemplo,
camundongos. Existem varios DREADDs disponiveis, contudo, 0os mais comuns e mais
que permitem a expressdo restrita mediada por Cre recombinase desses DREADDs seletivos de
via. Além da dependéncia por Cre recombinase, como citado anteriormente, esse modelo é
dependente de uma droga para ser ativado, sendo uma das mais comuns o composto inerte N-
Oxido de Clozapina (CNO) (Armbruster, et al, 2007; Alexander, et al, 2009).

Tanto o hM3Dq quando o hM4Di, estdo sob efeito de um promotor, que é separado do
DREADD por um sinal Stop flanqueado por um sitio loxP. O cruzamento com qualquer
linhagem de driver Cre removera o sinal Stop apenas na célula especifico do driver Cre usado,
e esse DREADD sera expresso especificamente na célula e pode ser entdo ativado pelo seu

ligante especifico (droga especifica) (Sauer, 1998; Zhu et al, 2016).
2.8.1 Gg-DREADDs

Quando os DREADDs originais foram criados, trés DREADDS acoplados a Gq foram
desenvolvidos, hM1Dg, hM3Dq e hM5Dq, cada um baseado em um receptor muscarinico
humano diferente. Para realizar o aumento da atividade neuronal e fazer ativacdo da sinalizacao
Gq farmacologicamente utiliza-se baixas concentracdes nM de clozapina N 6xido (CNO),
melhor descrito no item 2.10. Essa droga mobiliza o calcio intracelular, promovendo aumento
de atividade. Todos os trés DREADDs Gqg podem ser usados como DREADDS excitatérios,
porém o mais usado € 0 hM3Dq (Roth, et al, 1994; Armbruster, et al, 2007; Alexander, et al,
2009).

Na literatura, a utilizacdo de hM3Dq é citada em Vvarios contextos, incluindo células
HEK transitoriamente transfectadas (Armbruster, et al, 2007), fibroblastos embrionarios (in
vitro) (Armbruster, et al, 2007; Conklin, et al, 2008; Guettier, et al, 2009), neurdnios (in vivo e
in vitro) (Alexander, et al, 2009) , astrdcitos (in vivo) (Agulhon, et al, 2013), hepatdcitos (in
vivo e in vitro) (Li, et al, 2013), e células B pancreaticas (in vivo e in vitro) (Guettier, et al,
2009; Jain, et al, 2013).

Dois estudos independentes publicados pelo grupo de Alvarez-Curto em 2011, relatam

que o padrdo de sinalizacdo induzido pela ferramenta quimiogenética CNO-hM3Dq imita
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fielmente a dos receptores muscarinicos M3 nativos ativados pela acetilcolina. Autores como:
Alexander e colaboradores em 2009; Guettier e colaboradores em 2009 Li e colaboradores em
2013; e Jain e colaboradores em 2013, ressaltam que a superexpressao de hM3Dq, ndo aumenta
sua atividade basal, e sendo assim, mesmo quando 0 hM3Dq é massivamente superexpresso ao
longo da vida de um camundongo, nenhum efeito adverso aparente foi detectado.

A atividade alcancada usando hM3Dq e induzida por CNO séo especificas para cada
célula. No caso dos neur6nios, a ativacao leva a uma despolarizacdo e consequente aumento da
excitabilidade. Alguns autores, como Alexander e colaboradores em 2009, Krashes em 2013 e
Atasoy, Betley, Su e Sternson em 2012, descrevem essa excitabilidade como disparos do tipo
rajada, e portanto, hM3Dqg € o DREADD mais usado para aumentar disparos neuronais.

O hM3Dq, esta supostamente sujeito aos mesmos tipos de regulacdo canoénica que
outros receptores acoplados a proteina G, como por exemplo, fosforilagdo, dessensibilizacdo
internalizacéo e regulacdo negativa. A ativacao prolongada com CNO pode levar a uma resposta
atenuada devido a dessensibilizacdo ou a uma regulacao negativa do hM3Dqg (URBAN e ROTH
2015). Embora autores como Alexander e colaboradores em 2009, Krashes e colaboradores em
2011 e em 2013 e Jain e colaboradores em 2013, relataram atividade sustentada do hM3Dq,

esses autores relacionam essa sustentacdo ao grande grau de reserva do receptor hM3Dg.

2.9 CLOZAPINA N OXIDO - CNO

O N-Oxido de Clozapina (CNO) é um benzodiazepinico substituido por piperazina
oxidase e um metabdlito do antipsicético Clozapina, utilizado como um protétipo atuador
quimico para varios DREADDs, como: 0s excitatorios Gq, inibitorios Gi e acoplados a proteina
Gs ¢ B-arrestina (Gomes, et al, 2017).

Estudos como o de Guettier e colaboradores publicado em 2009, demonstram que 1
mg/kg i.p (intraperitoneal) de CNO em camundongos € suficiente para os atingir niveis
plasmaticos de CNO em 15 minutos e uma diminuig&o drastica apos 2 horas.

In vivo, 0 CNO se converte em clozapina e ativa receptores DREADDs. Essa reducéo
enzimatica e ndo enzimatica do CNO para clozapina foi demonstrada em humanos, ratos,

macacos, porquinhos da india e camundongos (Gomes, et al, 2017).
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Figura 14: Comparagcéo entre as moléculas de clozapina e Clozapina N- Oxido. Fonte: (Wess, et al, 2013).
Adaptada.

Manvich e colaboradores em 2018, apresentaram um estudo demonstrando essa reducao
enzimatica e ndo enzimatica, em que o CNO é metabolizado reversamente para clozapina tanto
em ratos como em camundongos, e que as doses comumente usadas para ativar os DREADDs
sdo capazes de produzir estimulos interoceptivos semelhantes aos estimulos produzidos pela
clozapina. Esses mesmos autores também evidenciaram que tanto em ratos como em
camundongos 0 CNO ¢ rapidamente convertido em clozapina, contudo essa clozapina
convertida se comporta diferente entre as espécies. Em ratos a clozapina convertida é
lentamente metabolizada em CNO, podendo ser convertida novamente em clozapina e por fim
em NDMC, o metabdlito ativo da clozapina (N-desmetilclozapina). JA& em camundongos a
conversdo da clozapina em NDMC é muito rapida e ndo ha relatos de nova conversdao em CNO,
ou seja, a retroconversdo do CNO ¢ espécie-dependente.

Além da retroconversdo do CNO em clozapina, um dos pontos de maior questionamento
em relacdo ao uso CNO quanto agonista DREADD é em relagéo a sua capacidade de atravessar
a barreira hemato encefalica. Autores como Gomes e colabores em 2017, sugeriram que o CNO
administrado in vivo de forma sistémica, ndo consegue atravessar a barreira hematoencefalica
com facilidade, isso porque as provaveis concentracfes encontradas em amostras de cérebro
estivessem nos vasos sanguineos ou no liquido cefalorraquidiano e ndo no tecido cerebral
propriamente dito.

Em contrapartida Jendryka e colegas publicaram um estudo em 2019, utilizando CNO
sistemicamente em concentracdes de 3,5 mg/kg, e demonstraram que o0 CNO possui capacidade
de atravessar a barreira hematoencefalica e que as concentracfes presentes no cerebro séo
suficientes para ativar os DREADD:s.

O uso das ferramentas DREADDs para estudos voltados para neurociéncia em

especifico sistema nervoso central foi um verdadeiro pioneirismo na ciéncia. Esse é um dos
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motivos pelos quais a maioria dos estudos publicados usando DREADDs e estimulando-o0s com
CNO séo voltados para SNC, porém, tem-se na literatura varios estudos utilizando DREADDs
para ativar outros tipos de células, como células  pancreaticas como descrito por Guettier e
colaboradores em 2009; Azua e colaboradores em 2010; Jain e colaboradores em 2013;
Nakajima e colaboradores em 2013; Papazoglou e colaboradores em 2022, entre outros.

Além de células B pancreaticas, tém-se inumeros registos do uso de DREADDs
estimulados com CNO em células gliais: Agulhon e colaboradores em 2013 utilizaram desse
sistema para realizar modulacdo do sistema nervoso auténomo (SNA); McClain, Fried e
Gulbransen em 2015 observaram que a modulacdo quimiogenética de células gliais sdo capazes
de induzir a motilidade intestinal em camundongos; j& Tedoldi, Argent e Montgomery em 2021
descrevem em seu estudo como a modulacédo de células gliais podem interferir na fisiologia e
fisiopatologia cardiaca.

Ja para a modulacdo de fibras nervosas sensoriais, em 2013 Vrontou e colaboradores
utilizaram CNO para estimular DREADDs ligados a nervos sensoriais; Saloman e
colaboradores em 2023, utilizando camundongos DREDDs de inibi¢do (hM4Di) e estimulando-
0os com CNO, observaram que a dor e neuropeptideos secretados por nervos sensoriais sao
fatores cruciais para 0 aumento e progressao do tumor. Um outro estudo utilizando DREADDs
em fibras nervosas sensoriais publicado por Costa e seus colaboradores em 2021, demonstraram
que o CNO foi capaz de estimular fibras nervosas sensoriais do tipo ¢ em camundongos.

2.10 CELULAS E0771

Camundongos com fundo C57BL/6 foram a primeira linhagem endogamica a ter o
genoma sequenciado, sendo uma das linhagens mais utilizadas experimentalmente. As células
E0771 estdo entre as poucas linhagens de cancer de mama resultantes desse background (Le
Naour, et al, 2020).

As células E0771, também descritas com os nomes E O'771 e EO 771, foram isoladas
em 1940 de um cancer de mama espontaneo, e vém sendo amplamente utilizadas desde ent&o.
Suas caracteristicas estdo bem descritas, mas com informac@es contraditdrias (Le Naour, et al,
2020).

Autores como Le Naour e colaboradores em 2020 demonstraram que essas células
apresentam um fendtipo semelhante ao cancer mamario luminal B, além disso manifestaram
sensibilidade a tratamentos anti-estrogénio e o tamoxifeno ndo alterou a sensibilidade nem o

fendtipo das células.


https://journals.physiology.org/doi/full/10.1152/ajpcell.00363.2020
https://journals.physiology.org/doi/full/10.1152/ajpcell.00363.2020
https://journals.physiology.org/doi/full/10.1152/ajpcell.00363.2020
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Autores como Johnstone CN , Smith YE , Cao Y e colaboradores em 2015, Liu J, Blake
SJ e colaboradores em 2016, Bernard e colaboradores em 2017 e Contreras-Zarate e
colaboradores em 2019, classificam células EO771 como triplo negativo. Essa caracterizacao é
uma das mais aceitas, dado alguns autores como Gu, e colaboradores em 2009 onde
demonstraram a expressdo da proteina por western blotting, e Hiraga; Ninomiya, em 2019,
apontaram que o gene que codifica REa ¢ transcrito nessas células, porém com uma presenca
mais fraca e em nivel ndo nuclear, comparado a outras células ja descritas como REa-+.

Poucos autores investigaram receptores de progesterona, ERP e ErbB2 em células
E0771. Johnstone e colaboradores em 2015 e Hiraga; Ninomiya, em 2019, ndo encontraram
nenhuma transcri¢do génica para ou expressao de receptores de progesterona. Ja para o ErbB2,
Johnstone e colaboradores em 2015, descrevem nao terem encontrado nenhuma expressao em
tumores primarios nas avaliagdes por imuno-histoquimica, enquanto Hiraga; Ninomiya, em
2019 e Zou e colaboradores em 2013, encontraram respectivamente transcrigdo de ErbB2 e
expressdo de proteina apontada por western blotting.

Células E0771 também foram caracterizadas a partir de outros marcadores, como o P53,
que, quando presente em tumores, estdo associadas aos subtipos basais de cancer de mama.
Johnstone e colaboradores em 2015, demonstraram utilizando células cultivadas, por imuno-
histoquimica uma coloracdo uniforme para p53 em células E0771 enquanto em 4T1, uma
linhagem triplo negativo bem estabelecida, essa coloragéo foi negativa. Esse mesmo resultado
foi confirmado utilizando western blotting.

