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RESUMO

O papel das redes extracelulares de neutrofilos (NETs) no cancer vem sendo
investigado nos dltimos anos, sendo este um agente comprovadamente favoravel a
progressdo tumoral. No cancer de mama, as NETs promovem a metastase e o
estabelecimento de um estado pro-trombotico. Recentemente nosso grupo observou
uma cooperacéao entre NETs e com a ativacdo de um programa celular denominado
transicao epitélio-mesenquimal (TEM). TEM € um programa associado a aquisi¢ao de
habilidades metastaticas pelas células tumorais. Além disso, dados da literatura
mostram que a TEM induz a expressao do Fator Tecidual (TF), uma proteina iniciadora
da coagulacao sanguinea. A atividade pro-coagulante de TF e a sua contribuicdo na
progressdo do cancer € largamente descrita na literatura. Neste estudo, avaliamos o
papel das NETs sobre a modulacdo do fendtipo pro-coagulante de células de
carcinoma mamario. As linhagens celulares luminais MCF-7 e T47D foram incubadas
com NETSs isoladas. Foi observado um aumento da expressao génica de TF (gene f3)
nas células MCF-7, bem como nos niveis proteicos, observados por citometria de
fluxo. As células tratadas com NETs aceleraram substancialmente a coagulacédo do
plasma sanguineo. Para avaliar o efeito da expressdo de TF sobre a aquisicdo de
perfil pro-metastatico, utilizou-se o anticorpo monoclonal anti-TF, 10H10. O tratamento
de MCF-7 na presenca de 10H10 atenuou o efeito de NETs sobre a expressao dos
genes CXCLS, IL-6 e CD44. Em seguida, utilizamos uma abordagem farmacologica
para avaliar as vias de sinalizacdo envolvidas na expressdo de TF induzida pelas
NETs. Os niveis de expressdo de TF foram atenuados mediante tratamento com
PD98059 e SP600125, inibidores das vias de sinalizagdo das MAP quinases, JNK e
ERK, respectivamente. Além disso, a inibicdo da elastase neutrofilica (presente nas
NETSs) atenuou a expressdo de TF. Analises in silico utilizando dados de pacientes
com cancer de mama depositados no repositorio The Cancer Genome Atlas (TCGA)
apontaram para uma correlacdo positiva entre a expressao de genes de assinatura
neutrofilica e TF. Além disso, observamos uma correlagcdo entre os niveis de
expressao de TF e fatores relacionados a TEM. Esses resultados sugerem que as
NETs podem contribuir para o aumento da atividade pro-coagulante no cancer de
mama através da modulacéo da expressdo de TF. Adicionalmente, TF parece estar
envolvido em outros fendmenos pro-tumorais, de forma independente de sua atividade

pré-coagulante.



ABSTRACT

The role of neutrophil extracellular traps (NETS) in cancer has been investigated in
recent years, as this agent has been proven to be favorable to tumor progression. In
breast cancer, NETs promote metastasis and the establishment of a prothrombotic
state. Recently, our group observed a cooperation between NETs and the activation
of a cellular program called epithelial-mesenchymal transition (EMT). EMT is a
program associated with the acquisition of metastatic abilities by tumor cells.
Furthermore, literature data show that EMT induces Tissue Factor (TF) expression, a
protein that initiates blood clothing. The TF procoagulant activity and its contribution to
cancer progression is widely described in literature. In this study, we evaluated the role
of NETs in modulating the procoagulant phenotype of breast carcinoma cells. The
luminal cell lines MCF-7 and T47D were incubated with isolated NETs. An increase in
TF gene expression (f3 gene) was observed in MCF-7 cells, as well as in protein levels,
observed by flow cytometry. Cells treated with NETs substantially accelerated blood
plasma clotting. To assess the effect of TF expression on the acquisition of a pro-
metastatic profile, the 10H10 anti-TF monoclonal antibody was used. MCF-7 treatment
in the presence of 10H10 attenuated the effect of NETs on CXCL8, IL-6 and CD44
genes expression. We then used a pharmacological approach to assess the signaling
pathways involved in NET-induced TF expression. TF express levels were attenuated
by treatment with PD98059 and SP600125, inhibitors of MAP kinase, JNK and ERK
signaling pathways, respectively. Furthermore, the neutrophil elastase (present in
NETS) inhibition attenuated TF expression. In silico analysis using data from breast
cancer patients deposited in The Cancer Genome Atlas (TCGA) repository pointed to
a positive correlation between neutrophil signatures genes expression and TF. In
addition, we observed a correlation between TF expression levels and EMT-related
factors. These results suggest that NETs may contribute to increase procoagulant
activity in breast cancer through TF expression modulation. Additionally, TF appears
to be involved in other pro-tumor phenomena, independently of its pro-coagulant

activity.
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1. INTRODUCAO
1.1. Cancer

O céancer é a segunda causa de morte em todo o mundo. Esta entre as quatro
principais causas de morte de individuos antes dos 70 anos de idade, constituindo o
principal problema mundial de saude publica. Estima-se que, anualmente, deverao
ocorrer cerca de 14,1 milhdes de novos casos e 8,2 milhdes de mortes em decorréncia
do céncer (AVGERINOS et al., 2019). Alguns fatores como 0 crescimento
populacional, aumento da expectativa de vida e a mudanca na prevaléncia de fatores
associados ao risco de desenvolvimento da doenca, contribuem para o aumento
mundial ndo s6 da incidéncia, como também da mortalidade por cancer (INCA,
2019a).

Segundo BRAY et al. (2018), é possivel observar um aumento dos principais
tipos de cancer associados a uma melhor condicdo socioeconbmica com a
incorporacao de habitos associados ao processo de urbanizagdo, como a inatividade
fisica e a alimentacao desbalanceada, além da associagéo de alguns tipos de cancer

com agentes infecciosos.

De acordo com o Global Cancer Observatory — GLOBOCAN (2020), foi
estimado o surgimento de 19,3 milhdes de novos casos de cancer no mundo em 2020
e, dentre os trés tipos mais frequentes estdo o de mama, correspondendo a 11,7 %
do total (2.261.419 casos), seguido pelo de pulméo, responséavel por 11,4 %
(2.206.771 casos), e o cancer colorretal, com 9,8 % do total de casos (1.880.725
casos). A maior incidéncia de novos casos € nos homens (10,1 milhdes de novos
casos), onde os canceres de pulmdo e préstata ocupam a primeira e segunda
posicdes, correspondendo a 14,3 % e 14,1 % dos casos, respectivamente, seguido
do cancer colorretal (10,6 % dos casos). Nas mulheres, o cancer de mama tem a maior
incidéncia (24,5 % dos casos), seguido do cancer colorretal (9,4 % dos casos) e
pulméo (8,4 % dos casos), deixando o cancer do colo do utero em quarto lugar (6,5 %
dos casos) (SUNG et al., 2021),



No Brasil, estima-se o a aparecimento de 625 mil novos casos de cancer (450
mil, excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma) entre 2020 e 2022. O cancer
de pele ndo melanoma sera o mais incidente (177 mil), seguido pelos canceres de
mama e prostata (66 mil cada), colon e reto (41 mil), pulméo (30 mil) e estbmago (21
mil) (INCA,2019a). A estimativa, em percentual, dos tipos de cancer mais frequentes,

separados por género, para o préximo triénio esta descrita a seguir (Tabela 1).

Tabela 1: Estimativa dos tipos de cancer mais frequentes em homens em mulheres
nos anos 2020-2022 (INCA, 2019a).

Homens Mulheres
Tipo de cancer Incidéncia (%) Tipo de céancer Incidéncia (%)
Pele ndo melanoma 27,1 Pele ndo melanoma 29,5
Prostata 29,2 Mama 29,7
Colorretal 9,1 Colorretal 9,2
Pulméo 7,9 Colo do utero 7,4
Estdbmago 5,9 Pulméo 5,6
Cavidade oral 50 Tireoide 54

Um conhecimento profundo da epidemiologia e incidéncia de céancer € de
extrema importancia, pois fornece informacdes essenciais ndo s6 sobre as possiveis
causas de doencas, bem como a populacdo atingida, o que possibilita o
desenvolvimento de politicas eficientes de prevencdo, rastreio e diagnostico da
doenca e possivel estabelecimento de intervencbes apropriadas para o tratamento
(MONTAGNANA; LIPPI, 2017).

1.2. Cancer de mama

O céancer de mama € o tipo mais comum de neoplasia diagnosticada

mundialmente entre as mulheres, e é classificado como a principal causa de morte
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neste grupo. Diferentes estudos demonstram que, anualmente, pelo menos 400.000
mulheres morrerdo da doenca, dentro de um universo de um milhdo de casos
diagnosticados. Este valor corresponde a 14% do total de mortes entre todos 0s tipos
de cancer por ano (LI et al., 2016). No Brasil, entre os anos de 2020 e 2022, estima-
se que, entre 100.000 mulheres, 61,6 novos casos surgirdo a cada ano. Em todas as
regides do pais, esse tipo de cancer € o que apresenta maior frequéncia (INCA,
2019a).

A chegada das pacientes em estagios mais avancados da doenca piora o seu
progndstico e tem relacdo com diferentes fatores, como a dificuldade de acesso das
mulheres ndo sé aos métodos diagnosticos, bem como ao tratamento. Para uma maior
probabilidade de cura, é fundamental o diagndstico precoce, visto que quanto mais
cedo um tumor invasivo for detectado e o tratamento adequado iniciado, maior é a
chance de sobrevida da paciente (INCA, 2019b).

Dentre os fatores de risco para desenvolvimento de cancer de mama estao os
fatores hereditarios e genéticos, incluindo a histéria pessoal ou familiar de cancer de
mama ou ovario e muta¢des herdadas em genes suscetiveis ao desenvolvimento da
doenca como BRCAL, BRCAZ2, dentre outros. Estes representam apenas de 5 a 10%
dos casos. Diferentes estudos ja demonstraram que os fatores ndo hereditarios séo
0s principais impulsionadores (BRAY et al., 2018).

Segundo PINEROS et al. (2019), est&o entre os principais fatores de risco para
o desenvolvimento do cancer de mama: a idade acima de 50 anos (fator considerado
como O mais importante); o excesso de peso corporal em conjunto com o
sedentarismo; o consumo de alcool (considerado o maior fator de risco dietético);
exposicbes frequentes a radiacbes ionizantes; o uso de terapia hormonal na
menopausa; o uso de contraceptivos orais; longa histéria menstrual e nuliparidade.
Em contrapartida, o aleitamento materno e a pratica de atividade fisica exercem efeito
protetor, diminuindo o risco de desenvolvimento da doenca (PINEROS et al., 2019).
Apesar dos fatores de risco ligados aos padrdes reprodutivos ndo serem modificaveis,
a adocdo de um estilo de vida saudavel pode reduzir o risco de desenvolvimento da

doenca. Exames para deteccdo precoce do tumor, como a mamografia, apesar de



suas limitacdes, podem aumentar as opc¢des de tratamento e, consequentemente,
também salvar vidas (TORRE et al., 2016).

Os carcinomas de mama in situ e invasivo apresentam uma grande variedade
de tipos histolégicos e moleculares. O carcinoma ductal infiltrante ndo especifico € o
tipo histoldgico invasivo mais comum, representando 70 a 80 % de todos os tumores
de mama, seguido do carcinoma lobular infiltrante e por outros tipos histolégicos
(INCA, 2019b).

A classificacdo histopatologica do carcinoma de mama estratifica 0os tumores
baseados no grau tumoral, no estadio e no tipo histolégico, sendo o exame
anatomopatologico o ponto de partida para o estudo molecular, pois por meio do
material recebido, pode-se determinar, por métodos imuno-histoquimicos, o perfil de
expressao, que inclui receptores hormonais e padrdes de expresséao proteica (VIEIRA
et al., 2008). Atualmente, a prética clinica normalmente usa uma classificacédo de cinco
subtipos com base nas caracteristicas histoldgicas e moleculares. Essa classificacédo
é feita a partir da expressdo de quatro marcadores: receptor de estrogénio (ER),
receptor de progesterona (PR), receptor-2 do fator de crescimento epidérmico humano
(HER2) e Ki-67 (Tabela 2). Os tumores que expressam ER e/ou receptor de PR s&o
considerados canceres de mama positivos para receptores hormonais, enquanto os
tumores que nao expressam ER, PR ou HER2 séo classificados como canceres de
mama triplo-negativo (HARBECK et al., 2019). Essa estratificacdo tem sido atil e
estabeleceu a base para a classificacdo e para o tratamento dos canceres de mama
na pratica clinica (YEO; GUAN, 2017).

