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RESUMO
O cancer de pulmao é uma das neoplasias mais incidentes e letais em todo o mundo, sendo
o tipo de cancer que mais causa 6bitos. O microambiente tumoral desempenha um papel
crucial no desenvolvimento e progressao da doenga. No Brasil, o tratamento padrao para o
cancer de pulmao de nao pequenas células (CPNPC) inclui a combinagao de cisplatina e
etoposideo. No entanto, a resisténcia aos derivados de platina e seus efeitos colaterais
limitam a eficacia do tratamento. Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos de um
meio condicionado (MC) por macréfagos M1, isoladamente e em combinacdo com
quimioterapicos, como uma estratégia para modular o microambiente tumoral e potencializar
a terapia convencional. Macréfagos foram diferenciados para o fenétipo M1 usando PMA e
LPS, com confirmacgdo por citometria de fluxo (expressdo de CD86) e quantificacdo de
citocinas pro-inflamatérias (TNF e IL-6) por Cytometric Bead Array (CBA). A linhagem de
CPNPC NCI-H1299 foi exposta ao MC sozinho ou em combinacdo com cisplatina e
etoposideo em concentragbes correspondentes ao IC25 e IC50. A viabilidade celular foi
avaliada pelo ensaio de MTT, mostrando que o MC reduziu significativamente a viabilidade
das células tumorais (p<0,0001) e potencializou o efeito dos quimioterapicos. A analise do
ciclo celular por citometria de fluxo (iodeto de propideo) revelou que a combinagdo do MC
com cisplatina aumentou a porcentagem de células na fase S (33,7%), enquanto a
associagao com etoposideo aumentou as células em G1 (32,18%) (p<0,05). Além disso, o
MC aumentou a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), avaliada por marcacao
com DHE, e potencializou esse efeito quando combinado com doses abaixo do IC50 de
etoposideo. A expressao génica de marcadores de morte celular (CASP3, NLRP3, GSDMD
e RIPK1) foi analisada por PCR em tempo real, demonstrando tendéncias de modulacao,
que precisam ser confirmadas por ensaios subsequentes. Ensaios clonogénicos mostraram
que o MC inibiu a formacgéo de colbnias, e culturas 3D de esferoides confirmaram seu efeito
na reducdo do tamanho dos esferoides, além de potencializar a agdo da cisplatina nesses
modelos mais complexos. Por fim, foi observado que o meio condicionado derivado de
macrofagos M1 induziu uma redugao de aproximadamente 20% na fluorescéncia de Ki67 na
linhagem NCI-H1299, sugerindo um possivel efeito antiproliferativo. Os resultados
observados sugerem que o MC possui efeitos antiproliferativos e pode modular a resposta
aos quimioterapicos. Esses resultados fornecem uma base para investigagdes futuras que
possam explorar novas estratégias combinatérias no tratamento do cancer de pulmao,

integrando a modulagédo do microambiente tumoral & quimioterapia convencional.

Palavras-chave: Inflamagao. Cancer de Pulmao. Macréfagos. Cisplatina.



ABSTRACT

Lung cancer is among the most prevalent and lethal neoplasms worldwide and remains the
leading cause of cancer-related deaths. The tumor microenvironment plays a critical role in
the development and progression of the disease. In Brazil, the standard treatment for
non-small cell lung cancer (NSCLC) includes a combination of cisplatin and etoposide.
However, resistance to platinum-based agents and their associated side effects limit
treatment efficacy. This study aimed to investigate the effects of macrophage
M1—conditioned medium (CM), alone and in combination with chemotherapeutic agents, as a
strategy to modulate the tumor microenvironment and enhance conventional therapy.
Macrophages were differentiated into the M1 phenotype using PMA and LPS, with
confirmation by flow cytometry (CD86 expression) and quantification of pro-inflammatory
cytokines (TNF and IL-6) using Cytometric Bead Array (CBA). The NCI-H1299 NSCLC cell
line was exposed to the CM alone or combined with cisplatin and etoposide at concentrations
corresponding to the IC25 and IC50. Cell viability was assessed by the MTT assay, which
showed that the CM significantly reduced tumor cell viability (p<0.0001) and enhanced the
effects of the chemotherapeutic agents. Cell cycle analysis by flow cytometry (propidium
iodide) revealed that CM combined with cisplatin increased the percentage of cells in the S
phase (33.7%), whereas its association with etoposide increased the proportion of cells in G1
(32.18%) (p<0.05). In addition, CM increased the production of reactive oxygen species
(ROS), assessed by DHE staining, and intensified this effect when combined with etoposide
at concentrations below the IC50. Gene expression of cell death markers (CASP3, NLRP3,
GSDMD, and RIPK1) was analyzed by real-time PCR, revealing modulatory trends that
require confirmation by subsequent assays. Clonogenic assays demonstrated that CM
inhibited colony formation, and 3D spheroid cultures confirmed its effect in reducing spheroid
size, as well as enhancing cisplatin activity in these more complex models. Finally, CM
derived from M1 macrophages induced an approximate 20% reduction in Ki67 fluorescence
in NCI-H1299 cells, suggesting a potential antiproliferative effect. The findings suggest that
M1 macrophage—derived CM exhibits antiproliferative properties and can modulate the
response to chemotherapeutic agents. These results provide a foundation for future
investigations aimed at exploring new combinatorial strategies for lung cancer treatment,

integrating modulation of the tumor microenvironment with conventional chemotherapy.

Keywords: Inflammation. Lung Cancer. Macrophages. Cisplatin.
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1. INTRODUCAO

O céancer representa um dos principais desafios de saude publica a ser
enfrentado globalmente. As mais recentes estatisticas globais, demonstram que o
cancer de pulmao é o responsavel pelo maior numero de mortes por cancer em
homens e a terceira principal causa de morte em mulheres (SUNG et al., 2021).
Segundo estimativas do Global Cancer Observatory (GLOBOCAN), projeta-se para
2025 a ocorréncia de aproximadamente 21 milhdes de novos casos de cancer, dos
quais 2,5 milhdes correspondem ao cancer de pulmao (IARC, 2022). No Brasil,
conforme dados do Instituto Nacional de Céancer (INCA, 2023), a previsdo para
cada ano do triénio 2023-2025 é de aproximadamente 704 mil novos casos de
cancer, dentre estes, 32 mil casos de cancer de pulmao, correspondendo a um risco
estimado de 15,06 casos por 100 mil habitantes. (INCA 2022).

O cancer de pulméao origina-se de células do epitélio respiratério e pode ser
classificado histologicamente em dois subtipos: (1) Carcinoma Pulmonar de
pequenas células (CPPC), um tumor altamente agressivo derivado de células com
caracteristicas neuroenddcrinas, responsavel por 15% dos casos de cancer de
pulmao; e (2) carcinoma pulmonar de células ndo pequenas (CPCNP), que
corresponde a 85% dos casos e € subdividido em trés categorias patologicas:
adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas e carcinoma de grandes células.
O céancer de pulmao é uma doenca heterogénea, caracterizada por uma variedade
de alteracbes genéticas e epigenéticas, e para compreender a fisiopatologia da
neoplasia exige a analise ndo apenas dessas alteragées moleculares, mas também
o papel do microambiente tumoral e da resposta imune do paciente, uma vez que
todos esses fatores estdo interconectados durante cada etapa da tumorigénese
(SALEHI-RAD et al., 2020).

O tumor se desenvolve em um microambiente altamente complexo, composto
por diversos tipos celulares, incluindo células endoteliais, fibroblastos e células do
sistema imune. Além dessas células, estdo presentes componentes extracelulares
que circundam as células tumorais, bem como uma rede vascular essencial para
fornecer nutrientes ao tumor (ANDERSON; SIMON, 2020). Dependendo da

composi¢cado celular e fatores presentes, o microambiente tumoral pode exercer



fungdes tanto pré quanto anti-tumorais. Como descrito por Duan (2020), o tumor
pode apresentar um perfil mais frio ou quente. Os tumores quentes sao
caracterizados pela infiltracdo de células T e ativagdo do sistema imune, com
liberagdo de citocinas proé-inflamatoérias, enquanto os tumores frios sdo marcados
pela auséncia ou exclusdo dessa resposta inflamatéria, o que favorece a
progressdo tumoral. (DUAN et al., 2020) Entre as células do sistema imunolégico
presentes no microambiente tumoral, destacam-se os macrofagos associados ao
tumor (TAM) (MANSOURI et al., 2022).

De acordo com diferentes caracteristicas fenotipicas, funcionais e de seus
papéis frente a diferentes respostas imunoldgicas, os macrofagos associados ao
tumor podem ser divididos em M1 e M2. Os macrofagos M1, em geral, possuem
funcdes antitumorais, incluindo a citotoxicidade direta ou a citotoxicidade mediada
por células dependente de anticorpos, resultando na morte de células tumorais. Por
outro lado, os macréfagos M2 sdo aqueles predominantes em fases mais avangadas
do tumor, contribuem para a progressdao tumoral, ao promover metastase,
angiogénese e inibir a resposta imune anti tumoral mediada por células T (PAN et.,
2020)

No Brasil, o0 esquema quimioterapico padrao para o cancer de pulméo, tanto
de CPPC quanto de CPCNP, consiste na associacdo de derivados da platina
(cisplatina e carboplatina) e etoposido. Outros quimioterapicos derivados da platina,
bem como outras associacdes diferentes também podem ser utilizados (BRASIL,
2014). A cisplatina atua principalmente no DNA de células tumorais. Apos penetrar
na célula, a cisplatina possui a capacidade de substituir duas de suas moléculas de
cloro por H,0, induzindo diferentes tipos de lesdes irreversiveis no DNA, levando a
formacao de adutos. Essas alteragbes levam a inibicao da transcrigao e replicacao,
que resultam na ativacdo da apoptose dependente ou independente de p53 em
células tumorais (ALl et al., 2022). No entanto, o uso de terapias com altas doses de
cisplatina estdo relacionadas a diversos efeitos colaterais, incluindo a toxicidade
renal, cardiaca, gastrica, neurologica e mielodepresséo, o que limita sua aplicagao
terapéutica (DUGBARTEY; PEPPONE; GRAAF, 2016).



Novas opgoes terapéuticas para pacientes com cancer de pulmao ja estao
disponiveis, e outras estdo em fase de pesquisa. Nos ultimos anos, com 0os avangos
dos estudos sobre o microambiente tumoral, a imunoterapia vem ganhando
destaque. Ao contrario da terapia tradicional, onde o alvo terapéutico deixa de ser
diretamente, as células tumorais, a imunoterapia foca na rede de células e
moléculas do sistema imune que fornecem suporte ao tumor (CARTER; et al., 2017).
Os meios condicionados, produzidos pelo cultivo de macrofagos sao utilizados para
estabelecer um ambiente pré ou anti-inflamatério, e, dependendo do estimulo
aplicado, podem secretar diferentes citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento.
Isso permite o estudo, in vitro, dos efeitos dessas células em diversos tipos de

tumores

Os TAMs, principalmente aqueles com o fenétipo M2, tém a capacidade de
influenciar negativamente a eficacia terapéutica de estratégias como a
quimioterapia, radioterapia, agentes antiangiogénicos e imunoterapias. No entanto,
0s macrofagos apresentam uma grande plasticidade, e a reprogramac¢ao de TAMs
em um fendtipo antitumoral é uma estratégia de tratamento promissora
(MANTOVANI; ALLAVENA, 2015).

Assim, o presente estudo avaliou o efeito da associagdo de um meio
condicionado pré-inflamatério produzido por macrofagos M1 aos principais
quimioterapicos utilizados no SUS para pacientes de CPCNP, a cisplatina e o

etoposideo, em células neoplasicas de pulmao.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Cancer de Pulmao
2.1.1 Epidemiologia do cancer de pulméao

Entre os desafios globais de saude publica, o cancer € o principal . Além dos
impactos na saude, o cancer causa impactos sociais e econdmicos significativos,

constituindo uma das trés principais causas de mortes prematuras causadas por



doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT) mundialmente (BRAY et al., 2021). As
mais recentes estatisticas globais sobre o céncer, baseadas nas estimativas
fornecidas pelo GLOBOCAN de incidéncia e mortalidade por cancer, produzida pela
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o cancer, mostram que o cancer de pulmao
apresentou as maiores taxas de incidéncia e mortalidade, com 2.480.301 novos
casos de cancer de pulmo e 1.817.172 de mortes registradas no ano de 2022
(BRAY, 2024).

Para o ano de 2025, ainda conforme dados do GLOBOCAN, estima-se mais
de 21 milhées novos casos e 11 milhdées de mortes por cancer, destes, sendo 2,5
milhées de casos de cancer de pulmé&o e 2 milhdes de mortes, continuando com os
maiores numeros entre os diversos tipos de cancer analisados. O continente asiatico
e a América do norte devem apresentar as maiores taxas de incidéncia (IARC,
2023). Esses numeros sao parcialmente associados ao habito de fumar, que é
elevado nestas regides. Embora, o tabagismo nao seja o unico fator de risco para o

desenvolvimento do cancer de pulméo, continua sendo o principal (WEBER, 2023).

No Brasil, conforme a estimativa mais recente do Instituto Nacional do Cancer
(INCA), publicada no ano de 2022, para cada ano do triénio 2023-2025 sao
esperados 31.560 novos casos de cancer de traqueia, brébnquios e pulmao, sendo
1.320 destes no estado de Pernambuco. Semelhante a outros paises, os principais
fatores de risco sdo o tabagismo e a exposi¢do passiva ao tabaco, que sao
responsaveis por até 85% dos casos. Outros fatores de risco incluem as exposigdes

ocupacionais e ambientais (INCA,2022).

2.1.2 Subtipos de cancer de pulmao;

O cancer de pulmao pode ser histologicamente classificado em dois grandes
grupos, o carcinoma pulmonar de pequenas células (CPPC) e o carcinoma pulmonar
de células ndo pequenas (CPCNP). O CPCNP, responsavel por 85% dos casos de
cancer de pulméo, pode ainda ser classificado em diferentes subtipos apds exames

de biopsia guiada por tomografia computadorizada e analise histopatologica



pos-cirurgica,sendo os principais subtipos o adenocarcinoma (ADC), carcinoma de
células escamosas (CCE) e carcinoma de grandes células (CGC) (SALEHI-RAD et
al., 2020, NICHOLSON et al., 2021);

2.1.2.1 Carcinoma pulmonar de pequenas células

O CPPC representa 15% dos casos de cancer de pulméo e esta altamente
relacionado a exposi¢cao continua ao tabaco, com apenas 2% dos casos ocorrendo
em nao-fumantes (JIN et al., 2023). Este tumor origina-se predominantemente de
células neuroenddcrinas e apresenta progndéstico desfavoravel em comparagdo com
outros tipos de cancer de pulmao. O CPPC se desenvolve de forma rapida e é
frequentemente diagnosticado quando ja ocorreu metastase, resultando em uma
taxa de sobrevida de menos de um ano para os pacientes disgnoticados (ZHANG et
al., 2024). Estudos também demonstram que os pacientes com CPPC apresentam
mais comumente mutagdes nos genes TP53 e RB1, que estdo envolvidos no
controle do ciclo celular (SALLER; BOYLE, 2021).