Moléculas imunomoduladoras como PD1 e PDL1 também foram testadas para células
EO771, segundo Le Naour; Rossary; Vasson em 2020, PD1 e seu ligante PDL1 mostraram
atividade antitumoral parcial, em combinacdo com outras terapias como quimioterapia e
imunoterapia adicional, aumentou a eficacia terapéutica resultando em maior infiltracdo de
linfocitos CD8+ e producdo de citocinas pro inflamatorias como IL-2 e TNF. J& Gray e
colaboradores em 2016 demonstraram que o tratamento por um anticorpo direcionado a
fosfatidilserina inibe o crescimento do tumor e aumenta significativamente a atividade
antitumoral mediada por PD1.

E0771 em camundongos tem vantagem de ter uma absorcdo tumoral de quase 100%
permitindo a interacdo celular em um microambiente completo, principalmente quando o
implante é ortotopico (Hoover, et al, 2012; Nachat-Kappes, et al, 2012). Por ser um modelo
imunocompetente é ideal para avaliar o papel imune frente ao desenvolvimento do tumor. Além
disso, apresenta bastante semelhanga com o cancer humano, além de disseminagdo para

maultiplos sitios como pulmao, figado, ossos e cérebro (Le Naour, et al, 2020).
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Autores como Karkeni; Morin; Bou Tayeh; Goubard e colaboradores em 2019 e Huang;
Ma; Zhang; Ye em 2015, descrevem que em tumores EQ771, ocorre um aumento de células
CD4+/CD8+. Em estagios iniciais é possivel encontrar maiores quantidades de CD8+, o que
descreve um perfil mais antitumoral, enquanto em estdgios mais tardios ha uma maior
quantidade de CD4+ incluindo Thl, Treg e Th17.

Nesses modelos ortotdpicos, essas células também interagem com outras células do
microambiente, como 0s adipdcitos, que através das adipocinas apresentam atividade pro-
tumoral, potencializando o crescimento do tumor, vascularizacdo e migracao de células E0771
(Xiong, et al., 2017). Além disso, a comunicacdo com fibroblastos aumenta a viabilidade das
células EQ771, o que induz a resisténcia terapéutica, além de promover o crescimento do tumor
(Fourie; Davis; Kriel; Engelbrecht, 2019), embora esse esteja bastante relacionado com as
caracteristicas do animal como, por exemplo, 0 seu peso corporal (Bassukas; Maurer-Schultze,
1992).
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3 JUSTIFICATIVA

O céancer é considerado um problema de satde publica a nivel mundial e se encontra
entre as quatro primeiras posi¢cbes como responsdvel por mortes consideradas prematuras
(BRASIL, 2020) e o cancer que mais mata em todo o0 mundo. Segundo a OMS, na ultima década
0 numero total de pessoas diagnosticadas com cancer passou de 10 milhdes em 2000 para 19,3
milhGes em 2020, sendo as projecdes para 2040, 50% maiores que em 2020. Além disso, o
namero de mortes aumentou de 6,2 milhdes em 2000 para 10 milhdes em 2020. No Brasil, 0
Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2023) prevé para o triénio 2023-2025 a ocorréncia de mais
de 74 mil novos casos de cancer de mama por ano.

Estudos recentes demonstraram que um dos motivos da complexidade do cancer de
mama se da devido ao seu microambiente complexo composto ndo s6 das células cancerigenas,
mas também por uma variedade de células como células imunes, do estroma, vasos sanguineos
e linfaticos, pericitos, fibroblastos, entre outros (Soyasal et al, 2015; Petitprez et al, 2018). Além
desses elementos, ainda ha estudos relatando a presenca de fibras nervosas no microambiente
tumoral, inclusive nos tumores de mama (Pundavela et al, 2015; Perrot et al, 2020; Barr et al,
2021; Han et al, 2021).

A mama ¢ inervada tanto por fibras sensitivas, principalmente na pele e regido dos
mamilos, bem como por fibras simpaticas, nos vasos sanguineos e ductos (Q. Zhao et al., 2014;
Miao et al, 2010; Pundavela et al, 2015; Sarhadi et al, 1996). Nervos sensoriais possuem canais
de ions de sdédio dependentes de voltagem, incluindo Nav 1.7, Nav 1.8 e Nav 1.9 (Revilac,
2017).

No estudo publicado pelo nosso grupo em 2020 (Prazeres et al), relatamos que 0s
camundongos que tiveram os neurdnios sensoriais depletados nos tumores do tipo melanoma,
apresentaram um aumento do tamanho do tumor quando comparado aos animais que néo
tiveram 0s neurdnios sensoriais depletados. Da mesma forma, em um outro estudo do nosso
grupo publicado em 2021, (Costa et al), relatamos resultados semelhantes com a ativacéo e
inibicdo de neurdnios sensoriais através de técnicas de quimiogenética, nos tumores do tipo
melanoma.

Com o objetivo de identificar novos alvos terapéuticos, 0 microambiente tumoral
mamario vem sendo amplamente estudado. Entretanto, o papel do sistema nervoso,

principalmente das fibras sensoriais, ainda é pouco discutido e por vezes divergentes.
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Deste modo, é crucial identificar o papel dos nervos sensoriais, durante o
desenvolvimento tumoral mamaério e sua interacdo com o microambiente tumoral, bem como a

contribuicdo das fibras nervosas sensoriais na formacao de sitios metastaticos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel da inervacao sensorial em tumores de mama induzidos pelo inéculo de

células EO771 e sua participacdo na progressao tumoral e no desenvolvimento de metastases.

4.2 Objetivos Especificos

1- Caracterizar os tumores mamarios murinos EQ771,;
2- Realizar a estimulacdo quimiogenética dos nervos sensoriais usando Clozapina N-

Oxido de (CNO) e avaliar a progressdo tumoral;

3- Avaliar marcadores de transicdo epitélio mesénquima: E-caderina, N-caderina,
Vimentina e Fibronectina, nos tumores primarios E0771, através de imunofluorescéncia;

4- Avaliar a porcentagem de fibras colagenas do tipo | e tipo 11l nos tumores primarios
murinos EQ771, por coloragéo de picrosirius RED;

5- Avaliar taxas de angiogénese (Fator VIII) e proliferacéo celular (Ki67) nos tumores
primarios EQ771;

6- Avaliar a formacao de sitios metastaticos ap0s ativacao da inervacgdo sensorial,
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Os animais C57BL/6J do tipo selvagem (WT) fémeas foram obtidos no Biotério Central
da Universidade Federal de Minas Gerais. Os camundongos Nav1.8-Cre foram obtidos da
Infrafrontier (EMMA 1D: 04 582). Os camundongos CAG-LSL-hM3Dg-DREADD (hM3Dq),
DREADDs de ativacdo (hM3Dq) foram obtidos do Jackson Laboratories (Jax) (Bar Harbor,
ME). Foi realizado o cruzamento dos animais Nav1.8-Cre+ com os animais hM3Dq, gerando
animais Nav1.8-Cre+/hM3Dg. Os animais controle utilizados foram Nav1.8-Cre-/hM3Dg.

Para os experimentos, os camundongos fémeas com idade de 12 semanas. As mesmas
foram alojadas no Biotério do Departamento de Patologia do ICB / UFMG e foram mantidas
sob ciclo de luz controlado (12:12 horas de ciclo claro/ escuro), tendo livre acesso a agua e
racao.

Todos os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), protocolo 69/2023.

5.2 Manutencao dos animais

Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas e ambiente controlado com livre
acesso a agua e racao ad libitum, durante todo o periodo do experimento. Para a realizacdo deste
estudo os animais foram divididos em grupos (caixas) com 3 (trés) e/ou 4 (quatro) animais cada.
Para o experimento as fémeas foram separadas por grupos (superativado e controle). Apos a
divisdo dos grupos, os animais foram observados diariamente, verificando: mortalidade, sinais

clinicos, variagdes no peso corporal e no consumo de agua e ragéo.

5.3 Genotipagem para hM3Dqg e Nav 1.8

Para a genotipagem dos animais foi realizada PCR convencional. Para isso, uma
pequena amostra da cauda foi retirada e, em seguida, extraiu-se da amostra o0 material genético
pelo método de NaOH. Para os mix de PCR adicionamos as amostras: 12,5 pl Tag2x Master
Mix RED, 9,5ul de H20, 0,5 ul de primer hM3Dq primer Forward — 5’CGA AGT TAT TAG
GTC CCT CGA C 3’ e -Reverse — 5> TAG CGA TTG TGG GAT GA 3’. Para genotipagem
dos animais Navl.8 Cre foi utilizado primer Mutante Forward —
5’AACATGCTTCATCGTCGG 3’ Mutante Reverse — 5’TTCGGATCATCAGCTACACC 3°.
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Apos, as amostras foram levadas no termociclador onde a reacdo foi realizada sob as seguintes
condigdes: uma ativacdo de 10 min a 95°C, amplificacédo de 45 ciclos de 30 segundos a 95°C
com 1 minuto a 60°C, e um resfriamento de 20 segundos até atingir 4°C.Em seguida, 10ul de
cada amostra foram colocados em gel de agarose a 3% com brometo de etidio. Na sequéncia,
as amostras foram submetidas a eletroforese por aproximadamente 35min e em seguida foi

realizada a leitura dos resultados.

5.4 Linhagem celular e cultura

A linhagem de tumor de mama murino E0771, ATCC CRL-3461, foi fornecida pela
professora Liza Figueiredo Felicori Vilela do departamento de Bioquimica e Imunologia da
UFMG. A linhagem celular foi cultivada a 37° C em 5% de CO, com meio Eagle modificado
de Dulbecco (DMEM) (Sigma), suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB)
(Gibco), Iml de anti/anti 100X (Gibco).

5.5 Analise do crescimento tumoral in vivo

Para o crescimento do tumor, os camundongos fémeas de 12 semanas de idade foram
injetadas com 1x10° células EQ771 suspensas em PBS de forma ortotopica na almofada de
gordura da 42 glandula mamaria. Comprimento (L) e largura (W) foram medidos todos dias
para determinar o volume (V) do tumor, através da formula V = 0,5 x (L x W?) (Gast et al.,
2018).

5.6 Ativacgao da inervacgéo sensorial

A estimulacao dos neurdnios sensoriais foi realizada com clozapina-N-0xido (CNO) (1
mg/kg em solugéo salina) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA). Tal droga foi administrada
diariamente, por via intraperitoneal usando uma agulha de calibre 25 para avaliar o efeito da
ativacdo  neuronal na  progressédo  de  tumores  mamarios nos  animais
Nav1.8Cre+/hM3Dg. Camundongos controle Nav1.8Cre-/hM3Dg foram injetados igualmente
com CNO. A administracdo do CNO foi realizada todos os dias a comegar no dia da indugéo
do tumor até o dia da eutanasia dos animais, conforme figura 17. Para confirmar a eficiéncia da

ativacdo dos nervos sensoriais, os camundongos foram submetidos a testes comportamentais



61

para medir as respostas térmicas e mecanicas reduzidas. Para o calor nocivo, foi utilizado o
teste de movimento da cauda (Tail Flick), conforme descrito por Pacheco e colaboradores em
2019. Para o teste mecanico foi utilizado o teste Randall e Selitto (Randall; Selitto, 1957)
usando um analgesimetro com um prensador de pata em forma de cone com uma ponta
arredondada para aplicar uma forga linearmente crescente na pata traseira. O peso em gramas
(9) e o tempo em segundos (S) necessarios para desencadear a resposta nociceptiva foram

determinados como o limiar nociceptivo.