Tabela 2: Classificagcdo molecular por imuno-histoquimica dos tumores de mama
(Adaptado de LI et al., 2015).

Subtipos Padrdo de Imunomarcacgao
Moleculares
Luminal A ER+ e/ou PR+ HER2- < 14% Ki 67
_ HER2 + .
Luminal B ER+ e/ou PR+ = 14% Ki 67
HER2 -
HER2 ER- PR- HER2+
Basal-like _/ Triplo ER- PR- HER2-
negativo




1.3. Microambiente tumoral

O tecido tumoral compreende uma gama de populacdes celulares que
contribuem para a manutencdo e progressdo do cancer. Além das proprias células
malignas, células do estroma e células do sistema imune compdem o microambiente
tumoral (HANAHAN; COUSSENS 2012). Sua atuagdo envolve multiplos passos na
progressdo do tumor, desde a sua iniciacéo, crescimento do tumor primario, evasao
da resposta imune, angiogénese, até o0 extravasamento de células metastaticas
invadindo outros 6rgdos distantes do tumor primério, estabelecendo a metastase
(HANAHAN; COUSSENS, 2012; YUAN et al., 2016).

O microambiente tumoral suporta a inflamacédo crénica. Iniumeros fatores
secretados podem estimular as células tumorais, aumentando sua agressividade e
capacidade metastética (YANG; LIN 2017). A liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias,
como interleucinas (IL-8, IL-6, IL-1B), fatores de crescimento (fator de crescimento
transformador beta - TGF-B, fator de crescimento epidérmico - EGF), dentre outros
mediadores pro-tumorais, leva a ativacdo das células tumorais causando

modificagdes oncogénicas e resisténcia as terapias clinicas existentes.

Esses fatores podem ser provenientes das células imunolégicas infiltradas no
microambiente tumoral (YANG; LIN 2017) ou até mesmo das préprias células tumorais
que, consequentemente, recrutam células inflamatorias para o ambiente intratumoral
(MANTOVANI et al., 2008). Essa interacdo entre as células imunes e as células
tumorais tém sido amplamente estudada. O olhar para as células imunes presentes
no microambiente tumoral esta revolucionando as estratégias terapéuticas, sendo o
exemplo mais recente a utilizagéo de inibidores imunes de checkpoint (GARNER; DE
VISSER, 2020).

Os neutréfilos associados ao tumor vém sendo pauta para intensas discussoes.
Isso porque o seu papel sobre a progressdo tumoral é controverso. Estudos
divergentes apontam para a associacdo de neutrofilos com respostas pro- ou
antitumorais (SENGUPTA et al., 2019). Uma das hipéteses levantadas é a polarizacéo
do perfil fenotipico dos neutroéfilos, apresentando caracteristicas anti-inflamatorias
(N1) ou pro-inflamatorias (N2) (SHAUL; FRIDLENDER, 2019). Na maior parte dos



tipos tumorais, a presenca de neutréfilos no microambiente tumoral esta associado a
um pior prognostico (SHAUL; FRIDLENDER, 2019).

1.4. Neutrofilos

Os neutrdfilos, também denominados de células polimorfonucleares, sdo os
leucdcitos mais abundantes na circulacdo (50 a 70 %) e tém como principal funcéo a
protecdo do organismo contra infec¢cdes por patdgenos como bactérias, leveduras e
fungos (NAUSEEF; BORREGAARD, 2014). Sao considerados um componente critico
do sistema imune inato, atuando na linha de frente de defesa. Sao reconhecidos por
exercerem papel principal na inflamacdo aguda e, normalmente, sdo os primeiros
leucécitos a serem recrutados para o sitio da inflamacédo. Sdo capazes ndo s6 de
conter, como também eliminar patégenos através de diferentes mecanismos
(HAMPSON et al., 2013).

Neutrdfilos séo células arredondadas, com diametro entre 10 e 14 pm, com
nacleos formados por até cinco I6bulos. O citoplasma dos neutréfilos apresenta, de
forma predominante, vesiculas secretérias e granulos, que podem ser classificados
como granulos primarios ou azurofilicos, que sdo formados durante a maturacao do
neutréfilo e tém como caracteristica a presenca da enzima mieloperoxidase (MPO),
além de moléculas de carater proteico como defensinas, lisozima, elastase neutrofilica
(NE), dentre outras, que conferem uma importante atividade antimicrobiana. Os
granulos denominados secundarios ou especificos, ao contrario dos primarios, sao
negativos para MPO. Estes sao formados ap6s os granulos azurofilicos e apresentam
a glicoproteina lactoferrina, além de varios componentes antimicrobianos e lisozima
(AMULIC et al., 2012). Outros tipos de granulos séo os terciarios e quaternarios. Os
granulos terciarios apresentam metaloproteinases (MMPs) como componente
majoritario, incluindo a gelatinase e a leucolisina. Durante os ultimos estagios de
maturacdo dos neutréfilos sdo formados os granulos quaternarios ou vesiculas
secretorias. Em seu interior observa-se, predominantemente, proteinas derivadas do
plasma, visto que sua formacdo se d& por endocitose (AMULIC et al., 2012,
MAYADAS et al., 2014).



A importancia dos neutrdfilos na defesa do hospedeiro é amplamente descrita
na literatura. Desde sua descoberta, os neutrofilos séo reconhecidos como células
inflamatorias potentes. Sua acao se inicia com a migracao para o local de infeccdo ou
inflamagéo para a contencdo de agentes infecciosos (MULLER, 2013). Suas
estratégias de acdo envolvem a capacidade fagocitaria dos microrganismos, expondo-
0S as enzimas proteoliticas e microbicidas contidas nos granulos intracelulares
(MAYADAS et al., 2014). Outro mecanismo de defesa do neutrofilo € o processo
denominado degranulacdo. Os granulos contendo proteinases e peptideos
antimicrobianos se fundem com a membrana plasmatica, levando a liberacéo
extracelular de seu conteudo (TENG et al., 2017). Além do processo de fagocitose,
com subsequente destruicdo do patdgeno via producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e acdo de enzimas proteoliticas, os neutrofilos também apresentam
como mecanismo de defesa a liberacéo de redes extracelulares (NETs) com atividade
antimicrobiana. Ao detectar a entrada de bactérias, por exemplo, o neutrdfilo libera
uma estrutura semelhante a uma malha, composta por acido desoxirribonucleico
(DNA), granulos peptideos antimicrobianos e enzimas, em um processo denominado
NETose (BRINKMANN, 2018).

1.5. Redes extracelulares de neutréfilos (NETS)

As NETs foram descritas pela primeira vez por BRINKMANN et al., em 2004,
como estruturas extracelulares grandes, em forma de teia, compostas por milhares de
filamentos entrelacados de, aproximadamente, 15~17 nm. Apresentam, em sua
composicao, estruturas de DNA revestidas com diversas proteinas, incluindo histonas
proteinas granulares e citoplasmaticas, muitas com atividade pré-inflamatéria e
antimicrobiana. O sistema imune inato utiliza as NETs como mecanismo de resposta
a estimulos patologicos e fisiologicos. As principais fungbes das NETs sédo de
capturar, neutralizar e matar microrganismos como bactérias, fungos, virus e
parasitas, prevenindo, desta forma, a disseminagdo destes pelo organismo
(PAPAYANNOPOULOS, 2018).



Diversas proteinas foram inicialmente encontradas nas NETs, a maioria de
origem granular, algumas nucleares e citoplasmaticas, incluindo a elastase de
neutréfilos (NE), MPO, catepsina G, proteinase-3 (PR3), lactoferrina, lisozima,
gelatinase, calprotectina, defensinas e catelicidinas. Essas proteinas se originam de
todos os diferentes granulos dos neutroéfilos (azurofilos, especificos e terciarios), além
do citoplasma e citoesqueleto. (BRINKMANN, 2018; MOSCHONAS; TSELEPIS,
2019). A formacédo das NETSs resulta em uma alta concentragéo local de proteases o
que favorece a captura e eliminacao de patogenos pelos neutréfilos (CEDERVALL et
al., 2018).

A formacao e posterior liberacdo de NETs, um processo que foi denominado
NETose, pode ser observado em diferentes tipos de doencas, tais como doencas
inflamatorias cronicas, doencas autoimunes e cancer. Apesar de essencial nas
respostas imunes as infec¢bes, a producdo de NETSs precisa ser extremamente
regulada, pois a eliminacéo reduzida e/ou a producdo excessiva destas podem ter
diversos efeitos patologicos, podendo servir como alvo para a producao de anticorpos
(BRANZK; PAPAYANNOPOULOQOS, 2013). Seu excesso pode tornar-se responsavel
por induzir lesdo tecidual, visto que seus componentes podem nédo ser especificos
apenas para patdogenos, mas também podem interagir com diferentes células, tecidos
e orgaos, causando danos (BONAVENTURA et al., 2018).

Segundo BRANZK et al. (2014), essas armadilhas de defesa persistem por
varios dias ap0s sua liberacdo e a enzima responsavel por sua dissolucao é a DNase
I. Em estudo realizado por KOLACZKOWSKA et al. (2015) em camundongos com
infeccdo sistémica por Staphylococcus aureus, observou-se uma rapida degradacao
das NETs, mediante o tratamento com a enzima DNase | por via intravenosa, nos
animais. Entretanto, a dinamica de depuracdo das NETs por enzimas enddgenas é
pouco compreendida. Segundo FARRERA & FADEE (2013) € possivel que existam
mecanismos adicionais de depuracao, visto que as proteinas das NETs persistem por
muito tempo apO6s a degradacdo. Os autores sugerem que essa “limpeza” seja
realizada por macrofagos ja que, in vitro, a DNase | facilita a fagocitose das NETs por
estas células (FERRERA; FADEL, 2013).



Anteriormente, pensava-se que as NETs eram formadas em apenas poucos
minutos apos a estimulacédo dos neutréfilos. Entretanto, observou-se posteriormente
que estas eram liberadas apenas pelos neutrofilos de 3 a 4 horas apés ativacao
(RAVINDRAN et al., 2019). Apenas um terco dos neutrofilos consegue utilizar essa
estratégia e, segundo BRINKMANN et al. (2004) e CLARK et al. (2007), esta via de
ativacado parece envolver receptores do tipo Toll, Fc (receptores para a regido Fc da

imunoglobulina) e citocinas.

A formacéo e liberacdo das NETSs foi descrita inicialmente como um novo tipo
de morte celular. Entretanto, em 2012, YIPP et al. descreveram que existem, pelo
menos, duas formas distintas de liberagcdo das NETs: uma delas requer a lise celular,
resultando na morte do neutréfilo — NETose litica - enquanto a outra forma, mecanismo
nao letal, ndo requer o rompimento da membrana citoplasméatica — NETose vital — o
gue permite que os neutrofilos permanecam viaveis e migrando pelo tecido, mesmo
algum tempo apds a liberacédo do conteudo nuclear ao exterior (YIPP et al., 2012). O
processo de NETose litica, resultante da expulsdo das NETSs por lise celular, é lento,
0 que permite a abertura de uma janela temporal na qual os patégenos podem
estabelecer um processo infeccioso (BRANZK; PAPAYANNOPOULOS, 2013; DA-
SILVA; FINOTTI, 2019). Entretanto, no mecanismo alternativo de NETose vital, onde
ndo ocorre a lise da célula, ha uma liberacdo rapida das NETs apos alguns minutos
de exposicdo ao estimulo, através da secrecdo da cromatina e dos conteddos
granulares (YIPP et al., 2012).

Apesar de um dos mecanismos de NETose resultar na morte do neutrdéfilo, esta
apresenta caracteristicas distintas dos outros tipos de morte celular, como a apoptose
e a necrose. Enquanto na necrose e na apoptose ha a exposicao de fosfatidilserina, o
mesmo ndo ocorre na NETose (KENNY et al., 2017). Ndo ha desintegracdo de
membranas e organelas, nem a formacdo de bolhas na membrana, somente
vacuolizagéo da célula. O DNA néo sofre fragmentacédo, conforme ocorre nos outros
tipos de morte celular (GUIMARAES-COSTA et al., 2012; REMIJSEN et al., 2011). A
cromatina se descondensa na NETose, ao contrario da apoptose, onde observa-se

uma condensacao nuclear e posterior fragmentacdo do mesmo (ELMORE, 2007).



