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RESUMO

As mutagdes de ativagdo na via KEAP1/NRF2 caracterizam um subconjunto de
carcinoma de pulmdao de células nao pequenas (CPCNP) associado a
quimiorresisténcia e mau progndstico. Nesta tese, avaliamos a relagao entre 64 genes
relacionados ao estresse oxidativo e dados de sobrevida global de 35 coortes de
cancer de pulmao. Dentre estes, a tiorredoxina redutase-1 (TXNRD1) se destacou
como o preditor mais significativo de menor sobrevida global. Em uma coorte
hospitalar de 65 pacientes com CPCNP, observou-se que os niveis elevados da
proteina TXNRD1 em imunohistoquimica (IHC) se correlacionaram com menores
tempos de sobrevida livre de doenga e sobrevida livre de metastase distal apos a
cirurgia, um padrao também foi observado em um subgrupo de individuos tratados
com quimioterapia adjuvante a base de compostos de platina. Analises de
bioinformatica revelaram que os tumores CPCNP com alteragbes genéticas na via
NRF2 (mutagdes em KEAP1, NFE2L2 e CUL3, e amplificagdo NFEZ2L2)
superexpressam TXNRD1, enquanto nenhuma associagdo entre a expressao de
TXNRD1 e mutagdes em EGFR, KRAS, TP53 e PIK3CA foi encontrada. De fato, por
IHC, observou-se que o acumulo nuclear de NRF2 esta associado a altos niveis de
TXNRD1 em CPCNP. Ensaios funcionais em linhagens celulares e analise de gene-
dependéncia revelaram que NRF2, mas ndo TXNRD1, tem um papel central na
sobrevivéncia das células mutantes KEAP1. Mutantes KEAP1 superexpressam
TXNRD1 e sao menos suscetiveis aos efeitos citotoxicos do inibidor de TXNRD1
auranofina quando comparados com linhagens celulares ndo-mutadas em KEAP1. A
inibicdo de NRF2 com siRNA ou ML-385, e a deplegdo de glutationa (GSH) com
butionina-sulfoximina, sensibilizou células A549 de CPCNP (mutantes KEAP1) para
auranofina. O knockdown de NRF2 e a deplecdo de GSH aumentaram a citotoxicidade
da cisplatina em células A549, enquanto a auranofina ndo teve efeito sobre a
toxicidade do quimioterapico in vitro. Em resumo, esses achados sugerem que
TXNRD1 ndo é um determinante chave de fendtipos malignos em células mutantes
KEAP1, embora esta proteina possa ser um marcador indireto da ativagcao da via de
NRF2, prevendo a recorréncia do tumor e possivelmente outros fenotipos agressivos
associados a hiperativacdo de NRF2 em CPCNP.

Palavras-chave: Cancer de pulmao; NRF2; tiorredoxina redutase-1; recorréncia
tumoral; sobrevida livre de doenca.



ABSTRACT

Activating mutations in the KEAP1/NRF2 pathway characterize a subset of non-small
cell lung cancer (NSCLC) associated with chemoresistance and poor prognosis. We
herein evaluated the relationship between 64 oxidative stress-related genes and
overall survival data from 35 lung cancer datasets. Thioredoxin reductase-1 (TXNRD1)
stood out as the most significant predictor of poor outcome. In a cohort of NSCLC
patients, high TXNRD1 protein levels correlated with shorter disease-free survival and
distal metastasis-free survival post-surgery, including a subset of individuals treated
with platinum-based adjuvant chemotherapy. Bioinformatics analysis revealed that
NSCLC tumors harboring genetic alterations in the NRF2 pathway (KEAP1, NFE2L2
and CUL3 mutations, and NFE2L2 amplification) overexpress TXNRD1, while no
association with EGFR, KRAS, TP53 and PIK3CA mutations was found. In addition,
nuclear accumulation of NRF2 overlapped with upregulated TXNRD1 protein in
NSCLC tumors. Functional cell assays and gene dependency analysis revealed that
NRF2, but not TXNRD1, has a pivotal role in KEAP1 mutant cells’ survival. KEAP1
mutants overexpress TXNRD1 and are less susceptible to the cytotoxic effects of the
TXNRD1 inhibitor auranofin when compared to wild-type cell lines. Inhibition of NRF2
with siRNA or ML-385, and glutathione (GSH) depletion with buthionine-sulfoximine,
sensitized KEAP1 mutant A549 cells to auranofin. NRF2 knockdown and GSH
depletion also augmented cisplatin cytotoxicity in A549 cells, whereas auranofin had
no effect. In summary, these findings suggest that TXNRD1 is not a key determinant
of malignant phenotypes in KEAP1 mutant cells, although this protein can be a
surrogate marker of NRF2 pathway activation, predicting tumor recurrence and
possibly other aggressive phenotypes associated with NRF2 hyperactivation in
NSCLC.

Keywords: Lung cancer; NRF2; thioredoxin reductase; recurrence; disease-free
survival.
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1 INTRODUGAO

1.1 Cancer

Dados da Organizagao Mundial da Saude (OMS) (2020) trazem que o cancer
€ uma das principais causas de morte no mundo, ocorrendo quase 10 milhdes de
mortes no ano de 2020. Cerca de 70% dessas mortes ocorrem em paises de baixa e
meédia renda, sendo ocasionadas principalmente devido ao alto indice de massa
corpérea relacionado ao sedentarismo e ao uso de dlcool e tabaco (AGUADE-
GORGORIO; SOLE, 2018; BRAY et al., 2014). Segundo o Instituto Nacional de
Cancer (INCA), o Brasil devera registrar cerca de 704 mil novos casos de cancer para
cada ano de 2023 a 2025, com destaque para as regides sul e sudeste, que
concentram cerca de 70% da incidéncia. Sendo o cancer de pele ndo melanoma o
mais incidente no pais, com 220 mil novos casos estimados. Considerando-se todos
os demais tipos de canceres, os mais frequentes na populacao brasileira sdo o cancer
de mama (73.610 casos), préostata (71.730 casos), colon e reto (45.630 casos), pulméao
(32.560 casos) e estobmago (21.480 casos) (INCA, 2023).

A formacao do cancer nao é um processo simples, recentemente Nassour e
colaboradores, 2023, comentaram sobre sua complexidade e trazem que é um
processo de varias etapas que requer muitas alteragdes e mudancgas em toda a célula.
Caracterizada pela proliferacdo celular desordenada e que pode afetar diferentes
orgaos e sistemas, sua origem se da a nivel celular, a partir de alteracées gendémicas,
como delegcado, amplificacdo ou mutacdo génica. Praticamente ha 10 anos atras,
Kastan e Bartek (2004), definiram que as alteragdes que ocorrem em genes
supressores tumorais, oncogenes ou genes reguladores do ciclo celular podem dar
origem as células clonais com proliferagdo descontrolada, designando o termo
iniciacdo. E, esta iniciagao pode ocorrer espontaneamente ou ser induzida por fatores
ambientais com agentes mutagénicos, por exemplo.

O dano causado ao DNA interfere no ciclo celular, ativando assim proteinas de
checkpoint que param o ciclo para que possa ser realizado o mecanismo de reparo
necessario (KASTAN et al., 2004). Caso nao haja o reparo, sdo ativadas vias que
desencadeiam a apoptose, porém, quando esses danos sao induzidos com maior
frequéncia, a replicacdo do DNA pode ocorrer antes que o reparo aconteca. Com a

constante exposigdo a agentes promotores, como fatores de crescimento e fatores
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hormonais, a célula mutada prolifera, levando a instabilidade genémica e a pressao
seletiva do microambiente, promovendo novas alteragdes genéticas (STRICKLER et
al., 1994). Ademais, dois processos principais também estdo envolvidos na origem
comum do cancer, sendo eles, a promocao, onde o clone celular mutado se prolifera
e, a progressao, quando ocorrem novas alteragdes no genoma celular combinadas as
mudancas no microambiente tumoral e pressao seletiva (BASU, 2018).

Neste contexto, a progressdo tumoral se torna um processo praticamente
irreversivel, resultando em ceélulas malignas com alto potencial de adaptacéo, invasao
e metastizacdo (BASU, 2018). A adaptagdo ocorre devido a um conjunto de
mecanismos que as células tumorais adquirem para sua sobrevivéncia e proliferacéao
(HANAHAN; WEINBERG, 2011; SAHA et al.,, 2021). Ja a invasao se da pela
capacidade que as células cancerosas adquirem de se moverem, penetrarem em
outros tecidos circundantes, adentrando nos vasos linfaticos e sanguineos, iniciando
o processo de metastase (NOVIKOQOV et al., 2021). E a metastase € a capacidade de
disseminar células malignas de um tumor primario em determinado 6rgéo para outros
orgaos secundarios, envolvendo diferentes mecanismos celulares (SUHAIL et al.,
2019).