5.7 Imunofluorescéncia e microscopia

Os tumores foram retirados e fixados em paraformaldeido 4% por 24 horas a 4°C.
Posteriormente, foram colocados em sacarose 30% por 48 horas a 4°C. Em seguida, foram,
foram incluidos em This Tissue-Tek® optimum cutting temperature (O.C.T.), os blocos foram
cortados em espessura de 12jum em criostato. As criosecgdes foram bloqueadas por 2 horas em
4% BSA em PBS + 0,5% Triton e imuno marcadas com 0s 0s anticorpos dispostos na tabela 2,
0s respectivos anticorpos secundarios estdo dispostos na tabela 3. Os cortes ainda foram corados
com DAPI e montados em meio de montagem de fluorescéncia Dako. As secgdes coradas foram
fotografadas em um microscopio confocal Zeiss LSM 880 invertido (CAPI). Para realizar as

quantificacOes utilizamos Fiji software®.

Anticorpo Primério | Marca N° de Cat. Diluigéo Host
E-caderina Invitrogen #14-3249-82 1:200 Rato
N-caderina Thermo MA1-91128 1:200 Camundongo
Fibronectina Invitrogen #PA5-29578 1:200 Coelho
Vimentina ABCAM AB8978 1:200 Camundongo

Tabela 2: Anticorpos primarios utilizados na imunofluorescéncia.
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Anticorpo Secundério Marca N° de Cat. Host Diluicao
anti rato Alexa Fluor Invitrogen A21470 Cabra 1:1000
488

anti camundongo Alexa | Thermo A315571 Burro 1:1000
Fluor 647

anti coelho Alexa Fluor | Thermo Al11011 Cabra 1:1000
488

Tabela 3: Anticorpos secundarios utilizados na imunofluorescéncia.

5.8 Imuno-Histoquimica

Para as andlises de imuno-histoquimica foram utilizados blocos parafinados com as
amostras de tumores. Os blocos foram seccionados em cortes de 4um e colocados em laminas
comuns para IHQ. Apds isso, as amostras foram desparafinizadas, em seguida os cortes foram
submetidos a recuperacdo antigénica induzida por calor com tampéo citrato de sodio (pH 6,0)
em banho-maria a 96°C por 20 min. O antigeno foi imuno detectado utilizando o sistema de
deteccdo anti-camundongo/anti-coelho (Novolink Polymer Detection System, Leica
Biosystems, Newcastle Upon Tyne, Reino Unido) de acordo com as instru¢6es do fabricante.
A atividade da peroxidase enddgena foi blogueada com solucdo de perdxido de hidrogénio
(H202) a 10% em alcool metilico e proteinas inespecificas foram bloqueadas com solugédo
lactea a 3% em albumina sérica bovina (BSA). As laminas foram cobertas com anticorpos
primarios anti RE+, anti RP+, Fator VII e anti Ki67+ (conforme tabela 4) e foram incubadas
durante a noite a 4°C. Os reagentes foram aplicados manualmente e a imunorreatividade foi
visualizada pela incubagéo das 1d&minas com o cromodgeno diaminobenzidina (DAB Substrate
System, Dako, Carpinteria, CA, EUA) por 1 minuto e contrastada com Hematoxilina de Harris,
os desidratados e montados em meio sintético. Amostras de glandulas mamarias de
camundongos previamente testadas foram utilizadas como controles positivos, conforme
proposto por Diniz-Gongalves e colaboradores em 2023. Apo6s as ldminas foram levadas ao
microscopio de luz com camera acoplada e fotografadas na objetiva de 40x. Receptores de
estrogeno (RE+) e progesterona (RP+) foram considerados apenas as marcacfes nucleares
conforme Harbeck e colaboradores (2019). Para o0 marcador de células endoteliais (Fator VI1I)
foram realizadas 3 fotos por corte e em seguida foram contados o nimero de vasos sanguineos
utilizando ImageJ conforme Maeda e colaboradores (1995). Ja para o marcador de Ki67 foram

realizadas duas fotos por corte, em seguida foram contadas até mil células e em seguida foi feita
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a porcentagem de células marcadas em mil células.

Anticorpo Marca N° de Cat. Clone Diluigéo
Ki67 Invitrogen MAS-14520 SP6 1:100
Fator VIII Dako A0082 Policlonal 1:800
Receptor de Estrégeno Invitrogen MA1-310 33 1:1200
Receptor de Progesterona | Invitrogen Mal-410 PR-AT 4.14 1:200

Tabela 4: Anticorpos utilizados na imunohistoquimica.

5.9 Analise Histopatoldgica

Para as analises histopatoldgicas do cérebro, rins, figado, baco, pancreas, coracao e
tumores foram coletados, colocados em formol tamponado a 10% por 24h, em seguida clivados,
incluidos em cassetes e emblocados com parafina. Os tumores foram coletados e processados
de forma igual. J& os fémures foram coletados, colocados em formol tamponado a 10% por 24h
e em seguida foram descalcificados usando EDTA a 10% e pH 8, em seguida foram clivados,
incluidos em cassetes e emblocados com parafina. Posteriormente, as amostras foram cortadas
em micrétomo. Para todas as amostras (6rgaos, fémures e tumores) foi respeitada a espessura

de corte de 4um. Em seguida, as amostras foram coradas com Eosina e Hematoxilina.

5.10 Coloracéo de PicroSirius Red

Para a coloracdo de Picrosirius Red foram utilizados blocos parafinados com as
amostras de tumores. Os blocos foram seccionados em cortes de 4um e as amostras foram
desparafinizadas utilizando xilol 100%, seguido de alcool 100%, 90%, 80% e 70%, 5 minutos
em cada bateria, respectivamente. Em seguida, as amostras foram colocadas na solucdo de
Picrosirius red (Sigma). Apos as laminas foram montadas com meio de montagem, em seguida
levadas ao microscopio Olympus BX41, software Spot 3.4, e fotografadas na objetiva de 40x e
camera com luz polarizada (Spot Insight). Foram realizadas dez imagens em campos aleatorios
da porcdo intratumoral e dez imagens em campos aleatérios da pseudocapsula, a qual
chamamos de regido peritumoral. As fibras de colageno foram quantificadas como proporgéo

de colageno como as ja realizadas por de Castro Santos e colaboradores em 2023.
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5.11 SPECT -Single photon emission computed tomography

Para a realizagdo o SPECT foram realizados 0s seguintes passos:

5.11.1 Radiomarcacéao para teste de afinidade do HYNIC-£4/a-Bombesina (99m Tc)
pelas células tumorais EQ771.

Em um frasco foram pesados 5mg de EDDA e 20mg de tricina, solubilizando-os em
0,5mL de salina. Em seguida foram adicionados 5ug do complexo peptidico HYNIC-BAla-
Bombesina(7-14) e 10ul de uma solugdo de SnC12 em HCL 0,25N (1mg/ml). Em seguida o pH
foi ajustado para 7-8, utilizando solugdo aquosa de NaOH a 0,1 N. Em seguida o frasco foi
lacrado e o ar do seu interior retirado para promocao do vacuo. Posteriormente foi acrescentado
74MBq de Na99mTcO4-. A mistura reagente foi mantida em banho maria fervente (100°C) por
15 minutos e resfriada em temperatura ambiente. Por fim, adicionou-se 428ul de salina no
frasco, obtendo-se ao final do processo de radiomarcagédo, a concentracdo de 0,3 nmol de
HYNIC-BAla-Bombesina(7-14) (Tc99m) em 0,1 mL de solucdo, conforme ja realizado por

Carlesco e colaboradores em 2015.

5.11.2 Rendimento da Radiomarcacao

Os rendimentos de radiomarcacdo foram determinados por cromatografia de camada
fina (TLC) em tiras de silica gel (Merck®, Alemanha). Metiletilcetona foi utilizada para
determinacdo do tecnécio livre (99m TcO 4 -) e uma solucdo de acetonitrila:dgua (1:1) foi
utilizada para quantificagdo do tecnécio hidrolisado (99m TcO 2). A radioatividade foi medida
utilizando um contador gama automatico (Wizard, Finlandia), conforme ja realizado por

Carlesco e colaboradores em 2015.

5.11.3 Estudo da biodistribui¢éo in vivo

Aos 21 dias apds a inoculagdo de células EO771 os camundongos foram anestesiados
com uma solucéo de 80 mg/kg de cetamina e 15 mg/kg de xilazina, aliquotas contendo 7,4 MBq
de HYNIC-BAla-Bombesina (7-14) (99m Tc) foram administradas na veia da cauda de
camundongos portadores de tumor EO771 (n = 3). Ap6s 10 minutos de administracdo do
peptideo radiomarcado, os camundongos foram colocados em cdmara gama e mantidos em

decubito dorsal por 10 minutos para avaliar a distribuicdo do HYNIC-BAla-Bombesina (7-14)
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(99m Tc). Seis horas ap6s a administracdo do HYNIC-BAla-Bombesina (7-14) (99m Tc), os
camundongos foram novamente anestesiados com 80 mg/kg de cetamina e 15 mg/kg de
xilazina, e colocados novamente na gama camara para avaliar a distribuicdo da bombesina
radiomarcada. Este mesmo processo foi repetido aos vinte e oito dias ap6s a inoculacdo de
EQ771.

5.11.4 Estudo da biodistribuicdo ex vivo

Aos vinte e oito dias apds a inoculacdo de E0771 repetimos os passos do item 5.11.3,
em seguida realizamos a eutésia dos camundongos, com a retirada dos 6rgaos e tecidos de
interesse, como, baco, pancreas, rins, figado, coracdo, cérebro, pulmao, intestino e tumor. Em
seguida, foram colocados separados na gama camara e avaliado a distribuicdo de HYNIC-BAla-
Bombesina (7-14) (99m Tc). Posteriormente esses 6rgaos e tecidos foram pesados e levados a
um contador gama automatico (Wizard, Finlandia). Os resultados foram quantificados como
porcentagem da dose injetada por grama de tecido (% ID/g), conforme ja realizado por Carlesco

e colaboradores em 2015.

5.12 Anélise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism versdo
8.0. (GraphPad Software, San Diego, CA). O teste Shapiro-Wilk foi realizado para verificar a
normalidade dos dados. Para os dados paramétricos ndo pareados, foi utilizado os testes t de
Student para identificar diferencas entre dois grupos independentes. Os resultados observados
serdo significativos quando p < 0,05 ou p < 0,01.). Os dados serdo apresentados em média +

desvio padréao (SD).
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6. RESULTADOS

Tumores EQ771 ndo apresentam receptores para estrogeno nem para progesterona

Para caracterizar os tumores mamarios murinos EQ771, as fémeas foram inoculadas
ortotopicamente com células EO771, no quarto coxim de tecido adiposo mamario, apds 28 dias
de crescimento, as femeas foram eutanasiados e os tumores coletados e corados conforme itens
5.8e5.9.