1.6. Bases moleculares da NETose

Diversos estimulos podem ser indutores do processo de NETose, estejam eles
presentes no contexto da inflamacao estéril ou de uma infec¢céo. Dentre eles estdo os
patégenos como bactérias (BRINKMANN et al., 2004), virus (RAFTERY et al., 2014),
fungos (URBAN et al., 2006), protozoarios (SOUSA-ROCHA et al., 2015), plaquetas
ativadas (CLARK et al., 2007), anticorpos anti-citoplasma de neutrofilos (BEN-SMITH
et al., 2001), peptideos derivados do complemento (YOUSEFI et al., 2009), citocinas
inflamatoérias como IL-8 (BRINKMANN et al., 2004) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) (GARCIA-ROMO et al., 2011), fumaca de cigarro (QIU et al., 2017), peroxido
de hidrogénio (FUCHS et al., 2007), cristais de urato (MITROULIS et al., 2011), além
de compostos artificiais como o forbol-12-miristato-13-acetato  (PMA),
lipopolissacarideos bacterianos (LPS) e ionoforo de calcio, que séo utilizados em
estudos in vitro (FUCHS et al., 2007). Estes mecanismos podem ser dependentes da
ativacdo de NADPH oxidase, que apresentam como agonistas compostos e
microrganismos citados anteriormente como o PMA, LPS, bactérias e outros; ou
independentes da NADPH oxidase que, entre os quais estdo os ionéforos de célcio e
cristais de urato (RAVINDRAN et al., 2019).

O processo de NETose tem inicio no interior do neutrofilo. Apés a acdo de um
ou mais fatores desencadeadores, o0 neutrofilo sofre alteragdes morfolégicas, como a
perda de seu formato arredondado, tornando-se mais plano. O nucleo da célula perde
sua morfologia lobular, adquirindo uma forma arredondada, e o envoltorio nuclear é
rompido (VOROBJEVA; PINEGIN, 2014).

1.7. NETose litica

De todos os mecanismos de formacgdo de NETs, o Nox2-dependente € o mais
bem descrito na literatura. A liberagdo de NETs via morte celular € um evento
irreversivel e requer a producédo de ROS geradas pela ativacdo da NADPH oxidase
ao se ligar a membrana do fagossomo (BRINKMANN, 2018). Foi proposto por
REMIJSEN et al., (2011) que a capacidade oxidativa das ROS seria capaz de bloquear

0 processo de apoptose pela inativacdo das caspases, e poderia levar a célula a
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autofagia, quando em associa¢ao a outros estimulos, o que promoveria a dissolucao
das membranas celulares. Estes radicais produzidos pela NADPH oxidase sédo
responsaveis por dois importantes caminhos para a NETose: (1) a dissociagdo de
granulos azurdfilos, liberando duas enzimas, NE e MPO, que sdo encaminhadas para
0 nucleo da célula e; (2) a ativacédo da enzima peptidil arginina deaminase 4 (PAD4),
gue desempenha um importante papel na descondensacdo da cromatina (LI et al.,
2010) (Figura 1).

Figura 1: Representacdo dos mecanismos regulatérios da formagdo das redes
extracelulares de neutrofilos (NETS). A partir de diferentes estimulos, ocorre uma rapida
ativacdo da NADPH oxidase e consequentemente gerando um aumento de ROS. O DNA
liberado segue acompanhado de proteinas granulares localizadas no citoplasma dos
neutréfilos, como NE, MPO e PAD4 (SORVILLO et al., 2019).

7

Quando o neutréfilo é ativado, ocorre a liberacdo de célcio do reticulo
endoplasmatico para o citosol, que resulta na ativacédo da proteina quinase C (PKC) e
posterior fosforilagdo de gp91-phox/Nox2 (KAPLAN; RADIC 2012). A acdo do
complexo NADPH oxidase transfere elétrons de NADPH, o que provoca a reducdo do
oxigénio molecular (O2) em anion superoéxido (O2) que, posteriormente € convertido
em peroxido de hidrogénio (H202) pela acdo da superoxido dismutase (SOD),

processo conhecido como burst respiratorio, ou pode ainda reagir com o 6xido nitrico
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(NO) e formar o peroxinitrito (ONOO-) (MOSCHONAS; TSELEPIS, 2019;
BORREGAARD, 2010).

Em 2007, FUCHS et al., observaram que a incubacao prévia de neutrofilos com
inibidores de NADPH oxidase impedia a formacdo de NETs. Os mesmos autores
descreveram também que pacientes portadores de doenca granulomatosa cronica,
nao conseguem produzir NETs devido a uma deficiéncia na gp91-phox. Em
consequéncia, 0s pacientes sdo mais propensos a infec¢des recorrentes e graves
(BIANCHI et al., 2009).

A ativacao de PAD4 promove a citrulinacao das histonas H3, H2A e H4, através
da desaminacdo dos residuos de arginina carregados positivamente, gerando
citrulina. A citrulinacdo das histonas leva a perda de interacfes eletrostaticas e
ligacbes de hidrogénio entre as histonas e o DNA, o que culmina no evento de
descondensacéo da cromatina (MOSCHONAS; TSELEPIS, 2019). A arginina é parte
integrante da cauda de histonas que interagem com o DNA. Durante a citrulinagéo, a
mudanca de carga desse aminoacido reduz a interacdo das histonas com o DNA,
resultando em um relaxamento da compactacao de acido nucleico e a perda dos
|6bulos nucleares (WANG et al., 2009). Estudos in vitro demonstraram que a NE por
si é capaz de descondensar a cromatina, entretanto é possivel que outros
mecanismos desconhecidos estejam envolvidos no desmonte do ndcleo
(PAPAYANNOPOULOS et al., 2010).

A NE, além de degradar o citoesqueleto de actina no citoplasma, também sofre
translocacdo para o nucleo da célula, atua sobre a histona H1 e modifica as histonas
matrizes, degradando-as parcialmente. Posteriormente, a MPO se liga a cromatina e
age de forma sinérgica com a NE, eventos estes que contribuem para a
descondensacdo da cromatina e subsequente formagdo das NETs
(PAPAYANNOPOULOS, 2018).

A producao de ROS via MEK-ERK (quinase da proteina quinase ativada por
mitdégeno/ quinase regulada por sinais extracelulares) desencadeia uma outra via — da
MPO — para a liberacdo de NETs. A MPO ativa, de forma oxidativa, a NE, liberando-a
dos granulos azurdfilos. Além da NE, sao liberadas também azurocina, do complexo

denominado azuroma (contém MPO, lactoferrina, lisozima e proteinase 3). Apos a
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saida dos granulos, a protease se liga ao citoesqueleto e é ativada pelo complexo
H202/MPO, iniciando a degradagdo da actina F. Essa etapa é importante na
imobilizacdo dos neutréfilos, que possibilita a liberagdo das redes de neutrofilos, no
local exato da infeccéo, facilitando o rompimento da membrana plasmética antes da
expulsdo das NETs (METZLER et al., 2014; PAPAYANNOPOULOS et al., 2010).

1.8. NETose vital

Diferente da NETose litica, a NETose vital, como a prépria denominac¢éo diz, é um
processo no qual ndo ocorre a morte da célula. Nesta, a liberacdo de NETs e os
eventos convencionais de defesa do hospedeiro (recrutamento de leucdcitos,
quimiotaxia e fagocitose) coexistem. Varios autores j4 demonstraram essa via
alternativa de NETose utilizando marcadores de alta afinidade para componentes
nucleares que sao impermeaveis a membrana de células viaveis, ou através da
liberacdo de DNA mitocondrial sem causar lise e morte da célula (CLARK et al., 2007,
YOUSEFI et al., 2008; YOUSEFI et al., 2009).

Existem algumas diferencas basicas entre os dois tipos de NETose. A primeira
€ a natureza do estimulo e tempo de liberacdo de NETs. Enquanto na NETose litica,
o fator estimulador mais descrito € o PMA e o tempo de liberacdo dessas NETs é
longo, na NETose vital, um estimulo bacteriano gram-negativo, o LPS, induz esta
liberacdo em poucos minutos. Uma outra diferenca entre os dois tipos de NETose
depende da capacidade funcional dos neutréfilos que, em modelo animal de infecao
bacteriana, demonstrou a manutencédo da capacidade de promover a quimiotaxia e
fagocitose de bactérias vivas, tornando-se citoplastos anucleares (YIPP; KUBES,
2013).

Por ultimo, outra fundamental diferenca entre os tipos de NETose depende dos
mecanismos pelos quais ocorre a liberacdo das NETs. Enquanto na verséo litica
ocorre a ativacdo de NADPH oxidase (HAKKIN et al.,, 2011), culminando na
descondensacéo da cromatina, extrusdo das proteinas granulares e perfuracdo da
membrana plasmatica, na NETose vital, observa-se o trafego vesicular do DNA para

0 espaco extracelular através da coalescéncia destas vesiculas a membrana
13



plasmatica, sem lise da mesma e, consequente liberacdo de NETs (PILSCZEK et al.,
2010).

Ao final de ambos os tipos de NETose, as NETs formam uma barreira fisica, o
que impede que 0s microrganismos se disseminem e, além disso, aumenta a

concentracéo de produtos microbicidas no local (ROCHA et al., 2015).

1.9. NETs e cancer

A formacdo de NETs ja foi previamente descrita no cancer, podendo esta
exercer uma atividade protetora contra o tumor ou a favor deste. Sua atividade
protetora estéa associada aos proprios componentes das NETs, como a MPO, algumas
proteinases e histonas, que sdo capazes nao so de inibir a progressao e crescimento
tumorais, como também a disseminagcdo das células tumorais para outros locais
(MASUCCI et al., 2020). Entretanto, diversos estudos demonstram o papel favoravel
desempenhado pelas NETs ndo s6 na progressao tumoral (JUNG et al., 2019), quanto
na sua capacidade metastatica (onde proteinases presentes nas NETs podem
degradar a matriz extracelular e permitir a disseminacao das células tumorais) e na
trombose associada ao cancer (HOMA-MLAK et al., 2016),

Estudos recentes, em modelo animal, sugerem uma importante atuacdo das
NETs na metastase (PARK et al., 2016). De acordo com SNODERLY et al., (2019),
as NETs também estéo presentes no microambiente tumoral e os principais fatores
desencadeadores do processo de NETose em tumores, sdo a IL-8 e o fator

estimulador de colbénias granulociticas (G-CSF).

As células tumorais atraem, de forma quimiotatica, os neutréfilos através da
secrecédo de IL-8, que se liga aos receptores CXCR1 e CXCR2, expressos pelos
neutrofilos. Como resultado, os neutrofilos sdo atraidos para locais de inflamagéo (DE
OLIVEIRA et al., 2013). Niveis aumentados de IL-8 ja foram descritos por
apresentarem forte correlacdo com a progressdao do cancer de mama pois, se

comparadas as pacientes saudaveis, as mulheres acometidas pela doenca

14



apresentam niveis séricos desta citocina extremamente elevados (KOZLOWSKI et al.,
2003).

Outro fator importante para o desencadeamento da liberacdo de NETs é a
superexpressao de G-CSF no cancer. Em estudo realizado por DEMERS et al.,
(2012), foram avaliados os niveis de G-CSF no soro de camundongos C57BL/6
portadores de neoplasia mieloproliferativa tipo leucemia mieloide crbnica induzida.
Observou-se que, em comparagdo aos camundongos saudaveis, 0s niveis séricos de
G-CSF estavam elevados. Além disso, foi realizada a imunocoloracédo de neutrofilos
isolados, que revelou uma hipercitrulinacdo da histona H3, o que corrobora sua
predisposi¢cao para a formacdo de NETSs, concluindo-se que o G-CSF ativa e atrai
neutréfilos, estimula o metabolismo oxidativo, produzindo ROS e, de forma

subsequente, leva ao processo de NETose.

Em 2016, PARK et al. avaliaram a relacdo entre a formacédo de NETs e a
metéstase. Em ensaio realizado com células knockdown para a citocina CXCL1, que
normalmente é secretada por células de tumores de mama, observou-se a reducao
de neutréfilos no sitio tumoral, 0 que sugere que estas células promovam a metastase
apos seu recrutamento pelas células tumorais. Outro achado desse estudo foi que
células de tumor de mama da linhagem 4T1, quando cocultivadas com neutréfilos,
apresentam um aumento na sua capacidade invasiva. Para corroborar com esses
achados, as células 4T1 foram tratadas com anticorpo anti-GCSF, o que reduziu, de
forma significativa, a sua capacidade de induzirem a liberacdo de NETs. Em tumores
humanos, as NETs também apresentam correlagdo com a progressdo tumoral e
capacidade metastatica. Diferentes tipos de tumores sdo capazes de aumentar os
niveis plasméticos de NETs nos pacientes quando comparados com pessoas
saudaveis (OKLU et al., 2017).