2.1.2.2 Carcinoma pulmonar de células ndao pequenas

O CPCNP corresponde a um grupo de neoplasias pulmonares que possuem
uma grande heterogeneidade. O adenocarcinoma € o principal subtipo de CPCNP,
representando cerca de 50% dos casos, seguido pelo carcinoma de células
escamosas que corresponde a 40%, e por ultimo o carcinoma de grandes células
que constitui os 10% dos casos restantes. O ADC é histologicamente caracterizado
por sua diferenciagdo glandular ou producdo de mucina, além da expressédo de
biomarcadores que se encontram na porgao distal do pulmao (CHEN et al., 2014).
Ja o CCE possui uma diferenciacao escamosa, geralmente encontrada no epitélio
colunar pseudoestratificado que reveste a traqueia e as vias aéreas superiores
(RELLI et al., 2019). O CGC, por sua vez, refere-se a casos de CPCNP que nao
apresentam diferenciacdo especifica de linhagem e nado exibem caracteristicas
morfolégicas ou imuno-histoquimicas que indiquem adenocarcinoma, SCC ou

carcinoma neuroendocrino. Frequentemente, os CGC localizam-se na periferia, sdo



volumosos e apresentam um aspecto necrético (MUKHOPADHYAY; KATZENSTEIN,
2011).

Além disso, embora todos os principais tipos de cancer de pulmao estejam
relacionados ao tabagismo, o carcinoma de células escamosas € mais comumente
associado ao tabagismo dentro dos casos de CPCNP. O adenocarcinoma € o tipo
mais comum em nao fumantes, embora também possa ocorrer em pacientes
fumantes (RELLI et al., 2019).

2.1.3 Biologia do Cancer de Pulmao

Além das diferencas histologicas, os diferentes tipos de carcinoma pulmonar
apresentam heterogeneidade em relagdo a suas mutagdes genéticas, a expresséo
de biomarcadores e as caracteristicas do microambiente tumoral.

No CPCP o processo de carcinogénese ainda é pouco conhecido. No
entanto, acredita-se que a inativagao simultadnea das proteinas supressoras tumorais
p53 e RB (codificadas por TP53 e RB1, respectivamente) seja essencial para o
desenvolvimento do tumor na maioria dos pacientes. Estudos indicam que a perda
de Tp53 e RB1 resulta na transformacédo de células neuroenddcrinas e células
alveolares tipo 2 em CPCP, embora a transformacao das células alveolares ocorra
com uma eficiéncia significativamente menor (MEGYESFALVI et al., 2023).
Adicionalmente, até 15% dos adenocarcinomas que possuem mutagdo no gene
EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) podem sofrer diferenciagcéao
histologicamente para CPPC, na maioria dos casos como consequéncia da
resisténcia adquirida aos inibidores de tirosina quinase (OSER et al., 2015).

O CPPC apresenta ainda diferentes subtipos, classificados em diferentes
tipos moleculares de acordo com perfis de expressado, sao eles a expressao dos
fatores homoélogo achaete-scute 1 (ASCL1), um gene que codifica um fator de
transcricdo da familia de proteinas bHLH (basic helix-loop-helix), chamado de
CPPC-A, a expressédo do fator de diferenciacdo neurogénica 1 (NEUROD1),
resultando no subtipo CPPC-N e a expressdo de POU class 2 homeobox 3
(POU2F3), gene que codifica um fator de transcrigdo da familia POU, configura o
subtipo CPPC-P, além de caracteristicas inflamatérias (Figura 1) (MEGYESFALVI et
al., 2022, SCHWENDENWEIN et al., 2021, HUANG et al., 2018)



Figura 1: Representagéo dos principais subtipos moleculares de CPPC
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A figura ilustra os trés principais subtipos moleculares do: CPPC-A (associado a
ASCL1), CPPC-N (associado a NEUROD1) e CPPC-P (associado a POU2F3), com
a expressao génica caracteristica de cada subtipo. No subtipo SCLC-A, ha alta
expressao de genes como BCL2 (B-cell lymphoma 2), DLL3 (Delta-like protein 3),
CD56 (Neural cell adhesion molecule 1), SYP (Synaptophysin), L-MYC
(L-myelocytomatosis viral oncogene homolog), NFIB (Nuclear factor | B), e LSD1
(Lysine-specific histone demethylase 1A). No subtipo SCLC-N, os genes AURKA
(Aurora kinase A), MYC (Myelocytomatosis viral oncogene homolog), HES6 (Hes
family bHLH transcription factor 6), INSM1 (Insulinoma-associated 1), LSH1
(Lymphoid-specific helicase), e NFIB (Nuclear factor | B) estdo mais expressos. O
subtipo SCLC-P, por sua vez, é caracterizado pela expressdao de genes como
AURKA, ASCL2 (Achaete-scute family bHLH transcription factor 2), MYC, SOX9
(SRY-box transcription factor 9), AVIL (Advillin), e IGF-1R (Insulin-like growth factor 1

receptor).



Adaptado de MEGYESFALVI et al., 2022.

No CPCNP, além da origem celular, os tipos de oncogenes mutados
influenciam a definicdo do subtipo tumoral, assim como a agressividade e o
potencial metastatico do tumor. No adenocarcinoma, os principais genes mutados
séo Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog (KRAS) e EGFR, além dos genes
supressores tumorais TP53, Kelch-like ECH-associated protein 1 (KEAP1),
Serine/Threonine Kinase 11 (STK11) e Neurofibromin 1 (NF1). Ja no carcinoma de
células escamosas, o0s genes mais comumente mutados sdao o TP53 e
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKNZ2A). Embora, alguns pacientes possam
apresentar mutacdo do gene EGFR, ao contrario do que se observa no
adenocarcinoma, mutagbes acionaveis em receptores de tirosina quinase sao
raramente identificadas no CEC (HERBST, MORGENSZTERN; BOSHOFF, 2018,
RELLI et al., 2019).

Foi identificado que mutagbes presentes nos genes KRAS e EGFR
geralmente estdo associadas a fase de iniciagdo tumoral, sendo, na maioria dos
casos mutuamente exclusivas. Porém, quando coexistem, mutagcdes em KRAS
podem conferir resisténcia aos inibidores de EGFR. Por outro lado, as mutag¢des no
gene TP53 séo frequentemente observadas durante o desenvolvimento do tumor,
sugerindo um papel na progressdao do cancer. Diferentemente das mutagées em
KRAS estdo constantemente presentes no tumor, o que indica um papel na
iniciacdo tumoral ou na tumorigénese precoce (HERBST, MORGENSZTERN;
BOSHOFF, 2018).

2.2 Marcos do cancer;

O desenvolvimento do cancer resulta de diversos fatores. No entanto, na
busca por determinar os pontos de convergéncia entre os diversos tipos de
tumores, Hanahan e Weinberg, propuseram um conjunto de alteragdes funcionais
que promovem a malignidade, estabelecendo, assim, os chamados “hallmarks” do
cancer, ou seja, caracteristicas registradas presentes no cancer (figura 2).

Inicialmente foram identificadas seis distintas das células cancerigenas que



posteriormente foram atualizadas para oito capacidades essenciais € a adicao de
duas caracteristicas capacitadoras (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Mais
recentemente, Hanahan sugeriu a inclusdo de novos quatro “hallmarks”
(HANAHAN, 2022).

Os “hallmarks” do cancer ja consolidados, incluem: (i) Instabilidade e
mutacdo do genoma; (ii) resisténcia a morte celular; (iii) desregulagdo do
metabolismo celular; (iv) sustentacdo da sinalizagdo proliferativa; ativacdo da
invasdo e metastase; (v) evasao dos supressores de tumor; evasdo imunoldgica;
habilitacdo da imortalidade replicativa; (vi) indugdo ou acesso a vascularizacao; e
(vii) inflamagdes promotoras de tumor. Em 2022, foram propostas quatro novas
caracteristicas em potencial: (viii) desbloqueio da plasticidade fenotipica; (ix)
reprogramagao epigenética nao-mutacional; (x) presenga de microbiomas
polimorficos; e (xii) a presenga de células senescentes (HANAHAN, 2022).

Uma das principais capacidades das células cancerosas é a sua capacidade
de proliferagdo continua, ou seja, o “hallmark” definido como sustentacdo da
sinalizagado proliferativa. Em tecidos normais, a sinalizacdo proliferativa é
rigorosamente controlada, instruindo a entrada e progressao das células no ciclo
celular, garantindo assim a homeostase tecidual. As células cancerosas, por sua
vez, possui a capacidade de desregular essa sinalizagdo, afetando nao apenas o
crescimento, mas também impactando a sobrevivéncia celular e o metabolismo
energético (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Outra caracteristica fundamental das células cancerigenas € sua capacidade
de resisténcia @ morte celular. A morte celular programada por apoptose serve
como uma barreira natural ao desenvolvimento do cancer. A apoptose € ativada em
resposta a varios estresses fisioldgicos, no qual as células cancerosas
experimentam durante o curso da tumorigénese, como por exemplo, niveis elevados
de oncogenes resulta num desequilibrio da sinalizagao celular, além dos danos ao
DNA que ocorrem em resposta a hiperproliferacdo. As células tumorais desenvolvem
diversas estratégias para escapar o processo de apoptose, incluindo a perda da
fungdo do supressor tumoral TP53 e o aumento da expressao de reguladores
antiapoptoticos, como Bcl-2 e Bel-xL (HANAHAN; WEINBERG, 2011).



Outro ponto importante de ser destacado € uma das caracteristicas
capacitadoras ja estabelecidas, a inflamagdo promotora de tumores. Embora a
inflamagédo seja uma resposta normal do corpo a infecgdes e lesées, no contexto
tumoral ela pode ser subvertida para favorecer o crescimento e a sobrevivéncia das
células cancerosas. Muitos tumores sdo densamente infiltrados por células do
sistema imune inato e adaptativo. O processo no microambiente tumoral libera
moléculas que promovem varias caracteristicas do cancer, incluindo fatores de
crescimento que promovem a sinalizagao proliferativa, fatores de sobrevivéncia que
reduzem a morte celular, fatores que estimulam a angiogénese, invasdo e
metastase, além de sinais que induzem a transicédo epitelial-mesenquimal (EMT) e
outros processos que favorecem as caracteristicas malignas do cancer (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Figura 2: Capacidades adquiridas das células tumorais na progressao do cancer
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A figura ilustra as principais caracteristicas adquiridas pelas células tumorais ao

longo da progresséo do cancer, conhecidas como "marcos" da oncogénese. Essas



incluem: a sustentagao do sinal proliferativo, evasao de supressores de crescimento,
reprogramagao epigenética ndo mutacional, evasdo da destruicdo imunoldgica,
habilitacdo da imortalidade replicativa, promoc¢ao de inflamagao tumoral, presenca
de microbiomas polimérficos, ativagao da invasado e metastase, indugao ou acesso a
vasculatura, resisténcia a morte celular, desregulacdo do metabolismo celular,
desbloqueio da plasticidade fenotipica, instabilidade genémica e o acumulo de
células senescentes.
Adaptado de HANAHAN, 2022.

2.3 Inflamagéao Associada ao Cancer

A inflamagdo é um processo fisiolégico desencadeado em resposta a
infeccbes, lesdes e diversos estimulos potencialmente nocivos, envolvendo o
recrutamento e ativacdo de células do sistema imune inato e adaptativo, com o
objetivo de manter a homeostase. No entanto, quando nao regulada, a inflamacéao
pode contribuir para o desenvolvimento de diversas doengas, incluindo o cancer
(ZETHI et al., 2011).

A inflamagao cronica desempenha um papel fundamental na mediagao do
inicio do cancer, proliferagdo celular, invasdo, angiogénese e metastase,
constituindo uma  caracteristica importante dos tumores malignos. (QIAN;
GOLUBNITSCHAJA; ZHAN, 2019). Quando a inflamagé&o aguda ndo € resolvida e
se torna cronica, estabelece-se um microambiente imunossupressor, caracterizado
pela presengca de células imunossupressoras e citocinas. Esse microambiente
favorece a ativagcdo de oncogenes, provoca danos ao DNA e a proteinas, promove
a liberagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e afeta diversas vias de
sinalizagao, incluindo NF-kB, K-RAS e P53 (ZHAO et al., 2021).

2.3.1 Inflamagéo promotora de tumores e o cancer de pulmao;
Estima-se que até 25% dos casos de cancer estejam relacionados a doengas

inflamatdrias cronicas. No caso do cancer de pulmao, por exemplo, tem como fator

de risco a presenga da doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), caracterizada



por danos aos pulmdes, frequentemente associados ao tabagismo, que resulta em
inflamacéao e pode levar a danos ao DNA (MURATA, 2018).

A inflamacado pré-tumoral é caracterizada pela presenga de citocinas e
quimiocinas, infiltracdo de leucdécitos, ROS e oncogenes. A inflamagao pode ainda
ser intrinseca, desencadeada pelo tumor, ou extrinseca, resultante de condi¢des
inflamatdrias ou infecciosas que aumentam o risco de desenvolver cancer.
Independente da origem, ambas as vias, no entanto, convergem para a ativagao de
importantes fatores de transcricdo, como NF-kB (fator nuclear kB) e STAT3
(transdutor de sinal e ativador de transcri¢cao 3), AP-1 (proteina ativadora 1) e HIF-1a
(fator induzivel por hipoxia 1a) (SETHI et al., 2011, ZHAO et al., 2021).

A estrutura fisiolégica e a func¢ao pelo pulmao, torna o érgéo mais suscetivel
a acao de patdgenos, poluentes, oxidantes e outras particulas nocivas. A DPOC,
por exemplo, € uma bronquite cronica associada a inflamagao e esta associada a
reagdes inflamatdrias que resultam da exposi¢cdo a gases e particulas nocivas.
Apesar na redugdo da prevaléncia do tabagismo, o fumo de tabaco segue sendo o
principal fator de risco para o desenvolvimento de doencas inflamatérias crénicas,
incluindo o cancer de pulmado. A fumacga do cigarro contém carcindgenos que
contribuem tanto na produgédo de ROS, quanto para a inflamacéo tecidual (SOHAL;
WALTERS, 2017, QIAN; GOLUBNITSCHAJA; ZHAN, 2019).