Figura 15: Tumores E0771 apresentam caracteristicas de tumores triplo negativos.
Caracteristicas histoldgicas dos tumores E0771 e comparacdo com tecido mamario normal A
Tumor de mama EQ771, coloracdo de HE. Aumento de 20x, barra de escala de 50um. B Tumor
de mama EQ0771, com caracteristicas de arranjo sélido, com escasso estroma fibrovascular.
Aumento de 40x, barra de escala de 50um. C Tumor de mama EQ771, as células apresentam
elevado pleomorfismo celular nuclear, com uma relagdo proeminente entre ndcleo, citoplasma
e nucleolos. Além disso, observa-se uma frequéncia elevada de figuras de mitose, indicando
uma atividade celular intensa. Aumento de 60x, barra de escala de 50um. D IHQ de tecido

mamario normal, com marcacdo para RP. Aumento de 40x. Barra de escala de 50um. E IHQ
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de tecido mamario normal, com marcagéo para RP, observa-se marcacao intensa no nicleo das
células. Aumento de 60x. Barra de escala de 50um. F IHQ de tumor EQ771 marcado com
anticorpo para RP, revelou auséncia de marcacdo nuclear nas células tumorais. Aumento de
60x. Barra de escala de 50um. G IHQ de tecido mamario normal, com marcacdo para RE.
Aumento de 40x. Barra de escala de 50um. H IHQ de tecido mamaério normal, com marcagéo
para RE, observa-se marcag&o no nucleo das celulas. Aumento de 60x. Barra de escala de 50um.
I IHQ de tumor EQ771 marcado com anticorpo para RE, revelou auséncia de marcacdo nuclear

nas células tumorais. Aumento de 60x. Barra de escala de 50um.
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CNO ativa as fibras nervosas sensoriais dos animais Nav1.8

Para examinar se 0s neurdnios sensoriais foram ativados, foi utilizado o modelo de
camundongo Nav1.8-Cre+/hM3Dg. Com esse modelo foi possivel realizar a ativacéo das fibras
nervosas sensoriais, nos camundongos Nav1.8-Cre+, apos a remocao do cassete loxP-stop-loxP
por acdo da recombinase Cre, nos camundongos hM3Dq apenas neurdnios sensoriais Nav1.8*
foram ativados ap6s a aplicacdo do CNO. Os animais, tanto do grupo controle Nav1.8-Cre-
/hM3Dq, como do grupo tratado Nav1.8-Cre+/hM3Dq, foram inoculadas ortotopicamente com
células EO771, no quarto coxim de tecido adiposo mamario. Aos nove dias e aos vinte e sete
dias ap06s a inoculacdo das células E0771 e administracdo i.p de CNO, foram realizados os testes
comportamentais Randall Selitto e Tail Flick para avaliar se as fibras nervosas sensoriais eram
ativadas pelo CNO.
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Figura 16: CNO ativa as fibras nervosas sensoriais dos animais Nav1.8Cre+/hM3Dg. A.
Representagdo esquematica do cruzamento entre os camundongos Navl1.8-Cre+ e
camundongos DREADDs hM3Dgq, para gerar os animais experimentais Nav1.8-Cre+/hM3Dq
0S quais possuem receptores para 0 CNO e dessa forma podem ser ativados apoOs a
administracdo da droga. B. Representagdo do esquema experimental para crescimento
ortotopico do tumor de mama e aplicacdo diaria de CNO. Camundongos fémeas Nav1.8-
Cre+/hM3Dq receberam a injecdo de 1x10° células EQ771 no coxim adiposo da 42 glandula
mamaria e aplicacdo de CNO diariamente (1mg/kg em solucdo salina) intraperitoneal durante
28 dias (n=7). O grupo controle com camundongos fémeas Nav1.8-Cre-/hM3Dq foi tratado
igualmente (n=7). As eutanésias e analises dos tumores e 6rgéos foram realizadas aos 28 dias
apos a injecdo das células. C. Quantificacdo do teste de Randall Selitto aos 9 dias apds a
inoculacdo das células E0771 e administracdo diaria de CNO, para determinar o limiar de
retirada da pata (Nav1.8-Cre-/hM3Dq: 62,78 + 75,22g; Nav1.8-Cre+/hM3Dq 5,58 + 50,3409),
p=0,0001. D. Quantificacdo do teste Tail Flick aos 9 dias apds a inoculacdo das células E0771
e administracao diaria de CNO, para determinar o tempo de laténcia (Nav1.8-Cre-/hM3Dq: 0,62
+ 0,81s; Nav1.8-Cre+/hM3Dq0,08 £ 0,42s). p= 0,0001. E. Quantificacdo do teste de Randall
Selitto aos 27 dias ap6s a inoculacdo das células EO771 e administracdo diaria de CNO, para
determinar o limiar de retirada da pata (Nav1.8-Cre-/hM3Dq: 44,72 + 50,18g; Nav1l.8-
Cre+/hM3Dq 2,45 + 39,26¢). p= 0,0001. F. Quantificacdo do teste Tail Flick aos 27 dias ap0s
a inoculacéo das células EQ771 e administracdo diaria de CNO, para determinar o tempo de
laténcia (Nav1.8-Cre-/hM3Dq: 0,71 £ 1,08s; Nav1.8-Cre+/hM3Dq 0,16 * 0,34s). p=0,0015.
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A ativacéo das fibras nervosas sensoriais Nav1.8 altera o volume tumoral

Para examinar se 0s neurbnios sensoriais ativados interferiram no crescimento e volume
tumoral, foi utilizado o modelo de camundongo Nav1.8-Cre+/hM3Dq inoculados com células
de tumores mamarios murinos E0771 e tendo as fibras nervosas sensoriais ativadas com a
aplicacdo do CNO. Para aferir o crescimento tumoral utilizamos paquimetro, as medidas foram
iniciadas no décimo dia apos a inoculagdo das células até o dia da eutanasia. Para verificar se a
ativacdo das fibras nervosas sensoriais interfere no peso dos animais, foram realizadas
diariamente as pesagens, porém ndo foi visualizado diferenca no peso dos animais apos a

ativacdo dessas células.
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Figura 17: A ativagdo das fibras nervosas sensoriais Nav1.8 altera o volume tumoral. A
Peso dos animais ap6s a inoculagdo das células EQ771. B Curva de crescimento tumoral,
volume foi medido com paquimetro apds o 10° dia ap0s inoculacdo das células E0771. O
primeiro pico de aumento do volume ocorre no 22° dia ap0s a inoculagéo, p=0,028 e 0 segundo
pico no 28° dia apos a inoculacdo, p=0,0001. n=7. C Imagem macroscopica representativa do
tumor de mama EO771 Nav1.8Cre-/hM3Dqg apés disseccdo. D Imagem macroscopica
representativa do tumor de mama E0771 Nav1.8Cre+/hM3Dq apds disseccdo. E Peso do tumor

no 28° dia. F Volume do tumor apenas do 28° dia. G Relacao peso do animal/peso do tumor.
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Ativacdo dos nervos sensoriais muda a expressdo de E-caderina, N-caderina no

microambiente tumoral

Para avaliar se as células do tumor primario estavam mudando o perfil de epitelial para
mesenquimal foi realizado uma imunofluorescéncia com os anticorpos anti E-caderina
(marcador para células epiteliais) e anti N-caderina (marcador para células mesenquimais).
Foram utilizadas camundongos fémeas Navl1.8-Cre+/hM3Dq inoculados com células de
tumores mamarios murinos E0771 e tendo as fibras nervosas sensoriais ativadas com a
aplicacdo do CNO, e grupo controle Nav1.8-Cre-/hM3Dq inoculadas com EQ771 e injetadas
com CNO igualmente. No grupo dos camundongos com as fibras nervosas sensoriais ativadas
foi observado que os tumores perdem expresséo de E-caderina e ocorre um aumento de células
marcadas para N-caderina, j& no grupo que ndo tem as fibras nervosas ativadas ocorre o
contrario, maior marcacdo de células para E-caderina e menor marcacdo de celulas para N-
caderina. Ndo foi observado significancia estatistica entre os grupos para células co-

expressando os dois marcadores a0 mesmo tempo.
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Figura 18: Ativagdo dos nervos sensoriais muda a expressao de E-caderina, N-caderina
no microambiente tumoral. A Imagens representativas de imunofluorescéncia de seccOes

tumorais de camundongos do grupo controle Nav1.8Cre-/hM3Dq, marcados para E-Caderina
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(vermelhor), N-Caderina (verde), nucleo (azul), células co-expressando as duas proteinas
(amarelo). Aumento de 40x. n=7 B Imagens representativas de imunofluorescéncia de sec¢oes
tumorais de camundongos com neurdnios super ativados Nav1.8Cre+/hM3Dq marcados para
E-Caderina (vermelhor), N-Caderina (verde), nacleo (azul), células co-expressando as duas
proteinas (amarelo). Aumento de 40x. n=7 C Quantificacdo da porcentagem de células
marcadas para E-Caderina intratumoral (Nav1.8-Cre-/hM3Dq: 1539%; Nav1.8-Cre+/hM3Dq
8075%). p= 0,0001. D Quantificacdo da porcentagem de células marcadas para N-Caderina
intratumoral (Nav1.8-Cre-/hM3Dq: 844%; Nav1.8-Cre+/hM3Dq 1502%). p= 0,0001. n=7. E
Quantificacdo da porcentagem de células marcadas tanto para E-Caderina como N-Caderina
intratumoral (Nav1.8-Cre-/hM3Dq: 1147%; Nav1.8-Cre+/hM3Dq 1199%). p= 0,0001. n=7.
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Ativacao dos nervos sensoriais muda a expressdo de Fibronectina no microambiente
tumoral

Para avaliar se as células do tumor primério estavam mudando o perfil de epitelial para
mesenquimal foi realizado uma imunofluorescéncia com o0s anticorpos anti vimentina
(marcador para mesenquimais) e anti fibronectina (marcador para células mesenquimais).
Foram utilizadas camundongos fémeas Navl1.8-Cre+/hM3Dq inoculados com células de
tumores mamarios murinos E0771 e tendo as fibras nervosas sensoriais ativadas com a
aplicacdo do CNO, e grupo controle Nav1.8-Cre-/hM3Dq inoculadas com EQ771 e injetadas
com CNO igualmente. No grupo dos camundongos com as fibras nervosas sensoriais ativadas
foi observado que nos tumores ocorre um aumento de células marcadas para fibronectina, ja no
grupo que nao tem as fibras nervosas ativadas ocorre o0 contrario, uma menor marcacao de
células marcadas para fibronectina. N&o foi observado significancia estatistica entre 0s grupos
para células marcadas para vimentina nem para células co-expressando os dois marcadores ao

mesmo tempo.
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Figura 19: Ativacdo dos nervos sensoriais muda a expresséo de Fibronectina no
microambiente tumoral. A Imagens representativas de imunofluorescéncia de seccoes

tumorais de camundongos do grupo controle Nav1.8Cre-/hM3Dg, marcados para Vimentina
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(vermelhor), Fibronectina (verde), nacleo (azul), células co-expressando as duas proteinas
(amarelo). Aumento de 40x. n=7. B Imagens representativas de imunofluorescéncia de seccoes
tumorais de camundongos com neurdnios super ativados Nav1.8Cre+/hM3Dq marcados para
Vimentina (vermelhor), Fibronectina (verde), nucleo (azul), células co-expressando as duas
proteinas (amarelo). Aumento de 40x. n=7. C Quantificacdo da porcentagem de células
marcadas para Vimentina intratumoral (Nav1.8-Cre-/hM3Dq: 1307%; Nav1.8-Cre+/hM3Dq
1039%). p= 0,1009. D Quantificacdo da porcentagem de celulas marcadas para Fibronectina
intratumoral (Nav1.8-Cre-/hM3Dq: 858%; Nav1.8-Cre+/hM3Dq 1488%). p= 0,0001. n=7. E
Quantificacdo da porcentagem de células marcadas tanto para Vimentina como para
Fibronectina intratumoral (Nav1.8-Cre-/hM3Dq: 0,107%; Nav1.8-Cre+/hM3Dq 0,679%). p=
0,8753. n=7.