Em estudo recente, YANG et al. (2020) avaliaram a presenca de NETs em
tumores de mama primarios e lesdes metastaticas de 544 pacientes. Foram utilizados
marcadores especificos tanto para a presenca de neutrofilos (MPO) quanto para
NETose (H3Ctl — histona 3 citrulinada). Observou-se que, apesar de rara presenca de
NETs em tumores primarios, estas foram abundantes nas lesdes metastaticas (figado,

pulmdes, 0ssos e cérebro), principalmente nas metastases hepéaticas. Corroborando
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com esses dados, os pacientes com lesdes metastaticas no figado apresentaram
niveis plasmaticos de NETs (observados pela presenca do complexo MPO-DNA no
plasma) significativamente mais altos se comparados 0s pacientes que apresentavam

diferentes sitios metastaticos.

A participacdo das NETs em processos metastaticos também foi descrita por
LEE et al. (2019). Os autores observaram a presenca de NETs no omento de mulheres
com cancer de ovario em estagios iniciais, assim como em camundongos exibindo
tumores ovarianos ainda ndo palpaveis, sugerindo uma resposta precoce dos
neutroéfilos em resposta a presenca do tumor, com formacédo de NETS nos sitios pré-
metastaticos. A presenca de neutréfilos e de NETs seria capaz de proporcionar um
microambiente favoravel para a adesdo de células cancerigenas longe do tumor

primario (Figura 2).

Além de sua capacidade de favorecer a progressao tumoral e metastase, as
NETs apresentam forte correlacdo com alteracbes de coagulagdo em pacientes
portadores da doenca. De acordo com estudo realizado por JUNG et al. (2019),
pacientes portadores de cancer pancreatobiliar apresentam marcadores circulantes
de NET aumentados (complexo DNA-histona e DNA extracelular) em relacdo aos
individuos saudaveis, assim como marcadores de hipercoagulabilidade

(microparticulas e ETP — potencial de trombina enddégena) também alterados.
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Figura 2: NETs no cancer. As NETs foram descritas representando um papel importante em
diferentes momentos da progressado tumoral, tais como: 1) A existéncia de NETs promove o
crescimento do tumor primario por meio do efeito direto dos componentes do NET nas préprias
células tumorais e do efeito indireto dos NETs em outros componentes do microambiente
tumoral. 2) As proteases em NETs podem degradar a matriz extra-celular.3) Os NEts podem
cobrir as células tumorais, criando uma barreira fisica contra as células imunes. 4) Podem
participar na formacdo da trombose associada ao cancer 5) As NETs podem facilitar o
extravassaento das células tumorais da circulagdo para o novo sitio metastatico. (CHEN et al,
2021).

ABDOL RAZAK et al. (2017) demonstraram que células de cancer pancreatico
humanas, da linhagem AsPC-1, mesmo quando cocultivadas com neutrofilos isolados
de individuos saudaveis, sdo capazes de estimular uma rapida liberacdo de NETSs e,
por consequéncia a formacao destas, é criado um arcabouco para adesao plaquetaria
e futura formacdo de trombos. Em pacientes com cancer gastrico também foi
observado um aumento expressivo de liberacdo de NETs pelos neutréfilos isolados
destes pacientes, comparados a pacientes saudaveis, assim como sua capacidade

de estimular a geracao de trombina e fibrina pelo plasma (YANG et al., 2015).
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1.10. Transicao epitélio mesenquimal (TEM) e cancer

A transicao epitélio mesenquimal (TEM) € um programa celular reversivel que,
transitoriamente, leva as células epiteliais a perderem sua caracteristica morfologica
poliédrica adotando uma morfologia mais fusiforme, caracteristica de uma célula
mesenquimal (NIETO, 2009; NIETO et al.,, 2016; THIERY et al., 2009). A TEM
desempenha um importante papel em diversos processos fisiologicos tais como na
embriogénese, na cicatrizacdo de feridas e fibrose tecidual. Entretanto, ndo ocorre
somente de forma fisiol6gica, participando de processos patolégicos como na
progressédo do cancer (SHIBUE; WEINBERG, 2017).

Sinais provenientes do microambiente tumoral podem conferir maior
agressividade as células tumorais. Um dos efeitos associados aos polimorfonucleares
infiltrados no tumor € a ativacao da transicao epitélio-mesenquimal (TEM) das células
malignas (HU et al., 2015; SUAREZ-CARMONA et al., 2017). Este processo modifica
o fendtipo da célula epitelial para um fendtipo mesenquimal e, consequentemente,
suas habilidades funcionais (NIETO et al., 2016).

Durante o processo, fatores transcricionais das familias Zeb, Snail e Twist séo
modulados, levando a represséo de fatores caracteristicos de células epiteliais, como
por exemplo a proteina de juncdo celular, E-caderina (NIETO et al.,, 2016) .
Consecutivamente, genes mesenquimais passam a ser expressos, como a N-
caderina. Além disso, o citoesqueleto também sofre um rearranjo, onde a morfologia
celular se torna menos diferenciada, fator também observado com a superexpressao
da proteina filamentosa de citoesqueleto vimentina. O formato celular torna-se
fusiforme, com a perda da polarizacéo apical-basal, depositada frouxamente sobre a
matriz extracelular. O aumento de MMPs, cuja atividade enzimatica envolve a digestao
da matriz extracelular facilitando a invasdo celular nos tecidos, também €& observado
em células mesenquimais (YEUNG; YANG, 2017) (Figura 3).
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Figura 3: Representagdo esquematica do programa de transicdo epitélio mesenquimal. A
inducdo da TEM pode acontecer a partir de diferentes estimulos. Esse programa envolve a
expressao dos fatores de transcricdo indutores de TEM (ZEB, SNAIL e TWIST), inibicdo da
expressdo de genes associados ao estado epitelial e ativagdo da expressdo de genes
associados ao estado mesenquimal. Essa regulacdo gera mudancas celulares importantes,
como desmontagem de juncdes celulares, com uma progressiva perda de caracteristicas
epiteliais e ganho de morfologia e caracteristicas mesenquimais, tornando-se méveis e com
capacidades invasivas (DONGRE; WEINBERG, 2019).

Essa plasticidade celular conferida pela TEM possui um papel relevante na
agressividade tumoral. Evidéncias tem apontado para o programa de TEM como uma
possivel causa para a capacidade de invasao celular adquirida pelas células tumorais,
facilitando sua motilidade, seu extravasamento do tumor primario e sua disseminacéo
na circulagédo, alcancando um novo sitio de estabelecimento, suportando assim, a
metastase (MITTAL, 2018).

A TEM também esta envolvida com a aquisicdo do perfil de células-tronco

tumorais (CSC). De acordo com a literatura, uma pequena subpopulacéo infiltrada no
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tumor possui caracteristicas de células indiferenciadas, com alta habilidade
oncogénica, resisténcia a morte celular e alta capacidade regenerativa
(WEIDENFELD; BARKAN, 2018). A presenca dessas células apresenta um desafio
no tratamento clinico, devido a resisténcia a quimioterapia e radioterapia, recorréncia
do tumor e metastase (LUTTICH et al., 2021).

No cancer de mama, marcadores associados as CSC foram estabelecidos para
identificacdo dessa subpopulacdo, como a glicoproteina de superficie CD44, o
transdutor de sinal CD24 e a enzima aldeido desidrogenase 1 - ALDH1 (DA CRUZ
PAULA; LOPES, 2017; WALCHER; et al., 2020). Em tumores de mama triplo negativo,
0s tecidos tumorais apresentam alta expressdo de ALDH1 e CD44 e auséncia de
expressdo de CD24 (PARK et al., 2019), semelhante ao perfil de linhagens celulares
experimentais, como a MDA-MB-231. Em contrapartida, linhagens luminais, MCF-7
por exemplo, apresentam um perfil de expressdo CD24*/CD44  (FILLMORE;
KUPERWASSER, 2008).

1.11. Trombose e cancer

A trombose é a formacdo de um coagulo dentro de um vaso sanguineo,
podendo ocluir total ou parcialmente a circulagdo. Como consequéncia dessa
obstrucdo, ha uma restricdo ao fornecimento de nutrientes e oxigénio em tecidos e
orgaos. Grandes coagulos oclusivos (trombos) podem se quebrar e formar trombos
secundarios em locais distais; esse processo de trombose seguido por embolia é
denominado tromboembolismo venoso (TEV) (MACKMAN, 2008). O TEV pode
ocorrer por diferentes fatores, sendo uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em todo o mundo. Por ano, 2 a cada 1.000 pessoas apresentam um
evento trombotico, e essa incidéncia aumenta ainda mais quando se avalia somente
individuos com mais de 55 anos, nesse grupo 0s numeros chegam a 1 evento por 100

pessoas no mesmo periodo (NAESS et al., 2007).

Virchow formulou, no século XVIII, sua famosa triade, na qual, os trés fatores
principais para explicar a patogénese do TEV incluem: 1) dano a parede interna do

vaso sanguineo, 2) estase do fluxo sanguineo e 3) a presenca de um estado
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hipercoagulavel por alteracdes da composicao do sangue. O risco aumentado de TEV
em pacientes com cancer é resultado do tumor e de fatores relacionados ao
paciente. A ruptura de um ou mais componentes da triade de Virchow, pelos fatores
associados a malignidade, aumenta chance de um evento tromboético nesses
pacientes. Assim, a triade de Virchow serve como estrutura para construir uma

compreensao da hipercoagulabilidade sanguinea no cancer (LEIVA et al., 2020)

A relacdo entre cancer e trombose é conhecida desde 1865, quando Armand
Trousseau descreveu pela primeira vez uma associacgao clinica entre trombose e um
cancer ainda nao diagnosticado (FALANGA et al., 2013). A trombose associada ao
cancer é uma das principais causas de morbidade e mortalidade em pacientes com
malignidade. O tromboembolismo é a 22 causa de morte em pacientes com cancer,
sendo a complicacao trombadtica mais comum o tromboembolismo venoso. Além dos
fatores de risco individuais relacionados ao paciente, os fatores de risco relacionados
ao tumor, como tipo de tumor, estagio e grau do tumor, e 0s tratamentos anticancer
administrados também contribuem para o aumento do risco de TEV (NG; CARRIER,
2019).

As alteracdes hemostéaticas podem ser originadas por diferentes fatores, mas
as vias biologicas provavelmente desempenham um importante papel na patogénese
relacionada ao cancer. As células tumorais podem ativar o sistema de coagulagéo por
meio da expressdo de proteinas pro-coagulantes, exposicdo de lipideos proé-
coagulantes, liberacao de citocinas inflamatérias e microvesiculas, dentre outros, mas
o TF é o pro-coagulante tumoral mais bem caracterizado (FALANGA et al., 2009). O
TF € superexpresso em diferentes neoplasias, e esse aumento na expressao de TF
tumoral esta associado a mau progndéstico em muitos tipos de cancer, incluindo cancer
de mama, prostata, colorretal e pancreéatico (HISADA; MACKMAN, 2019).

1.12. Fator tecidual

O fator tecidual (TF) € uma glicoproteina transmembranar de 47 kDa que
desempenha importante papel na homeostase, funcionando como o ativador primario
da via extrinseca da cascata de coagulacdo. O TF apresenta alta afinidade pelos

fatores FVII e FVlla e funciona como um cofator, estabilizando o FVIla na membrana
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plasmatica, o que permite a interacdo ideal com seus substratos, o FIX e o FX (RAO;
PENDURTHI, 2012). E expresso constitutivamente nos espacos subendoteliais e na
adventicia, tendo um importante papel como um dos inicializadores da cascata de
coagulacdo, mas também é abundantemente expresso em 0Orgdos altamente
vascularizados, como cérebro, pulmdes, placenta, coragdo e rim (JSTERUD;
BJJRKLID, 2006).