2.3.2 Espécies reativas de oxigénio e o cancer

Inicialmente as espécies reativas de oxigénio (ROS) eram consideradas
apenas moléculas prejudiciais, capazes de gerar dano celular. Hoje sabe-se que
essas moléculas altamente reativas possuem papéis essenciais para a manutencao
de todos os organismos vivos, como transdugao de sinal e defesa contra patégenos.
Os niveis de ROS sé&o regulados por mecanismos moleculares complexos buscando
sempre um equilibrio entre os niveis gerados e eliminados, sendo este equilibrio
chamado de homeostase redox (HALLIWELL, 2022, GLORIEUX et al., 2024).

Ha diferentes tipos de espécies reativas de oxigénio, espécies radicais como
o superoéxido (O:¢7) ndo conseguem atravessar membranas, enquanto espécies nao
carregadas como o peroxido de hidrogénio (H.0:) e o 6xido nitrico (NO) possuem a

capacidade de atravessar membranas, agindo como mensageiros transportando



sinais redox, seja entre célula-célula ou entre compartimentos dentro de uma mesma
célula, regulando assim diferentes vias de sinalizagdo (GLORIEUX et al., 2024).

No cancer, o papel de ROS vem sendo descrito por diferentes pesquisadores
de forma conflitante, onde podem apresentar fungdes pré ou anti-tumorais, essa
dualidade é dependente de fatores como a concentragao de ROS, a fase do tumor e
o tipo de ROS gerado.

De um lado, ROS participa de uma comunicacao de “mao dupla” com os
fibroblastos associados ao cancer (CAF), H.O: é capaz de ativar os CAFs através da
regulacao positiva da HIF1a, por outro lado os CAFs levam ao aumento dos niveis
de ROS no céncer (PERILLO et al., 2020). Do outro lado, concentracdes elevadas
de ROS causam dano oxidativo ao DNA e proteinas, levando a morte celular
programada de células tumorais ou pré-cancerosas. ROS tem a capacidade de
causar diferentes tipos de morte celular programada, como apoptose, autofagia,
necroptose e, estudos mostram que a proteina p53 induz as células a morte celular
por ferroptose, que é induzida por ROS e depende dos niveis intracelulares de ferro
(JIANG et al., 2015).

Nos ultimos anos, estudos demonstram que utilizar ROS como alvo é uma
estratégia promissora para combater o cancer. Ao desregular a produ¢cdo de ROS
em células cancerigenas as células podem morrer devido a danos irreparaveis
causados por estresse oxidativo, ou ainda terem seus niveis reduzidos ao ponto de
suprimir vias de sinalizacdo necessarias para a proliferagcao celular (GLORIEUX et
al., 2024).

2.3.3 Microambiente Tumoral

O desenvolvimento tumoral ndo depende exclusivamente das células
tumorais, mas também de um microambiente complexo e favoravel ao seu
crescimento. O microambiente tumoral (MT) é composto pelas células tumorais,
células do sistema imune, fibroblastos associados ao tumor e células endoteliais,
além dos componentes nao celulares que sdo a matriz extracelular, suas enzimas e
fatores de crescimento (ZHANG, VEERAMACHANENI, 2022).



Entre as células que compdéem o MT, destacam-se os fibroblastos associados
ao cancer e as células do sistema imunolégico. Os fibroblastos associados ao
cancer derivam de diferentes tipos celulares e possuem um papel importante nos
processos de proliferacdo, migragdo, angiogénese e remodelagdo da matriz
extracelular. Além disso, esses fibroblastos contribuem com a manutencdo de um
microambiente imunossupressor (BAGHBAN et al., 2020).

As células do sistema imunolégico presentes no MT sdo essenciais para o
desenvolvimento do tumor, desempenhando diferentes fungdes de acordo com a
fase do tumor. As principais células do sistema imunoldgico encontradas no MT séo
os macrofagos, linfocitos, células dendriticas e células supressoras derivadas de
linhagem mieloide (MDSCs) (HINSHAW; SHEVDE, 2019).

A atividade do MT pode ser anti ou pro-tumoral, dependendo da composi¢ao
da populacao de células presentes no MT. Os tumores onde ha infiltracdo de células
T e ativagao do sistema imune com liberagao de citocinas pro-inflamatorias tem seu
MT apresentando uma atividade anti-tumoral, no entanto, quando ha falta ou
exclusao dessa inflamagao, o tumor apenas se beneficia desse MT (DUAN et al.,
2020).

2.3.3.1 Macréfagos Associados ao Tumor

Assim como outras células do sistema imune, os macréfagos associados ao
tumor demonstram uma significativa plasticidade, e isso depende do estimulo
presente no MT, os macrofagos podem ser polarizados em M1 ou M2. Os
macrofagos M1, também chamados de macréfagos pré-inflamatérios, desempenham
fungdes, como apresentacgao eficiente de antigenos, eliminagao de microrganismos
infecciosos e até de destruir células tumorais (TAN et al., 2021). No entanto, nas
fases iniciais do tumor, os macrofagos M1, podem, através da produgdo de
intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio, contribuir para a transformacgéao
neoplasica (RAJASEGARAN et al., 2023).

Em estagios mais avancados, o MT possui uma maior populagdo de
macrofagos M2, sugerindo um processo de repolarizagao dos macréfagos M1. Os

macréfagos M2, conhecidos como macrofagos anti-inflamatorios, em uma resposta



normal, como por exemplo na inflamagao crénica. Os mediadores anti-inflamatorios
liberados pelos macrofagos M2 defendem o organismo de um processo inflamatoério
exacerbado, no céancer, isso é benéfico para o tumor (ZOU et al., 2023). Os
macrofagos M2, além de promover uma evasao ou inibigdo do sistema imune,
também estao diretamente relacionados a processos como a remodelagéo da matriz

extracelular, angiogénese, migracéo e invasao (AKTAR et al., 2024).

2.3.4 Mediadores Inflamatorios e seu papel no cancer de pulmao

Os mediadores inflamatérios desempenham um papel crucial na interconexao
entre a inflamacao e o tumor, sendo ativados tanto nas células inflamatdrias, quanto
nas células tumorais. Dentre os principais mediadores inflamatérios presentes no MT
de pulméo, destacar as interleucinas: IL-1B, IL-4, IL-6, IL-11, IL-12; o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a); a proteina quimioatraente de mondcitos 1 (MCP-1) e o
fator de transformacgao do crescimento beta (TGF)- (TAN et al., 2021).

A IL-1B é uma citocina pré-inflamatéria liberada por diversas células
inflamatdrias, desempenhando um papel crucial na ativagdo de células do sistema
imune inato, como por exemplo as células apresentadoras de antigenos, além de
auxiliar a polarizagao dos linfécitos TCD4+ em células T auxiliares Th1 e Th17. No
contexto do cancer, no entanto, possui um papel ambiguo, altos niveis de IL-1j,
juntamente com outras citocinas proé-inflamatérias em um caso de uma inflamagao
crénica ndo resolvida, como em pacientes com DPOC e asma, podem promover o
desenvolvimento do tumor, tendo um papel na atividade do NF-kB e da proteina
quinase ativada por mitégeno (MAPK) (BENT et al., 2018, RAJASEGARAN et al.,
2023).

Em contrapartida, a IL-1B também possui um importante papel anti-tumoral,
mediado principalmente pela indugdo das células Th1 e Th17, que resulta na
ativacdo de vias de morte celular (BENT et al.,, 2018). Estudos demonstram que
camundongos com deficiéncia na ativacdo do inflamassoma NLRP3 e sinalizagao
de IL-1 e IL-17 n&o responderam adequadamente a quimioterapia com indutores de

morte celular imunogénica, como as antraciclinas (MATTAROLLO et al., 2011).



Outra importante citocina pré-inflamatéria é a IL-6. A liberagédo em excesso de
IL-6 em resposta a um estimulo inflamatério é capaz de ativar o transdutor de sinal
da janus quinase 2 (JAK2) e o ativador da via de sinalizagcdo da transcricdo 3
(STAT3), essa via € uma das principais vias de transducado de sinal nas células,
sendo essencial na proliferagao e diferenciagao celular (HUANG; LANG,; LI, 2022).
Diversos estudos reportaram a inibicdo da IL-6 e de outras vias de sinalizacdo em
cancer de pulmao. Caetano et al. descobriram que IL-6 esta superexpresso em um
modelo murino de cancer de pulmao mutante K-ras e em cancer de pulmao humano.
Nesse estudo, 0 uso de anticorpos monoclonais anti-IL-6 conseguiu reduzir o efeito
da inflamagao no cancer de pulmdo (CAETANO et al., 2016).

A IL-6 esta elevada no soro de pacientes com adenocarcinoma de pulméao, e
niveis séricos elevados estdo relacionados a um prognéstico ruim. Além disso, foi
demonstrado que apos tratamento quimioterapico, os niveis seéricos de IL-6 de
pacientes com CPNPC diminuem significativamente, o que esta relacionado a
diminuicdo de recorréncia e prolongamento da sobrevida dos pacientes (HUANG;
LANG; LI, 2022). Yamaiji e colaboradores ainda observou que oito de 15 linhagens
celulares de cancer de pulm&o expressam mRNA de IL-6, sugerindo que sua
elevada expressao pode interromper o equilibrio de citocinas e enfraquecer a
imunidade antitumoral de pacientes com cancer de pulmé&o (YAMAJI et al., 2004).

O fator de necrose tumoral, também conhecida como TNF-a, é uma das
citocinas inflamatdérias mais importantes, identificada inicialmente pela sua
capacidade de induzir necrose em células tumorais (BALKWILL, 2009). Atualmente,
sabe-se que o TNF-a possui papéis contraditérios no cancer de pulmao. O TNF-a
pode atuar tanto como supressor quanto como promotor tumoral. Estudos mostram
que como supressor tumoral o TNF-a esta relacionado intrinsecamente a morte de
células tumorais mediada por células T CD8 (LEE; LEE; CHANG, 2022). Durante a
inflamagéo crénica, niveis desregulados de TNF-a podem promover a
carcinogénese. Luo e colaboradores demonstrou que o TNF-a estimula o
crescimento tumoral e a metastase em camundongos portadores de céancer de
pulméo, e a acdo do TNF-a dependeu da atividade do NF-kB de induzir proteinas
anti-apoptéticas (LUO et al., 2004).



Outro importante fator inflamatério no cancer é o Fator de Crescimento
Transformante Beta (TGF-B), que esta envolvido em diversos processos bioldgicos,
como na resposta imune, reparagao tecidual e a tumorigénese. Niveis aumentados
de TGF-B € comum no carcinoma pulmonar de ndo pequenas células e esta
associado a um mau progndstico, estando relacionado a metastase linfonodal e
angiogénese (TAN et al., 2021). Além disso, o TGF-f influencia na polarizacéo de
células imune no MAT e é capaz de mediar a transi¢cao epitélio-mesenquimal (TEM)
em ceélulas cancerigenas. Essa transi¢cao contribui para quadros mais invasivos e
com caracteristicas mais agressivas como resisténcia a apoptose e
quimiorresisténcia (SAITO; HORIE; NAGASE, 2018).

2.3.5 Piroptose e inflamagao no cancer

A piroptose € uma forma de morte celular programada que compartilha
algumas caracteristicas com a apoptose, como a picnose celular e a fragmentagao
do DNA. No entanto, a piroptose apresenta ainda algumas caracteristicas
visualizadas no processo de necrose, como tumefagao celular, formacao de poros e
ruptura de membrana. Quando ocorre a ruptura da membrana e consequentemente
liberacdo do conteudo celular, isso pode desencadear respostas inflamatorias e
imunoldgicas (FENG et al., 2022).

Esse processo € mediado por caspases inflamatérias e executados pela
proteina gasdermina D (GSDMD). Estas caspases sao ativadas principalmente por
inflamassomas, que sao complexos multiméricos que protegem as células
hospedeiras contra sinais de perigo endégenos e alguns patégenos. Os mecanismos
de ativacao dos inflamassomas que levam a piroptose geralmente sao classificadas
em vias candnicas, envolvendo a ativagdo da caspase-1, ou vias ndo candénicas, que
incluem a ativacdo da caspase-11 em camundongos ou das caspases-4/5 em
humanos (Figura 3) (WEI et al., 2022).

Figura 3: Mecanismos andnicos e n&o-candnicos de ativagédo dos inflamassomas e

inducéo da piroptose
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Mecanismos de ativagcao dos inflamassomas, divididos entre vias canbnicas e
ndo-candnicas. Nos mecanismos canodnicos, diferentes sensores como NLRP3,
AIM2, NLRP1, PYRIN, e NLRC4 detectam sinais de perigo (como ATP, DNA de fita
dupla, toxinas bacterianas e flagelos) e ativam a proteina adaptadora ASC, que
promove a ativacao da Pro-Caspase-1 em Caspase-1 ativa. Esta, por sua vez, cliva
Pro-IL-1B e Pro-IL-18, liberando as citocinas inflamatdrias IL-18 e IL-18 e levando a
clivagem de Gasdermina D (GSDMD), resultando em piroptose. Nos mecanismos
nao-candnicos, o LPS das bactérias Gram-negativas ativa diretamente
Pro-Caspase-11/4/5, que cliva GSDMD, desencadeando também a piroptose. Assim,
a figura destaca os diferentes caminhos moleculares que culminam na inflamagéao e

morte celular.

No que se refere ao cancer, a piroptose atua como uma via de méao dupla,
influenciando tanto em processos tumorigénicos quanto antitumorais. Como citado
anteriormente, a inflamacao crénica tem um papel importante na tumorigénese de
diversos tipos de cancer, incluindo o cancer de pulm&o. Os inflamassomas
desempenham um papel critico na resposta inflamatéria, e estudos mostram que
células de cancer de pulmao apresentam expressao aumentada dos inflamassomas

NLRP3 e AIM2, bem como caspase-1, IL-1B e IL-18, sugerindo que a piroptose



contribui para a progressao tumoral, ao promover um MT inflamatério (FENG et al.,
2022).