Um ponto fundamental para compreender essa doenga sao os “Hallmarks of
Cancer’. Os quais sao caracterizados por um conjunto de capacidades funcionais
adquiridas pelas células durante o processo de transformagao neoplasica, propostos
por Hanahan e Weinberg em 2000. Em 2011, os mesmos pesquisadores (HANAHAN;
WEINBERG, 2011) realizaram uma atualizagao e outras quatro caracteristicas foram
adicionadas. Essas capacidades sado consideradas como “marcas” principais do
cancer e incluem a reprogramacao do metabolismo celular e a evasao do sistema
imune, além de outras caracteristicas que refletem nos mecanismos moleculares e
celulares pelos quais as caracteristicas funcionais sdo adquiridas. Mais recentemente,
em 2022 (HANAHAN, 2022) o autor propbs outras quatro novas caracteristicas
funcionais e habilitantes, as quais podem ser incorporadas como componentes
centrais dos Hallmarks ao longo do tempo. Essas novas caracteristicas incluem
desbloqueio da plasticidade fenotipica, reprogramacao epigenética ndo mutacional,

microbiomas polimérficos e senescéncia celular (Figura 1).
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Figura 1 — Caracteristicas do Cancer
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Inspirado no trabalho do autor Hanahan (2022), essa figura demonstra a adi¢cdo de
Hallmarks j& estabelecidos em 2011 para o ano de 2022. A esquerda, temos as caracteristicas atuais
que compreendem as capacidades adquiridas do cancer, as quais s&o a evasao do sistema imune,
metabolismo desregulado, proliferacédo celular, evasdo dos supressores de crescimento,
angiogénese, invasao e metastase, resisténcia a morte celular, imortalidade, instabilidade gendmica e
inflamagao dependente do tumor. A direita, temos as quatro caracteristicas recentemente
implementadas, que envolvem o desbloqueio da plasticidade fenotipica, reprogramacao epigenética
nao mutacional, microbiomas polimorficos e células senescentes.

Sucintamente, o desbloqueio da plasticidade fenotipica se refere ao processo
que permite que as células normalmente diferenciadas sejam capazes de recuperar a
capacidade de mudar sua morfologia e fungdo, o que pode ajudar as células
cancerosas a evadir a diferenciagao terminal (HANAHAN, 2022). Ja a reprogramacgao
epigenética ndo mutacional descreve mudangas na expressdo génica que sao
puramente reguladas por fatores epigenéticos, em vez de mutagdes genéticas. Essas
mudancas podem contribuir para a aquisicdo de capacidades funcionais pelos
tumores malignos. Os microbiomas polimorficos sdo microbiotas residentes em
diferentes tecidos ou neoplasias que podem contribuir ou interferir na aquisicdo de
capacidades funcionais pelas células cancerosas, isso acontece por meio da
producao de toxinas bacterianas que danificam o DNA. Os microbiomas também sao

capazes de produzir fatores imunomoduladores e moléculas que mimetizam sinais
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proliferativos, podendo ocorrer em diferentes tecidos, além do célon (HANAHAN,
2022). Por ultimo, a senescéncia celular € uma forma de parada proliferativa
irreversivel que provavelmente evoluiu como um mecanismo protetor para manter a
homeostase do tecido. Embora seja vista como um mecanismo de prote¢ao contra o
cancer, ha evidéncias de que as células senescentes podem promover a progressao
do cancer por meio do fendtipo secretor associado ao estado senescente (SASP)
(HANAHAN, 2022; KHALIL; DIAB-ASSAF; LEMAITRE, 2023).

1.2 Cancer de Pulmao

E o terceiro cancer mais incidente e o primeiro com maior mortalidade no mundo
em ambos os sexos (OMS, 2023). Aproximadamente 85% de todos os cénceres de
pulmé&o sao classificados como cancer de pulmao de células ndo pequenas (CPCNP),
sendo responsavel por mais de 1,8 milhdes de mortes por ano no mundo (BRAY et
al., 2018).

Apesar dos avancos nas modalidades de tratamento, como terapias direcionadas
e inibidores do ponto de controle imunoldgico, a taxa de sobrevida em 5 anos entre
pacientes com cancer de pulmao é de apenas 18% (FITZMAURICE et al., 2017).
Embora o progndstico do CPCNP seja melhor na doenga em estagio inicial, 30% a
55% dos pacientes com CPCNP ressecavel (paciente sem metastase e com tumor
pequeno) desenvolvem recorréncia locorregional (quando o tumor volta ao mesmo
local de origem) ou distal (quando o tumor envolve os linfonodos ou tecidos préximos
do tumor original) apds a cirurgia e/ou quimioterapia adjuvante (URAMOTO; TANAKA,
2014). Portanto, a identificacdo de marcadores progndsticos e assinaturas génicas
para pacientes com CPCNP em estagio inicial pode potencialmente aumentar as taxas
de sobrevida, indicando aqueles que precisam de um tratamento mais intenso para
minimizar a recorréncia da doenca.

Este tipo de céncer ocorre apds uma série de alteragbes histopatologicas
progressivas no epitélio brédnquico, sendo classificado em 2 tipos histoldgicos, o
cancer de pulmao de pequenas células (CPPC), afetando cerca de 10 — 15% dos
casos, com metastase generalizada, sendo mais comum em fumantes ativos, e o
cancer de pulméo de células ndo pequenas (CPCNP). Este, por sua vez, é dividido
em 3 subtipos histologicos, sendo 40% dos casos adenocarcinoma (LUAD), 25 — 30%

carcinoma de células escamosas (LUSC) e 10 — 15% carcinoma indiferenciado de
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células grandes. Por possuir sinais e sintomas que sao comuns a outras enfermidades
menos letais, tais como: tosse crénica, tosse com sangue, “chiado no peito”, dispnéia
e perda de peso, ha baixas chances de um diagndstico precoce, com uma estimativa
de que apenas 5 — 15% dos casos sejam detectados na fase assintomatica da doenga
(BARATA et al., 2017). O diagndstico é realizado por meio de exames de imagem,
como raios-X e tomografia computadorizada do térax, e bidpsia por broncoscopia ou
agulha fina para diagnostico por histologia e citologia da amostra (GRIDELLI et al.,
2008; RAPP et al., 1988; RAMALINGAM; BELANI, 2008; ZHIHUA et al., 2016).

1.2.1 Cancer de Pulmao de Células Nao Pequenas

E um tumor maligno de origem epitelial que pode crescer em diferentes areas
entre a traqueia e a periferia do pulmao, caracterizado pelo crescimento e mutagéo
desordenada das células epiteliais (KUMAR et al., 2013; NOORELDEEN; BACH,
2021).

O LUAD refere-se ao tumor com inicio nas células epiteliais alveolares tipo II,
localizadas no epitélio das vias aéreas menores e locais com produ¢cdo de muco,
normalmente em areas periféricas da anatomia do pulmao. Este subtipo cresce mais
lentamente e é o mais comum (HUTCHINSON et al.,, 2019). Um subgrupo de
adenocarcinomas com classificagdo histolégica distinta constitui-se de
adenocarcinoma in situ, adenocarcinoma invasivo de pulm&o e adenocarcinoma
minimamente invasivo (TRAVIS; BRAMBILLA; RIELY, 2013). O LUSC, também
chamado de epidermdide, refere-se aos tumores com origem nas células escamosas
qgue revestem o interior das vias aéreas, e os tumores tendem a se localizar na regido
central dos pulmbes e perto dos bronquios (CHABNER; LONGO, 2015). Ja o
carcinoma indiferenciado de células grandes é o subtipo mais agressivo, sendo capaz
de surgir em qualquer area do pulmdo e com disseminagédo rapida, € um tumor
tipicamente pouco diferenciado e composto por grandes células com nucléolos
grandes e citoplasma abundante (Figura 2) (DUMA; SANTANA-DAVILA; MOLINA,
2019).

Representando juntos cerca de 15 a 20% dos casos, temos também os subtipos
histolégicos menos incidentes como o carcinoma adenoescamoso, carcinoma
neuroenddcrino de células grandes, carcinoma sarcomatéide pleomorfico e tumor
carcindide (SCHABATH; COTE, 2019).
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Figura 2 — Classificagao Histoldgica do Cancer de Pulmao
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Tipos e subtipos de cancer de pulméao de acordo com sua classificagao histolégica.
Ressaltando que cerca de 85% dos casos de cancer de pulmao sdo classificados como cancer de
pulmao de células ndo pequenas.

Segundo Schabath (2019), além dos subtipos histolégicos, devido aos
avangos em gendmica, foi possivel detectar biomarcadores de CPCNP e alteragdes
genéticas, como mutag¢des, amplificacbes e rearranjos, que sdo exploradas em
terapias direcionadas, auxiliando na escolha do tratamento e no prognéstico do
paciente. O estagio do tumor no momento do diagnéstico € importante para o
prognoéstico da doenga, a qual é a estimativa de como uma doenga evolui em cada
paciente, e esta diretamente relacionado a evolugdo clinica do paciente. No
estadiamento avaliamos o grau de disseminagdo do tumor, obtendo informacgdes
decisivas para a escolha da abordagem terapéutica (BYRD et al., 2017; TRAVIS et
al., 2010).

Ha trés componentes que descrevem a extensao anatdbmica do tumor, sendo
representados por “T” para a extensao do tumor primario, “N” para envolvimento de
linfonodos e “M” para doenga metastatica. Esses trés componentes sao agrupados
em subcategorias referentes aos estagios do tumor, e, uma vez determinados o T, N
e M, sdo combinados para atribuir uma nota global. Para a maioria dos canceres, o

estagio utiliza um numero romano de | a IV, sendo o estagio IV o mais avangado do
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que a fase imediatamente anterior e assim sucessivamente (DETTERBECK et al.,
2017).