Ativacdo dos nervos sensoriais muda a expressao de fibras colagenas

Para avaliar as proporc¢des de fibras colagenas do tipo | e tipo 111 foi realizada uma coloracédo
de picrosirius red e visualizada em microscopio com luz polarizada, dessa forma, foi possivel
visualizar as fibras colagenas do tipo | em cores avermelhadas, enquanto as fibras colagenas do
tipo Il séo visualizadas em tons verdes. Para isso, foram utilizados camundongos fémeas
Nav1.8-Cre+/hM3Dq inoculados com células de tumores mamarios murinos EQ771 e tendo as
fibras nervosas sensoriais ativadas com a aplicacdo do CNO, e grupo controle Nav1.8-Cre-
/hM3Dq inoculadas com EQ771 e injetadas com CNO igualmente. Devido a esses tumores
apresentarem uma pseudocapsula, a qual chamamos de porcao peritumoral, as analises dessas
duas porcdes foram feitas separadas, contudo, tanto na por¢do intratumoral como na
pseudocapsula foi observado maiores quantidades de fibras de colageno do tipo I nos animais
que tiveram as fibras colagenas estimuladas, bem como maiores quantidades de colageno total
(colageno I + colageno Il1), enquanto os animais que nao tiveram 0s nervos sensoriais ativadas
apresentaram maiores quantidades de fibras coladgenas do tipo Il e menor quantidade de
colageno total. A diferenca entre as porcOes intra e peritumoral foram as proporgdes de

olagenoque na pseudocapsula apresenta quantidades maiores em relacdo a regido intratumoral.
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Figura 20: Ativacdo dos nervos sensoriais muda a expressdo de fibras colagenas no

microambiente tumoral. A: Fotomicrografia com luz polarizada intratumoral do grupo

controle Nav1.8-Cre-/hM3Dq corado com picrosirius red em aumento de 40x, (Barra de escala

50um). B: Fotomicrografia com luz polarizada intratumoral do grupo tratado Nav1.8-

Cre+/hM3Dq corado com picrosirius red em aumento de 40x, (Barra de escala 50um). C.
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Quantificacdo do colageno do tipo I intratumoral para determinar a proporcdo de colageno
(Nav1.8-Cre-/hM3Dq: 9,84 + 4,18%; Nav1.8-Cre+/hM3Dq 2,69 * 15,61%), p= 0,0018. n=7.
D. Quantificacdo do colageno do tipo Il intratumoral para determinar a proporcao de colageno
(Nav1.8-Cre-/hM3Dg: 9,84 + 15,51%; Nav1.8-Cre+/hM3Dq 2,69 * 4,18%), p= 0,0018. n=7.
E. Quantificacdo do colageno total intratumoral para determinar a quantidade de colageno total
(Nav1.8-Cre-/hM3Dq: 41,24 + 28,66 um?; Nav1.8-Cre+/hM3Dq 5,98 £ 53,82 um?), p= 0,0001.
n=7. F. Fotomicrografia com luz polarizada peritumoral do grupo controle Nav1.8-Cre-
/hM3Dq corado com picrosirius red em aumento de 40x, (Barra de escala 50um). G.
Fotomicrografia com luz polarizada peritumoral do grupo tratado Nav1.8-Cre+/hM3Dq corado
com picrosirius red em aumento de 40x, (Barra de escala 50um). H. Quantificacdo do colageno
do tipo | peritumoral para determinar a proporcéo de colageno (Navl1.8-Cre-/hM3Dq: 5,12 +
1,14%; Nav1.8-Cre+/hM3Dq 1,89 + 9,11%), p= 0,0145.n=7. 1. Quantificacdo do colageno do
tipo Il peritumoral para determinar a proporcao de coldgeno (Nav1.8-Cre-/hM3Dg: 5,07 +
9,05%; Nav1.8-Cre+/hM3Dq 1,89 + 1,09%), p= 0,0154. n=7.
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A ativacdo das fibras nervosas sensoriais altera as taxas de proliferacéo celular, mas nao

altera taxas de angiogénese

Para avaliar as taxas de proliferacdo e angiogénese foi realizado imunohistoquimica com

anticorpos anti-ki67 e anti fator V111, respectivamente. Para isso, foram utilizados camundongos

fémeas Nav1.8-Cre+/hM3Dq inoculados com células de tumores mamarios murinos EQ771 e

tendo as fibras nervosas sensoriais ativadas com a aplicagdo do CNO, e grupo controle Nav1.8-

Cre-/hM3Dq inoculadas com EQ771 e injetadas com CNO igualmente. Foi observado que

quando as fibras nervosas sensoriais foram ativadas houve um aumento da proliferacao celular

em relagdo ao grupo que ndo tinha a inervacdo sensorial superestimulada. Em relagdo a

quantidade de micro vasos intratumorais, ndo observamos significancia estatistica entre 0s

grupos.
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Figura 21: A ativacao das fibras nervosas sensoriais altera as taxas de proliferacéo celular,

mas ndo altera taxas de angiogénese. A Imagens representativas de imuno -histoquimica de



79

secgOes tumorais de camundongos Nav1.8Cre-/hM3Dq, marcadas para proliferagdo celular
(Ki67 - células marcadas com nucleos acastanhados). aumento de 40x, (Barra de escala 50um).
B Imagens representativas de imuno -histoquimica de secc¢bes tumorais de camundongos
Nav1.8Cre+/hM3Dq, marcadas para proliferacdo celular (Ki67 - células marcadas com nucleos
acastanhados). Aumento de 40x, (Barra de escala 50um) D Imagens representativas de imuno
-histoquimica de sec¢des tumorais de camundongos Nav1.8Cre-/hM3Dq, marcadas para células
endoteliales (Fator VIII - células marcadas em tons acastanhados). Aumento de 40x, (Barra de
escala 50um). E Imagens representativas de imuno -histoquimica de sec¢bes tumorais de
camundongos Nav1.8Cre+/hM3Dq, marcadas para células endoteliales (Fator VIII - células
marcadas em tons acastanhados). Aumento de 40x, (Barra de escala 50um) C Quantificagéo de
células marcadas para ki67 intratumoral para determinar a porcentagem de células proliferativas
(Nav1.8-Cre-/hM3Dq: 0,8614+ 0,6506%; Nav1.8-Cre+/hM3Dq 0,7341 + 2,373%), p= 0,0098.
n=7. F Quantificacdo de células marcadas para Fator VIII intratumoral para determinar a
quantidade de vasos sanguineos. p=0,6472. n=7.
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A ativagdo das fibras nervosas sensoriais altera metéstases hepaticas, porém ndo foram

observadas alterac@es em demais 6rgaos

Para analisar metastases espontaneas foram realizadas analises histopatologicas de 6rgdos como
figado, rins, pancreas, baco, cérebro, coracdo e fémur. Nos cortes analisados de figado foi
observado, formacdo de sitios metastaticos; focos metastaticos (nimero de focos) e células
isoladas (de uma até quatro células foi considerado célula isolada). Foram utilizadas
camundongos fémeas Nav1.8-Cre+/hM3Dq inoculados com células de tumores mamarios
murinos E0771 e tendo as fibras nervosas sensoriais ativadas com a aplicacdo do CNO, e grupo
controle Nav1.8-Cre-/hM3Dq inoculadas com EQ771 e injetadas com CNO igualmente. Foi
observado que quando as fibras nervosas sensoriais foram ativadas houve um aumento do
numero de células isoladas, bem como aumento do nimero de focos metastaticos, enquanto no
grupo que nao teve as fibras nervosas sensoriais ativadas apresentaram menor numero de focos
metastaticos, contudo apresentam maiores areas metastaticas em relacdo ao grupo que teve as

fibras nervosas sensoriais ativadas.
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Figura 22: A ativacao das fibras nervosas sensoriais altera metastases hepaticas e sugere
migracdo de células tumorais para o pulmé&o. A e B Fotomicrografia de l[aminas de figado
em aumento de 40x, coradas com HE mostrando tecido hepatico com metéstases. Aumento de
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40x. (Barra de escala 50um). C Quantificagdo de nimero de focos metastaticos hepéticos
(Nav1.8-Cre-/hM3Dq: 2277; Nav1.8-Cre+/hM3Dqg 9659), p=0,0001. n=7. D Quantificagéo da
area metastatica hepatica em mm? (Navl.8-Cre-/hM3Dq: 4,032 + 6,593 mm?; Navl.8-
Cre+/hM3Dqg 1,175 £ 1,471 mm?), p= 0,0001. n=7. E Quantificacdo do nimero de células
tumorais isoladas no tecido hepatico (Nav1.8-Cre-/hM3Dq: 1111,9 + 103,2 mm?; Nav1.8-
Cre+/hM3Dq 3,985 + 120,5), p= 0,0001. n=7. F e G Fotomicrografia de laminas de pulmao

em aumento de 40x, coradas com HE mostrando tecido pulmonar com células tumorais.
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Independente da ativacao das fibras nervosas sensoriais ndo foram observadas metastases dsseas, pancreaticas, renais, cerebrais, esplénicas e

cardiacas

Nos cortes analisados de pancreas, rins, cérebro, baco e coragdo ndo foi observado a formacao de sitios metastaticos.
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Figura 23: Independente da ativacéo das fibras nervosas sensoriais ndo foram observadas
metéstases 0sseas, pancredticas, renais, cerebrais, esplénicas e cardiacas por técnica de
coloracdo de Eosina e Hematoxilina. A e B. Fotomicrografia de laminas de fémur em
aumento de 40x, coradas com HE mostrando tecido 6sseo com aspecto caracteristico (Barra de
escala 50um). C e D. Fotomicrografia de ldaminas de pancreas em aumento de 40x, coradas com
HE mostrando tecido ésseo com aspecto caracteristico (Barra de escala 50um). E e F.
Fotomicrografia de laminas de rim em aumento de 40x, coradas com HE mostrando tecido
0sseo com aspecto caracteristico (Barra de escala 50um). G e H. Fotomicrografia de laminas
de cérebro em aumento de 40x, coradas com HE mostrando tecido 0sseo com aspecto
caracteristico (Barra de escala 50um). | e J. Fotomicrografia de 1dminas de baco em aumento
de 40x, coradas com HE mostrando tecido 6sseo com aspecto caracteristico (Barra de escala
50um). K e L. Fotomicrografia de laminas de coracdo em aumento de 40x, coradas com HE

mostrando tecido 6sseo com aspecto caracteristico. (Barra de escala 50um).
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Independente da ativacdo das fibras nervosas sensoriais ha biodistribuicdo do complexo
peptidico 99mTc-HYNIC-gA4la-Bombesina(7-14) nos tumores primarios E0771 aos 21 e 28

dias, 6 horas apds a injecao

Para analisar a formacdo de metastases os animais foram radiomarcados com o complexo
peptidico 9ImTc-HYNIC-BAla-Bombesina (7-14) e colocados em camara gama para avaliar a
biodistribuicdo do complexo peptidico. Nos dias 21 e 28 ap6s a inoculacdo das células E0771,
tanto no grupo de camundongos que tiveram as fibras nervosas sensoriais ativadas (E 21 dias e
K 28 dias), como no grupo que ndo teve as fibras ativadas (C 21 dias e | 28 dias) bem como no
grupo de camundongos controle sem tumor (A e G), é possivel observar que no tempo zero a
biodistribuicdo é bastante inespecifica. Seis horas apds a injecdo € possivel observar uma
biodistribuicdo mais especifica na regido do tumor, tanto no grupo com as fibras nervosas
sensoriais ativadas (F 21 dias e L 28 dias) como no grupo sem a ativacdo dos nervos sensoriais
(D 21 dias e J 28 dias). No grupo controle sem tumor (A, B, C e J) é possivel observar uma
intensa captacéo nas regides de rins e intestino, isso ocorre devido a bombesina, droga utilizada

como carreador, possui afinidade por esses 6rgaos.
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Figura 24: Independente da ativacéo das fibras nervosas sensoriais ha biodistribuicdo do
complexo peptidico 9mTc-HYNIC-pBAla-Bombesina(7-14) nos tumores primarios E0771

aos 21 e 28 dias, 6 horas apos a injecdo A, B, G e H Imagem da captacdo da radiacdo gama



85

as 0 e 6 horas, respectivamente em animal saudavel sem tumor ap6s a administracdo do
complexo peptidico 9mTc-HYNIC-BAla-Bombesina(7-14). C e D A aquisicao de imagens da
captacdo da radiacdo gama realizada as 0 e 6 horas no animal controle Nav1.8-Cre-/hM3Dq
com tumor EO0771 no 21° dia de crescimento, apos a administracdo do complexo peptidico
99MmTc-HYNIC-BAla-Bombesina(7-14). E e F A aquisicdo de imagens da captacéo da radiacdo
gama realizada as 0 e 6 horas no animal com inervacdo sensorial super ativada Nav1.8-Cre-
/hM3Dqg com tumor EO0771 no 21° dia de crescimento, apds a administracdo do complexo
peptidico 9mTc-HYNIC-BAla-Bombesina(7-14).
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Independente da ativacdo das fibras nervosas sensoriais ha biodistribuicdo do complexo
peptidico 99mTc-HYNIC-gAla-Bombesina(7-14) em varios 6rgaos distantes do sitio primario