Por outro lado, a piroptose pode induzir a morte das células cancerigenas.
Teng (2020) relatou que a piroptose mediada por NLRP3/caspase-1/GSDMD foi
elevada em células de CPCNP tratadas com polifilina VI, resultando na eliminagao
de células tumorais. Outro composto capaz de induzir piroptose em células de
cancer de pulmdo €é a cucurbitacina B, por meio da ativacdo de
TLR4/NLRP3/caspase-1/GSDMD (YUAN et al.,, 2021). Além disso, Peng (2020)
demonstrou que o aumento da expressdo de gasdermina E (GSDME) reduziu a
resisténcia a cisplatina em células de CPCNP, promovendo a infiltracdo de
imundcitos antitumorais através da indugao de piroptose.

Apesar das agdes pro-tumorais estejam amplamente estudadas, a
compreensao da relagao entre a piroptose e a inflamagao anticancer ainda nao esta
totalmente elucidada, sendo um ponto promissor a ser explorado, incluindo como

alvo terapéutico para cancer de pulmao.

2.4 Atuais terapias para o cancer de pulmao;

O céancer de pulmdo envolve diferentes abordagens, como a cirurgia,
radioterapia, quimioterapia, e mais recentemente a imunoterapia. Em alguns casos,
uma unica opgao pode ser insuficiente, sendo entdo necessario, fazer o uso de
terapia combinada de duas ou mais opg¢des. O principal tratamento para casos de
CPCNP em estagio | e Il é a cirurgia. Nos casos em que a doencga esta localmente
avangada, a cirurgia ndo é viavel, sendo entdo empregada a radioterapia em
combinagao com a quimioterapia (American Cancer Society, 2020).

Em estagios avancados de CPCNP, quando o tratamento localizado nao é
mais suficiente e se requer uma abordagem sistémica, se faz uso de terapias
complementares a cirurgia. O esquema terapéutico a base de cisplatina ou
carboplatina e o etoposideo, sdo a primeira linha de escolha, assim como para o
tratamento de CPPC (GRAHAM et al., 2017).

A cisplatina, apesar de ser um dos primeiros quimioterapicos produzidos,
atualmente segue tendo atividade anti-tumoral em diversos tipos de tumores sélidos,

incluindo cancer de testitulo, de bexiga, pulmao e ovarios. A agao da cisplatina se da



pela interacdo direta com o DNA das células tumorais. Apds penetrar na célula, a
cisplatina tem a capacidade de trocar duas de suas moléculas de cloro por H,O
causando diferentes tipos de lesdes irreversiveis no DNA, levando a formacao de
adutos. Essas alteragdes levam a inibicao da transcri¢ao e replicagao, que culminam
na ativagao da apoptose dependente ou independente de p53 em células tumorais
(ALI et al., 2022).

Apesar de ainda ser a primeira linha de tratamento em casos mais avancados
de cancer de pulmao, os casos de tumores resistentes a cisplatina vem aumentando
nos ultimos anos (ALl et al., 2022). Além disso, terapias com altas doses de
cisplatina estédo relacionadas a diversos efeitos colaterais, como a toxicidade renal,
cardiaca, gastrica, neurolégica e mielodepressao, o que resulta em uma limitagao
para o uso do quimioterapico (DUGBARTEY; PEPPONE; GRAAF, 2016).

O etoposideo, outro quimioterapico amplamente utilizado, € empregado nao
apenas para o tratamento do cancer de pulmao, mas também em outros tipos de
cancer, como linfoma e leucemias. A acao do etoposideo se da devido a inibigao da
enzima topoisomerase Il, enzima essencial no processo de desenrolamento da fita
de DNA durante a replicacdo. Essa inibicdo resulta em quebras na fita de DNA e
consequentemente a morte celular programada, nesse caso a apoptose. Assim
como a cisplatina, o etoposideo ainda € a primeira linha de tratamento,
principalmente em casos de CPPC. No entanto, os casos de resisténcia e efeitos
colaterais limitam o uso do quimioterapico (WANG et al., 2020).

Atualmente, uma abordagem mais personalizada, ou seja, uma terapia alvo
que é baseada em caracteristicas histologicas e marcadores moleculares, também
ja é possivel. Em 60% dos adenocarcinomas pulmonares e em 50 a 80% dos
carcinomas pulmonares de ceélulas escamosas, encontram-se mutagcdes genéticas
em receptores ou proteinas quinase, que levam ao crescimento descontrolado,
proliferacdo e sobrevivéncia do tumor. As principais terapias alvo para pacientes
com cancer de pulméo estao relacionadas a mutagées nos genes alvos, como o
EGFR, linfoma anaplasico quinase (ALK), e do receptor de tirosina quinase
codificado pelo gene ROS1 (SHROFF et al., 2018).

Outra opcéo terapéutica que vem sendo estudada nos ultimos anos € a

imunoterapia. Com o avango nos estudos sobre a atividade antitumoral do sistema



imune, a imunoterapia vem com a premissa de estimular o sistema imunolégico a
desenvolver respostas mais eficazes contra as células cancerigenas.

A imunoterapia pode agir de maneira ativa ou passiva, dependendo da
interacao com o sistema imune e das respostas geradas. A imunoterapia ativa esta
relacionada com a modulagdo do sistema imune por meio de agentes
imunoterapicos, como citocinas recombinantes, vacinas e anticorpos monoclonais
imunomoduladores. Ja a imunoterapia passiva ndao requer a ativagao do sistema
imunoldgico, utilizando-se de uma atividade antitumoral temporaria. Esse efeito é
alcancado através de anticorpos monoclonais alvo-especificos que se ligam a
antigenos associados ao tumor, promovendo a eliminagdo de células cancerigenas
pelo sistema imune (CARTER; et al., 2017).

Os anticorpos monoclonais imunomodulatérios podem atuar diretamente
sobre alguns alvos especificos, como o receptor de morte celular programada 1
(PD-1) e a proteina ligante de morte programada-1 (PDL-1). No tocante ao céncer
de pulmdo, os anticorpos monoclonais imunomodulatérios Nivolumabe e
pembrolizumabe, agem justamente nesses alvos. Estes agentes imunoterapicos ja
sdo aprovados como um tratamento para pacientes com CPCNP avancgado. Eles
atuam na ligacdo entre o PD-1 dos linfécitos e o PDL-1 das células tumorais,
impedindo o bloqueio da atividade citotoxica da célula T (SHROFF et al., 2018).
Além disso, também ja é possivel ser realizada a associagéo de inibidores de PD-L1
a quimioterapia convencional com etoposideo e uma platina, resultando em um
aumento da sobrevida de pacientes com CPPC (HORN et al., 2018).

Atualmente inumeras pesquisas estdo voltadas para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas que tém como alvo os componentes do microambiente
tumoral. Sabe-se que o microambiente tumoral € extremamente complexo e
heterogéneo, assim diversas estratégias, visando diferentes alvos estdo sendo
desenvolvidas.

Dentre esses alvos, destacam-se os estudos voltados aos macrofagos
associados ao tumor. Para os TAMs, as estratégias estdo focadas na inibicdo do
recrutamento e diferenciacdo de macrofagos. As células supressoras derivadas de
mieldide (MDSCs) sdo células mieloides imaturas, que possuem um papel

importante na resposta imune contra tumores. As MDSCs sao precursoras de



células dendriticas, macrofagos e granuldcitos, e podem se diferenciar em TAMs em
condigdes hipdxicas (GAO et al., 2023).

As quimiocinas sdo os principais agentes que atraem macrofagos para os
tumores. A inibicdo da proteina quimiotatica de mondcitos MCP-1 (CCL2) com
bindarit, um agente anti-inflamatério capaz de inibir citocinas especificas, resultou na
redugéo do crescimento tumoral em xenoenxertos de melanoma humano (LIU et al.,
2017). Além disso, esse mesmo composto, aumentou a expressao do inibidor de
NF-kB, modulando a proliferacdo de células cancerigenas in vitro, o que culminou no
comprometimento do crescimento tumoral de metastases com redugao na infiltragao
de células mieldides, em modelos animais de cancer de prostata e mama (ZOLLO et
al., 2012).

O fator estimulador de colénias de macréfagos M-CSF (CSF-1) € um potente
fator de crescimento de mondécitos/macrofagos. ZHU et. al mostrou que bloqueio da
sinalizagdo CSF1/CSF1R pelos inibidores GW2850 e PLX3397 CSF1R ou por
anti-CSF-1 bloqueou o recrutamento de TAM e MDSC, além disso também induziu a
morte de TAMs M2 e reprogramou os TAMs restantes para um fendtipo mais
antitumoral, em murinos com adenocarcinoma ductal pancreatico. O tratamento
anti-CSF1 quando combinado com imunoterapia anti-PD-1/anti-CTLA4 e
gencitabina, mostrou regressdo completa do tumor em 30% dos camundongos e
uma regressédo meédia do tumor de 85% (ZHU et al., 2014).

Outra estratégia € a remocado de macrofagos alternativamente ativados
indesejados e ceélulas mieldides imaturas. O tratamento com anticorpo monoclonal
anti-CD115 reduziu com sucesso o crescimento tumoral e prolongou a sobrevida de
camundongos devido a deplecdo de TAMs em um modelo de cancer de mama
murino (FEND et al., 2013). O Acido zoledrénico reduziu o nimero de TAMs e
reverteu sua polarizacdo de M2 para M1 através da inibigao do sitio ativo da enzima
farnesil pirofosfato (FPP) sintase na via do mevalonato (RIETKOTTER et al., 2013).

A repolarizagado de macrofagos M2 em macréfagos M1 também é uma opgéo
de terapia anti-tumoral. A partir da repolarizacdo, ha uma reducdo de fatores
imunossupressores no microambiente tumoral, o que antagoniza o tumor (SZEBENI
et al., 2016). O tratamento in vivo com IL-12 alterou o perfil dos TAMs, mudando seu

fendtipo que apresentava altos niveis de IL-10 e TGF-B, para um fendtipo com alta



liberacdo de TNF-a em um modelo murino de cancer de pulmao (WATKINS et al.,
2007). O composto hidrazinocurcumina alcangou resultados similares através da
inibicdo de STAT3, o que resultou na repolarizacdo de TAMs para um fendtipo que
expressa altas quantidades de IL-12 e baixas de IL-10 e TGF-B (ZHANG et al.,
2013).

Diferentes mecanismos como imunossupressdo, angiogénese e metastase,
responsaveis pela progressdo do cancer estao relacionados a inflamagcdo. Nesse
contexto, € de extrema importancia compreender de forma mais aprofundada os
efeitos da interacdo dos mediadores inflamatdrios liberados pelos macréfagos no
cancer de pulméo, visando ndo s6 a pesquisa de novas abordagens, mas também

buscar o aperfeicoamento das terapias ja estabelecidas.

3. JUSTIFICATIVA

O carcinoma pulmonar é a principal causa de morte por cancer em todo
mundo. No Brasil, segundo dados do ultimo levantamento do INCA, apenas no ano
de 2020, ocorreram mais de 28.000 mortes por cancer de pulmao (INCA, 2022). As
terapias convencionais para o cancer de pulmao ainda apresentam inumeras
limitagbes, como o aparecimento de resisténcia e a toxicidade causada por altas
doses. Essa resisténcia pode ser causada por diversos fatores intrinsecos ao
paciente, incluindo a composicdo do microambiente tumoral que da suporte para o
tumor. Pacientes com uma maior populacdo de macrofagos M1 apresentam uma
maior sobrevida, além disso, imunoterapias voltadas a repolarizagédo de macrofagos
estdo sendo estudadas (JACKUTE et al., 2018).

No entanto, € necessario aprofundar o entendimento sobre os efeitos da
interacdo entre os mediadores inflamatoérios liberados pelos macréfagos M1 e as
abordagens terapéuticas convencionais. Esse conhecimento € essencial ndo so6 para
a pesquisa e desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, mas também para
o aperfeicoamento das ja existentes, visando aumentar a eficacia dos tratamentos e,
consequentemente, melhorar os resultados clinicos e a qualidade de vida dos

pacientes. Nesse contexto, o presente projeto propde avaliar o impacto de um meio



condicionado por macréfagos M1 em linhagens de carcinoma pulmonar expostas

aos principais farmacos quimioterapicos utilizados na pratica clinica.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito do meio condicionado pré-inflamatério na resposta
terapéutica aos quimioterapicos cisplatina, etoposido em células de céancer de

pulmao
4.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar as biomoléculas presentes no meio condicionado produzido por
macrofagos M1;

- Verificar o impacto do meio condicionado pro-inflamatério na citotoxicidade
nas linhagens NCI-H1299 e A549 expostas a quimioterapicos;

- Verificar o impacto do meio condicionado proé-inflamatdrio no ciclo celular nas
linhagens NCI-H1299 e A549 expostas a quimioterapicos;

- Verificar o impacto do meio condicionado pro-inflamatério na produgao de
espécies reativas de oxigénio nas linhagens NCI-H1299 e A549 expostas a
quimioterapicos;

- Investigar o efeito do meio condicionado pré-inflamatério na expressao de
genes de morte celular nas linhagens NCI-H1299 e A549 expostas a
quimioterapicos;

- Verificar o impacto do meio condicionado pré-inflamatdrio na formacgao de
colénias na linhagem NCI-H1299 de carcinoma pulmonar

- Avaliar o efeito do meio condicionado e dos quimioterapicos no tamanho e
proliferagdo dos esferdides nas linhagens NCI-H1299 e A549.



5. METODOLOGIA
5.1 Comité de Etica

Para o presente projeto, ndo se aplicou a submissdo ao comité de ética,
tendo em vista que ndo houve o uso de amostras humanas ou animais, foram

utilizadas apenas células imortalizadas.
5.2 Obtengao das Linhagens Celulares

As linhagem celular de céancer de pulmé&o de células ndo pequenas
NCI-H1299, assim como a linhagem U937 de mondcitos humanos imortalizados
foram adquiridas do Banco de Células do Nupit-SG/UFPE.

5.3 Cultura Celular

Foi utilizada a linhagem celular de cancer de pulméao de células ndo pequenas
NCI-H1299, assim como a linhagem U937 de mondcitos humanos imortalizados. As
células NCI-H1299 foram cultivadas (10° células/mL) em meio RPMI 1640,
suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal, 10 mM de HEPES e 200 U/mL de
Penicilina/Estreptomicina, formando o meio de cultura completo, e foram incubadas
em estufa de CO2 5% a 37°C. As células U937 foram semeadas (2,5 x 10°
células/ml) em suspensao, cultivadas em meio RPMI completo e incubadas em
estufa de CO2 5% a 37°C. O meio foi trocado sempre que o crescimento celular

atingiu a confluéncia necessaria (entre 70% e 80%).