1.2.2 Mutagoes em CPCNP

Foi demonstrado pelo The Cancer Genome Atlas (TCGA) (2012) (COLISSON
et al., 2014) que tumores pulmonares sao molecularmente heterogéneos, mesmo em
um mesmo tipo histolégico e, entre os principais achados moleculares, foi observado
que as mutagdes em p53 (gene TP53 — gene supressor tumoral 53) foram frequentes,
ocorrendo em 46% dos casos em LUAD, 81% em LUSC e 68% dos casos nas analises
de Pan-Lung Cancer (TCGA) (SANCHEZ-ORTEGA; CARRERA; GARRIDO, 2021).
Por outro lado, nas analises de Pan-Lung Cancer (TCGA), as alteragdes genéticas
mutualmente exclusivas em genes associados as vias das MAP cinases como KRAS
(gene homologo do oncogene viral do sarcoma de rato Kirsten) — 23%, EGFR
(receptor do fator de crescimento epidérmico) — 14% e via da AKT (Serina/Treonina
Quinase) — PTEN (Homdlogo de Fosfatase e Tensina) — 9%, PIK3CA
(Fosfatidilinositol-4,5-Bisfosfato 3-Quinase Subunidade Catalitica Alfa) — 24% e AKT1
(Serina/Treonina Quinase) — 2,9% — foram diferencialmente expressas nos subtipos
histolégicos de canceres de pulmido (SANCHEZ-ORTEGA; CARRERA; GARRIDO,
2021).

Mutagdes recorrentes de TP53 no cancer de pulmao foram descritas em 1989
(NIGRO et al., 1989; TAKAHASHI et al., 1989), sendo o gene mais frequente mutado
no LUAD. Seu produto proteico, p53, ativa programas de transcrigdo que induzem a
parada do ciclo celular, apoptose e senescéncia em resposta a diversos estresses
celulares (Figura 3) (VAZQUEZ et al., 2008). Muta¢des em EGFR foram relatadas pela
primeira vez no LUAD em 2004 em cerca de 10% dos pacientes ocidentais e mais de
40% dos pacientes do Leste Asiatico (LYNCH et al., 2004; PAEZ et al., 2004; PAO et
al., 2004). As mutagdes observadas foram determinadas como ativadoras
constitutivas e oncogénicas (GREULICH et al., 2005) e correlacionadas com a
resposta do paciente a gefitinibe e erlotinibe, inibidores seletivos do dominio tirosina
quinase de EGFR. O EGFR mutante é, portanto, um alvo terapéutico comprovado no
LUAD e, embora os pacientes com mutagdes em EGFR nos éxons 18, 19 e 21

respondam bem ao gefitinibe e ao erlotinibe, a boa resposta terapéutica inicial
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geralmente se segue de resisténcia tumoral, e 0s pacientes recaem apds cerca de um
ano de tratamento (PAO; CHMIELECKI, 2010).

Sucintamente, receptores de tirosina quinases (RTKs) sdo quinases que atuam
na sinalizacdo em cascata e estao envolvidos na ativagao da via RAS/RAF/MEK/ERK.
EGFR ativa a cascata de transdugao de sinal ao se ligar e ativar as glicoproteinas
transmembrana dos RTKs, levando a regulagdo da transcrigdo/tradugcao de genes
efetores (BRAICU et al., 2019). Os trés mecanismos-chave que levam a ativacao de
EGFR incluem aumento da expressdo de EGFR em células malignas (amplificagédo de
EGFR), aumento da produgcdo de ligantes pelas células malignas e mutagdes
ativadoras de EGFR dentro das células cancerosas. Como resultado da ativagcao de
RTKs, o dominio estrutural intracelular de EGFR ¢é autofosforilado, e os residuos de
fosfotirosina formam “pontos de ancoragem” para diversas moléculas adaptadoras,
induzindo a sinalizagéo downstream (LIU et al., 2018). Por sua vez, as vias RAS, PI3K
e JAK (janus associated kinases) sao ativadas, estimulando a sobrevivéncia, migragéo
e proliferagao celular, inibindo a apoptose (Figura 3) (MEADOR; HATA, 2020).

Figura 3 — Do Gene TP53 aos Receptores de Tirosina Quinases
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Podemos observar, de forma sucinta, as diferentes vias que sédo afetadas e levam/regulam
a sobrevivéncia, migracao e profileragdo do CPCNP. Do lado esquerdo da imagem encontramos a via
de sinalizacdo de p53, por ser considerada a "guardid do genoma", a p53 é ativada em resposta a
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varios tipos de estresse celular e erros no DNA. Quando ativada, a p53 estimula a expressao de
genes que inibem a proliferagdo de células danificadas, regulando assim, negativamente, o ciclo
celular. Como fator de transcrigdo, a TP53 interage com diferentes genes de acordo com o tipo celular
e contexto do estresse celular. Dentre as respostas supressoras de tumor ativadas pela p53,
encontram-se exemplos como apoptose, senescéncia, reparo do DNA e parada do ciclo celular. Em
sintese, a p53 é crucial como proteina supressora de tumores, e sua inatividade causa instabilidades
gendmicas que desregulam mecanismos de controle do ciclo celular, levando a proliferagao
desgovernada e ilimitada de células que dao origem a tumores. Do lado direito, observamos as vias
JAK/RAS/PI3K. A via JAK/STAT3 é responsavel por regular a homeostase celular, incluindo
processos como proliferacéo, diferenciacdo e apoptose. E ativada por diversos fatores de crescimento
e citocinas que estao envolvidos no ciclo celular, a ativacdo desses fatores induz a fosforilagao das
proteinas do complexo JAK, que por sua vez, fosforila as proteinas do complexo STAT3. Essas
proteinas se deslocam para o nucleo, onde funcionam como fatores de transcricdo da expressao
génica. Na ativagao das vias RAS e PI3K, EGFR atua no ciclo de sobrevivéncia celular.

Ensaios de Fase |l com inibidores de MEK como agentes unicos em pacientes
com CPCNP demonstraram falta de eficacia do inibidor (BODOKY et al., 2012;
RINEHART et al., 2004). Em outro trabalho, no ano de 2009, demonstraram que o
tratamento com sorafenibe, um inibidor de BRAF, e varias outras quinases, resultou
na estabilidade da doenga para 59% dos pacientes com CPCNP em um estudo de
fase Il, porém, ndo houve melhora significativa no quadro da doenca desses pacientes
(BLUMENSCHEIN et al., 2009).

Em 2021, a Food and Drug Administration (FDA), 6rgao regulador de
medicamentos e alimentos dos Estados Unidos, concedeu a rapida aprovagéo do
medicamento sotorasibe (Lumakras™, Amgen) para o tratamento de adultos com
CPCNP avangado com KRAS mutado, apds terem recebido pelo menos uma terapia
sistémica prévia. A decisdo de aprovacgao foi fundamenteda no estudo CodeBreaK
100, o qual consistiu em um estudo de fase | e Il de escalonamento de dose e
expansdo de dose em pacientes com CPCNP avangcado com KRAS mutado
(SKOULIDIS, et al., 2021; NAKAJIMA, et al., 2022). Cabe ressaltar que essa € a
primeira vez em que uma terapia direcionada para o CPCNP com mutacao em KRAS
recebe aprovacao, o que representa um avancgo significativo tanto para os pacientes
que até entdo nao dispunham de opcodes terapéuticas especificas quanto para a
ciéncia.

Por fim, cerca de 30% da populagdo com CPCNP apresenta mutag¢des na via
do Fator Nuclear Eritréide 2 Relacionado ao Fator 2 (NRF2) (ZANOTTO-FILHO, et al.,
2016), incluindo o seu gene codificante NFE2L2, o seu modulador Proteina 1
associada a ECH do tipo Kelch (KEAP1) e Culina 3 (CUL3), os quais estdo melhor

descritos no topico a seguir.
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1.2.2.1 Mutagcées em KEAP1/NFE2L2 em CPCNP

NRF2 é um fator de transcrigdo chave em vias celulares antioxidantes,
metabdlicas, citoprotetoras e anti-inflamatorias (JARAMILLO; ZHANG, 2013). E
possui um papel importante na regulacdo de genes envolvidos na resposta
antioxidante e de detoxificagdo celular. Pois, controla a expressdao de enzimas
responsaveis pela producdo de GSH (GCLC/GCLM), sendo capaz de induzir a
expressdo do sistema xCT (antiportador anibnico de L-cistina/L-glutamato),
controlando assim, a disponibilidade de cisteina, a qual € um aminoacido essencial na
sintese de GSH (SASAKI et al., 2002).

A KEAP1 é uma proteina que desempenha um papel crucial na regulagao de
NRF2 (este assunto esta melhor descrito no topico a seguir de Biologia Redox e os
Sistemas Glutationa, Tiorredoxina e NRF2), sendo responsavel por detectar o
desequilibrio do estado redox na célula e ativar a agao nuclear da proteina NRF2. A
proteina NRF2 e a proteina KEAP1 estdo relacionadas ao elemento de resposta
antioxidante (ARE). O ARE é uma sequéncia de DNA palindrbmica presente em mais
de 250 genes reguladores, conhecidos como genes ARE, que codificam enzimas
envolvidas em processos antioxidantes e de biotransformacédo. O NRF2, junto com
proteinas Maf, formam um heterodimero que se liga ao ARE para regular a transcri¢ao
dos genes envolvidos nos processos antioxidantes. Além disso, a localizagao sub-
celular do NRF2 ¢é afetada pela fosforilagdo pés-tradugao, que € regulada por trés vias
de sinalizagao principais: a via PKC, a via MAPK e a via PI3K/AKT, em resposta ao
estresse oxidativo.