- analise ex vivo

Para a analise ex vivo dos 6rgdos, os camundongos foram eutanasiados, os 6rgaos foram
retirados Figura 25 (A e C) e colocados novamente na cadmara gama dispostos conforme Figura
25 (B e D). Em ambos os grupos é possivel visualizar uma captura intensa em rins e intestino,
isso ocorre devido a bombesina ser metabolizada por esses érgdos. Contudo é possivel observar
a captura nos tumores, reforcando que células de tumor de mama murino E0771 apresentam
receptores de gastrina. Além disso, é possivel observar em ambos 0S Qrupos
(Naval.8Cre+hM3D e Naval.8Cre-hM3Dq) uma captacdo intensa no figado, corroborando
com os achados da histopatologia onde foram encontradas metastases e uma captacdo mais
discreta do baco, pancreas e pulméo, sugerindo que talvez tenha a disseminacdo de células

tumorais para esses 0rgaos.
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Figura 25: Independente da ativacao das fibras nervosas sensoriais ha biodistribui¢éo do
complexo peptidico 99mTc-HYNIC-BAla-Bombesina(7-14) em varios érgdos distantes do
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sitio primario - analise ex vivo. A Imagem dos 6rgdo dos camundongos controle Nav1.8Cre-
/hM3Dq ex vivo colocados separadamente. B Imagem da captacdo da radiacdo gama dos
respectivos 6rgdos dos camundongos controle Nav1.8Cre-/hM3Dqda imagem A. C Imagem
dos dérgdo dos camundongos com inervacao sensorial super estimulada Nav1.8Cre+/hM3Dq,
ex vivo colocados separadamente. D Imagem da captacdo da radiacdo gama dos respectivos
6rgdos dos camundongos com inervacdo sensorial super estimulada Nav1.8Cre+/hM3Dq da
imagem C.
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Independente da ativacdo das fibras nervosas sensoriais ha biodistribuicdo do complexo

peptidico 99mTc-HYNIC-gAla-Bombesina(7-14) em varios 6rgaos distantes do sitio primario

Além da andlise qualitativa de cada 6rgéo, foi realizada a anélise quantitativa, dessa forma foi
possivel quantificar a % de radiacdo presente em cada 6rgdo. Mesmo que nao tenha sido
observado diferenca estatistica entre os grupos para nenhum dos 6rgédos, contudo é possivel
observar que no figado tem uma captacdo mais intensa no grupo superativado
(Nav1.8Cre+/hM3Dq) em relagdo ao grupo sem a ativacdo das fibras nervosas sensoriais
(Nav1.8Cre-/hM3Dq), essa captacdo nesses 0rgdos pode ser um indicativo da presenca de

células tumorais. No intestino e rins € normal haver captacdo, dado que a bombesina €

metabolizada por esses 6rgaos.
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Figura27: Biodistribuicdo do complexo peptidico 99mTc-HYNIC-pAla-Bombesina(7-14),
ex vivo, em camundongos fémeas Nav1.8Cre+/hM3Dq e Nav1.8Cre-/hM3Dg com tumor
de mama E0771 aos 28 dias. A Biodistribui¢do do complexo peptidico 9mTc-HYNIC-BAla-
Bombesina(7-14), % da dose injetada por grama de tecido hepatico (Nav1.8Cre-/hM3Dq
0,4503+0,5509%; Navl1.8Cre+/hM3Dq 0,3606+1,452%). B Biodistribuicdo do complexo
peptidico 99mTc-HYNIC-BAla-Bombesina(7-14), % da dose injetada por grama de tecido
esplénico (Nav1.8Cre-/hM3Dq 0,0440+0,1581%; Nav1.8Cre+/hM3Dq 0,0727+0,2461%). C
Biodistribuicdo do complexo peptidico 99mTc-HYNIC-BAla-Bombesina(7-14), % da dose
injetada por grama de tecido pancredtico (Nav1.8Cre-/hM3Dqg 0,5083+0,1916%;
Nav1.8Cre+/hM3Dq 0,2521+1,208%). D Biodistribuicdo do complexo peptidico 99mTec-
HYNIC-BAla-Bombesina(7-14), % da dose injetada por grama de tecido cardiaco (Nav1.8Cre-
/hM3Dq 0,0726+0,1418%; Nav1.8Cre+/hM3Dq 0,0772+0,2871%). E Biodistribuicdo do
complexo peptidico 99mTc-HYNIC-BAla-Bombesina(7-14), % da dose injetada por grama de
tecido cerebral (Nav1.8Cre-/hM3Dq 0,0056+0,0155%; Nav1.8Cre+/hM3Dq
0,0076+0,0268%). F Biodistribuicio do complexo peptidico 99mTc-HYNIC-BAla-
Bombesina(7-14), % da dose injetada por grama de tecido pulmonar (Nav1.8Cre-/hM3Dq
0,1327+0,1912%; Nav1.8Cre+/hM3Dq 0,1166+0,4565%). G Biodistribuicdo do complexo
peptidico 99mTc-HYNIC-BAla-Bombesina(7-14), % da dose injetada por grama de tecido do
intestino grosso (Nav1.8Cre-/hM3Dq 1,735+1,439%; Nav1.8Cre+/hM3Dq 1,143+4,909%). H
Biodistribuicdo do complexo peptidico 99mTc-HYNIC-BAla-Bombesina(7-14), % da dose
injetada por grama de tecido do intestino delgado (Nav1.8Cre-/hM3Dqg 0,2703+0,6682%;
Nav1.8Cre+/hM3Dq 0,1433+0,1275%). | Biodistribuicdo do complexo peptidico 99mTc-
HYNIC-BAla-Bombesina(7-14), % da dose injetada por grama de tecido renal (Nav1.8Cre-
/hM3Dq 1,505+1,038%; Nav1.8Cre+/hM3Dq 0,9159+4,048%).
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7. DISCUSSAO

Anteriormente nosso grupo ja havia demonstrado a presenca de neur6nios sensoriais

Nav1.8* no microambiente de tumores murinos EQ771.

A B

Figura 28: Imagem, por microscopia confocal, mostrando a inervagéao sensorial em fluorescéncia vermelha
em tumores primarios E0771 no 28° dia ap6s a inoculagdo ototdpica de células EO771. Imagens com aumento

de 40x. Barras de escala, 50 um (dados do nosso grupo ainda nédo publicados).

No estudo anterior mostramos que a ablacdo de fibras nervosas sensoriais altera o
desenvolvimento do tumor EQ771. Nossos achados revelaram que a denervagéo sensorial reduz
0 crescimento tumoral, a formacdo de vasos sanguineos e a proliferacdo celular nesse
microambiente. Além disso, foi observado a alteracdo nas expressdes de marcadores de TEM,
bem como na disseminacao metastatica (dados ainda ndo publicados).

Mesmo ja tendo realizado alguns estudos utilizando células E0771, ainda ndo haviamos
realizado a caracterizagcdo desse tipo de tumor, sendo assim, nosso primeiro passo foi
caracteriza-lo dado que a literatura era um tanto divergente quanto a classificagdo entre luminal
B (Le Naour et al., 2020 ou triplo negativo (Johnstone CN et al., 2015, Liu J et al., 2016,
Bernard MM et al., 2017 e Contreras-Zarate et al., 2019). Os resultados derivados de nossas
analises coincidem parcialmente com as conclusdes de outros autores que caracterizam tumores
EO771 como triplo negativo, dado que observamos que as células EO771 ndo apresentam
receptores de estrogeno e progesterona, contudo, ainda seria importante avaliar os marcadores
para HER2.

Sabendo que os tumores EQ771 ndo apresentam receptores hormonais (estrogeno e
progesterona), propomos analisar os efeitos da ativacdo dos nervos sensoriais Nav1.8 sobre

esses mesmos tumores mamarios. Buscamos avaliar o impacto dessa ativagdo sobre o
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crescimento tumoral. Para isso, foi utilizando o modelo Nav1.8Cre+/hM3Dq e CNO para
realizar a ativacdo das fibras nervosas sensoriais como j& haviamos realizado em Costa e
colaboradores em 2022. Foi adicionado a este estudo, testes comportamentais no 14° e 27° dias
de experimento, a fim de validar que as fibras nervosas foram estimuladas em todo o decorrer
do experimento. Observamos que independente do dia o grupo controle possui menor
sensibilidade em relagdo ao grupo super estimulado, mostrando dessa maneira, a eficacia do
CNO em ativar as fibras nervosas sensoriais.

Sendo assim, constatamos que 0s animais nos quais a inervacdo sensorial foi estimulada
(Nav1.8Cre+/hM3Dq) pelo CNO apresentaram um aumento significativo no volume tumoral
em comparagdo com 0s animais cujas fibras nervosas sensoriais ndo foram ativadas. Além
disso, no grupo superestimulado, foi observada uma proliferacdo celular mais intensa, uma
maior expressdo de N-caderina e Fibronectina, bem como, maior expressdo de fibras colagenas
do tipo | tanto intra quanto peri tumoral (pseudocapsula). Por outro lado, no grupo controle,
verificamos uma menor proliferacdo celular e uma maior expressdo do marcador de células
epiteliais (E-caderina). N&o foram identificadas alterac®es na vascularizagdo intratumoral entre
0S grupos.

Este estudo também abordou a formacéo de sitios metastaticos apds a ativacao das fibras
nervosas sensoriais. Observamos metastases nos pulmdes e no figado. Notavelmente, as
metastases hepéticas apresentaram uma area maior no grupo controle em comparagdo com 0
grupo superestimulado. No entanto, o grupo superestimulado exibiu uma quantidade maior de
focos metastaticos e de células isoladas em comparacdo com o grupo controle.

O microambiente tumoral da mama é complexo e bastante heterogéneo, composto nao
apenas pelas células cancerosas, mas também por células imunes, fibroblastos, adipdcitos,
vasos sanguineos, componentes da matriz extracelular e fatores secretados por todos esses
elementos (Anderson et al 2020). Além desses grupos celulares, autores como Huang e
colaboradores em 2014; Zahalka & Frenette em 2020, descrevem a presenca de fibras nervosas
sensoriais dentro dos tumores.

Estudos utilizando modelos murinos como dos autores Austin e colaboradores em 2017
e Gautron e colaboradores em 2011, mostraram a expressdo elevada de PGP9.5 e CGRP
(marcadores de fibras nervosas Nav1.8) em tumores mamarios, quando comparados ao tecido
mamario normal. Pundavela e colaboradores em 2015, descreveram a distribuicdo de fibras
nervosas sensoriais em tumores mamarios humanos, interagindo tanto com células cancerosas

como com demais células do microambiente.



92

Fibras nervosas foram observadas como parte do microambiente tumoral em outros
tipos de tumores, como: em tumores de préstata (Ayala, et al, 2008; Magnon et al, 2013), c6lon
e reto (Albo et al, 2011), cabeca e pescoc¢o (Raju et al, 2017), pancreas (Partecke et al, 2016),
estdmago (Zhao et al, 2014) e pulméo (Shao et al, 2016). Nosso grupo mostrou anteriormente
a presenca de fibras nervosas sensoriais em modelo murino usando células B16F10, 16 dias
apos a inoculacdo das células (Costa et al., 2022).

Austin e Gautron e seus colaboradores em seus estudos, 2017 e 2011, respectivamente,
fizeram relacdo com a expressdao aumentada de fibras nervosas sensoriais e densidade de
microvasos e expressao de VEGF, fator importante para a angiogénese tumoral, ja que pode ser
expresso em terminais nervosos sensoriais. No nosso estudo anterior onde foi depletado as
fibras nervosas sensoriais dos tumores de mama E0771(dados ainda ndo publicados), as areas
dos microvasos intratumorais apareceram diminuidas, enquanto neste nosso estudo com
ativacdo de fibras nervosas sensoriais ndo observamos mudancas na expressao de microvasos
entre 0s grupos controle e super ativado, isso pode ser em decorréncia do tempo (em horas) da
ativacdo dessas fibras sensoriais, ja que a acdo do CNO cai drasticamente apds duas horas da
injecdo, como demonstrado por Guettier e colaboradores em 2009, enquanto, quando foi
realizado a deplecdo com resiniferotoxina (RTX), essas fibras perderam completamente a sua
atividade.