Didaticamente, a cascata de coagulacdo pode ser ativada por duas diferentes
vias. Uma delas é denominada via extrinseca, quando a partir de uma lesao no
endotélio ocorre a exposicdo do TF a corrente sanguinea. Essa proteina vai atuar
como um cofator para o fator VIl no plasma, ativando-o em fator Vlla. Posteriormente,
TF se liga ao fator Vlla, formando um heterodimero capaz de clivar e ativar o fator X
em fator Xa. O segundo caminho de ativacdo é a chamada via intrinseca ou via de
contato, quando o fator Xl é ativado pelo fator Xll a partir da intera¢cdo com moléculas
de carga negativa, como por exemplo o polifosfato ou o coldgeno. Apds uma cascata
de eventos, a via intrinseca também culminara na clivagem e ativagcao do fator X,
seguindo a partir de entdo uma sequéncia de eventos comuns a ambas as vias e
finalizando com a formacéo de uma rede de fibrina e a formacgéo do chamado ‘coagulo’
(JIN; GOPINATH, 2016).

Além de suas funcdes extracelulares, o complexo TF/Vlla também é capaz de
promover eventos de sinalizacao intracelular. O complexo binario TF/FVlla é capaz
de clivar um receptor acoplado a proteina G denominado Receptor Ativado por
Protease (PAR), especificamente o receptor PAR2. Além disso, o complexo TF/Vila
pode interagir com o FXa, possibilitando a formacdo de um complexo terciario que é
capaz de levar a ativacdo de PAR-1 e PAR-2. Os receptores PAR transmitem sinais
intracelulares relacionados a uma gama de fenémenos fisiol6gicos e patoldgicos,
incluindo o cancer (HAMILTON; TREJO, 2017) (Figura 4). Neste contexto, essa via de
sinalizacao tem sido relacionada a diferentes etapas da progresséo tumoral, incluindo
a metastase. O bloqueio farmacolégico de TF, incluindo o uso de anticorpos capazes
de bloquear seu papel pré-coagulante ou na sinalizacdo celular tem sido proposto

como um importante alvo terapéutico (TEPLYAKOV et al., 2018).
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Figura 4: Sinalizacdo induzida pelo complexo TF/FVlla regula fatores relacionados a
angiogénese, sobrevivéncia e migracgao celular. O complexo TF / FVlla, via PAR2, induz a
ativacdo dos principais membros da familia das proteinas quinases ativadas por mitdgenos
(MAPK), PI3 quinase (PI3K) e Rho GTPases, necessarios para importantes eventos celulares
como sobrevivéncia e mobilidade (VAN DEN BERG et al., 2012)

Evidéncias mostram que a expressdo do TF é regulada positivamente durante
a TEM, fornecendo as células tumorais propriedades coagulantes aumentadas, que
facilitam as etapas iniciais de sua colonizacdo metastatica. Ao reprimir os fatores
transcricionais relacionados a TEM, como Zebl e Snail, a atividade coagulante
mediada por TF se mostrou reduzida na linhagem MDA-MB-231 (BOURCY et al.,
2016).

Um estudo conduzido por nosso grupo (MARTINS-CARDOSO et al. 2020),
demonstrou que as NETs promovem um perfil metastatico em células de carcinoma
mamario através da ativacdo de TEM. Diante desses achados, é valido pensar que as
NETs poderiam também modular a expressdo de TF, através da interagdo com o
programa de TEM, aumentando a atividade de coagulacdo das células tumorais e,
possivelmente, a sua agressividade. Este foi o objeto de investigacdo deste estudo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a capacidade de NETSs isoladas em modular o fendtipo pro-coagulante de

células de cancer de mama humano.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar se as NETs regulam a expressdo de TF em células de cancer de mama

humano;

e Avaliar o fenétipo pré-coagulante de células de céncer de mama humano

modulado pelas NETS;

e Avaliar se a sinalizacdo induzida por TF modula a expressao de CD44 e de

citocinas pro-inflamatorias;
e Analisar se existe uma correlagéo entre a expressao do gene F3/TF com genes
de assinatura neutrofilica ou genes associados a TEM, utilizando dados de

transcriptoma de pacientes com cancer de mama depositados no TCGA,;

e Avaliar possiveis vias de modulacdo da expresséo de TF por NETSs.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Cultura de células

As linhagens celulares de adenocarcinoma de mama humano MCF-7 (SOULE
etal., 1973) e T-47D (KEYDAR et al., 1979) representam a condi¢&o A luminal (ER 7,
PR * e HERZ2 ). Eles sdo dependentes de hormonios e detém varias caracteristicas
essenciais especificas do epitélio mamario, sendo consideradas linhagens de baixa
agressividade (Holliday and Speirs, 2011). As células foram cultivadas em meio de
cultura DMEM alta glicose (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Thermo Fisher
Scientific) suplementado com 2,4 g/L de HEPES (Sigma), 3,7 g/L de bicarbonato de
sédio, 100.000 U/L de penicilina, 100 mg/L de estreptomicina (Thermo Fisher
Scientific), 10 % de soro fetal bovino - SFB (Cultilab) e mantidas mantidas a 37 °C com
5 % de CO2. Para manutencao, as células eram repicadas apds atingirem 80 % de
confluéncia e para dissociacdo foi utilizado 0,25 % tripsina/EDTA, seguido de

centirfugacéo a 1500 rpm por 5 min.

3.2 Isolamento de neutréfilos

As amostras de sangue periférico foram coletadas de doadores saudaveis, com
100 mM citrato de sédio na proporc¢ao 1:10 (v/v). O projeto foi submetido e aprovado
pelo comité de ética e pesquisa do Hospital Clementino Fraga Filho/UFRJ sob nimero
de registro 82933518.0.0000.525 para captacéao dos doadores e coleta das amostras.
Todo o procedimento foi realizado com instrumentos e solucdes estéreis, para diminuir

0 risco de possiveis contaminantes como endotoxinas bacterianas ou LPS.

O sangue venoso total obtido foi cuidadosamente transferido para tubos
conicos contendo Ficoll Histopaque (Sigma Aldrich) na proporgéo de 2:1 (v/v). Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 400 g por 30 minutos a temperatura ambiente,
para que um gradiente de densidade fosse formado e camadas contendo diferentes
tipos celulares fossem formadas. Primeiramente, as células mononucleares do
sangue periférico foram removidas e desprezadas com o auxilio de uma pipeta e, em

seguida, todo o plasma sanguineo restante também foi retirado.
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A camada contendo os neutroéfilos foi transferida para um tubo cénico, uma
solugcdo ACK (155 mM NH4Cl, 10 mM KHCOs, 0,1 mM EDTA, pH 7,4) foi adicionada
até completar 50 mL para remogéao dos eritrécitos por lise hipotdnica e, por no minimo
5 minutos, foi suavemente homogeneizada. Em seguida, os tubos contendo
neutroéfilos foram centrifugados a 400 g, por 10 minutos, a 4 °C. O processo de lise
citado acima foi repetido e novamente o tubo foi centrifugado. O precipitado contendo
os neutrofilos foi lavado em PBS, centrifugado a 400 g, por 10 minutos, a 4 °C e
cuidadosamente ressuspendido em meio RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific) sem
adicao de soro fetal bovino. Os neutrofilos foram contados em camara de neubauer e
a suspensdo foi ajustada para 1 x 107 neutréfilos/mL. O grau de pureza (> 90%) e
viabilidade (> 90%) dos neutrdfilos obtidos foram mensurados através da coloragéo
com azul de metileno e azul de Trypan, respectivamente (NAJMEH et al., 2015).

3.3. Geracgéo e isolamento de NETs

Os neutrdfilos isolados (1 x 107 células/mL) foram transferidos para placa de
petri estéril e incubados com 500 nM de PMA (Sigma Aldrich), por 3 horas, a 37 °C e
5 % CO2. Em seguida, o meio foi cuidadosamente removido para preservar a camada
formada no fundo da placa. Em seguida, o conteldo restante na placa foi
ressupendido em PBS estéril gelado e centrifugado a 400 g, por 10 minutos, a 4 °C
para remover os detritos celulares. O sobrenadante foi transferido para tubos de 1,5
mL e centrifugados novamente a 18.000 g, por 10 minutos, a 4 °C. O precipitado obtido
foi ressuspendido em PBS estéril ( entre 50 pL e 100 pL, de acordo com o volume do
pellet obtido). Para quantificar as NETs isoladas, foi utilizado o espectrofotdmetro
NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific). Foi utilizado 1 pL da amostra obtida para
determinacao da concentracdo de DNA por absorbancia a 260 nm (NAJMEH et al.,
2015). As NETSs geradas foram utilizadas em seguida ou armazenadas a 4 °C por, no

maximo, 24 h .
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3.4. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

As linhagens celulares foram cultivadas (5 x 10° células por poco) em placas
de 6 pocos por 24 h, a37 °C e 5% CO2, em 1 mL de meio DMEM alta glicose contendo
10% de soro fetal bovino. Posteriormente, o meio foi removido, as células foram
lavadas duas vezes com PBS estéril e incubadas com 1 mL de meio DMEM sem soro,
por 8 a 10 h, a 37 °C e 5% CO2. Em seguida, as células foram tratadas com 500 ng/mL
de NETs por 16 h, a 37 °C em 5% CO2. Em alguns casos, apés o periodo de starving,
as células foram tratadas com inibidores comerciais 1 h antes da adicdo de NETSs:
TF9-10H10 (50 pug/mL, anticorpo anti-TF mAb, Sigma-Aldrich, USA) PD98059 (50 uM,
inibidor de MEK, Sigma-Aldrich, USA), SP600125 (50 uM, inibidor de iIJNK, Sigma-
Aldrich, USA), PD153035 (0,1 pM, inibidor intracelular do receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), Calbiochem, USA), SB03580 (10 uM, inibidor p38,
Sigma-Aldrich, USA), elastase inhibitor Ill (10 uM, inibidor de elastase, Calbiochem,
USA) e LY294002 (25 uM, inibidor de PI3K, Sigma-Aldrich, USA). As células foram
lavadas duas vezes com PBS e, em seguida, 500 pL de TRIzol (Thermo Fisher
Scientific) foi adicionado a cada poco e transferidas para tubos de 1,5 mL livres de
RNA. Foi adicionado 100 pL de cloroférmio (Vetec) nas amostras com TRIZol,
homogeneizado e incubado por 3 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 12000 g, por 15 min, a 4 °C e o sobrenadante (fase
aguosa) foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL. Foram adicionados 250 pL de
isopropanol (Vetec), foi feita uma incubac&o por 10 min a temperatura ambiente e
novamente as amostras foram centrifugadas a 12000 g, por 10 min, a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado cuidadosamente e 1 mL de etanol 75 % foi adicionado e
os tubos foram centrifugados a 9000 g, por 7 min, a 4 °C. O sobrenadante foi retirado
e o pellet foi deixado aberto, por, pelo menos, 15 min, para secagem total das
amostras. O RNA extraido foi ressuspenso em 20 pL de agua DEPC (Life Invitrogen)
e os tubos foram colocados num termobloco por 10 min a 56 °C. O RNA foi
guantificado através de sua absorbancia no comprimento de onda de 260 nm em um
espectrofotometro NanoDrop Lite. A qualidade do RNA foi avaliada através da razao
entre as absorbancias de 260/280 nm, para avaliar a contaminagao proteica. A
qualidade do RNA foi considerada boa quando o valor da razéo foi superior a 1,8.
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Para minimizar uma possivel contaminacdo do RNA com DNA gendmico, as
amostras foram tratadas com DNase (ThermoFisher). Em um tubo de 0,2 mL, 1 pg
de RNA por amostra foi adicionado juntamente com 1 uL de DNase |, 1 yL de Tampéo
DNase | uL e &gua DEPC g.s.p. 10 uL, seguida por incubac¢éo em termociclador (Veriti
96 pocos, Applied Biosystems) por 30 min a 37 °C. Apoés, 1 uL de EDTA (50 mM
ThermoFisher) foi adicionado por microtubo e incubado por 10 min a 65 °C. A patrtir
dai, foi adicionado o kit de transcri¢éo reversa seguindo a recomendacao do fabricante
Applied Biosystems para sintese de cDNA.