Mutagbes inativadoras em KEAP1 foram associadas a um microambiente
alterado imunologicamente em CPCNP (CRISTESCU et al., 2018). Ademais, NRF2
foi recentemente identificado como um regulador negativo da expressao de STING1
(estimulador da resposta do interferon CGAMP Interator 1) por meio de efeitos na
estabilidade do mRNA de STING (OLAGNIER et al., 2018), sugerindo assim uma
conexao entre os efeitos da inativacdo de KEAP1 e STK11 (Gene Supressor Tumoral
Serina/Treonina Quinase 11). Fendtipos imunoldgicos adicionais podem estar
exclusivamente associados a perda de KEAP1; por exemplo, 0 aumento do acumulo
peritumoral de células natural killer em tumores mutantes KEAP1 foi relatado em uma
coorte de pacientes com LUAD em estagio inicial ressecados cirurgicamente

(KADARA et al., 2017). Estudos com modelo in vivo demonstraram que a perda de
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KEAP1 aumenta a carga tumoral e a porcentagem de lesdes de alto grau, apontando
para papéis tanto na iniciacdo quanto na progressao tumoral (ROMERO et al., 2017).
Assim, a potencializagdo das vias celulares anabdlicas, antioxidantes e de
detoxificagdo suportam coletivamente o fendtipo clinico agressivo do CPCNP KEAP1
mutante, como um indicador de progndstico negativo independente (MARCHETTI et
al., 2011; SKOULIDIS; HEYMACH, 2019).

Amostras de 1.144 pacientes do Pan-Lung Cancer provenientes do TCGA no
ano de 2016 demonstram a heterogeneidade do cancer de pulmé&o, bem como, é
possivel notar nesses dados que os pacientes com mutagdes na via de KEAP1/NRF2
nao possuem sobreposi¢cao de outros genes importantes sinalizados na Figura 4, ou
seja, esses pacientes ndo sdo contemplados pelas terapias alvo. Logo, tendem a
receber como tratamento os compostos de platina, lembrando que alguns estudos ja
demonstraram que a ativacdo de NRF2 confere um fendtipo de resisténcia a agentes
alquilantes e compostos de platina em linhagens de cancer de pulmao (ZANOTTO-
FILHO et al., 2016), ademais, foi identificado que a protecéo celular mediada por NRF2
ocorria via expressao de enzimas da sintese de GSH e de TXNRD1 em células
tratadas com cisplatina, uma vez que, inibidores da sintese destas enzimas
potencializaram a morte celular por cisplatina em células tumorais (ZANOTTO-FILHO
et al., 2016).

Figura 4 — Mutacdes Relevantes no Cancer de Pulmao
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Fonte: cBioPortal - TCGA, 2016.

Legenda: Oncoprint com a porcentagem da mutagao de cada gene selecionado para esta analise em
uma coorte de 1.144 pacientes do Pan- Lung Cancer provenientes do TCGA no ano de 2016,
demonstrando a heterogeneidade do cancer pulmonar, e que mutacdes na via de KEAP1/NRF2 n&o
estdo sobrepostas a outras mutagdes, ou seja, cada “risco” € um tipo de mutagdo, demonstradas nas
cores azul (deep deletion), vermelho (amplificagdo), preto (mutacao truncada), verde (mutagéo
missense) e assim por diante, sendo, as mutagdes presentes nos genes de KEAP1: Deep deletion,
amplificagdo, mutacdo truncada, mutagéo splice e mutacdo missense. NFE2L2: mutagao splice,
mutacgao missense e amplificagcdo. TP53: Deep deletion, amplificagdo, mutacdo truncada, mutacao
splice, mutagdo missense e mutagao inframe. KRAS: mutagao missense e amplificagdo. EGFR: Deep
deletion, amplificagdo, mutacao splice, mutacdo missense e mutagao inframe. PTEN: Deep deletion,
mutacao splice e mutagdo missense. PIK3CA: Deep deletion, amplificacdo e mutagdo missense.
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O Oncoprint do cBioPortal € um grafico que mostra a presenga ou auséncia de
alteracdes genéticas, em uma determinada amostra de cancer, sendo frequentemente
usado para identificar padrées de mutagbes em um grande conjunto de dados de
pacientes com cancer. No quadro 1 podemos observar a descricdo das mutagdes que

ocorrem nos genes demonstrados na figura 4 e suas possiveis consequéncias.

Quadro 1 — Diferentes Mutagdes e suas Consequéncias
Mutacao Descricao Consequéncias
Pode causar perda completa ou
parcial de uma ou varias regides
do gene, levando a alteragbes na
proteina resultante
Pode resultar em excesso de
proteinas, afetando a sua funcao
normal, ou em mudancgas na sua
expressao
Pode levar a perda de fungdes
Resulta em uma proteina importantes da proteina, como

Delecao de uma
sequéncia maior do que
um nucleotideo

Deep
Deletion

Aumento no numero de
Amplificagao | copias de uma sequéncia
de DNA

Truncada mais curta do que o regides de ligacéo ou atividade
normal enzimatica, afetando o seu papel
bioldgico

Pode resultar em alteragbes na

Substituigao de um estrutura e funcao da proteina,

nucleotideo por outro que

Missense e . causando efeitos variados que
codifica um aminoacido o
. dependem da localizagao da
diferente ~
mutacao
Ocorre em um dos sitios .. ~
.. Pode levar a insergcao de um
de splicing que resulta na )
, = . cdédon prematuro ou a mudangas
Splice alteragdo na maneira .
) na estrutura da proteina, afetando
como o RNA é ~
sua fungao normal
processado
Afeta um numero limitado | Pode levar a adigdo ou remocéao
Inframe de nucleotideos, sem de aminoacidos especificos da
causar uma mudanga no | proteina, afetando a sua funcao
quadro de leitura do gene normal

Fonte: REITSMA, et al.,1995.
Legenda: Neste quadro estado descritas as mutagdes citadas na Figura 4 e as consequéncias
causadas por cada tipo de mutacao, a qual pode ocorrer em diferentes genes.

Além destas alteragbes classicas, mutagbes somaticas nos genes NFE2L2
e/ou KEAP1 ocorrem em aproximadamente 25% dos casos em LUSC, 20% em LUAD
e aproximadamente 30% das mutagdes nessa via (NFE2L2/IKEAP1/CULS3) sao vistas
nas analises de Pan-Lung Cancer (TCGA) (CANCER GENOME ATLAS RESEARCH
NETWORK et al., 2012; COLLISSON et al., 2014). Essas altera¢cdes podem afetar a

interacao proteina-proteina KEAP1:NRF2 e gerar uma série de alteragdes (descritas
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no tépico a seguir sobre Biologia Redox e os Sistemas Glutationa, Tiorredoxina e
NRF2) (NGUYEN; NIOI; PICKETT, 2009; HUANG; NGUYEN; PICKETT, 2002;
NGUYEN et al., 2003; LI; PAONESSA; ZHANG, 2012; ZANOTTO-FILHO et al., 2016),
as quais até o momento nao foram exploradas do ponto de vista terapéutico
(ZANOTTO-FILHO et al., 2016; CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK
et al., 2014; . NADAL; PALMERO; MUNOZ-PINEDO, 2019; NAMANI et al., 2017;
JARAMILLO; ZHANG, 2013; LI; PAONESSA; ZHANG, 2012).

Pacientes com CPCNP com mutagdes em NFE2L2/KEAP1 e superexpressao
de genes-alvo de NRF2 estdo associados com uma ma resposta aos quimioterapicos,
bem como, apresentam sobrevida livre de progressao e sobrevida global mais curtas,
quando comparadas aos pacientes que ndo apresentam essa mutagcédo (FRANK et al,
2018; GOEMAN et al., 2019; SILVA et al., 2019; YAN et al, 2020).

1.3 Biologia Redox e os Sistemas Glutationa, Tiorredoxina e NRF2

Nos anos 2000 houve o surgimento de uma nova linha de pesquisa na area da
Biologia Redox: Antioxidantes e a Regulacdo Redox de Genes (SUTHERLAND et al.,
1985; SIES; JONES, 2020). A reagao redox € qualquer reagao quimica que envolve a
transferéncia de elétrons. A maioria dos processos redox envolve a transferéncia de
atomos de oxigénio, hidrogénio ou elétrons, e todos compartiham de duas
caracteristicas importantes: primeira, eles sdo acoplados, ou seja, em qualquer reagao
de oxidacao ocorre uma redugao reciproca, e segunda, eles envolvem uma mudancga
quimica caracteristica, ou seja, um atomo ou elétron vai de uma unidade de matéria
para outra (SIES; JONES, 2020).

Em 1963, Hermann Esterbauer descobriu 0 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), o qual
€ um composto produzido por autooxidagdo de acidos graxos insaturados e é
considerado um dos produtos mais abundantes e biologicamente ativos
(ESTERBAUER; WEGER, 1967; ESTERBAUER et al., 1982). Ademais, foi
identificado que o HNE era responsavel pela patologia de varias doencas (CURZIO et
al., 1987; GRUNE et al., 1994; BENEDETTI; COMPORTI; ESTERBAUER, 1980;
BENEDETTI et al., 1984). Investigando as fungdes do HNE na biologia redox, Rui-
Ming Liu e colaboradores, demonstraram que esse composto poderia induzir a
biossintese de glutationa (y-L-glutamil-L-cisteinilglicina — GSH), através da elevagao

transcricional da expressao génica de glutamato-cisteina ligase (GCL) e de gama-
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glutamil transpeptidase (GGT) (ZHANG et al., 2005; ZHANG; COURT; FORMAN,
2007; DICKINSON et al., 2002).