A forma como as células interagem entre si no microambiente tumoral determina o
desenvolvimento tumoral e suas caracteristicas (Hanahan et al., 2011). Dentre as mais variadas
células que compdem esse microambiente, as fibras nervosas sensoriais ainda ndo tém seu papel
completamente elucidado quanto a sua participagdo na progressao da doenca. Erim e
colaboradores em 2022, usando o modelo de cancer de mama triplo negativo 4T1,
demonstraram que ativando as fibras nervosas sensoriais com Olvanil (agonista vaniloide mais
potente que a capsaicina), ndo alterou o volume tumoral, contudo suprimiu metastases hepaticas
e pulmonares.

No ambito da nossa pesquisa, ao estimular as fibras nervosas sensoriais com CNO, foi
notada uma modificacdo no volume dos tumores. O grupo superestimulado apresentou um
volume tumoral significativamente maior em comparagdo ao grupo controle. Durante os
primeiros 21 dias, ambos os grupos exibiram comportamento semelhante; contudo, no 22° dia,
observamos picos de crescimento nos tumores do grupo superestimulado em relacéo ao grupo
controle. Estes resultados sdo congruentes com descobertas prévias (ainda ndo publicadas), nas
quais a deplecéo da inervacdo sensorial utilizando RTX resultou em um volume tumoral menor

no grupo tratado em comparagdo ao controle, em tumores de mama murinos EQ771, contudo
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esses resultados vao em contrapartida aos resultados de Erim e colaboradores publicados em
2022, que ndo observou diferenca no volume tumoral ap6s estimular os nervos sensoriais de
camundongos em um modelo de cancer 4T1.

Intimamente relacionado ao tamanho do tumor, esta o processo de proliferacéo celular.
Neste estudo, notamos uma correlacao entre o aumento do volume tumoral, especialmente no
grupo superestimulado, e uma expressdo elevada de marcadores de proliferacdo celular em
comparagéo ao grupo controle. Esses resultados coincidem com observagdes anteriores, onde a
deplecdo resultava em volumes tumorais menores e uma menor taxa de proliferacdo celular
(dados ainda ndo publicados), assim como observamos em Prazeres e colaboradores em 2020 e
Costa e colaboradores em 2022, ambos utilizando o modelo de malanoma murino B16F10. Em
sintese, observasse uma relag&o direta entre o crescimento tumoral e a atividade proliferativa
das células, como evidenciado tanto no aumento quanto na reducdo do volume tumoral e a
atividade das fibras nervosas sensoriais no microambiente tumoral. Assim como Wang e
colaboradores em 2020 relataram anteriormente que a expressao de NGF (fator de crescimento
nervoso) estimula a proliferagdo e sobrevivéncia de células tumorais através da ativacgéo
constitutiva das vias PI3K-Akt e ERK/p38 MAP quinase (MAPK).

A compreensao das interacdes entre as células e o microambiente tumoral é fundamental
para desvendar os mecanismos pelos quais 0s tumores se tornam téo agressivos, sendo assim,
certas proteinas desempenham um papel crucial na determinacdo de fendtipos mais ou menos
agressivos, notadamente aquelas expressas no citoesqueleto celular, relacionadas a adesao.
Exemplos dessas proteinas incluem as caderinas, fibronectina e vimentina, as quais
desempenham um papel significativo nos eventos de transi¢cdo epitélio-mesenquimal no
contexto do cancer (Gould, et al, 2006; Herzig, et al., 2007).

Essas proteinas ndo apenas afetam a aderéncia entre as células, mas também
desempenham um papel fundamental nos processos bioldgicos subjacentes a agressividade
tumoral. O entendimento desses mecanismos pode fornecer esclarecimentos valiosos para o
desenvolvimento de abordagens terapéuticas direcionadas e estratégias de prevencao.

Nos tumores quando ocorre essa transdiferenciacéo, ou seja, as células epiteliais mudam
suas caracteristicas passando a expressar um perfil mais mesenquimal, a célula tumoral muda
seus aspectos, perdendo suas caracteristicas como junc@es, polaridade, ganham capacidade de
migrar e invadir tecidos, resistir a apoptose e adquirirem perfil com propriedades de celulas
tronco capazes de escapar da acdo de células imunes com capacidade de quimiorresisténcia
(Tryndyak et al., 2010; Kaszak et al, 2020; Park et al, 2022).
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Neste estudo avaliamos quatro marcadores de TEM, observamos que no grupo super
estimulado (Nav1.8Cre+hM3Dqg+) ha uma maior expressdo de células de marcadores
mesenquimais, N-caderina e Fibronectina, enquanto no grupo controle hd uma maior expressao
de marcadores epiteliais, E-caderina. A expressdo de vimentina foi parecida entre os dois
grupos.

Em tumores mamarios a diminuicdo da expressdo de E-caderina est4 associada a um
fator crucial na progressdo e desenvolvimento de metéstases, estando associada a um
prognostico ruim (Gould, et al, 2006; Herzig, et al., 2007). Em contrapartida, 0 aumento da
expressdao de N-caderina induz a TEM e caracteristicas semelhantes as células tronco
cancerigenas (Loh et al, 2019). A superexpressdo de N-caderina esta relacionada a tumores
mamarios invasivos e metastaticos, malignidades manifestadas por transformacdo celular,
menores taxas de apoptose, angiogénese, invasdo e metastase (Kaszak et al, 2020). Ja a
expressao de fibronectina foi relacionada a estagios tardios da metastase e esta associada a um
pior progndstico (Lin et al., 2019).

Também avaliamos células co-expressando os dois marcadores ao mesmo tempo, dado
que Dongre & Weinberg em 2019 relataram que células tumorais podem ndo avancar para um
estado totalmente mesenquimal, geralmente prosseguem para um estado parcialmente epitelial
e parcialmente mesenquimal, dessa forma expressam uma mistura de marcadores. Sendo assim,
a TEM é caracterizada por apresentar células em varios estados celulares, dispostas ao longo
do espectro epitelial mesenquimal. Contudo, nao foi observado significancia estatistica entre os
grupos de células co-expressando E-caderina e N-caderina.

Essa diferenca nas expressdes desses marcadores pode ser uma justificativa para outros
achados do nosso estudo; os sitios metastaticos. Avaliamos atraves de coloracdo de eosina e
hematoxilina diferentes 6rgdos e tecidos, como: baco, pancreas, figado, rins, coracao, cérebro,
fémur e pulméo, que poderiam ser potenciais sitios metastaticos para esse modelo de tumor
murinho, porém, seria interessate avaliar nesse mesmo modelo um tempo maior para o
crescimento tumoral e consequentemente a formacgéo de ninhos metastaticos.

As metastases hepaticas despertaram nossa atencdo ao constatarmos que 0 grupo super
estimulado (Nav1.8Cre+hM3Dg+) apresentou um aumento no nimero de focos metastaticos e
de células isoladas. No entanto, é notavel que a area metastatica seja menor. Parece que, ao
estimular as fibras nervosas sensoriais, 0 microambiente tumoral cria condi¢cdes mais propicias
para a migracdo celular para o sitio metastatico. No entanto, algum mecanismo ativado,
possivelmente relacionado ao sistema imune antitumoral, pela estimulacdo dos nervos

sensoriais, impede a rapida proliferacdo dessas células, limitando 0 aumento de tamanho e &rea
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da metastase. Em suma, parece que essas metastases hepaticas ndo conseguem se desenvolver
plenamente quando as fibras nervosas sensoriais sdo superestimuladas.

Esses achados de metastases hepaticas corroboram com os achados de Erin e
colaboradores em 2022 que observaram que quando ativaram as fibras nervosas usando Olvanil
ocorreu diminuicdo de metastases hepaticas e pulmonares. Nesse mesmo trabalho os autores
reforcam que a estimulacdo das fibras sensoriais ainda aumentou o recrutamento intratumoral
de células TCD8+, aumento de INF-y ¢ IL 10 e diminuigdo de IL 6. Aparentemente a
diminuicdo de metastases se da pela ativacdo da via neuroimune, dado que a droga utilizada
pelo grupo de Erin (2022) nédo é capaz de ativar células imunes por si so.

Embora as vias de sinalizagdo intracelular que regulam a TEM sejam bem
compreendidas, h& evidéncias crescentes de que as propriedades mecénicas e a composic¢do da
matriz extracelular também desempenham um papel fundamental na regulacdo da transicao
epitélio mesénquima (Scott et al., 2019). A fim de compreender melhor a influéncia das fibras
nervosas sensoriais no tumor sobre o tumor primario e como a ativacdo das mesmas influenciam
nas metastases, realizamos uma coloracao de picrossirius Red para marcar fibras colagenas tipo
| e 1. Devido a esses tumores apresentarem uma pseudocapsula foi realizada a mesma analise
na porc¢do intratumoral e na porcdo da pseudocapsula a qual chamamos de regido peritumoral.
Observamos que na regido intratumoral o grupo superestimulado apresentou maior expresséo
de fibras colagenas do tipo I, ou seja, fibras maduras, e menos expressao de fibras colagenas do
tipo I, ou seja, fibras imaturas. O grupo superativado (Nav1.8Cre+hM3Dg+) também
apresentou maior quantidade de colageno total, ou seja, a soma do colageno I+l11.

O colageno em tumores, especificamente em tumores mamarios, sofre alteracfes
significativas na presenca de malignidade e desempenham papeis importantes na modulagéo do
comportamento do tumor. Além disso, o colageno desempenha papel significativo no
surgimento de metéastases (Garcia et al., 2021).

No estudo conduzido por Kakkad e colaboradores em 2012, foi abordada a presenca das
fibras colagenas do tipo | em tumores de mama. Os pesquisadores nao apenas examinaram a
presenca dessas fibras, mas também investigaram sua densidade e o impacto desse componente
da matriz extracelular na progressdo metastatica. Os resultados revelaram uma correlacdo entre
a quantidade de colageno tipo | e a densidade das fibras, associadas a taxas mais elevadas de
metéstases linfonodais em pacientes do sexo feminino com cancer de mama.

Neste contexto, nossa andlise se concentra exclusivamente nas proporcfes dos
colagenos | e I1l. No entanto, essas analises sdo suficientes para sugerir que a ativagdo dos
nervos sensoriais pode alterar a expressao das fibras colagenas dentro do tumor. Isso pode estar
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relacionado a maior capacidade dos tumores primarios em facilitar a migracdo das células
cancerosas para sitios metastaticos.

Na analise da pseudocapsula dos tumores, observamos um padrdo semelhante ao
intratumoral. O grupo superativado (Nav1.8Cre+hM3Dg+) demonstrou maiores proporcdes de
colageno do tipo | e menores proporcdes de colageno do tipo 11, enquanto o grupo controle
exibiu o comportamento oposto. Juntos esses resultados indicam uma correlagdo entre a
ativacdo dos nervos sensoriais e as altera¢cdes na composicao do colageno na pseudocéapsula do
tumor, sugerindo uma influéncia direta no microambiente tumoral.

Estudos anteriores, onde foram utilizados modelos de inducdo de metéstases, tumores
mamarios secundarios foram encontrados no cérebro, figado e fémur ap6s inoculacdo das
células E0771 (Contreras-Zarate et al., 2019; Hiraga et al., 2019). Dessa forma, a capacidade
de formacdo dessas lesbes secundarias por essa linhagem celular parece ndo acontecer de
maneira espontanea para todos os tecidos. Diante disso e das descobertas intrigantes
relacionadas as metastases, optamos por repetir o experimento com o intuito de avaliar, por
meio de uma abordagem diferente, a presenca de metéstases a distancia. Para tal, foi realizada
radiomarcacdo de um farmaco com afinidade por células tumorais mamarias, resultando na
formacdo de um composto denominado HYNIC-BAla-Bombesina (7-14) (99m Tc), cujos
detalhes estdo mais abrangentes no item 5.12.