5.4 Diferenciagdo celular da linhagem U937 e preparagdao dos meios

condicionados (MC)

As células U937 foram semeadas em placas de 6 pogos, na densidade de 2,5
x 10° células/ml em meio RPMI completo por 24 horas, sendo o volume final de 2mL
por pogco. Apos as 24h, para induzir a diferenciagdo em macréfagos, as células
foram tratadas com 100nM de PMA e 100ng/ml de LPS, e incubadas por 48h
(adaptado de THABET et al., 2019). Apds a incubagao, as células foram lavadas
duas vezes com PBS, semeadas em meio isento de soro e incubadas por mais 24h.

Apo6s o tempo de incubacdo, o sobrenadante foi recolhido e armazenado a -80°C



para ser usado posteriormente como meio condicionado para linhagens de céancer
de pulm&o. Além disso, o sobrenadante também foi utilizado para dosagem de

citocinas por cytometric bead array (CBA).
5.5 Analise do fenétipo dos macrofagos por citometria de fluxo

Para identificar o fendtipo de macrofagos diferenciados com PMA em
associacado ao LPS, as células foram coletadas da placa de cultura, foi utilizada a
tripsina para promover a desagregacao das células do fundo da placa, em seguida a
tripsina foi inativada com meio RPMI completo, e as células foram lavadas com PBS
(phosphate-buffered saline - salina tamponada com fosfato) e entdo centrifugadas.
As células foram entdo marcadas com anticorpos para CD80 e CD86, marcadores
de macrofagos M1; os anticorpos CD200 e CD206 marcadores de macrofagos M2
por 30 min a 4°C no escuro e depois lavadas duas vezes e ressuspensas em 500 uL
de PBS. As células foram analisadas no citbmetro BD FACSAria Il (BDbiosciences) e

analisadas usando o software BD FACSDiva (BDbiosciences).
5.6 Dosagem das citocinas e quimiocinas por Citometryc Bead Array (CBA)

Os niveis de citocinas no meio condicionado foram dosados utilizando os Kits
de CBA Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit da BD biosciences, de acordo com as
instru¢des do fabricante. As amostras foram processadas no citometro BD FACSAria

Il (BDbiosciences) e analisadas usando o software FCAP Array (BDbiosciences).
5.7 Ensaio de Viabilidade Celular (MTT)

A viabilidade celular foi avaliada pelo método colorimétrico baseado na
conversao do sal MTT em cristais de formazan. As células neoplasicas NCI-H1299,
foram semeadas na concentragdo de 5x10° células/100ul em placas de 96 pocos.
Apods 24h as células foram tratadas com os quimioterapicos (cisplatina e etoposideo)
e expostas ao meio condicionado por 72h. Apds o tempo de incubagéo, o sal MTT
foi adicionado no escuro e a placa levada novamente para a estufa por mais 3 horas,
para entdo ser adicionado o SDS (sodium dodecyl sulfate). As leituras foram feitas

apo6s 24h em espectrofotdbmetro de placa, a 570 nm.



5.8 Analise do Ciclo Celular

Para a analise do ciclo celular, as células NCI-H1299 foram plaqueadas em

placas de 24 pogos na densidade de 5x10* células/ml. Apds 24h, houve os seguintes

grupos de tratamento:

NT: Células nao tratadas por 48h;

MC: Células expostas ao meio condicionado por 48h;

CIS IC25: Cisplatina na dose do IC25 por 48h;

MC CIS I1C25: Exposigao ao meio condicionado + cisplatina na dose do
IC25 por 48h;

ETP IC25: Etoposideo na dose do IC25 por 48h;

MC ETP IC25: Exposicédo ao meio condicionado + cisplatina na dose
do IC25 por 48h;

CIS + ETP IC25: Cisplatina + Etoposideo na dose do IC25 por 48h;

MC CIS+ETP IC25: Exposicdo ao meio condicionado + Cisplatina +
Etoposideo na dose do 1C25 por 48h.

Apés o tratamento as células foram fixadas no etanol 70% por 4 dias. Apds o

tempo de fixacdo, as células foram lavadas com PBS e marcadas com lodeto de

Propideo (eBioscience) por 30 minutos a 37°C, de acordo com as especificagdes do

fabricante e utilizando-se o equipamento Attune (Applied Biosystems). A analise dos

resultados foi realizada pelo software FlowJoo-V10.

5.9 Avaliagao da produgao de espécies reativas de oxigénio

Para a analise da produgdo de espécies reativas de oxigénio, as células

NCI-H1299 foram plaqueadas em placas de 24 pogos na densidade de 7,5x10*

células/ml. Apds 24h, as células foram tratadas com os quimioterapicos, onde houve

0s seguintes grupos de tratamento:

NT: Células nao tratadas por 48h;
MC: Células expostas ao meio condicionado por 48h;
CIS IC25: Cisplatina na dose do IC25 por 48h;



- MC CIS IC25: Exposi¢cao ao meio condicionado + cisplatina na dose do
IC25 por 48h;

- ETP IC25: Etoposideo na dose do IC25 por 48h;

- MC ETP IC25: Exposi¢cao ao meio condicionado + etoposideo na dose
do IC25 por 48h;

- CIS + ETP IC25: Cisplatina + Etoposideo na dose do IC25 por 48h;

- MC CIS+ETP IC25: Exposicdo ao meio condicionado + Cisplatina +
Etoposideo na dose do IC25 por 48h.

Apods o tratamento as células foram marcadas com com dihydroethidium
(DHE - 4uM) (CHEM CRUZ), por 30 minutos protegidos da luz, de acordo com as
especificacbes do fabricante e utilizando-se o equipamento Attune (Applied

Biosystems A analise dos resultados foi realizada pelo software FlowJoo-V10.
5.10 Analise da expressao de genes de morte por PCR em tempo real

A linhagem NCI-H1299 foi semeada em placas de 12 pogos, na densidade de
5x10* células por pogo em 500uL de meio RPMI completo por 24 horas. Apos as
células aderirem e atingirem a confluéncia de 70 a 80%, foram tratadas com os

quimioterapicos (cisplatina e etoposido) e expostas ao meio condicionado por 24h.

Para a extracdo de RNA, as amostras foram suspensas em 500 uL de Trizol
(Invitrogen, UK), em seguida a extragdo foi feita seguindo as instrugbes do
fabricante. Apds a extragdo foi feita a quantificagdo utilizando o nanodrop, o
NanoDrop mede a absorbancia a 260 nm (para quantificagao de acidos nucleicos) e
280 nm (para a avaliagdo da pureza da amostra). A razao de pureza (260/280) foi
monitorada, sendo aceitas amostras com valores entre 1,8 e 2,0, indicativos de uma
boa qualidade do RNA.

ApoOs a quantificagdo, cada amostra foi submetida a obtencdo de DNA
complementar (cDNA), a partir de 500ng de RNA, utilizando-se o High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit, de acordo com as instrucdes do fabricante. O cDNA
produzido foi armazenado a — 80°C para posterior utilizagdo na detecgcao e

quantificacdo dos genes pela técnica de PCR em tempo real.



Os ensaios para se obter a expressdao dos genes Caspases 3, NLRP3,
GSMD, RIPK1 e GAPDH, foram feitos de acordo com as instrugdes do fabricante.
Os experimentos foram realizados usando o QuantStudio Real-Time PCR Systems

(Thermo Fisher Scientific).

A expressao de cada gene por amostra foi determinada através de duplicatas.
Expressdes quantitativas relativas foram calculadas seguindo o método Fold Change
(FC), sugerido por Schmittgen e Livak (Schmittgen e Livak 2008) para os ensaios FC
= 2 -AACq ou FC = 2 - [(gene Cq de interesse - controle interno Cq) amostra A -

(Gene Cq de interesse - controle interno Cq) amostra B].

5.11 Avaliagdo do meio condicionado na formagao de coldnias na linhagem

NCI-H1299 de carcinoma pulmonar

Para avaliar o impacto do meio condicionado na formacéo de colénias na
linhagem NCI-H1299, foram plaqueadas 1000 células por po¢o em placas de 6
pocos. Apds 24h as células foram expostas ao meio condicionado obtidos de
macrofagos M1 ou ao meio de cultura RPMI por 72h. Apds o tempo de tratamento as
células foram lavadas 1x com PBS e o tratamento foi substituido por meio RPMI
completo por mais 6 dias. Em seguida o meio foi descartado, as colénias foram
lavadas 3x e entdo fixadas com 1mL de paraformaldeido 4% diluido em agua por 10
minutos. Apds os 10 minutos as colénias foram lavadas 3x com PBS e entdo
adicionado o cristal violeta 0,1% por 20 minutos. Em seguida as colénias foram
lavadas novamente 3x e a placa foi deixada secando por pelo menos 24h, para por
fim as fotos serem tiradas. As colbnias foram contadas, onde >50 células

correspondeu a uma colonia.

5.12 Avaliacdo do meio condicionado associado aos quimioterapicos em

esferdides de células de cancer de pulméo

Para a producdo dos esferdides, as células NCI-H1299 foram plaqueadas
(2x10%) em placa de 96 pogos contendo 60uL de agarose por 4 dias para a formagéo
dos esferdides. Em seguida os esferdides foram expostos ao meio condicionado, a

cisplatina nas concentragées do IC25 (6,635 pM) e IC50 (13,27 uM) e também a



cisplatina nas mesmas concentragées ao meio condicionado. Ja nos grupos tratados
com o etoposideo, as células foram expostas ao quimioterapico nas concentracoes
de IC25 (1,6 uM) e IC50 (3,2 pM) isoladamente ou em associagdo ao meio

condicionado.

Para avaliar o impacto dos grupos de tratamento no tamanho dos esferdides,
foram realizadas fotos e medi¢cdes da area dos esferdides nos tempos de 0, 24h,
48h e 72h, utilizando o Imaged. Onde apds definir a escala das fotos (300um) os
esferdides foram selecionados utilizando a ferramenta de varinha magica e sua area

foi calculada pelo software.

Além disso, para avaliagdo dos marcador Ki67, os esferdides foram fixados
com glutaraldeido (SIGMA) (2,5%), em seguida lavado com PBS e realizada uma
desidratacdo graduada com etanol (100%). Os esferoides entdo foram lavados
novamente com PBS e foi adicionado 0,1% de TRITON X-100 em PBS nos
esferdides por 5 min para torna-los permeavéis ao anticorpo. Em seguida foi
realizado um bloqueio com BSA (albumina sérica bovina) por 20 minutos. Apds o
bloqueio os esferoides foram marcados com Ki67 por 1h (adaptado de SIAHMAZGI

et al., 2023). As analises foram realizadas por microscopia de fluorescéncia.

Para medir a intensidade média de fluorescéncia foi utilizado o software
imageJ, utilizando a ferramenta foram obtidos os valores da densidade integrada, a
area e o background dos esferéides. Em seguida foi realizado o calculo de
intensidade corrigida, que corresponde aos dados de intensidade integrada -

background x area dos esferoides.
5.13 Andlises estatisticas

O software GraphPadPrism versao 8 (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, EUA) foi utilizado para o tratamento estatistico dos dados. Para os resultados
que obedecerem a distribuigdo normal, foi utilizado o teste paramétrico t (Student).
Ja para os resultados nao-paramétricos, o teste utilizado foi o Kruskal-Wallis
(multiplas comparacdes). As diferengas foram consideradas estatisticamente

significantes para p < 0,05.



6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizagcao do meio condicionado por macréfagos diferenciados com
PMA e LPS

Para a caracterizagdo da populagdo de macréfagos diferenciados a partir da
linhagem U937 estimulada com PMA e LPS, foi avaliado, por citometria de fluxo, o
seu perfil de marcacdo. Foram utilizados os marcadores de superficie celular, CD80
e CD86 para caracterizagcdo de macréfagos M1 e CD200R e CD206 para
caracterizacdo de macrofagos M2. Os resultados mostraram que a diferenciagao e
polarizagdo com PMA e LPS aumentaram a expressao do marcador para M1 CD86,
mas também CD206. No entanto, a porcentagem de células expressando CD86 foi
significativamente (p****<0,0001) maior do que aquelas expressando o CD206,

indicando uma polarizacao para o fenoétipo pro-inflamatério (figura 4).

Os CD80 e CD86 sao grupos de moléculas co-estimulatorias expressos em
células apresentadoras de antigeno, sdo expressos nos macréfagos ativados,
especialmente os do tipo M1 (pré-inflamatérios) (SOSKIC et al., 2021). Assim, em
processos inflamatérios, a expressao de CD80/86 facilita a ativacdo das células T e
a amplificacdo da resposta inflamatéria, favorecendo a eliminagdo de patégenos e
células tumorais (ZHANG; YANG; ERICSSON, 2021).

O CD206, também conhecido como receptor de manose C tipo 1 (MRC1), é
uma proteina de superficie celular abundantemente presente em populagcbes de
macréfagos M2 e células dendriticas. Embora nossa analise ndo tenha investigado
0s niveis de marcadores M1 e M2 na linhagem U937 apds a diferenciagdo com o
PMA sem o estimulo do LPS, foi descrito por Abdulhadi (2014) que a linhagem U937
quando diferenciada de monécitos em macréfagos pelo PMA para um fenétipo MO,
expressa uma quantidade significativa de CD206, comparada com a linhagem nao
diferenciada. Assim, os niveis de CD206 observados nos macréfagos diferenciados

estimulados pelo LPS pode estar relacionada ao processo prévio de diferenciagao



das células U937 pelo PMA, como corrobora a literatura (SHARP, 2013,
ABDULHADI, 2014, BAKHEIT et al., 2023).

Figura 4: Expressao dos marcadores CD80, CD86, CD200R e CD206 apds estimulo
com LPS
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Porcentagem de macrofagos derivados da linhagem U937 expressando os
marcadores CD80, CD86, CD200R e CD206 apds exposigao ao LPS por 48h.
p****<0,0001.

Além disso, para confirmar o perfil dos macrofagos, as concentragbes de
citocinas (IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2) presentes no meio condicionado. Foi
possivel observar niveis exacerbados de IL-6 e um aumento nos niveis de TNF,
confirmando que o meio condicionado possui caracteristicas pré-inflamatérias (figura
6). Estes resultados estdo de acordo com estudos prévios do grupo de pesquisa,
onde os niveis da expressao IL-6, TNF-a e ainda IL-1[] foram avaliados por PCR em

tempo real nas células U937 diferenciadas com PMA e LPS.