A GSH é sintetizada e degradada em um ciclo que foi descrito por Alton Meister
(ORLOWSKI; MEISTER, 1970), sendo o substrato redutor para as peroxidases de
GSH e peroxirredoxinas na remocao de hidroperoxidos, e para as S-transferases de
glutationa na eliminagdo de xenobidticos. Helmut Sies, pesquisador que cunhou o
termo de estresse oxidativo em 1985 como sendo o desbalanco entre oxidantes e
antioxidantes a favor dos oxidantes (SIES; JONES, 2020; CADENAS; SIES, 1985),
sugeriu que a oxidacdo de GSH em glutationa dissulfeto (GSSG) e a formacao de
dissulfetos mistos de proteina-glutationa eram o determinante essencial desse
estresse (FORMAM, 2016). A GSH € uma molécula produzida intracelularmente em
todos os 6rgéaos e tipos celulares, presente em maior quantidade no figado e pulmdbes.
Estando de 85 a 90% livremente distribuidos no citoplasma, e o restante estando
compartimentalizados em organelas como as mitocondrias, peroxissomos, matriz
nuclear e reticulo endoplasmatico (FRANCO et al., 2007). Como maior antioxidante
intracelular do organismo, a deplecédo de GSH pode ser tanto a causa como o pré-
requisito para a formacgao de espécies reativas de oxigénio (ERO). Os sistemas GSH
e tiorredoxina (TXN) sdo considerados os dois principais sistemas antioxidantes
redutores de tiol e ambos tém expressao ubiqua (NORDBERG; ARNER, 2001)

A TXN é uma importante rede enzimatica para a defesa antioxidante e possui
varias funcdes reguladoras redox. Ela é composta pela TXN, pelas tiorredoxinas
redutases (TXNRD1 e TXNRD2) e por NADPH (fosfato de dinucleotideo de adenina e
nicotinamida) (NORDBERG; ARNER, 2001), sendo descrita em 1964 por Laurent e
colaboradores como uma pequena proteina com atividade redox na Escherichia coli
(LAURENT; MOORE; REICHARD, 1964). Mais adiante, as TXN foram encontradas
em diversas espécies procaribticas e eucaridticas, demonstrando que as TXN de
mamifero estdo relaciondas com diversas fungdes celulares. A atividade destas
proteinas é encontrada no meio extracelular, participando do crescimento celular e
quimiotaxia, no citoplasma, atuando como antioxidante e fator redutor, no nucleo,
regulando a atividade de fatores de transcricdo e na mitocondria (POWIS;
MONTFORT, 2001). A TXN realiza a redugcdo de grupos cisteina oxidados em
proteinas, demonstrado na Figura 5, por meio da interagdo com o centro redox ativo
da TXN (cisteina (Cys) — glicina (Gly) — prolina (Pro) - Cys) (MAULIK; DAS, 2008).

Devido ao seu papel em diversos processos relacionados ao cancer, o par
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TXNRD1/TXN surgiu como alvo potencial para a terapia do cancer, especialmente em
tipos de tumores suscetiveis ao estresse oxidativo (URIG; BECKER, 2006; YAN et al.,
2019; DAl et al., 2013). Inibidores da via TXNRD1, como o composto de fosfina de
ouro (Au(l)) — Auranofina, disponivel por via oral e aprovado pelo FDA desde 1985
para o uso no tratamento da artrite reumatodide, ganhou o interesse como um agente
anticancerigeno (OMATA et al., 2006).

Figura 5 — Mecanismo de Defesa Antioxidante TXN
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: A TXN realiza a redugao de grupos cisteina oxidados em proteinas, por meio da interagédo
com o centro redox ativo da TXN, através de elétrons do NADPH reduzem as isoformas de TXN, bem
como, uma série de outros substratos proteicos e nao proteicos.

Com esses achados e a area da biologia redox crescendo cada vez mais, em
1991, Cecil Pickett caracterizou o “elemento regulador”, conhecido como o elemento
de resposta antioxidante (ARE) (RUSHMORE; MORTON; PICKETT, 1991). Um dos
reguladores transcricionais € o NRF2, regulado pelo gene NFE2L2, o qual foi
identificado em 1994 por Paolo Moi e colaboradores (MOI et al., 1994).

Sabendo que o NRF2 se liga ao ARE, provavelmente ele seria capaz de ativar
respostas ao estresse oxidativo, com isso, o NRF2 logo se tornou um foco importante
de pesquisa do grupo de Pickett, o qual ajudou a descobrir os principais aspectos de
como o proprio NRF2 é regulado pela degradacao proteassomal e pelas proteinas
quinases (NGUYEN; NIOI; PICKETT, 2009; HUANG; NGUYEN; PICKETT, 2002). Sob
condi¢des basais, em que ha correta ativagao e desativagao da via, o NRF2 interage
no citoplasma com o seu modulador KEAP1. A KEAP1 atua em um complexo com a
proteina Culina-3, promovendo a ubiquitinacdo de NRF2 e a sua degradagao
proteassomal, gerando citoprotecdo e homeostase celular. Mas, em situagdes de

estresse oxidativo e eletrofilico gerados por xenobiéticos, ou em alguns casos de
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cancer de pulmao em que ha mutacao, amplificagao ou até mesmo delegcao de genes
relacionados a essa via (NFE2L2, KEAP1 e CUL3), residuos de cisteina em KEAP1
sdo modificados covalentemente, inibindo a KEAP1 e interrompendo a interagédo desta
com o NRF2, ndo ocorrendo a sua degradacéo proteassomal e sendo translocado
para o nucleo (NGUYEN et al., 2003; LI; PAONESSA; ZHANG, 2012; ZANOTTO-
FILHO et al., 2016; LEVY; FORMAN, 2010; MAHAFFEY et al., 2009).

NRF2, um membro ubiquamente transcrito da subfamilia cap-n-colar dos
fatores de transcricdo bZIP, € um dos mais importantes reguladores de detoxificagao
e respostas ao estresse oxidativo em células de mamifero e um regulador mestre da
expressao do gene TXNRD1 (ZANOTTO-FILHO et al., 2016; SAKURAI et al., 2005;
NAMANI et al., 2017). Em condigbes sem estresse, baixos niveis celulares de NRF2
sdo mantidos por meio da degradagao proteassomal por meio da ligagdo a KEAP1.
KEAP1 liga NRF2 como um dimero através de seu dominio Kelch C-terminal. Por meio
de seu dominio N-terminal, KEAP1 interage com Culina-3, que serve como um
“andaime” para a caixa de anel 1 da ubiquitina ligase E3 (RBX1) (SHIBATA et al.,
2008; DE LA VEGA; CHAPMAN; ZHANG, 2018). As ERO e compostos eletrofilicos
induzem a oxidagcao de cisteinas em KEAP1, que modificam a conformagao de
KEAP1, impedindo assim a degradagao de NRF2. Apds o acumulo de NRF2, o mesmo
se transloca para o nucleo e interage com o ARE no DNA para regular positivamente
0s genes que codificam as enzimas de eliminagdo de ERO e de detoxificagdo de
xenobidticos, vias metabdlicas e sintese de nucleotideos (ZANOTTO-FILHO et al.,
2016; DENICOLA et al., 2015; CLOER et al., 2019).

NRF2 nuclear, como descrito logo acima, se liga ao ARE na regido promotora
de diversos genes antioxidantes e de detoxificacdo, atuando como um fator de
transcricdo de TXNRD1, sulfiredoxina (SRXN1T), hemoxigenase-1 (HMOX1), NADPH
quinone oxidoreductase 1 (NQO7), genes da sintese de GSH (GCLC/GCLM) e GSH-
S-Transferases (GSTT1 e GSTM1), melhorando a maquinaria de detoxificagédo celular
(NGUYEN et al., 2003; LI; PAONESSA; ZHANG, 2012; ZANOTTO-FILHO et al., 2016;
LEVY; FORMAN, 2010; MAHAFFEY et al., 2009). Sendo demonstrado na Figura 6.
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Figura 6 — Via KEAP1/NRF2 Sob Condi¢gbes Basais e Condi¢cdes de Estresse
Oxidativo
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Quando em homeostase, NRF2 é constantemente degradado pela via ubiquitina-
proteassoma de maneira dependente de KEAP1, mas, em situagdes de estresse oxidativo/eletrofilico
ou em casos de mutagdes nessa via, ndo ha degradagcao de NRF2 e o mesmo se transloca para o
nucleo, atuando como um fator de transcrigdo de genes antioxidantes e citoprotetores alvo. Esses
genes estado envolvidos na eliminagdo de ERO (TXNRD1), sintese e familia de genes de GSH e
glutationa s-transferase (GCLC, GCLM, GST), detoxificagdo de xenobidticos (NQO7), dentre outros.

1.3.1 Estresse Oxidativo e o Tecido Pulmonar: Porque ¢é importante

entendermos essa relagao?

Estresse oxidativo € um status biolégico em que ocorre o desequilibrio entre a
producao de espécies reativas e radicais livres e a capacidade de neutralizacéo destes
pelas defesas antioxidantes. As espécies reativas sdo moléculas instaveis e que
facilmente reagem com outra molécula dentro de uma célula, sendo capazes de gerar
danos, ja os radicais livres, sdo definidos como qualquer molécula capaz de
permanecer com um ou mais elétrons desemparelhados dentro de sua ultima camada
eletrbnica, sendo altamente instaveis e reativos (SIES; JONES, 2020).

O tecido pulmonar esta fisiologicamente exposto e adaptado a altos niveis de
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oxigénio que, por sua vez, podem produzir ERO e estresse oxidativo. Ademais, é
sabido que o dano induzido por oxidantes é exacerbado em fumantes de tabaco, cujas
defesas antioxidantes e de detoxificagdo de drogas no pulméo estdo sob um desafio
adicional de compostos eletrofilicos exogenos e carcinogenos (MULLER;
HENGSTERMANN, 2012). Foi identificado que pessoas que fazem o uso constante
de tabaco possuem mais estresse oxidativo e aumento constante de NRF2
(SCHAFER; BUETTNER, 2001). A exposi¢ao a fumaga do tabaco ndo apenas é capaz
de esgotar a GSH intracelular, mas também, é capaz de comprometer (por meios
diretos e indiretos) os pools de outros componentes redox-ativos, como a TXN e
NADPH, geralmente resultando em potenciais redox celulares significativamente
elevados (SCHAFER; BUETTNER, 2001). Para se proteger do dano induzido por
ERO, as células desenvolveram sistemas de defesa antioxidante multifacetados,
como a GSH/GPx/GR, TXN/TXNRD1 e as enzimas antioxidantes superéxido
dismutase (SOD1/SOD2) e catalase, entre outras (NORDBERG; ARNER, 2001;
ARNER; HOLMGREN, 2000; CEBULA; SCHMIDT; ARNER, 2015).