Administramos esse composto nos animais e realizamos duas imagens in vivo, no 21°
dia, imediatamente apds a administracdo, e outra seis horas ap6s a administracdo. Esse
procedimento foi repetido in vivo no 28° dia ap6s a inoculacdo de células E0771. No 21° dia,
observou-se captacdo de radiacdo gama nula ap6s a administracdo, limitando-se aos rins e a
bexiga, possivelmente devido ao metabolismo da droga. Seis horas apos a administragdo do
composto peptidico, observou-se captacdo nos tumores primarios, rins e bexiga, sendo que estes
dois ultimos 6rgaos foram provavelmente marcados devido ao metabolismo da droga. No 28°
dia, ao repetir esse processo, as mesmas captagcdes foram observadas, no entanto, nos tumores,
a captacéo foi visualmente mais intensa.

A biodistribuicdo do 99mTc-HYNIC-Ala-Bombesina(7-14) nos camundongos com
tumor de mama demonstrou um perfil semelhante aquele observado nos animais sadios com
relacdo a eliminagdo renal. No tempo de zero horas e seis horas ap6s a administracdo do
99MTcHYNIC-Ala-Bombesina(7-14). Varios autores descrevem o percentual de captacdo do
radiotracador pelo tumor. Faintuche e colaboradores em 2008 encontraram um percentual de
captacdo de 3,0% do 99mTc-HYNIC-Ala-Bombesina (7-14) pelo tumor de préstata (células
PC3), decorridos 90 minutos ap0s a administracdo do radiofarmaco. J& Shi e colaboradores em
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2008 descreveram um valor de aproximadamente 1,0% de captacdo do 99mTc-HYNIC- Ala-
Bombesina(7-14) pelo tumor de colon (células HT-29), 1 hora ap6s a inje¢cdo do composto
radiomarcado. Por sua vez, Mansi e colaboradores em 2011 relataram um percentual de
captacao de 5,5% de um derivado da bombesina marcado com 68Ga pelo tumor de prostata
(células LNCaP), ap6s 1 hora da injecdo do radiotracador. Contudo para os tumores de mama
EQ771 foi necessario esperar seis horas apos a administracdo do composto para ser observada
captacOes pelo tumor, essa demora da captacdo pelo tumor pode estar relacionada com a
vasculatura comprimida desses tumores e ndo tdo abundante, como visto nas imagens de
micrografias com marcador de células endoteliais (fator V1II).

Realizamos também uma analise da captacdo da radiacdo ex vivo, mediante a eutanasia
dos animais e a retirada de 6rgdos como figado, rins, pancreas, baco, intestino grosso e delgado,
cérebro, coracdo, pulmédo e tumor. Os 6rgdos e o tumor de cada animal foram dispostos
separadamente na cdmara gama, a fim de avaliar a presenca e captacdo de radiacdo em cada
um, considerando que in vivo, os 6rgdos se sobrepdem, impossibilitando a visualizacdo da
captacdo em cada 6rgéo.

Identificamos que, além da captacdo nos tumores, ocorreu captacdo nos pulmdes,
figado, baco, rins e intestino. Considerando que a bombesina é um farmaco metabolizado pelos
rins, seguido pela bexiga, e também apresenta algum metabolismo intestinal, inferimos que
qualquer captacdo que ndo se restrinja a esses 6rgdos pode indicar a presenca de células
tumorais.

Além disso, ainda colocamos o0s Orgdos em um contador gama automatico para
quantificar a porcentagem de radiacdo em cada Orgdo. Nessa analise ndo observamos
significancia estatistica entre os grupos, isso pode ser em decorréncia do n experimental ter sido
baixo. Observando os graficos da quantificacdo, em todos os 0rgédos exceto intestino delgado,
aparece maior captacdo para 0 grupo superestimulado, portanto, o ideal seria repetir o
experimento com um n experimental maior.

A relagdo das fibras nervosas sensoriais e 0s seus efeitos sobre os diferentes tumores
ainda sdo pouco explorados. As evidéncias do papel dos neurotransmissores no
desenvolvimento de metastases tém-se destacado. Balood e colaboradores em 2022, mostraram
como o CGRP interfere na agressividade de tumores melanoma B16F10. Em 2003 Drell e seus
colaboradores ja falavam sobre a substancia P, secretada por neur6nios sensoriais, poderia estar
envolvidos na estimulacdo da migracdo de celulas tumorais, etapa fundamental da cascata
metastatica, assim como Mufioz e colaboradores em 2010; Mehboob e colaboradores em 2021
e Li e colaboradores em 2013, demonstraram que a substancia P secretada por fibras nervosas
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sensoriais promove aumento de metéstases, mitogénese, proliferacdo, inflamacdo e
angiogeénese.

Embora os resultados oferecam insights bastante promissores, translacionar esses
achados para a aplicacao clinica requer mais investigacfes experimentais. A inervacdo sensorial
pode ser uma possibilidade ndo apenas como um biomarcador, mas também como um possivel
alvo terapéutico para o tratamento do céncer de mama, contudo demanda avaliacbes mais

aprofundadas.
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8. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Nossos resultados obtidos até 0 momento sugerem que 0s tumores mamarios murinos
E0771 n&o apresentam receptores de estrogénio nem de progesterona.

Assim como, a modulacdo quimiogenética dos nervos sensoriais de tumores mamarios
murinos EO0771, apresentaram maior volume tumoral, maiores taxas de proliferacdo, de
transicdo epitélio mesénquima além de expressarem uma maior porcentagem de fibras
colagenas do tipo I. Alem disso, modular a atividade nervosa sensorial interfere diretamente na
formacdo de sitios metastaticos hepaticos.

N&o consta nos resultados apresentados, contudo ja foi realizada a técnica adicional de
citometria de fluxo, para analisar o recrutamento de células imunes intratumorais apds a
modulacdo quimiogenética.

Dada a complexidade da natureza do microambiente tumoral e os resultados obtidos até
agora, sdo pertinentes de algumas avaliagdes adicionais como: avaliar o comportamento do
tumor em diferentes momentos do desenvolvimento, bem como o comportamento do

microambiente tumoral mediante a inibi¢do da atividade das fibras nervosas sensoriais.
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10. ANEXO

Anexo 1: Aprovagio do Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFMG

CERTIFICADO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que o projeto intitulado "Papel da inervagdo sensorial na progressdo dos tumores de mama em
camundongos C57BL/6", protocolo do CEUA: 69/2023 sob a responsabilidade de Alexander Birbrair que envolve a
producdo, manutencao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem)
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de 29/05/2023.

Vigéncia da Autorizagao

29/05/2023 a 28/05/2028

Finalidade

Pesquisa

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico / Nav 1.8-CretdTomato

N° de animais

4

Peso/ldade 20g / 2(meses)
Sexo feminino
Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de

Ciéncias Biolégicas UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico / Nav 1.8-CretdTomato

N° de animais

4

Peso/ldade 20g / 2(meses)
Sexo feminino
Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de

Ciéncias Bioldgicas UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico / HM3Dq

N° de animais 4

Peso/ldade 20g / 2(meses)

Sexo feminino

Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de

Ciéncias Biolégicas UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico / HM4Di

N° de animais 4

Peso/ldade 20g / 2(meses)

Sexo feminino

Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de

Ciéncias Biolégicas UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico / Nav 1.8-Cre

N° de animais 4
Peso/ldade 20g / 2(meses)
Sexo feminino

Origem

Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de
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Ciéncias Biolégicas UFMG

*Espécie/linhagem Camundongo transgénico / Nav1.8-Cre-TdTomato

N° de animais 2

Peso/ldade 20g / 2(meses)

Sexo masculino

Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de
Ciéncias Biolégicas UFMG

*Espécie/linhagem Camundongo transgénico / Nav1.8-Cre

N° de animais 2

Peso/ldade 20g / 2(meses)

Sexo masculino

Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de
Ciéncias Bioldégicas UFMG

*Espécie/linhagem Camundongo transgénico / tdTomato

N° de animais 2

Peso/ldade 20g / 2(meses)

Sexo masculino

Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de
Ciéncias Biolégicas UFMG

*Espécie/linhagem Camundongo transgénico / HM4Di

N° de animais 2

Peso/ldade 20g / 2(meses)

Sexo masculino

Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas UFMG

*Espécie/linhagem Camundongo transgénico / HM3Dq

N° de animais 2

Peso/ldade 20g / 2(meses)

Sexo masculino

Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de
Ciéncias Biolégicas UFMG

*Espécie/linhagem Camundongo transgénico /
Nav1.8-Cre+TdTomato/hM3Dqg+

N° de animais 7

Peso/ldade 20g / 2(meses)

Sexo feminino

Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de
Ciéncias Biolégicas UFMG

*Espécie/linhagem Camundongo transgénico /
Nav1.8-Cre+TdTomato/hM3Dqg+

N° de animais 7

Peso/ldade 20g / 2(meses)

Sexo feminino

Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de
Ciéncias Biolégicas UFMG

*Espécie/linhagem Camundongo transgénico /
Nav1.8-Cre+TdTomato/hM3Dqg+

N° de animais 7

Peso/ldade 20g / 2(meses)
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Sexo feminino

Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas UFMG

*Espécie/linhagem Camundongo transgénico /
Nav1.8-Cre+TdTomato/hM3Dqg+

N° de animais V4

Peso/ldade 20g / 2(meses)

Sexo feminino

Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas UFMG

*Espécie/linhagem Camundongo transgénico /
Nav1.8-Cre+TdTomato/hM3Dqg+

N° de animais 7

Peso/ldade 20g / 2(meses)

Sexo feminino

Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas UFMG

*Espécie/linhagem Camundongo transgénico /
Nav1.8-Cre+TdTomato/hM3Dq+

N° de animais 7

Peso/ldade 20g / 2(meses)

Sexo feminino

Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas UFMG

*Espécie/linhagem Camundongo transgénico /
Nav1.8-Cre+TdTomato/hM3Dqg+

N° de animais 7

Peso/ldade 20g / 2(meses)
Sexo feminino
Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de

Ciéncias Biologicas UFMG

Dados dos animais agrupados (uso do biotério)

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico / HM3Dq

N° de animais 2

Idade 2(meses)

Sexo masculino

Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de

Ciéncias Biologicas UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico / HM3Dq

N° de animais 4

Idade 2(meses)

Sexo feminino

Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de

Ciéncias Bioldégicas UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico / HM4Di

N° de animais 2
Idade 2(meses)
Sexo masculino
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Origem

Biotério do Departamento de Patologia do Instituto
Ciéncias Biolégicas UFMG

de

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico / HM4Di

N° de animais 4

Idade 2(meses)

Sexo feminino

Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de

Ciéncias Biolégicas UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico / Nav 1.8-Cre

N° de animais 4

Idade 2(meses)

Sexo feminino

Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de

Ciéncias Bioloégicas UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico / Nav 1.8-CretdTomato

N° de animais

8

Idade 2(meses)
Sexo feminino
Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de

Ciéncias Biolégicas UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico / Nav1.8-Cre

N° de animais 2

Idade 2(meses)

Sexo masculino

Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de

Ciéncias Biolégicas UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico / Nav1.8-Cre-TdTomato

N° de animais

2

Idade 2(meses)

Sexo masculino

Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de
Ciéncias Biolégicas UFMG

*Espécie/linhagem Camundongo transgénico /
Nav1.8-Cre+TdTomato/hM3Dqg+

N° de animais 49

Idade 2(meses)

Sexo feminino

Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de
Ciéncias Biolégicas UFMG

*Espécie/linhagem Camundongo transgénico / tdTomato

N° de animais 2

Idade 2(meses)

Sexo masculino

Origem Biotério do Departamento de Patologia do Instituto de

Ciéncias Biolégicas UFMG

Consideracdes posteriores:

29/05/2023

Aprovado na reunido extraordindria on-line do dia

29/05/2023. Validade: 29/05/2023 & 28/05/2028.
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Belo Horizonte, 08/01/2024.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 34094516
www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpg.ufmg.br
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