Figura 6: Dosagem dos niveis de citocinas presentes no meio condicionado dos

macréfagos derivados da linhagem U937 apos estimulo ao LPS
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Niveis das citocinas IL17A, INF-y, TNF, IL-6, IL-4 e IL-2 dosadas no meio
condicionado por macréfagos U937 diferenciados com PMA e estimulados com LPS
por 48h.

O fator de necrose tumoral (TNF) € um mediador inflamatorio de destaque,
inicialmente reconhecido por sua habilidade de induzir necrose em células tumorais
(BALKWILL, 2009). Estudos mais recentes mostram que a partir da analise de
screenings genéticos em células tumorais, sugeriu que a partir de direcionamento
farmacoldgico contra proteinas especificas, poderia potencialmente reverter os
efeitos pré-tumorais do TNF em citotoxicidade para as células tumorais (FREEMAN,
2021).

Ja a interleucina-6 é uma citocina pré-inflamatéria conhecida principalmente
por suas fungdes pro-tumorais. Niveis elevados de IL-6 sdo capazes de ativar o
transdutor de sinal da janus quinase 2 (JAK2) e o ativador da via de sinalizagdo da
transcricdo 3 (STAT3), uma das principais vias de transducao de sinal, essencial na
proliferacao e diferenciacado celular. O tratamento com anticorpos monoclonais anti
IL-6 ja vem sendo utilizado por pacientes com carcinoma pulmonar (HUANG; LANG;
LI, 2022).



Apesar dos efeitos ambiguos que os fatores pro-inflamatérios podem
apresentar, sua presenga no meio condicionado € importante para melhor
mimetizacdo de um microambiente inflamatdério em um paciente de céncer de
pulméo. Por exemplo, os niveis de IL-6 estdo aumentados em pacientes fumantes e
ex-fumantes, além de pacientes com carcinoma pulmonar em estagios mais
avancgados (GAUR et al., 2019).

6.2 A exposicao ao meio condicionado reduziu significativamente a viabilidade
da linhagem NCI-H1299

Para avaliacédo da viabilidade celular da linhagem de CPCNP, NCI-H1299, foi
utilizado o ensaio colorimétrico de viabilidade celular, MTT. A NCI-H1299 é uma
linhagem agressiva que apresenta delegao parcial da proteina p53, um importante
supressor tumoral relacionado ao ciclo celular. Os resultados demonstraram que a
exposi¢cao ao meio condicionado isoladamente culminou em uma redugéo de 72.4%
da viabilidade celular ap6s 72h, quando comparadas ao grupo controle (células nao
tratadas) (p****<0,0001) (figura 7A).

Para avaliar ainda os efeitos do meio condicionado associado aos principais
farmacos quimioterapicos utilizados na clinica para pacientes de cancer de pulmao,
a linhagem NCI-H1299 foi exposta ao MC em associagdo a cisplatina na
concentracdo de metade do IC50 (IC25), MC em associagdo ao etoposideo na
concentracao de metade do IC50 (IC25) e ainda a associagao destes dois farmacos

em adi¢ao ao MC.

Os resultados revelaram que a associacdo do MC a cisplatina IC25,
potencializou a agao da cisplatina quando comparado ao grupo controle. A média da
viabilidade celular nas células expostas apenas a cisplatina foi de 42,81%
(p***0,0005), enquanto nas células expostas ao MC em associagao a cisplatina foi
de 20,85% (p****<0,0001), como mostra a figura 7A. No grupo tratado com
etoposideo, a diferenga entre o grupo tratado apenas com o quimioterapico e o

grupo tratado com o quimioterapico em associacdo ao MC foi ainda mais



significativa, com a redugdo na viabilidade correspondendo a 53,25% e 19,6%,
respectivamente (figura 7B).

Além disso, nos grupos que foram expostos a associagdo da cisplatina e
etoposideo com ou sem o MC, também foi possivel observar uma redugao
significativa da viabilidade celular no grupo contendo o meio pré-inflamatério (figura
7C), onde houve uma reducéo de 40,98% para 19,64%.

Figura 7: Efeitos do meio condicionado na viabilidade celular das linhagem de
carcinoma pulmonar NCI-H1299
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A. Viabilidade celular da linhagem NCI-H1299 apds exposta ao MC e a cisplatina
nas concentragdes do IC25 e IC50 (6,635 pM e 13,27 uM). B. Viabilidade celular da
linhagem NCI-H1299 apds ser exposta ao MC e ao quimioterapico etoposideo nas
concentragdes do IC25 e IC50 (1,6 uM e 3,2 uM). C. Viabilidade celular da linhagem
NCI-H1299 apds exposicdo a associacdo da cisplatina e etoposideo nas
concentragdes do IC25, e sua adigdo ao MC. NT - Nao tratado: grupo controle; MC -
Meio condicionado; CIS 1C25 - Cisplatina 6,635 pM; CIS IC50 - Cisplatina 13,27 uM;

ETP IC25 - Etoposideo 1,6 uM; ETP IC50 - Etoposideo 3,2 pM. (**P<0,05,
***P<0,0005, ****P<0,0001).

Os macrofagos pro-inflamatorios além da capacidade de eliminacédo de
patdogenos, possuem fungdes anti-tumorais, agindo através da liberagdo de
mediadores inflamatérios que tem capacidade tumoricida, produgdao de espécies
reativas de oxigénio e recrutamento de células TCD8 (KUMARI; CHOI, 2022).



Dentre as citocinas e quimiocinas presentes no meio condicionado, o TNF
possui a capacidade de desencadear diferentes tipos de morte celular, apoptose,
necroptose e piroptose. A apoptose desencadeada por TNF-a envolvem a formacao
de complexos de sinalizacdo que resultam na ativacdo da via extrinseca da
apoptose pela ativagao de caspase 8, ou piroptose pela clivagem de gasdermina D
(GSDMD). Quando ha a inativagdo da caspase 8, TNF-a desencadeia necroptose
(necrose celular programada) através da ativagcdo de moléculas como proteina
quinase 3 e 1 que interage com o receptor (RIPK3 e RIPK1) e proteina semelhante
ao dominio da quinase de linhagem mista (MLKL) (VAN LOO; BERTRAND, 2022).

Os macroéfagos M1 produzem espécies reativas de oxigénio em resposta a
estimulos inflamatérios, como é o caso do LPS, utilizado para a produ¢gdo do meio
condicionado. A presengca de ROS pode levar a danos de membrana, danos ao
DNA, disfungdo mitocondrial e outros mecanismos que podem resultar em morte
celular. Estudos demonstram que ROS tem um papel importante na ativacdo do
inflamassoma NLRP3, além de regular positivamente a expressao de expressao de
NLRP3, pro-caspase-1 e pro-IL-13, moléculas necessarias para a via de sinalizagao
da piroptose (ABAIS et al., 2015, ZHENG et al., 2022).

6.3 O meio condicionado em associagdo a cisplatina leva a um aumento de

células estacionadas na fase S do ciclo celular na linhagem H1299

A avaliagcdo do impacto do meio condicionado revelou que, sozinho, ele nao é
capaz de interferir no ciclo celular das células de cancer de pulmao analisadas.
Quando comparado ao grupo controle, pode-se notar um aumento de células

estacionadas na fase G1, no entanto esse aumento nao foi significativo (figura 8).

Nos grupo tratados com a cisplatina, foi possivel observar que sua
associagdo ao MC aumentou a porcentagem média de células estacionadas na fase
S (33,7%), quando comparado com o grupo tratado apenas com a cisplatina

(24,03%). Para a fase G2, ocorreu uma inversao, o grupo tratado apenas com



cisplatina possui uma maior porcentagem média de células estacionadas (64,58%),

enquanto a sua associagédo ao MC reduziu essa média para (53,16%) (figura 8).

Figura 8: Avaliagao dos efeitos do MC e sua associagao ao quimioterapico cisplatina

no ciclo celular da linhagem NCI-H1299
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Porcentagem meédia de células NCI-H1299 estacionadas nas fases, Sub-G0, G1, S e
G2 do ciclo celular apds expostas ao MC e a cisplatina nas concentragdes do IC25 e
IC50 (6,635 uM e 13,27 uM).

E bem estabelecido que a cisplatina possui a capacidade de parar o ciclo
celular na fase G2/M, isso ocorre devido aos danos ao DNA causados pelos adutos
de cisplatina. Os danos ao DNA ativam a via de sinalizacdo ATM (Ataxia
Telangiectasia Mutada - ATM)/ATR (ATM e Relacionado a Rad3), estas proteinas
ativam as quinases Chk1 e Chk2, que séo reguladoras dos pontos de controle do
ciclo celular. As quinases Chk1 e Chk2 fosforilam e inibem Cdc25, inibindo também
Cdc2 e a cilina B, responsaveis pela transicdo da fase G2 para a mitose (HE et al.,
2011).

Os resultados encontrados estdo de acordo com a literatura, as células
expostas somente a cisplatina, possuem uma maior porcentagem de células

paradas na fase G2. A exposicdo ao MC associado a cisplatina, aumentou a



porcentagem de células na fase S. Os mecanismos que levam a parada da célula na
fase S pela cisplatina sdo bastante semelhantes aqueles que levam a parada na
fase G2, compartilhando a mesma via até a inibicido de Cdc25, que além de resultar
na inibicdo de Cdc2/ciclina B, inibe também Cdk2/ciclina A, sugerindo assim que o

MC pode potencializar a agao da cisplatina na parada na fase S.

6.4 O meio condicionado em associagao ao etoposideo leva a um aumento de

células estacionadas na fase G1 do ciclo celular na linhagem H1299

No grupos tratado com o etoposideo na concentragao do IC25, diferente dos
grupos tratados com a cisplatina, houve uma porcentagem significativa de células na
fase Sub-GO0 (12,34%) (p**0,0071), quando comparado ao grupo controle e o grupo
exposto apenas ao MC. A associacao do MC ao etoposideo resultou em um
aumento significativo de células estacionadas na fase G1 do ciclo celular (32,18%)
(p*0,0158), quando comparado ao grupo exposto somente ao MC. Para as fases S e
G2, ndo houve diferenga significativa entre os grupos tratados com etoposideo
isoladamente na concentragcdo do IC25 e sua associacdo ao MC, como mostra a
figura 9A.

Foi avaliado também a associacdo entre cisplatina e etoposideo na
concentragédo do 1C25, além do impacto da adicdo do MC a esse grupo. A presenga
do MC na associagao entre os dois quimioterapicos, diminuiu a média de células
estacionadas na fase G1, de 9,97% no grupo tratado com cisplatina e etoposideo,
para 4,04% no grupo com cisplatina, etoposideo e o MC. Na fase S, houve um
aumento da porcentagem média de células no grupo exposto aos quimioterapicos
em adicdo ao MC. Na fase G2 a diferenga da média de porcentagem entre os dois

grupos foi imperceptivel (figura 9B).



Figura 9: Avaliagdo dos efeitos do MC e sua associagdo aos quimioterapicos

cisplatina e etoposideo no ciclo celular da linhagem NCI-H1299

A

|—:, lic Em N3o Tratado
80- % Meio Condicionado
% mm ETPIC25
60 wz MC + ETP IC25
— N . mm ETPIC50
%z
, /
o] % Z
‘ % Y /
i P . é .
B

B N3o Tratado

w# Meio Condicionado
B ETP + CISIC25

wwm MC ETP + CISIC25

%

A. Intensidade Média de Fluorescéncia na linhagem NCI-H1299 estacionadas nas
fases, Sub-G0, G1, S e G2 do ciclo celular apds expostas ao MC e etoposideo nas
concentragbes do IC25 e IC50 (1,6 uM e 3,2 uM). B. Porcentagem média de células
NCI-H1299 estacionadas nas fases, Sub-G0, G1, S e G2 do ciclo celular apos
exposicao a associagao da cisplatina e etoposideo nas concentragdes do IC25, e

sua adicdo ao MC. NT - Nao tratado: grupo controle; MC - Meio condicionado; CIS



IC25 - Cisplatina 6,635 uM; CIS IC50 - Cisplatina 13,27 uyM; ETP 1C25 - Etoposideo
1,6 uM; ETP IC50 - Etoposideo 3,2 uM. (**P<0,05, ***P<0,0005, ****P<0,0001).

Assim como a cisplatina, o etoposideo € um quimioterapico que leva a danos
no DNA, ativando as mesmas vias de sinalizagao responsaveis pelas paradas do
ciclo nas fases S e/ou G2 (MONTECUCCO; BIAMONTI, 2007). Os resultados
encontrados, mais uma vez concordam com os resultados descritos na literatura, as
células H1299 expostas ao etoposideo estdo em sua maioria estacionadas na fase
G2. No entanto, a exposi¢cao ao etoposideo em associagao ao MC resultou em um
aumento das células estacionadas na fase G1, o que pode ser explicado pela
presencga da inflamacao gerada pelos macréfagos M1 em associagdo aos danos do
DNA, gera um ciclo vicioso que pode interromper o ciclo celular para reduzir o

acumulo de mutagdes geradas pela replicagdo do DNA (PEZONE et al., 2023).

6.5 O meio condicionado potencializa a producao de espécies reativas na

linhagem NCI-H1299 de carcinoma pulmonar

A marcagao da linhagem de CPCNP, NCI-H1299, com o dihydroethidium
demonstrou que a exposicdo ao meio condicionado resulta no aumento da produgao
de ROS (10.754), quando comparado ao grupo controle (5.729). A exposigao a
cisplatina em associacdo ao meio condicionado resultou em uma média de
intensidade de fluorescéncia (MFI) (12.699), enquanto no grupo exposto apenas a
cisplatina na concentracdo do IC25 a MFI foi de (12.822), ndao havendo uma

diferenca significativa(figura 10A).

Nas células expostas ao etoposideo na concentragdo do IC25 (10.601), foi
possivel ver um aumento significativo de ROS (**p<0,005), quando comparado ao
grupo controle. Quando adicionado o MC, esse aumento passa a ser maior (14.360)
(****P<0,0001), sugerindo uma potencializagdo da agdo do etoposideo em doses
mais baixas (figura 10B) A associagdo dos quimioterapicos resultou na elevagao da

média de intensidade de fluorescéncia (16.177), quando adicionado o meio



condicionado a esse grupo, a média aumentou (17.043), mas nao houve diferencga

estatisticamente significativa entre os grupos (figura 10C).