O par TXN/TXNRD1 é um modulador importante da homeostase redox da
proteina, mas também exerce uma série de fungdes regulatdrias redox adicionais. A
TXN reduz e, portanto, suporta a atividade de peroxirredoxinas e metionina sulféxido
redutase (BJORNSTEDT et al., 1995), regenera residuos de ditiol na ribonucleotideo
redutase e modula fatores de transcrigdo regulados por redox, como NFkB e AP-1
(MATTHEWS et al., 1992; BANNISTER; COOK; KOUZARIDES, 1991; ERIKSSON et
al., 2009). Para sua funcao enzimatica como uma dissulfeto redutase, TXN deve ser
reduzida pela selenoenzima TXNRD1, que catalisa a redu¢do dependente de NADPH
do sitio dissulfeto ativo de TXN a um ditiol (DAl et al., 2013; OMATA et al., 2006; URIG;
BECKER, 2006; YAN et al., 2019).

De modo geral, esta descrito que as fungdes bioldgicas das ERO parecem ser
dependentes do estagio tumoral. Nos estagios pré-cancerosos e neoplasicos
precoces, a atividade antioxidante diminui e o acumulo de ERO intracelular leva a
danos oxidativos no DNA e mutagées em prd-oncogenes e genes supressores de
tumor, promovendo a progressao do cancer. Ja nos estagios finais da progressao do
cancer, ha o aumento da atividade de enzimas antioxidantes e o pool intracelular de
NADPH e GSH (ASSI, 2017; ZHAO et al., 2017). Desse modo, é provavel que os
antioxidantes sejam capazes de ajudar as células tumorais a escapar da apoptose nos

estagios finais do cancer. Por isso, 0 uso de antioxidantes é proibido em pacientes
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com cancer em estagio avangado e/ou em radioterapia (LV et al., 2018).

O elevado nivel de ERO intrinseco persistente em células cancerigenas é
capaz de aumentar a capacidade antioxidante intracelular, a qual pode ser conferida
por NRF2, GSH e TXN em grande parte, tornando-se resistentes ao estresse oxidativo
e conferindo um fendtipo de resisténcia a agentes quimioterapicos (Figura 7), pois o
NRF2 induzido pelo agente alquilador bloqueia a apoptose mediada pelo estresse do
reticulo endoplasmatico via controle de pools de GSH e TXN (ZANOTTO-FILHO et al.,
2016; TRACHOOTHAM; ALEXANDRE; HUANG, 2009; BJELAKOVIC et al., 2007;
PINERO et al.; 2021).

Figura 7 — Alta Assinatura de NRF2 Confere uma Taxa de Menor Sobrevida em
Pacientes com LUAD
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Fonte: Adaptado de ZANOTTO-FILHO et al., 2016.

Legenda: Curva de Kaplan-Meier demonstrando o impacto da regulagao positiva da assinatura da
expressao da via NRF2 alto (linha na cor vermelho), médio (linha na cor verde) ou regulagéo negativa
(linha na cor azul) na sobrevida de pacientes com adenocarcinnoma de pulméo, conforme
determinado pela ferramenta SurvExpress. Neste grafico vemos que, quanto mais ativada a via de
NRF2, menor a sobrevida de pacientes com adenocarcinoma pulmonar.

A assinatura de um gene refere-se ao padrao de expressao ou atividade desse
gene em uma determinada condigao bioldgica, seja em uma célula normal ou em uma
célula cancerigena. Ou seja, € um conjunto de caracteristicas que identificam a fungéo
ou a atividade desse gene em um determinado contexto. No caso especifico da
assinatura de NRF2 em LUAD, em uma condi¢ao de alta assinatura, temos que esse
gene esta altamente expresso ou ativado nas células cancerigenas do pulméo, o que
pode levar a implicagdes para a resposta ao tratamento e prognédstico do paciente
(SINGH et al., 2016).
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1.4 Farmacologia das Neoplasias Pulmonares

O inicio do desenvolvimento das drogas alquilantes remete a Primeira Guerra
Mundial. Com a liberagdo do gas mostarda durante a guerra nos expostos, além de
causar queimaduras na pele, olhos, mucosa e nos pulmdes, foi relatado que as
pessoas expostas tinham aplasia medular e do tecido linféide, e casos de ulceragao
do trato gastrointestinal. Cerca de 20 anos apos esse ocorrido, em 1942, Louis
Goodman e Alfred Gilman demonstraram a atividade do gas mostarda (mostarda
nitrogenada) contra linfomas em camundongos. Ademais, estudos clinicos em
pacientes com linfoma tratados com mostarda nitrogenada, por administragcao
intravenosa, iniciaram a era moderna da quimioterapia do cancer, porém o seu uso
nao teve sucesso devido a alta taxa de toxicidade (GOODMAN et al., 1946).

Nos estagios precoces dessa doenga a cirurgia € a primeira escolha para a
retirada do tumor maligno. Em estagios avangados ou metastaticos, as terapias
multimodais permanecem como norma, mesmo levando a beneficios paliativos a partir
da quimioterapia (QT) (NOVELLO et al., 2016). O uso da QT paliativa teve inicio na
década de 70, com regimes que ndo geraram impacto na sobrevida global, entretanto,
com o surgimento da cisplatina, comegaram a demonstrar os beneficios da QT
baseada em agentes alquilantes (a base de platina) como um tratamento de primeira
escolha para os pacientes com cancer de pulmao avangado, sendo reportado pela
primeira vez em um ensaio clinico publicado em 1988 (NOVELLO et al., 2016).

A cisplatina é uma substancia inorgénica antineoplasica e sua atuagao
bioldgica esta relacionada a interagdo com o DNA, de modo a inibir a replicagao do
mesmo, bloqueando a replicacdo do RNA polimerase Il, levando a apoptose
(NOVELLO et al., 2016; EL-KHATEEB et al., 1999). Sua estrutura é reconhecida como
uma espeécie altamente reativa, a qual pode interagir com a GSH e levar a sua propria
inativagdo. Estudos demonstrando a eficacia no tratamento por meio de agentes
alquilantes trouxeram que a QT baseada em cisplatina foi associada com uma taxa de
sobrevivéncia de um ano e, a partir disso, agentes alquilantes comegaram a ser
associados com outros medicamentos com o intuito de melhorar a sobrevida e
qualidade de vida dos pacientes, embora tenha sido demonstrado que a combinacéao
desses agentes normalmente possui maior nivel de toxicidade (NOVELLO et al., 2016;
EL-KHATEEB et al., 1999; SIDDIK, 2003).
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O tratamento desses pacientes frequentemente envolve a administragao de QT
combinada com radioterapia toracica. ldealmente, a radioterapia ¢é iniciada dentro dos
primeiros trinta dias de QT. Apds a concluséo de cerca de quatro ciclos de QT (Tabela
1), pacientes que apresentam resposta parcial ou completa podem receber
radioterapia cerebral, conhecida como radioterapia profilatica do cranio (PCI). O
objetivo dessa radioterapia € reduzir a incidéncia de metastases cerebrais, com
impacto positivo na sobrevida dos pacientes. No caso de metastases presentes, o
tratamento deve ser voltado para o controle da doenca e melhora da qualidade de
vida. Nesses casos, a radioterapia é geralmente administrada apenas em conjunto
com a QT ou com a QT associada a imunoterapicos. Normalmente, o paciente passa
por quatro a seis ciclos de QT associada a imunoterapia, seguidos pela imunoterapia
de manutencdo. E importante ressaltar que, infelizmente, a parcela de pacientes com
acesso a imunoterapia ainda é baixa. Geralmente, o acesso ocorre por meio de

requisicao judicial ou através da pesquisa clinica (NOVELLO et al., 2016).

Tabela 1 — Medicamentos Utilizados como Tratamento de Primeira Escolha no
CPCNP

Cisplatina e Associagoes
Vinorelbina 25mg/m?
Cisplatina 40 - 75mg/m? Gencitabina 1000mg/m?

Docetaxel 75mg/m?

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Faz-se o uso de Cisplatina 50mg/m? em associag&o com Vinorelbina 25mg/m?; Cisplatina
40mg/m? com Gencitabina 1000mg/m? ou Cisplatina 75mg/m? com Docetaxel 75mg/m?, todos
administrados por via endovenosa.

Nao obtendo sucesso, utilizam-se outros agentes voltados as terapias alvo,
como: o uso de Afatinibe, Erlotinibe, Gefitinibe e Necitumumabe, o qual inibe a
fosforilagao intracelular do receptor HER1/EGFR (SIDDIK, 2003; GAINOR et al.,
2016). Alectinibe, Brigatinibe, Ceritinibe e Crizotinibe, com alvo em células com
alteragcdes no gene ALK; Dabrafenibe e Trametinibe com alvo em células com
mutagdes em BRAF, Sotorasibe (SKOULIDIS et al., 2021) com alvo em KRAS mutado,
aprovado pela ANVISA em 2022. Pemetrexede, um antifolato com capacidade de
inibir varias enzimas-chave dependentes de folato envolvidas na biossintese de acidos
nucléicos (SCHAER et al., 2019), imunoterapicos, com anticorpos monoclonais anti-
PD1 (Nivolumabe e Pembrolizumabe) e anti-PDL1 (Atezolizumabe, Avelumabe e

Durvalumabe). Temos também o Trastuzumabe Deruxtecano, um anticorpo
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conjugado composto por um anticorpo monoclonal especifico para HER2 com um
potente inibidor de topoisomerase | como droga citotoxica (MODI et al., 2020), também
utilizado em pacientes com CPCNP (Quadro 2) (GAINOR et al., 2016; MARCAR et al.,
2019).