3.5. gRT-PCR em tempo real

Para a reacdo de gRT-PCR, utilizou-se mix de reacdo com volume final de 10
puL de composto por tampéao (20 mM Tris, 50 mM KCI, 5 mM MgClz; pH 8,0), SYBR®
Green | 1x (Sigma), Reference dye for quantitative PCR1x (Sigma), dNTPs (200 nM
cada) e 5 U/uL da enzima JumpStart™ Taq DNA Polymerase (Sigma). Ao mix de
reacdo também foi adicionado cDNA diluido 10 vezes e 400 nM de oligonucleotideos.
As reacdes foram realizadas no equipamento StepOnePlus Real Time PCR (Applied
Biosystems) e analisadas no programa StepOne (Applied Biosystems). Para
normalizagdo da expressdo génica, utlizou-se o gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) como gene enddgeno e aplicou-se a férmula 2724C,

Tabela 3: Informagéo sobre os primers usados nos experimentos de gPCR

Gene Foward Reverse
GAPDH 5- TGCACCACCAACTGCTTAGG -3’ 5- GGCATGGACTGTGGTCATGAG -3’
F3 5- CAGGCACTACAAATACTGTGG -3’ 5- TGTAGACTTGATTGACGGGTT -3’
CD44 5- GGAGCAGCACTTCAGGAGGTTAC -3° 5- GGAATGTGTCTTGGTCTCTGGTAGC -3’
CXCLS8 5- CTGGACCCCAAGGAAAACTG -3 5- GAATTCTCAGCCCTCTTCAAAAAC -3’
IL6 5- TACCCCAGGAGAAGATTCC - 3 5-TTTTCTGCCAGTGCCTCTTT -3’
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3.6. Citometria de fluxo

Foram plagueadas 1 x 108 células em garrafas de cultura de 25 cm? com meio
DMEM alta glicose contendo 10 % de soro fetal bovino e incubadas por 24 h, a 37 °C
e 5 % CO2. Apos esse periodo as células foram lavadas duas vezes com PBS estéril
e incubadas por mais 8 a 10 h com meio DMEM alta glicose sem soro. O meio foi
trocado e as células tratadas com 500 ng/mL de NETs por 16 h. As células entdo
foram cuidadosamente lavadas com PBS estéril, dissociadas com 0,25 %
tripsina/EDTA, contadas na camara de neubauer e fixadas em PBS contendo PFA 4
%. Em seguida foram lavadas e ressuspensas em HT buffer (10 mM HEPES, 137 mM
NaCl, 2,8 mM KCI, 1 mM MgCl2.6H20, 12 mM NaHCOs, 0,4 mM Na2HPO4, 5,5 mM
glicose, 0,35 % BSA, pH 7,4), incubadas com o anticorpo anti-TF conjugado a PE
(HTF-1, BD Pharmingen) por 30 min, a temperatura ambiente, e fixadas novamente
em PBS contendo PFA 4 %. Um citdmetro de fluxo (BD FACSCalibur) foi usado para
adquirir 10.000 eventos, e os dados foram posteriormente analisados usando o
software FlowJo (BD Biosciences).

3.7. Ensaio de coagulacgéo in vitro

Foram plagueadas 1 x 108 células em garrafas de cultura de 25 cm? com meio
DMEM alta glicose contendo 10 % de soro fetal bovino e incubadas por 24 h, a 37 °C,
em 5 % CO:2. Apés este periodo, as células foram lavadas duas vezes com PBS estéril
e incubadas por mais 8 a 10 h com meio DMEM alta glicose sem soro. O meio foi
trocado e as células tratadas com 500 ng/mL de NETs por 16 h. As células entéo
foram cuidadosamente lavadas com PBS estéril, dissociadas com 0,25 %
tripsina/EDTA, contadas na cAmara de neubauer e ressuspensas em PBS. A atividade
pré-coagulante das células tratadas com NETSs foi avaliada por meio do ensaio de
recalcificacéo utilizando plasma pobre em plaquetas (PPP). 50 pL de células em PBS,
em diferentes concentra¢des, foram incubados com 50 uL de PPP humano contendo
citrato de sodio 3,8 % diluido 1:9 (v/v). Apos incubacéo de 1 min a 37 °C, 100 pL de
25 mM CacCl2 foram adicionados, e os tempos de coagulacao foram monitorados em

um Coagulémetro KC-4 (Amelung Ltd, Diagnostic Grifols).
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3.8. Analises de expressao génica por bioinformatica

Para realizar a analise de expresséo de genes relacionados a neutrofilos e TF
utilizou-se dados de RNAseq de 1100 pacientes com cancer de mama depositados
no repositdrio The Cancer Genome Atlas - TCGA (TOMCZAK et al., 2015).Para
analise de correlacdo entre os genes de assinatura neutrofilica, fator tissular e os
genes pré-tumorais, utilizou-se a plataforma cBioPortal (https://www.cbioportal.org/),
cujos graficos e os coeficientes de Spearman, juntamente com o valor estatistico, sdo
fornecidos pela plataforma (CERAMI et al., 2012; GAO et al., 2013). Para refinar a
analise de co-expressdo (génica, utlizou-se a ferramenta GEPIA 2
(http://gepia2.cancer-pku.cn/) a fim de gerar analises de correlagdo entre os genes
alvo e um subset de genes de assinatura neutrofilica (DEFA4, DEFA1B, MMPS,
CEACAMG6, CEACAMS, LTF, MPO e ARGL1). A partir da andlise destes dados, gerou-

se as tabelas das correlacdes génicas apresentadas adiante.

3.9. Analise estatistica

O software de andlise utilizado foi o GraphPad Prism 5 (GraphPad Software,
San Diego, CA, EUA). Os dados representados nos graficos informam a média de
pelo menos trés experimentos independentes + desvio padrdo. Nos ensaios de gRT-
PCR quantitativo, citometria de fluxo e ensaio de migracao, o teste t ndo pareado foi
aplicado para determinar a diferenca estatistica entre células MCF-7 tratadas ou ndo
com NETs. No ensaio de RT-PCR quantitativo utilizou-se o teste ANOVA Tukey. As
correlacdes dos valores de RNA-seq (FPKM) obtidos pelo TCGA foram analisadas
estatisticamente pelo método do Teste de Spearman nao paramétrico. Os resultados
foram considerados estatisticamente significativos quando o valor de p < 0,05.

30



4. RESULTADOS

4.1. NETs induzem a expressao do gene F3 (TF) em linhagem

de cancer de mama

Nosso grupo demonstrou recentemente que o tratamento com NETSs induz
alteracdes morfolégicas caracteristicas do processo de TEM na linhagem MCF-7
(MARTINS-CARDOSO et al., 2020). Também se observou um aumento na expressao
de transcritos como ZEB1 (ZEB1) e SNAIL (SNAI1l), do marcador mesenquimal
fibronectina, e uma diminuicdo do marcador epitelial E-caderina. Diante dessas
alteracdes induzidas pelo tratamento com NETS, avaliou-se a regulagéo da expressao
de TF em duas linhagens de cancer de mama ndo metastaticas. A partir de analises
guantitativas por gPCR, foi observado um aumento significativo da expresséo de TF
na linhagem MCF-7 apds 16 h de tratamento com NETs. Os niveis de mRNA de TF
foram cerca de duas vezes maiores nas células MCF-7 tratadas com NETs do que
nas ceélulas ndo tratadas, como visto na figura 5a. No entanto, a regulacdo da
expressado génica de TF nao foi observada na linhagem T-47D mediante a incubacéo
com NETs (Figura 5b).
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Figura 5. Avaliacdo da expresséo de TF em linhagens de cancer de mama tratadas com
NETSs. As células foram cultivadas por 16 h na presenca de NETs (500 ng/mL). Os niveis de
expressao de mRNAs TF foram avaliados por qRT-PCR e GAPDH foi usado como gene de
referéncia. (a) linhagem MCF-7 e (b) linhagem T-47D. Os valores representam a média +
desvio padrdo de 3 experimentos independentes. A andlise estatistica foi realizada usando o
teste t ndo pareado. n.s., sem significancia e *** p <0,001
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4.2. NETs induzem a expressdo da proteina TF na linhagem
MCF-7.

A relagao entre o aumento da expresséo do TF e uma maior agressividade do
tumor j& € bem estabelecida. Essa correlacdo entre pior prognostico ou reincidéncia
do cancer com maiores niveis do TF também ja foi descrita em diversos tipos de
carcinoma, incluindo o cancer de mama (RUF et al., 2010). Para confirmar o aumento
da expresséo proteica de TF nas linhagens MCF-7 e T-47D tratadas com NETS,
realizamos ensaios de citometria de fluxo ap6s incubacdo com anticorpo anti-TF.
Corroborando com os resultados obtidos na analise por PCR em tempo real,
observamos um aumento significativo na expressao de TF nas células MCF-7 tratada
com NETs, se comparado ao controle (Figura 6a). A mesma tendéncia de aumento
de RNAm, observada anteriormente, foi verificada na analise de citometria de fluxo
com a linhagem T-47D (Figura 6b), mas esta nao foi estatisticamente relevante. Diante
dos resultados obtidos até entdo, os experimentos foram prosseguidos somente com

a linhagem MCF-7.
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Figura 6: Andlise por citometria de fluxo da expressao de TF nas linhagens MCF-7 e T-
47D tratadas com NETSs. As células foram cultivadas por 16 h com NETs (500 ng/mL), fixadas
e incubadas com anticorpo anti-TF conjugado a PE (a) Percentual de células da linhagem
MCF-7 tratadas com NETs TF*; (b) Percentual de células da linhagem T-47D tratadas com
NETs TF*. Teste t ndo pareado foi aplicado para andlise estatistica. A significancia foi
assumida para * p <0,05.
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4.3. MCF-7 tratada com NETs apresenta um fendtipo pro-

coagulante

J& é bem descrito que algumas linhagens tumorais expressam TF e que isso
contribui para um efeito de coagulacao do plasma in vitro (KIRSZBERG et al., 2009;
FERNANDES et al., 2006). Diante disso, avaliamos se a linhagem MCF-7 tratada com

NETs adquire um fendétipo pré-coagulante.

Para determinar essa propriedade, um ensaio de coagulagédo do plasma foi
realizado. Ao adicionar as células MCF-7 tratadas com NETs observou-se uma
diminuicdo no tempo de formacédo da rede de fibrina, se comparado com as células
nao tratadas. Essa diferenca no tempo de coagulagdo entre 0s grupos se mostrou
dependente da quantidade de células adicionadas, uma vez que a suspensao
contendo 10° células/mL (Figura 7a) apresentou maior atividade pré-coagulante do
que a suspensdo com 10* células/mL (Figura 7b). Em acordo com a maior expressao
de TF, as células tratadas com as NETs apresentaram também uma maior atividade

pré-coagulante.
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Figura 7. Células MCF-7 tratadas com NETs aceleram a coagulacao do plasma humano.
O plasma pobre em plaquetas foi incubado com suspensao de células MCF-7 tratadas ou n&o
com NETs em trés diferentes concentragdes: (a) 10° células, (b) 10* células e (c) 10° células
e a reacdo foi iniciada com CaCl,. A analise estatistica foi realizada usando o teste t n&do
pareado com base nos resultados de trés experimentos independentes. n.s., sem significancia
**p <0,01 e *** p <0,001
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4.4. Ainibicdo da sinalizag&o induzida por TF altera o efeito de
NETs nalinhagem MCF-7

Além do efeito pré-coagulante, o TF pode promover uma série de fendbmenos
pré-tumorais por meio de sinalizacdo celular mediada ou ndo pelo receptor PAR2
(ZELAYA et al., 2018). Para avaliar o papel da sinalizacdo induzida pelo TF no
programa de TEM promovido pelas NETSs, utilizamos o anticorpo monoclonal 10H10.
O 10H10 bloqueia especificamente a sinalizacdo celular mediada pelo complexo
binario TF:FVIla, sem inibir significativamente a sua atividade pré-coagulante
(AHAMED et al., 2006). Diante disso, avaliou-se o0 impacto da inibicdo de TF na
expressdo de CD44 (um importante marcador de célula tronco tumoral) (Figura 8a),
CXCLS8 (Figura 8b) e IL6 (citocinas pro-inflamatérias relacionadas a TEM) (Figura 8c).
Com as andlises obtidas por qRT-PCR, observou-se um aumento significativo na
expressdo de CD44 e da citocina CXCL8 apos o tratamento da linhagem MCF-7 com
NETs. No entanto, quando utilizado o anticorpo anti-TF, antes do tratamento das
células com NETSs, observou-se uma inibicdo da expressao de CD44 e CXCL8 para
niveis quase basais. Mesmo sem apresentar poder estatistico, € possivel observar
uma tendéncia a inibicdo da expressao de IL6 quando utilizado o anti-TF 10H10 junto

ao tratamento com as NETSs.
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Figura 8: Inibi¢c&o da sinalizac&o induzida por TF nalinhagem MCF-7 tratada com NETSs.
As células foram pré-incubadas com anticorpo anti-TF 10H10, 60 minutos antes do tratamento
com as NETs. Em seguida, as células foram tratadas com 500 ng/mL de NETs por 16 h. Os
niveis de expressdo dos mRNAs do oncogene CD44 (a) e de genes de citocinas inflamatérias
CXCL8 (b) e IL6 (c) foram avaliados por gqRT-PCR e GAPDH foi usado como gene de
referéncia. Os valores representam a média = desvio padrdo de 4 experimentos
independentes; * p <0,05 e ** p <0,01
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4.5. Andlise in silico da correlagdo entre os marcadores

génicos de neutroéfilos, TF e genes relacionados a TEM

Para correlacionar os nossos achados in vitro com amostras clinicas, anélises
in silico foram feitas utilizando dados de transcriptoma de pacientes com cancer de
mama, depositados no repositério The Cancer Genome Atlas — TCGA

(www.cancer.gov). Para essas analises, utilizou-se um grupo de genes relacionados

aos neutroéfilos, aqui denominado de assinatura neutrofilica. Essa assinatura foi
identificada a partir de um estudo com pacientes portadores de llpus eritematoso
sistémico com nefrite ativa, que mostrou que ha uma correlacdo entre os niveis de
RNA desses genes relacionados aos neutrofilos e a proporcdo de neutréfilos no
sangue periférico (WITHER et al., 2018). O grupo de 8 genes que utilizamos para essa
assinatura foi DEFA4, DEFA1B, MMP8, CEACAM6, CEACAMS, LTF, MPO e ARG1.