Figura 10: Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) da linhagem NCI-H1299 em

diferentes grupos de tratamento apds marcagao com DHE
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A. Porcentagem média de MFI na linhagem NCI-H1299 apds exposi¢cdo ao MC e a
cisplatina nas concentragbes do IC25 e IC50 (6,635 uyM e 13,27 uM). B.
Porcentagem média de MFI na linhagem NCI-H1299 apdés exposi¢cdo ao MC e
etoposideo nas concentragdes do IC25 e IC50 (1,6 uM e 3,2 uM). C. Porcentagem
média de MFI na linhagem NCI-H1299 apds exposi¢cado a associagédo da cisplatina e
etoposideo nas concentracdes do IC25, e sua adicdo ao MC. NT - Nao tratado:
grupo controle; MC - Meio condicionado; CIS IC25 - Cisplatina 6,635 uM; CIS IC50 -
Cisplatina 13,27 uM; ETP IC25 - Etoposideo 1,6 uM; ETP IC50 - Etoposideo 3,2 uM.
(*P<0,05, **P<0,0005, ****P<0,0001).

Como radicais livres quimicamente ativos, as espécies reativas de oxigénio
desempenham um papel indispensavel na homeostase. A producado de ROS ocorre
principalmente na mitocondria. Além das mitocondrias, outras organelas celulares,
como o reticulo endoplasmatico e os peroxissomos, podem participar da formacéao
de ROS. O aumento dos niveis de producdo de ROS pode resultar no
desenvolvimento de eventos patoldgicos, incluindo doengas neurodegenerativas,
diabetes e cancer (MIRZAEI et al., 2021). No entanto, estudos demonstram que

utilizar a produgcdo de ROS como alvo terapéutico € uma estratégia promissora para



combater o cancer, quando os niveis de ROS ultrapassam o limite tolerado pelas
células e ocorre um desequilibrio redox, diferentes vias podem ser ativadas,
culminando na morte celular (GLORIEUX et al., 2024).

Como ja citado, os macréfagos produzem ROS na presenca de estimulo
inflamatoérios, como o lipopolissacarideo foi utilizado na produgédo do meio
condicionado, isso explica a presenga de espécies reativas de oxigénio nas células
expostas somente ao meio condicionado. A cisplatina consegue promover o
aumento de radicais livres, principalmente de ROS, como mecanismo para induzir a

morte celular.

Assim como a cisplatina, o etoposideo € um quimioterapico que também
induz a geragdo de ROS para induzir a morte celular. Um estudo demonstrou que o
etoposideo na presencga da inibicao de p53, leva ao aumento da ativagao de via
quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e ao acumulo de ROS nas
mitocondrias durante a apoptose induzida por etoposideo em células do tubulo
proximal do rim humano (SHIN et al., 2016). Como a linhagem NCI-H1299 possui

uma delegao parcial de p53, é possivel que o acumulo de ROS também ocorra.

A adicao de etoposideo ao meio condicionado por macrofagos M1 resultou
em um aumento significativo na produgédo de ROS nas células de cancer de pulmao.
Esses resultados podem ser atribuidos ao fato de que tanto o meio condicionado,
com sua composicao de mediadores pro-inflamatdrios, quanto a agao direta do
etoposideo, atuam sinergicamente para promover a produgcao de espécies reativas
de oxigénio. Assim, essa combinagdo potencializa o ambiente pro-oxidativo,

contribuindo para o aumento do estresse e morte nas células tumorais.

6.6 Avaliacao da regulacado de genes de morte celular apés exposi¢cao ao meio

condicionado e sua associagcao aos quimioterapicos

Para tentar identificar qual a via de morte celular poderia ser responsavel pela

reducao da viabilidade celular na linhagem NCI-H1299 apds ser exposta ao meio



condicionado, foram avaliados através de PCR em tempo real, a expressao dos
genes CASP3, NLRP3, GSMD e RIPK1.

A apoptose pode ser desencadeada por duas vias, ambos os caminhos
convergem em uma via de execugao, onde a Caspase-3 € ativada por qualquer uma
das caspases iniciadoras, a ativacdo da caspase 3 resulta em eventos como
ativagcdo de endonuclease, degradacdo do DNA cromossdmico, ativagcdo de
protease e degradacgdo de proteinas nucleares e do citoesqueleto, culminando nas

alteragdes citomorfoldgicas caracteristicas da apoptose (D’ARCY, 2019).

Os resultados da analise da PCR em tempo real mostram que a linhagem
NCI-H1299 exposta somente a cisplatina na concentragdao do IC25 possui uma
maior expressao do gene CASP3, quando comparado ao grupo exposto a cisplatina
em associagao ao MC (figura 11A), esse aumento no entanto, nao foi significante

estatisticamente.

Figura 11: Expressdo do gene CASP3 na linhagem NCI-H1299 apss exposi¢cao por

48h a diferentes grupos de tratamento
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A. Expressdo de CASP3 na linhagem NCI-H1299 apds exposicdo ao MC e a
cisplatina nas concentracdes do IC25 e IC50 (6,635 uM e 13,27 uM). B. Expresséao
de CASP3 na linhagem NCI-H1299 apds exposicdao ao MC e etoposideo nas
concentragbes do IC25 e IC50 (1,6 pM e 3,2 pM). C. Expressdo de CASP3 na

linhagem NCI-H1299 apds exposigdo a associagao da cisplatina e etoposideo nas



concentragdes do IC25, e sua adigdo ao MC. NT - N&o tratado: grupo controle; MC -
Meio condicionado; CIS 1C25 - Cisplatina 6,635 uM; CIS IC50 - Cisplatina 13,27 uM;
ETP IC25 - Etoposideo 1,6 uM; ETP IC50 - Etoposideo 3,2 uM.

O gene NLRP3, codifica a proteina NLRP3, uma proteina intracelular que age
como sensor de estresse e dano celular, sendo indispensavel para a formacao do
inflamassoma NLRP3. Os resultados mostraram que quando a linhagem NCI-H1299
foi exposta ao MC, cisplatina (IC25 e IC50) e associagao de cisplatina (IC25) ao MC,
houve uma regulacao positiva do gene NLRP3 (figura 12A).

Os mediadores inflamatoérios no MC podem levar a um aumento na expressao
do gene NLRP3, através da agao de citocinas como TNF-a, IL-1B e IL-6, que podem
ativar fatores de transcricdo como NF-kB, um dos principais reguladores do gene
NLRP3. Além disso, a produgdao de ROS gerada pelo MC age como gatilho de
ativagcédo para o inflamassoma NLRP3, podendo levar a um aumento na expressao
do gene (WANG et al., 2024).

A cisplatina, além de levar a apoptose, tem agdes tumoricidas a partir de
outras vias de morte celular. Em linhagens como a NCI-H1299 que possuem
alteragdo em p53, os danos ao DNA e produgdo de ROS gerados pelo
quimioterapico levam a ativacio da piroptose. Estudos mostram que a cisplatina tem
a capacidade de ativar a piroptose pela via NLRP3/caspase-1/GSDMD, concordando

com os resultados encontrados no estudo (YAN et al., 2021).

Ja nos grupos expostos ao etoposideo (IC25 e IC50) e sua associagdo ao
MC, foi possivel observar que a presenca do meio condicionado leva a uma
tendéncia de aumento da expresséo do gene NLRP3 na linhagem NCI-H1299, onde
a média de expressao do grupo tratado apenas com etoposideo (IC25) foi de 2,56,

quando associado ao MC, a média da expressao aumentou para 7,13 (figura 12B).

Assim como a cisplatina, estudos mostram que o etoposideo € capaz de
ativar a morte celular por piroptose, no entanto essa ativacdo se da pela via

caspase-9/caspase-3/GSDME. Essa via, no entanto, ndo possui impacto na



expressdo do gene NLRP3. A analise de genes associados a via
caspase-9/caspase-3/GSDME ¢é essencial para verificar se esse mecanismo esta em
acéao neste caso (GIELECINSKA et al., 2023).

Além disso, a combinagdo dos quimioterapicos cisplatina e etoposideo,
aumentou a expressao de NLRP3 (7,45), provavelmente pela presencga da cisplatina.
Quando associados ao MC, esse aumento foi ainda maior (9,45), quando

comparados ao grupo controle (figura 12C).

Figura 12: Expressao do gene NLRP3 na linhagem NCI-H1299 apds exposig¢ao por

48h a diferentes grupos de tratamento.
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A. Expressdo de NLRP3 na linhagem NCI-H1299 apds exposicdo ao MC e a
cisplatina nas concentracbes do IC25 e IC50 (6,635 uM e 13,27 uM). B. Expresséao
de NLRP3 na linhagem NCI-H1299 apds exposicao ao MC e etoposideo nas
concentragcdes do IC25 e IC50 (1,6 pM e 3,2 uM). C. Expressao de NLRP3 na
linhagem NCI-H1299 apds exposi¢cado a associagédo da cisplatina e etoposideo nas
concentragdes do IC25, e sua adigdo ao MC. NT - Nao tratado: grupo controle; MC -
Meio condicionado; CIS IC25 - Cisplatina 6,635 uM; CIS IC50 - Cisplatina 13,27 uM;
ETP IC25 - Etoposideo 1,6 uM; ETP IC50 - Etoposideo 3,2 uM.

Para avaliar melhor o possivel impacto do meio condicionado na via da
piroptose, foi avaliada ainda os niveis de expressdo da gasdermina D (GSMD). A
gasdermina D é uma proteina efetora que esta envolvida tanto na via canénica,

quanto a nao candnica da piroptose. Quando ativada resulta na formagéo de um



poro transmembrana que libera citocinas como IL-13 e IL-18, além de quebrar o
equilibrio entre ions e agua na célula, culminando na morte celular por piroptose. A
gasdermina D (BURDETTE et al., 2021).

Os resultados mostraram que quando exposta ao meio condicionado
pro-inflamatério, a linhagem H1299 tende a ter um aumento na expressao do gene
GSMD (3.153) quando comparado ao grupo controle (figura 13A). Nos grupos
tratados com os quimioterapicos, com ou sem a adigcdo do meio condicionado, néo

foi possivel observar mudancgas significativas na expressao de GSMD.

Essa tendéncia de aumento na expressao génica de GSMD no grupo exposto
ao meio condicionado pode ser explicada pela ativacdo do inflamassoma NLRP3
nas células tumorais. O inflamassoma NLRP3 pode ser ativado por diversos PAMPs
(Padrées moleculares associados a patégenos) e DAMPs (Padrées moleculares
associados a danos), como o LPS e espécies reativas de oxigénio (DAl et al., 2023).
Como mostrado em resultados anteriores, a expressdo do gene NLRP3 também
tende a aumentar no grupo exposto ao meio condicionado, além da exposi¢cao gerar
um aumento significativo nos niveis de ROS nas células tumorais, o que corrobora

com essa hipdtese.

Ja nos grupos tratados com os quimioterapicos, apesar de ter sido visto uma
tendéncia no aumento da expressdo de NLRP3 em alguns grupos, principalmente
naqueles expressos ao MC, porém essa tendencia ndo foi acompanhada pelos
niveis de GSMD (figura 13 B-C). A auséncia de ativagao de GSDMD sugere que as
células podem ter sofrido morte precoce por vias alternativas ou que a montagem do
inflamassoma foi incompleta na auséncia de um segundo sinal, ndo havendo a

ativacao completa do inflamassoma.

Figura 13: Expressao do gene GSMD na linhagem NCI-H1299 apds exposig¢ao por
48h a diferentes grupos de tratamento.



GAPDHI/GSMD
GAPDH/GSMD
GAPDH/GSMD

A. Expressdo de GSMD na linhagem NCI-H1299 apds exposicdo ao MC e a
cisplatina nas concentracdes do IC25 e IC50 (6,635 uM e 13,27 uM). B. Expresséo
de GSMD na linhagem NCI-H1299 apds exposicdo ao MC e etoposideo nas
concentragcbes do IC25 e IC50 (1,6 uM e 3,2 uM). C. Expressdo de GSMD na
linhagem NCI-H1299 apods exposi¢cao a associagdo da cisplatina e etoposideo nas
concentragdes do IC25, e sua adigdo ao MC. NT - Nao tratado: grupo controle; MC -
Meio condicionado; CIS IC25 - Cisplatina 6,635 uM; CIS IC50 - Cisplatina 13,27 yM;
ETP IC25 - Etoposideo 1,6 uM; ETP IC50 - Etoposideo 3,2 uM.

Foi avaliado ainda os niveis de expressdao do gene RIPK1, que codifica a
proteina RIPK1 (proteina quinase 1 que interage com o receptor serina/treonina) ,
uma proteina quinase crucial que regula a necroptose. A necroptose foi descoberta
recentemente como uma forma de morte celular programada. As proteinas RIPK1,
RIPK3 (proteina quinase 3 que interage com o receptor serina/treonina) e o dominio
semelhante a quinase de linhagem mista (MLKL) mediam a necroptose (YAO et al.,
2025). No cancer a presenga de RIPK1 pode agir como uma “faca de dois-gumes”,
onde niveis elevados de RIPK1 podem dificultar o crescimento e a progressao
tumoral, e em outros tipos de tumor podem potencialmente cultivar um ambiente

propicio a tumorigénese (CHEN et al., 2022).

Os resultados demonstraram que apenas os grupos tratados com cisplatina
exibiram um discreto aumento na expressao do gene RIPK1 (Figura 14A), sugerindo
uma possivel ativagdo dessa via em resposta ao quimioterapico. No entanto,

nenhuma alterag&o significativa foi observada nos grupos expostos exclusivamente



ao etoposideo ou ao meio condicionado, indicando que esses estimulos, nas
condicdes testadas, ndao sao suficientes para modular a expressao de RIPK1. Esses
dados sugerem que a cisplatina, mas ndo o etoposideo ou o meio condicionado,
pode desencadear vias dependentes de RIPK1. No entanto, a confirmagao dessa
hipétese requer a avaliagdo de outros genes-chave da mesma via, como RIPK3 e

MLKL, bem como a analise funcional da atividade proteica associada.

Figura 14: Expressao do gene RIPK1 na linhagem NCI-H1299 apds exposi¢gao por

48h a diferentes grupos de tratamento.
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A. Expressdo de RIPK1 na linhagem NCI-H1299 apds exposicdo ao MC e a
cisplatina nas concentracdes do IC25 e IC50 (6,635 uM e 13,27 uM). B. Expresséo
de RIPK1 na linhagem NCI-H1299 apds exposicdo ao MC e etoposideo nas
concentragbes do IC25 e IC50 (1,6 pM e 3,2 uM). C. Expressdo de RIPK1 na
linhagem NCI-H1299 apds exposi¢cao a associacado da cisplatina e etoposideo nas
concentragdes do IC25, e sua adigdo ao MC. NT - Nao tratado: grupo controle; MC -
Meio condicionado; CIS 1C25 - Cisplatina 6,635 uM; CIS IC50 - Cisplatina 13,27 uM;
ETP IC25 - Etoposideo 1,6 uM; ETP IC50 - Etoposideo 3,2 uM.