Quadro 2 — Agentes Terapéuticos Alvo em Diferentes Vias de Sinalizagao e
Mutacdes Genéticas em CPCNP

Terapia Alvo Alvo Molecular T Ag?o . Medicamentos
erapéutica
Células com Iqipigéo da Alec.:t.in.ibe,
ALK mutacoes em ALK atividade da Ceritinibe,
proteina ALK Crizotinibe
Enzimas chave Inibicao da
Antifolato dependentes de sintese de DNA Pemetrexede
folato e RNA
. Inibicdo da .
BRAF | ST | avdaess | Georeenbe
proteina BRAF
Fosforilagao Inibicao da
HER1/EGFR intracelular do atividade do Afatinibe,_ !Erlotinibe,
receptor receptor Gefitinibe
HER1/EGFR HER1/EGFR
Anticorpo monoclonal D
especifico para Inibigao da Trastuzumabe
HER2 HER?2 com inibidor | 2tvidade do Deruxtecan
de topoisomerase | receptor HER2
Ativagao do Nivolumabe,
Imunoterapia PD1e PDL1 sistema Pembrolizumabe,
imunologico Durvalumabe
Células com 'r?"?‘géo da .
KRAS mutacdes em KRAS atividade da Sotorasibe
proteina KRAS

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Estratégias modernas de farmacogendmica permitem a reconsideracao de alvos
conhecidos, com base em abordagens de medicina de precisao. Estas incluem o uso de biépsias
liquidas como ferramenta para caracterizar o genoma do cancer, detectar alvos e monitorar as
mudangas dinamicas ocorrendo sob pressao de selegao de medicamentos.

De acordo com a 82 edi¢cao da Classificagdo do Estagio de Cancer de Pulmao,
publicada em 2017, a opcéo de tratamento é definida de acordo com os estagios,
pacientes |IA e IB, ou seja, com doenga localizada, sao indicados para resseccgao
cirargica, sendo que em IB é levado em consideragao a possibilidade de QT adjuvante
(pbs-operatdria), quando o tamanho do tumor € maior que 4 cm. Pacientes IlA e IIB
sdo encaminhados para ressecgao cirurgica seguida de QT adjuvante. Pacientes IIIA

e IlIB sdo direcionados para tratamento multimodal, geralmente envolvendo QT e
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radioterapia, sendo que em IlIA é considerada a lobectomia, dependendo do caso.
Por fim, pacientes com estadiamento nivel IV sao indicados para terapias direcionadas
de acordo com as mutagdes detectadas, sendo a principal finalidade o controle da

doenga, mantendo a qualidade de vida do paciente (ZHU et al., 2017).

1.5 Farmacos que atuam no Sistema Redox: Possiveis Estratégias de

Tratamento para Pacientes com CPCNP e demais Tipos de Cancer

Iniciando pelos inibidores da via de TXNRD1, temos como principal a
Auranofina (AUR), um composto contendo ouro lipofilico oral capaz de inibir a
TXNRD1 interagindo com o seu local de atividade redox (HU et al., 2018). A AUR é
um medicamento considerado para o uso em associacdo na QT devido a sua
capacidade de prejudicar a homeostase redox nas ceélulas tumorais. De modo geral,
apesar de ser um medicamento anti-inflamatério estabelecido, parece oferecer
vantagens no contexto da terapia contra o cancer pro-oxidante (HU et al., 2018; HOU
et al., 2018). Recentemente, os efeitos antitumorais da AUR foram explorados com
mais detalhes em modelos pré-clinicos, uma vez que é um medicamento seguro para
pacientes com cancer. Foram obtidos resultados no qual a AUR induziu toxicidade em
células humanas de leucemia crénica e cancer gastrico devido ao estresse do reticulo
endoplasmatico e a disfungcdo mitocondrial, acompanhada da superproducdo de ERO
(FISKUS et al., 2014). Este efeito poderia ser potencializado por outros indutores de
ERO, resultando no aumento de apoptose em células tumorais € em uma inibicao
significativa do crescimento de xenoenxertos tumorais. Ao lado de um efeito
antitumoral direto, a AUR foi capaz de suprimir o crescimento de metastases
pulmonares em um modelo de osteossarcoma humano em camundongos nude, e a
inibicdo do fendtipo metastatico foi explicada devido a apoptose dependente de ERO
(FISKUS et al., 2014; ZOU et al., 2015).

Em relagado aos inibidores da via de NRF2, o Brusatol, descrito em 1968 (SIM,;
SIMS; GEISSMAN, 1968; CAl et al., 2019), foi inicialmente avaliado como uma terapia
experimental para a leucemia linfocitica, entretanto, ainda ha muitos argumentos
sobre 0 seu mecanismo de agao e a sua especificidade, o que limita os futuros
desenvolvimentos e procedimentos deste composto na pratica clinica (SIM; SIMS;
GEISSMAN, 1968; CAI et al., 2019). Com essas limitagdes, em 2018, um grupo de
pesquisadores buscou descobrir novos inibidores de NRF2 para a terapia direcionada
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(SINGH et al., 2016). Eles realizaram uma triagem quantitativa de alto rendimento
usando um conjunto diversificado da Molecular Libraries Small Molecule Repository
Library (MLSMR) de aproximadamente 400.000 mil pequenas moléculas, destas, foi
identificado o ML-385 como uma molécula que se liga ao NRF2 e inibe a expressao
do gene alvo, mais especificamente, essa molécula é capaz de se ligar ao dominio
Neh1, interferindo com a ligacdo no complexo de pequenas proteinas Mafs
(fibrosarcoma musculoaponeurético) no nucleo, impedindo a expressdo de genes na
regido promotora ARE. Lembrando que, o NRF2 é um fator de transcri¢cao do tipo ziper
de leucina basico (bZip), pertencente a familia cap-n-colar e, a regido basica, logo
acima do ziper de leucina, é a responsavel pela interacdo dos fatores de transcricéo
com o DNA. O ML-385 demonstrou especificidade e seletividade nas células A549 e
em modelos pré-clinicos de CPCNP com ganho de fungdo de NRF2 (SINGH et al.,
2016; NITURE et al., 2010). Entretanto, ainda € uma molécula que necessita de mais
estudos.

Outra via importante de estudo, mas apenas para fins de estudo do mecanismo
celular, é a via da GSH, sendo o inibidor utilizado o L-Butionina Sulfoximina (BSO).
Este composto é um inibidor irreversivel e especifico da gama-glutamilcisteina
sintetase, ocasionando apoptose induzida por radicais livres. E considerado um
agente anticancerigeno, comumente utilizado em trabalhos in vitro na area do cancer,
sabendo que a inibicdo da GSH é incompativel com a vida (LI et al., 2016). Alguns
trabalhos demonstraram que a resisténcia a drogas citotoxicas como paclitaxel,
gencitabina e cisplatina correlaciona-se diretamente com a capacidade antioxidante
total das células que poderiam ser sensibilizadas com BSO (SHAPEK et al., 1988;
CLARK et al., 2015; MAEDA et al., 2004).

Pensando novamente em alguma estratégia de uso clinico, especialmente para
os casos de CPCNP com mutacéo na via de NRF2, cresce cada vez mais o interesse
em inibidores do sistema xCT, visto que temos inibidores clinicamente validados. O
xCT esta localizado na membrana plasmatica das células, € dependente de cloreto
(CL) e independente de sddio (Na*), tendo como fungcdo a captacédo de cistina
extracelular em troca do glutamato intracelular (BANNAI, 1986). A cistina intracelular
importada através do sistema xCT é a fonte predominante de cisteina na maioria das
células cancerigenas (ZHU et al., 2019). Dentre os farmacos utilizados temos o
Sorafenibe (SRFN) e a Erastina. O SRFN é uma pequena molécula que atua como

inibidor de multiplas quinases de amplo espectro in vitro, interrompendo a sinalizacao
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de RAS-MAPK e do Fator de crescimento endotelial vascular, e que esta sendo
utilizado no tratamento de tumores de colon, rim, pulm&o e mama em modelos de
xenoenxerto, inibindo a proliferacdo e a angiogénese (ADNANE et al., 2006;
WILHELM et al., 2004). Atualmente, o SRFN é aprovado pelo FDA para uso no
tratamento clinico do carcinoma hepatocelular irressecavel, carcinoma de células
renais avancado, carcinoma de tiredide localmente recorrente ou metastatico,
progressivo, diferenciado e refratario ao tratamento com iodo radioativo (FDA, 2018).

No campo da terapia direcionada em CPCNP, além das mutagdes ja descritas,
a ativacdo da via RAS/RAF/MEK/ERK via mutacdes ativadoras em KRAS, ocorre
principalmente em LUAD (GOTZ, 2008; CHAN; HUGHES, 2015), e uma vez que a
inibicdo direta de KRAS é recente na clinica, uma abordagem alternativa seria voltar
os olhares para os mecanismos de inibicdo da atividade do sistema xCT, resultando
em uma reduc¢ao de GSH e no acumulo de ERO lipidico, induzindo a morte celular por
ferroptose (WILHELM et al., 2006; DIXON et al., 2012).