Os dados das andlises de expressdo génica foram gerados a partir da

plataforma Gepia2 (http://gepia2.cancer-pku.cn/), uma vez que ela nos permite reunir

todos os genes relacionados a neutréfilos em uma Unica analise simultdnea e
correlacionar com o gene-alvo (F3). Essa analise foi feita a partir de 1085 amostras
de cancer de mama humano do TCGA e os valores de RNA-seq foram analisados
pelo teste estatistico de Spearman. Observamos uma correlacao positiva (R=0,28, p
< 0,0001) entre a expressao dos genes de assinatura neutrofilica e a expressao do
gene F3 em pacientes com cancer de mama (Figura 9). Portanto, nossos resultados
sugerem que os neutroéfilos, através da liberacdo de NETSs, sdo capazes de modular

positivamente a expresséo de TF no cancer mama.
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Figura 9. Andlise da correlagdo entre os genes relacionados a neutrofilos e o gene que
codifica o TF (F3) em amostras de pacientes com cancer de mama. Dado gerado a partir
da plataforma Gepia 2 usando 1.085 amostras de cancer de mama humano do TCGA,
utilizando os dados de transcriptémica (RNA-seq) depositados. O teste estatistico utilizado foi
a correlagéo de Spearman; r = 0,28, p < 0,0001.

Recentemente, nosso grupo ja havia demonstrado uma analise
correlacionando cada gene de assinatura neutrofilica com alguns genes relacionados
a TEM como CD44, CD24, SNAI1, ZEB1, CDH1 (E-caderina), CDH2 (N-caderina),
CTNNBL1 (B-catenina), em amostras de RNA-seq de pacientes com cancer de mama,
observando uma correlacéo positiva entre os genes de assinatura de neutrofilos com
os genes Snail (SNAIL) e B-catenina (CTNNB1) e uma correlacao negativa com a E-
caderina (CDH1). Diante disso, analisamos a correlacdo do gene TF (F3) com alguns
genes relacionados ao processo de TEM (Tabela 4). Com essa analise, foi possivel
verificar uma correlagdo positiva entre a expressdo génica de TF e de genes
relacionados a TEM, como o CD44, ZEB1, Fibronectina, N-caderina e B-catenina
ALDHL1. Além disso, observamos uma correlacdo negativa entre a expressao de TF e

a expressao génica de E-caderina.
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Tabela 4: Andlise através do Gepia2 de correlacdo entre genes da assinatura neutrofilica,
genes relacionados com TEM e gene F3 em amostras de pacientes com cancer de mama
depositadas no TCGA. As correlagdes dos valores de RNA-seq foram analisadas
estatisticamente pelo método do Teste de Spearman ndo paramétrico. Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando o valor de p < 0,05.

r = coeficiente de CD44 CD24 Snail ZEB1 E-caderina | Fibronectina| N-caderina | B-catenina Aldhl TF
correlagéo (CD44) (CD24) (SNAIL) (ZEB1) (CDH1) (FN1) (CDH2) | (CTNNB1) | (ALDH1) (F3)
TF
F3) r=0,21 r=0,0031 | r=0,0016 r=0,44 r=-0,11 r=0,.2 r=0,17 r=0,32 r=0,35
Genes de Assinatura | _ o515 | r=0024 | r=0086 | r=02 | r=0019 | r=011 | r=0019 | r=022 | r=019 | r=021
Neutrofilica

Corelacgdo Positiva Correlagdo Negativa Sem correlagao

4.6. Analise das vias envolvidas no aumento da expressao de
TF por NETs

Por se tratar de uma estrutura de DNA decorada com diversas proteinas
(RADA, 2019), as NETs tém sido implicadas em diferentes vias de sinalizagdo celular
(NIE et al., 2019). Buscando compreender os mecanismos moleculares envolvidos na
regulacdo da expressdo de TF induzida pelas NETSs, avaliamos a participacdo de

algumas vias de sinalizacao intracelular com a utilizac&o de inibidores farmacolégicos.

Inicialmente, nds avaliamos a via de sinalizacdo das MAPK. Observou-se que
a inibicdo de MEK por PD98059 reverteu eficientemente a expressao génica de TF
promovida pelas NETSs (Figura 10a). O mesmo perfil inibitério de TF nao foi observado
ao inibir EGFR por PD153035 e PI3K por LY294002 (Figura 10b e 10c,

respectivamente).

O tratamento de MCF-7 com NETs na presenca de SP600125, inibidor
comercial de JNK, também atenuou o aumento da transcricdo de TF modulada pelas
NETSs (figura 10d). Este efeito regulatdrio de expressao de TF nao foi observado em

ensaios realizados na presenca de SB03580, inibidor da via de p38 (figura 10e).

Por fim, avaliamos o papel de um dos componentes das NETs, a NE, uma das
proteinas com atividade enzimética presentes nas NETSs (figura 10f). Com base nas
analises realizadas, o efeito de expressao de TF gerado pelas NETs foi atenuado em
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ensaios realizados na presenca de um inibidor comercial de elastase. Diante dos
resultados obtidos, pode-se concluir que as NETs modulam a expresséao de TF na
linhagem MCF-7 através de diferentes vias de sinalizacdo, sugerindo que mdultiplos

componentes interagem com as células tumorais.
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Figura 10: Analise da modulacéo da expressao de TF por vias de transducédo de sinal e
a participagao da NE. As células MCF-7 foram pré-incubadas com inibidores comerciais 60
min antes do tratamento com (a) 50 uM de inibidor MEK (PD98059), (b) 0,1 uM de inibidor de
EGFR (PD153035), (c) 25 uM de inibidor de PI3K (LY294002), (d) 50 uM de Inibidor de iJNK
(SP600125), (e) 10 uM de inibidor p38(SB03580) e (f) 10 uM de inibidor de elastase (elastase
inhibitor 111). Em seguida, as células foram tratadas com 500 ng/mL de NETs por 16 h. Os
niveis de expressdo de mRNA de F3/TF foram avaliados. Para andlise estatistica, o teste
Tukey ANOVA foi realizado com base nos resultados de trés experimentos independentes.
n.s., sem significancia * p <0,05 e ** p <0,01
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5. DISCUSSAO

Recentemente, tornou-se claro que o microambiente tumoral tem papel
importante no desenvolvimento do cancer, visto que ele proprio é uma das principais
fontes de fatores pro-tumorais. Dos tipos celulares ali presentes, os leucdcitos
parecem contribuir para diversas etapas da progressao tumoral. Dentre os leucécitos
presentes no microambiente tumoral, os neutréfilos tém recebido grande destaque nos
altimos anos (MASUCCI et al., 2019). No microambiente tumoral, a formacéo de NETs
desempenha importante papel pro-tumoral durante a progressdo da doenca.
Pacientes com cancer pancreatico, cancer colorretal, cancer de pulméao e cancer de
bexiga apresentaram um aumento no nivel de NETs no plasma em comparacao com
controles saudaveis, sugerindo que as NETs podem ser consideradas um potencial

marcador prognostico (WU et al., 2020).

A capacidade das células tumorais em promover a NETose e a relacdo dos
neutroéfilos associados ao tumor com a formacéo de NETs sdo cada vez mais descritas
na literatura. No entanto, a complexa composicdo das NETs, com fatores pro-
tumorais, DNA e proteases como catepsina G, NE e MMP-9, podem justificar o seu
potencial tumorigénico (MASUCCI et al.,, 2020). Nosso grupo demonstrou uma
importante correlacdo entre as NETs e TEM em células de cancer de mama.
Observamos que as NETs foram capazes de induzir a expressdo dos fatores
transcricionais e de citocinas pré-inflamatoérias, além de modular marcadores da TEM
e de células-tronco tumoral, apontando para um fenétipo mais agressivo nas células
de carcinoma mamario MCF-7 (MARTINS-CARDOSO et al.,, 2020). Estudos
posteriores corroboraram nossos achados, observando fenbmeno similar em cancer

gastrico (Zhu et al., 2021) e pancreético (Jin et al., 2021).

Em nosso trabalho, avaliamos a regulacdo da expressdo de TF nas linhagens
celulares MCF-7 e T-47D, a partir da TEM induzida pelas NETs (Figura 5). Nesse
modelo de indug&o, observamos um aumento maior que duas vezes na expressao de
TF somente na linhagem MCF-7. Bourcy et al., em 2016, compararam o nivel de TF
em duas linhagens de células tumorais de mama pouco agressivas (MCF-7 e T-47D)
com duas invasivas e TEM positivas (MDA-MB-231 e Hs578T). A analise mostrou que

a alta expressao de TF so foi observada nas linhagens TEM positivas, corroborando
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com nossos achados. Um estudo anterior ja havia demonstrado que a inducao de um
fendtipo semelhante a TEM, a partir do tratamento com EGF ou através do bloqueio
da E-caderina in vitro, foi capaz de induzir a expressao de TF em células de carcinoma
epidermoide humano, A431 (GARNIER et al., 2012). Ja, em 2017, um grupo do Reino
Unido mostrou que células T-47D resistentes ao anoikis (populacéo enriquecida com
CSC a partir de condicbes de cultura ndo aderente) apresentaram expressao
aumentada de TF em comparacédo com células cultivadas em cultura aderente. Esse
mesmo padrdo na expressdo de TF nédo foi observado nas células MCF-7 (SHAKER
et al., 2017).

Como a regido extracelular do TF exposto na superficie celular é determinante
para a coagulacdo, examinamos a expresséo do TF por citometria de fluxo em nossos
sistemas celulares. O mesmo aumento identificado na expressdo de mRNA na
linhagem MCF-7 foi observado a seguir nos niveis proteicos de TF (figura 6a). No
entanto, o mesmo perfil regulatério ndo foi observado na linhagem T-47D (Figura 6b),
onde observamos uma tendéncia de aumento de mRNA e de proteina na analise de
citometria de fluxo, mas essa nado foi estatisticamente relevante. Acreditamos que
diferencas moleculares entre as linhagens estudadas possam explicar essa diferenca
na resposta induzida entre elas. Mesmo ja sendo bem descrito que um dos fatores
indutores de CSC é a ativacdo do programa de TEM (WEIDENFELD; BARKAN, 2018),

a via que leva a expressao de TF ainda € desconhecida.

A superexpresséo de TF em associagdo a um outro modelo de TEM induzida
por fatores de crescimento (EGF e TGFB) foi observada em outras linhagens de
cancer de mama humano. Reforcando este eixo TEM-TF, também foi relatada a
modulacado da expressado de TF por dois fatores de transcricdo TEM bem conhecidos,
Zebl e Snail (BOURCY et al.,, 2016). Uma significativa inducdo desses mesmos
fatores transcricionais promotores da TEM, Zeb1 e Snail, gerada pelas NETs, também
foi observada pelo nosso grupo na linhagem MCF-7 (MARTINS-CARDOSO et al.,
2020).