De modo geral, embora os resultados tenham indicado tendéncias de
aumento na expressao dos genes analisados, o estudo também revelou limitagoes
metodoldgicas importantes. Para uma compreensido mais abrangente do impacto

dos quimioterapicos e do meio condicionado nas vias de morte celular, séo



necessarios estudos subsequentes que realizem analises em diferentes tempos de
exposicao, que permitam avaliar a dindmica temporal das respostas celulares, e
estudos complementares que investiguem, em nivel proteico, marcadores
especificos das diferentes vias de morte celular programada. Essas abordagens
poderdo elucidar com maior precisdo os mecanismos moleculares desencadeados
pela presengca do meio condicionado pro-inflamatério na linhagem de carcinoma
pulmonar NCI-H1299.

6.7 O meio condicionado inibe a formagao de coldonias na linhagem celular

NCI-H1299 de carcinoma pulmonar

O ensaio clonogénico ou ensaio de formagao de colonias é utilizado para
medir a capacidade de células individuais em formar colénias in vitro. Neste trabalho
o teste foi essencial para avaliar se os fatores secretados pelos macréfagos M1,
presentes no meio condicionado, influenciam a sobrevivéncia, proliferacdo e

capacidade de autorrenovacao das células tumorais.

Os resultados revelaram que a presengca do meio condicionado inibe
significativamente (p****<0,0001) a formacéo de colénias na linhagem NCI-H1299,
quando comparado ao grupo controle, como mostra a figura 15A. A redugé&o no
numero de colénias formadas, complementa os resultados obtidos nos testes de
viabilidade celular e de produgao de espécies reativas de oxigénio, sugerindo que os
efeitos anti-tumoral do meio condicionado proé-inflamatério obtidos de macrofagos
M1 nao apenas compromete a proliferacdo celular, mas também reduz

significativamente a capacidade de auto-renovagao das células tumorais.

Figura 15: Impacto do meio condicionado na formagédo de colénias na linhagem
NCI-H1299.
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A. Numero de colbnias obtido apds as células NCI-H1299 serem expostas ao meio
RPMI completo - grupo controle (NT) ou ao meio condicionado derivado de
macrofagos M1 (MC) por 72h. B. Imagem representativa da formagao de colbnias
tilizando a linhagem NCI-H1299, apds 72h de exposi¢cao aos grupos de tratamento e

cultivo por mais 144h em meio RPMI completo.

6.8 O meio condicionado induz uma reducgao da area de culturas 3D, além de

potencializar a agao dos quimioterapicos nesse processo

Os esferoides sao um tipo de cultura celular tridimensional (3D), formados a
partir da agregacdo de células em um ambiente que impede sua aderéncia a
superficies planas. A formacao dos esferdides s6 é possivel devido as proteinas de
membrana (integrinas) e as proteinas da matriz extracelular presentes nas células.
De acordo com Biatkowska (2020), a formagado dos esferdides € dividida em 3
etapas: 1. as células dispersas se agregam devido as fibras da matriz extra-celular
de cadeia longa permitem a ligagdo da integrina a superficie celular, o que leva a
expressao aumentada da caderina; 2. a caderina se acumula na superficie da
membrana celular; 3. a ligacdo hemofilica caderina-caderina entre células vizinhas
permite o estreitamento das conexdes entre as células e a formagao dos esferoides
(BIALKOWSKA et al., 2020).



Ao realizar uma cultura 3D com linhagem NCI-H1299 de carcinoma pulmonar
foi possivel observar que a presenca do meio condicionado pré-inflamatério resultou
em uma reducdo mais significativa da area dos esferdides, no tempo de 24h
(p*<0,05). Quando avaliado em 72h, esse aumento foi ainda mais significativo
(p**<0,005) (figuras 16 e 17), indicando assim que a presenca do meio condicionado
tem a capacidade de interferir no tamanho dos esferdides, resultando em uma

reducao da area.

Quando os esferdides foram expostos ao meio condicionado em associagéo a
cisplatina 1C25 no tempo de 48h, foi observado um aumento significativo (p*<0,05)
da porcentagem de redugdo de sua area quando comparado ao grupo exposto

somente ao quimioterapico na mesma concentracao (figuras 13 e 14).

Figura 16: Porcentagem de reducao da area dos esferoides apos exposi¢gao ao meio

condicionado e cisplatina em diferentes concentracdes nos tempos de 24, 48 e 72h.
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Porcentagem de reducdo da area dos esferdides da linhagem NCI-H1299 e
expostos ao meio condicionado e a cisplatina em diferentes concentragdes, nos
tempos de 24h, 48h e 72h. CIS IC25 - Cisplatina 6,635 uM; CIS IC50 - Cisplatina
13,27 uM; (*P<0,05, **P<0,01)



Os esferdides demonstram caracteristicas que representam de forma mais
realista o que ocorre in vivo, oferecendo resultados mais fidedignos do que culturas
2D. Sendo aplicados em diferentes ensaios, incluindo o desenvolvimento pré-clinico
de novas terapias, onde € possivel observar seu impacto em fenbmenos como
interagbes célula-célula, compactagdo do sistema, nucleo hipdxico, transporte

nutricional, penetracéo de farmacos e resisténcia (PARK; HONG; LEE, 2022).

A exposicao da linhagem NCI-H1299 ao meio condicionado em culturas 2D,
como demonstrado neste trabalho, leva a uma reducao acentuada da viabilidade
celular. Além disso, também foi observado que o meio condicionado quando em
associacao a cisplatina, potencializou a agdo do quimioterapico em concentragcdes
mais baixas frente a linhagem NCI-H1299 de carcinoma pulmonar. Dessa forma, a

reducao da area dos esferoides sugere que estes efeitos se ampliam a cultura 3D.

Figura 17: Esferdides NCI-H1299 apds exposicdo ao meio condicionado e a

cisplatina em diferentes concentracdes por 0, 24, 48 e 72h.
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Reducado da area dos esferoides apds exposicdo ao meio condicionado e a
cisplatina em diferentes concentracdes nos tempos de Oh, 24h, 48h e 72h. NT - Nao
tratado: grupo controle; MC - Meio condicionado; CIS IC25 - Cisplatina 6,635 uM;
CIS IC50 - Cisplatina 13,27 uM; Escala 300um.

Foi avaliada a agédo do etoposideo em diferentes concentragdes, sozinho ou
em associagdo ao meio condicionado, na linhagem NCI-H1299 onde foi possivel
observar que no tempo de 24h a associagdo ao meio condicionado resultou em um
aumento significativo (p*<0,05) na reducao da area do esferdide, quando comparado
ao grupo exposto apenas ao etoposideo na concentracao do IC25. Esse aumento foi
ainda mais significativo apdés 48h de exposigédo (p**0,01) como mostram as figuras
18 e 19.

Figura 18: Porcentagem de reducao da area dos esferoides apds exposi¢gao ao meio
condicionado e etoposideo em diferentes concentracbes nos tempos de 24, 48 e
72h.
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Porcentagem de reducdo da area dos esferdides da linhagem NCI-H1299 e
expostos ao meio condicionado e ao etoposideo em diferentes concentragdes, nos
tempos de 24h, 48h e 72h. ETP IC25 - Etoposideo 1,6 uM; ETP IC50 - Etoposideo
3,2 uM. (*P<0,05, **P<0,01)

Figura 19: Esferdides NCI-H1299 apds exposicdo ao meio condicionado e ao
etoposideo em diferentes concentragdes por 0, 24, 48 e 72h.
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Reducdo da area dos esferoides apds exposicdo ao meio condicionado e a

72h

cisplatina em diferentes concentragées nos tempos de Oh, 24h, 48h e 72h. NT - Nao
tratado: grupo controle; MC - Meio condicionado; ETP IC25 - Etoposideo 1,6 uM,;
ETP IC50 - Etoposideo 3,2 uM.

De forma semelhante aos efeitos observados com a cisplatina, a associagao
do etoposideo com o meio condicionado demonstrou potencializar a redugao da
viabilidade celular em culturas 2D da linhagem NCI-H1299, mesmo em

concentracdes mais baixas do quimioterapico. Adicionalmente, os resultados obtidos



nas 3D revelaram uma reducao significativa na area dos esferoides, indicando que
os efeitos citotoxicos mediados pelo meio condicionado se mantém neste modelo

mais complexo.

Estudos complementares sao fundamentais para elucidar os mecanismos de
acao envolvidos na associagao entre o meio condicionado e 0s quimioterapicos nos
esferoides da linhagem NCI-H1299. Como a realizagdo de ensaios de viabilidade
celular especificos para culturas 3D; e analises de morte celular através de
marcacado com Calceina e homodimero de etidio, além da avaliacdo da ativacido das
caspases 3 e 7, que permitiriam uma melhor caracterizagéo dos efeitos citotoxicos e

das vias de sinalizagao ativadas no modelo tridimensional.

6.9 Reducao da expressao de Ki67 na presenca do meio condicionado e sua

associacao com a cisplatina em modelo 3D

Além da avaliagdo da porcentagem de redugao da area, os esferdides foram
ainda marcados com o marcador Ki67 para avaliacao da atividade de proliferacao
celular. O KI67 é uma proteina expressa em todos os vertebrados, estando presente
em células nas fases G1, S e G2 do ciclo celular, mas ndo em células quiescentes
(fase GO) sendo assim utilizada como um marcador de proliferagdo celular em
diversos tipos de cancer (MENON et al., 2019).

No entanto, os resultados n&o alcangaram significancia estatistica (p>0,05)
(figura 20).

Figura 20: Média da intensidade de fluorescéncia do KI67 apos exposicdo ao meio

condicionado e a cisplatina em diferentes concentracoes.



150

m NT
MC
100 1 3 CISIC25
™ h @z MC + CIS 1025
s 7
o % BE CIS IC50
% B8 MC + CIS IC50
o
M7

Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) do marcador KI67 na linhagem
NCI-H1299 apos a exposicdo ao meio condicionado e a cisplatina em diferentes
concentragbes apos 72h. NT - Nao tratado: grupo controle; MC - Meio condicionado;
CIS IC25 - Cisplatina 6,635 uM; CIS IC50 - Cisplatina 13,27 uM;

Figura 21: Fluorescéncia do KI67 apOs exposicdo ao meio condicionado e a

cisplatina em diferentes concentragoes.
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CIS50 MC CIS50

Fluorescéncia correspondente ao marcador Ki67 nos esferdides NCI-H1299 apods
exposicao por 72h aos diferentes grupos de tratamento. A. Grupo controle (NT) e
meio condicionado (MC). B. Grupo tratado com CIS25 (cisplatina 6,635 yM) e sua
associagdo ao meio condicionado (MC CIS25). C. Grupo tratado com CIS50

(Cisplatina 13,27 uM) e sua associagao ao meio condicionado (MC CIS50).

Nos grupos tratados com etoposideo, também nao foram observadas
alteracges significativas (p>0,05) ou tendéncias consistentes na expressao de Ki67,
tanto nas concentragdes correspondentes ao IC25 quanto ao IC50. Esses resultados
foram observados tanto para o tratamento isolado com o quimioterapico quanto para

sua associagdo com o meio condicionado.



Figura 22: Média da intensidade de fluorescéncia do KI67 apds exposicao ao meio

condicionado e ao etoposideo em diferentes concentracoes.
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Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) do marcador KI67 na linhagem
NCI-H1299 apds a exposi¢ao ao meio condicionado e ao etoposideo em diferentes
concentragdes apos 72h. NT - Nao tratado: grupo controle; MC - Meio condicionado;
ETP IC25 - Etoposideo 1,6 uM; ETP IC50 - Etoposideo 3,2 uM.

Embora as diferencas na média de intensidade de fluorescéncia do marcardor
KI67 n&o tenham alcangado significAncia estatistica no presente estudo, a
consisténcia da tendéncia observada nos grupos expostos ao meio condicionado e
sua associagado a cisplatina, sugerem um potencial efeito antiproliferativo que

merece investigagado mais aprofundada.

7. Conclusao

e O meio condicionado provocou uma reduc¢ao significativa na viabilidade
celular na linhagem NCI-H1299 e aumentou a eficacia dos
quimioterapicos cisplatina e etoposideo na concentracdo do 1C25
(6,635 pM)



O meio condicionado interferiu no crescimento do esferdide formado
pelas células da linhagem NCI-H1299, além de potencializar a agdo da
cisplatina e do etoposideo na reducédo do tamanho do esferoide.

O meio condicionado promoveu um aumento na proporgao de células
na fase G1 do ciclo celular, além de intensificar o efeito do etoposideo
em induzir a parada das células NCI-H1299 nessa fase.

Foi possivel concluir que o MC tem a capacidade de aumentar a
producdo de ROS na linhagem de carcinoma pulmonar, além de
potencializar a producdao de ROS pelo etoposideo em doses abaixo do
IC50.

O meio condicionado derivado de macrofagos M1 inibe
significativamente a formagao de colbnias pela linhagem NCI-H1299 de
cancer de pulmao, corroborando os dados de viabilidade celular e
estresse oxidativo previamente obtidos.

Esses resultados indicam que os fatores secretados por macrofagos
M1 no meio condicionado atuam comprometendo nao apenas a
proliferagcdo das células tumorais, mas também sua capacidade de
auto-renovagao, fatores cruciais para a progressao tumoral.

Para tentar compreender melhor as vias que levam a reducdo da
viabilidade celular, foram avaliados os genes de morte celular, CASPS3,
NLRP3, GSMD e RIPK1. Em sintese, os resultados deste estudo
demonstraram tendéncias promissoras na modulagdo da expressao
génica em resposta aos tratamentos avaliados, embora limitagdes
metodoldgicas tenham sido identificadas.

Por fim, foi observado que o meio condicionado derivado de
macréfagos M1 induziu uma redugdo de aproximadamente 20% na
fluorescéncia de Ki67 na linhagem NCI-H1299, sugerindo um possivel
efeito antiproliferativo.

Os resultados obtidos fornecem uma base para investigag¢des futuras
que possam explorar novas estratégias combinatérias no tratamento

do cancer de pulmdo, integrando a modulagdo do microambiente



tumoral a quimioterapia convencional, contribuindo para o avango do

conhecimento na area de oncologia experimental.
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