O TF produzido pelas células tumorais pode ser considerado como um dos
principais fatores de inicializacéo da cascata de coagulacdo em pacientes com cancer.
O TF expresso por essas células pode ativar o fator VI, formando um complexo

formado pelo fator VIl e TF. Esse complexo € capaz de ativar o fator X, que ativado
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se liga ao fator Il para gerar trombina e, consequentemente, estimular a amplificacao
da cascata da coagulacdo (MUKAI; OKA, 2018). Da mesma forma, algumas linhagens
tumorais sado conhecidas por expressarem TF e isso contribui para um efeito de
coagulacado do plasma in vitro (KIRSZBERG et al., 2009). J& é bem descrito que a
linhagem celular de cancer de mama humano MDA-MB-231, conhecida pela sua
agressividade e potencial metastatico, expressa grandes quantidades de TF
(MCEACHRON; MACKMAN, 2009). Nosso grupo ja havia mostrado que o
silenciamento de TF nessa linhagem produz uma diminuig&o dréstica da sua atividade
pré-coagulante, com a perda da capacidade da célula MDA-MB-231 de acelerar o
tempo de coagulacdo (RONDON et al., 2018). Demonstramos que, em consonancia
com a maior expressao de TF induzida pelas NETSs, as células MCF-7 apresentaram
uma maior atividade pré-coagulante e essa atividade se mostrou dependente da

guantidade de células adicionadas (Figura 7).

Além de sua funcdo na hemostasia, evidéncias acumuladas tém sugerido que
o TF participa da regulacdo do crescimento tumoral, angiogénese e metastase. A
expressdo do TF nas células tumorais parece estar positivamente correlacionada com
0 estagio e a agressividade dos canceres de prostata, pulmdo, mama e colorretal
(ZHAO et al., 2009). Dentro do microambiente tumoral, o complexo de TF-Vlla também
é diretamente responsavel pela clivagem de PAR2. Em células tumorais, a sinalizacao
de TF-Vlla induz um repertorio diversificado de reguladores angiogénicos e citocinas
imunomoduladoras (VERSTEEG et al., 2008a). O complexo binario TF-FVlla tem um
papel na inducdo pré-angiogénica de IL-8 em um modelo de melanoma in vitro. O
dominio citoplasmatico do TF foi necessario para a inducao pré-angiogénica de IL-8,
consistente com a evidéncia in vivo para uma cooperacédo de PAR2 e sinalizac&o do
dominio citoplasmatico do TF na sinalizagdo celular promotora de
tumor (ROTHMEIER et al., 2017).

Martins-Cardoso observou que as células tratadas com NETS, expressam
citocinas pro-inflamatoérias também associadas a ativagdo de TEM. Na tentativa de
analisar a associacdo da influéncia de TF sobre potenciais ativadores de TEM,
utilizamos o anticorpo Mab-10H10, descrito por inibir potentemente a sinalizacao de
TF-Vlla-PAR2 de células cancerosas (VERSTEEG, et al, 2008b). Esse bloqueio da

sinalizacao de TF com Mab-10H10 levou a uma inibicdo da expresséao de CXCL8 para
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niveis quase basais (Figura 8b). No entanto, o bloqueio da sinalizacdo de TF néo
impactou a regulacdo da expressao de IL-6 pelas NETs, na linhagem MCF-7, o que

pode sugerir uma regulacéo independente da sinalizagao por TF.

Outro ponto também observado é o enriquecimento de uma populacédo de CSC
apresentando superexpressado de CD44* apos tratamento com as NETs. Populagcdes
de CSCs em cancer de mama com um fenotipo CD44*/CD24 tém sido associadas a
maior tolerabilidade & quimioterapia, terapia hormonal e radioterapia (ROTHMEIER et
al., 2018), além de maior potencial metastatico (LI et al.,, 2018). Evidéncias tem
apontado o TF como um potencial alvo terapéutico na superficie das CSCs. A co-
expressdo de CD44 e TF em subpopulacbes com maior agressividade tumoral
também tem sido observada na literatura (HU et al.,, 2017). Em nosso estudo, o
bloqueio da sinalizagdo de TF com Mab-10H10 levou a reducé@o da expressao de

CD44 aumentada pelas NETs (Figura 8a).

Utilizando modelo murino, tem-se observado que as células tumorais de mama
MDA-MB-231 e 4T1 séo capazes de recrutar neutrofilos para o microambiente tumoral
através de uma maior expressao de G-CSF (KOWANETZ et al., 2010). Neste modelo,
0 aumento no numero de neutrdfilos infiltrados no tumor aponta para maior formacéo
de NETs no microambiente tumoral, contribuindo para a progressao do tumor e para
o processo de metastase (PARK et al., 2016). Diante disso, utilizamos uma assinatura
génica de neutréfilos numa analise in silico para inferir a presenca de neutrofilos e,

consequentemente NETs no microambiente tumoral.

Os genes de assinatura neutrofilica foram determinados a partir de RNA de
pacientes com lUpus eritematoso sistémico isolado do sangue periférico total, gerando
um perfil transcriptbmico. Ao comparar 0s transcritos entre pacientes com e sem
nefrite lUpica, determinou-se quais eram os transcritos predominantes superexpressos

entre os grupos relacionados a neutréfilos (WITHER et al., 2018).

Neste trabalho, dados de transcriptoma de pacientes com cancer de mama
depositados no TCGA foram utilizados para avaliar a relevancia clinica desse modelo.
Inicialmente, utilizamos a plataforma Gepia 2, por ela permitir uma analise simultanea
da transcricdo/expressdo dos genes de assinatura neutrofilica com o gene F3 em

1085 amostras de pacientes com cancer de mama. Nessa primeira analise,
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conseguimos observar uma correlacdo positiva entre a expressdao de genes
relacionados a neutrofilos e a expressdo de TF em pacientes com cancer de mama

(Figura 9), o que pode sugerir a influéncia dos neutrofilos/NETs sobre o TF.

Martins-Cardoso et al. (2020) correlacionaram positivamente a expressao de
genes de assinatura neutrofilica e fatores pro-tumorais regulados in vitro apés o
tratamento com NETS, incluindo fatores pré-tumorais e fatores relacionados a TEM,
sugerindo a contribuicdo dos neutrofilos no processo de TEM (MARTINS-CARDOSO
et al., 2020). Com base nisso, analisamos individualmente a correlacdo entre genes
relacionados com TEM e o gene F3 em amostras de pacientes com cancer de mama
depositadas no TCGA, através da plataforma do cBioPortal. Os resultados mostraram
que a expressédo de TF também mostrou correlacéo positiva com genes relacionados
a TEM (Figura 10). Nossas analises sdo corroboradas por estudos mostrando que
células induzidas por TEM, mas silenciadas para TF ou ZEB1, foram menos
persistentes nos pulmdes de camundongos, e células induzidas a expressarem Snalil
foram mais persistentes nos pulmdes de camundongos (BOURCY et al., 2016). Estes
resultados sugerem a participacdo da via de TF induzido por TEM nos processos

metastaticos iniciais.

As NETs sao reconhecidas pelas células tumorais através de receptores de
membrana que promovem a ativagéo de diferentes vias intracelulares de sinalizacéo,
as quais controlam processos celulares fundamentais. Essas vias incluem as MAP
quinases, que sao capazes de regular a proliferacéo, diferenciacdo e migracéao celular.
Estudos apontam o reconhecimento das NETSs pelos receptores do tipo toll-like 4 e 9
(TLR4/TLR9), ativando a via de transducao de MAPK, p38 e JNK. (TOHME et al.,
2016). Outro componente das NETs, o HMGB1, uma proteina de ligacdo ao DNA
altamente conservada, também é capaz de ativar vias de sinalizacdo dependentes de
TLR9 nas células tumorais (CHEN et al.,, 2021). Utilizando uma abordagem
farmacoldgica, observamos que a regulacdo de TF pelas NETs na linhagem MCF-7
ocorre, pelo menos em parte, através das vias de MEK/ERK e JNK (Figura 11). Por
outro lado, a via de sinalizagdo mediada por p38 ndo apresentou o mesmo perfil

regulatério de TF.

Alguns mecanismos sao propostos para explicar a atividade pré-tumorigénica

da elastase neutrofilica (NE), como o estimulo direto das vias proliferativas por
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transativacao extracelular de receptores de membrana, como EGFR (MIHARA et al.,
2013; RAMACHANDRAN et al., 2011) e o TLR4 induzindo a sinalizacdo da MAPK e
efeitos downstream (ALBRENGUES et al., 2018). A elastase neutrofilica pode
transativar o EGFR através da clivagem e liberacdo de uma variedade de ligantes
ligados & membrana, incluindo fator de crescimento transformador alfa (TGFa) e
ligantes do tipo EGF. Adicionalmente, essa protease pode ativar a via PI3K-Akt
através da internalizacéo e degradacao do substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1)
em ceélulas de cancer de pulmdo (LERMAN; HAMMES, 2018). As NETs também
podem interagir fisicamente com as células tumorais circulantes por meio de
interacbes mediadas pela integrina 1. A NE e a MMP-9 cortam sequencialmente a
laminina, um componente importante da matriz extracelular, revelando um epitopo por
meio da ativacdo da integrina e sinalizagdo da via mediada por ERK (CHEN et al.,
2021). Nao foi possivel observar uma participacdo na regulacédo de TF pela via de
PI3K e pela EGFR. Entretanto, a inibicdo da atividade enzimatica da NE causou uma
importante inibicdo na expresséo de TF induzida pelas NETs. Futuras analises serdo
realizadas para determinar um possivel receptor de interagdo da célula tumoral e da

elastase contida nas NETSs.

Em resumo, este trabalho sugere que as NETs apresentam um importante
efeito na regulacdo da expressao de TF, em modelo in vitro de cancer de mama. O
aumento na expressdo de TF desempenha um papel chave na trombose associada
ao cancer, progressao tumoral e metastase. O TF vem se mostrando como um
potencial biomarcador e importante alvo para desenvolvimento de possiveis terapias
antineoplasicas e quadros de trombose associada a doenca. Neste contexto,
abordagens capazes de bloquear o eixo NETS/TF poderiam impactar de forma

significativa a progressao tumoral.
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Figura 11: Modelo proposto da indugdo da expresséo de TF induzido pelas NETs em

células de cancer de mama humano. No modelo hipotetizado pelo nosso grupo, as NETs
induzem a expressao de TF a partir de componentes presentes na propria rede. A partir da
interagdo com histonas e NE presentes nas NETs, TLR4 e PAR-2 sdo capazes de ativar
alguns membros das vias de MAPK como ERK e JNK, culminando na ativagdo dos fatores
transcricionais AP-1 e NFkB e, consequentemente, aumentando a expressdo de TF nas

células de cancer de mama.
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6. CONCLUSAO

e As NETs foram capazes de induzir a expressao de TF na linhagem de cancer
de mama MCF-7; o mesmo perfil de indug¢ao nao foi observado na linhagem T-
47D.

e O aumento da expressdo de TF induziu a um fenotipo pro-coagulante na
linhagem MCF-7.

e A sinalizag&o induzida por TF mostrou regular a expressédo de marcadores de
células tronco tumorais (CD44) e da citocina pro-inflamatéria IL-8.

e A analise de dados de pacientes com cancer de mama, utilizando a base
TCGA, mostrou uma correlacao positiva entre genes de assinatura neutrofilica

e TF e, também, entre TF e genes relacionados a TEM.

e A elastase neutrofilica, um importante componente das NETs, pode regular

positivamente a expresséao de TF.

e A inducgéo da expresséo de TF pelas NETs, na linhagem MCF-7, se mostrou
dependente das vias de sinalizacdo de MAPK e JNK.
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/. PESPECTIVAS

Avaliar a participagdo do complexo ternario TF-FVlla-FXa e as consequentes
reacoes envolvidas na coagulacao induzida pelas NETSs utilizando o anticorpo
TF-5G9 como inibidor competitivo do FX;

Observar a interagéo da ativagdo de TEM na modulacdo da expresséao de TF

em células tratadas com NETSs através da dupla marcacéo de CD44 e TF;

Investigar a participacdo de PAR2 e TLR4 induzida pelas NETs na regulacao
de TF;

Observar a interacdo NETs, TEM e TF em amostras de biopsia de pacientes

portadores de cancer.
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