Em um estudo feito por Dixon e colaboradores, a Erastina causou morte celular
com diferentes caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e genéticas em células
tumorais mutantes KRAS, com isso, eles foram capazes de caracterizar e definir uma
nova forma de morte celular ndo apoptotica dependente de ferro, sendo chamada de
ferroptose (DIXON et al., 2012; LI et al., 2020). Porém, até o momento, os efeitos dos
indutores de ferroptose no CPCNP, particularmente em pacientes com falha no
tratamento aos compostos de platina, ainda estao em fase pré-clinica (LI et al., 2020).

Apesar dos avancgos nas terapias-alvo, uma parcela significativa de pacientes
com mutacgdes na via NRF2 ainda n&o possui um tratamento especifico. Assim sendo,
€ fundamental a realizacdo de pesquisas direcionadas para a compreensao de como
sensibilizar esses tumores e “quebrar’ a resisténcia quimioterapica prevalente em

tumores KEAP1 mutados.
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2 JUSTIFICATIVA

O cancer de pulmé&o é um dos maiores desafios da medicina moderna, e sua
prevaléncia crescente representa um enorme obstaculo para a saude publica. Apesar
dos avangos na terapia do cancer, o cancer de pulmao de células ndo pequenas
(CPCNP) é agressivo e possui prognostico reservado, sendo a taxa de sobrevida
desses pacientes de 5% em 5 anos, quando em estagio Ill e IV. Ao receber o
diagnostico, geralmente a doenca ja esta em nivel metastatico e responde mal aos
medicamentos atualmente disponiveis. Com ajuda de analises moleculares de EGFR,
ALK e PD1/PDLA1, os pacientes podem ser tratados com inibidores dessas vias e com
imunoterapia, porém, por mecanismos ainda desconhecidos, acabam gerando
resisténcia ao tratamento. Por isso, a identificagdo de novos marcadores prognosticos
e assinaturas génicas especificas para o CPCNP podem ajudar a aumentar as taxas
de sobrevida e a melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Estudos mais recentes
destacam a associacdo de mutagdes em NFE2L2/KEAP1 e superexpressao de
genes-alvo de NRF2 com uma ma resposta aos quimioterapicos e uma menor

sobrevida livre de progressao e sobrevida global nesses pacientes.
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3 HIPOTESE

A hipotese que guiou esta tese é que a alta expressao/conteudo de TXNRD1
esta associada a uma via hiperativada de NRF2 em pacientes com cancer de pulmao
de células ndo pequenas, e que a TXNRD1 pode ser um preditor de desfechos de
sobrevida na doenca. Ainda, a TXNRD1 pode ser um possivel alvo terapéutico para
bloqueio farmacolégico e inibicdo seletiva do crescimento de tumores com mutagao
na via de NRF2.



42

4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Determinar a associagao entre a expressao de TXNRD1 e o grau de ativagao da
via de NRF2 e os desfechos de sobrevida em pacientes, e o potencial farmacolégico

da inibicdo da TXNRD1 em cancer de pulmao de células ndo pequenas.

4.2 ESPECIFICO

1. Avaliar um conjunto de genes relacionados ao estresse oxidativo e o valor do
prognostico dos genes antioxidantes na sobrevida global (OS) de pacientes
com CPCNP;

2. Avaliar dados demograficos e clinicopatolégicos em uma coorte de pacientes
com CPCNP;

3. Avaliar dados de DFS (sobrevida livre de doenca) e DMFS (sobrevida livre de
metastase) de uma coorte de pacientes CPCNP;

4. Avaliar os desfechos endpoints de sobrevida e analise de dados de uma coorte
de pacientes com CPCNP;

5. Avaliar os efeitos de inibidores-alvo na viabilidade, imunoconteudo, formacéao
de colbénias e capacidade de migracédo de linhagens celulares de cancer de
pulmao;

6. Avalir os efeitos da inibicao genética e farmacolégica de NRF2 em linhagem
celular KEAP1 mutante;

7. Avaliar os niveis de GSH nas linhagens celulares de cancer de pulméao.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Valor Prognéstico dos Genes Antioxidantes no Céancer de Pulmao

O valor prognéstico de genes antioxidantes na sobrevida global (OS) de
pacientes com cancer de pulmao foi analisado usando o servidor web OSluca (Online
consensus Survival for Lung Cancer) (http://bioinfo.henu.edu. cn/LUCA/LUCALIst.jsp)
(YAN et al., 2020). Através do OSluca foi feita a coleta de 35 conjuntos de dados de
cancer de pulmao, como TCGA (2 conjuntos), GEO (32 conjuntos) e o estudo
Roepman (1 conjunto), correspondentes a informagdes clinicas e de seguimento.

A lista de entrada incluiu 64 genes associados ao estresse oxidativo humano,
sendo 58 relatados anteriormente por nosso grupo (GELAIN et al., 2009) e 6
selecionados manualmente como segue: (CAT, ERP44, GPX1, GPX2, GPX3, GPX4,
GPX5, GPX6, LPO, MPO, PRDX1, PRDX2, PRDX3, PRDX4, PRDX5, PRDX6, SOD1,
SOD2, SOD3, GLRX, GLRX2, GLRX3, GLRX5, GSR, MSRA, MT1A, MT1B, MT1E,
MT1G, MT1H, MT1M, MT1X, MT2A, NME8, NME9, NXNL1, SELENOP, TXN, TXN2,
SRXN1, TMX1, TMX3, TXNDC11, TXNDC12, TMX4, TMX2, TXNDC17, TXNDC2,
TXNDC5, TXNDCS8, TXNDC9, TXNIP, TXNL1, TXNL4A, TXNL4B, TXNRD1, TXNRD2,
TXNRD3; sendo selecionados manualmente: NQO1, GCLC, GCLM, EPHX1, CBR1,
CBR3) (GELAIN et al., 2009).

O OSluca é um programa ou ferramenta que realiza uma analise comparativa
entre as expressdes de genes. Mais especificamente, ele compara as expressdes de
genes que estdo acima de 25% com os outros 75% de genes restantes. O resultado
dessa analise é apresentado em um formato visual chamado forest plot e também em
uma tabela de sobrevida da regressédo proporcional de Cox. Essa tabela contém
informacdes relevantes para cada conjunto e combinagdo de conjuntos de genes
analisados. Essas informagbes incluem a Raz&do de Risco (HR), que indica a
probabilidade relativa de um evento ocorrer, como a sobrevida ou mortalidade; o
intervalo de confianga de 95% (CIl 95%), que indica a precisdo da estimativa da Razao
de Risco; e o valor de p, que representa a significancia estatistica do resultado. Para
facilitar a interpretagcéo dos resultados, os escores combinados de HR de cada gene
foram calculados e classificados. Esses escores combinados podem ser encontrados
na Tabela Suplementar 1 (Apéndice A).

Para visualizar as interagbes de proteinas/gene antioxidantes, uma rede de



44

interacdo de proteinas foi gerada usando o banco de dados STRING (https://string-
db.org) e os seguintes parametros: i) entrada: simbolo de genes antioxidantes; ii)
métodos de previsdo: experimentos, bancos de dados, fusdo de genes, text-mining,
neighborhood e coocorréncia; iii) nivel de confianga do escore de interagéo de 0,400

(média). A espessura da linha indica a forga do suporte de dados (confianga).

5.2 Coorte de Pacientes com Cancer de Pulmao

Este estudo observacional de uma coorte hospitalar incluiu 65 pacientes
diagnosticados com carcinoma de pulmao de células ndo pequenas (adenocarcinoma
e carcinoma de células escamosas) entre 2017 e 2019, tratados no Hospital S&o
Vicente de Paulo (HSVP), Passo Fundo, RS, Brasil.

Foram incluidos pacientes de ambos os sexos, maiores de 18 anos, com
estadiamento tumoral (TNM) I, II, Ill ou IV, e escore ECOGPS de 0 - 1 no diagndstico.
Amostras de tecido pulmonar fixadas em formalina e embebidas em parafina (FFPE)
foram obtidas de cada paciente a partir do servigo de patologia do HSVP. Os pacientes
foram divididos em escore baixo versus alto de TXNRD1 na imunohistoquimica (IHC)
em amostras de tumor de pulmao. Os dados demograficos e clinicopatolégicos foram
coletados por revisao dos prontuarios médicos eletrbnicos dos pacientes no banco de
dados hospitalar (Tasy, Philips Healthcare).

Os prontuarios foram revisados desde o diagnédstico até 12/2020 (més/ano),
com um periodo de acompanhamento de 24 a 45 meses (min-max). Todos os
aspectos relacionados a ética em pesquisa com seres humanos foram aprovados pelo
Comité de Etica Institucional (CEP-UFRGS), protocolo #CAAE 83271317.1.00005347.
A analise histoldgica foi rotineiramente realizada para a classificagao e diferenciagcao
dos tumores em LUAD e LUSC. Em alguns casos, a analise por IHC de p63, TTF1,
CK5/6 e CK7 foi realizada para confirmar o subtipo histolégico. O estadiamento da
doenca foi realizado de acordo com a 8?2 edicdo da classificagado TNM para
estadiamento do <cancer de pulmdao (LABABEDE; MEZIANE, 2018). O
acompanhamento usual incluia exame fisico, avaliagdo de marcadores séricos e
radiografia de térax ou tomografia de térax-abdémen a cada 3 — 6 meses por 3 anos,
e entdo, a cada 6 meses por 2 anos. As tomografias por PET foram realizadas apenas

quando houve suspeita de recorréncia da doenca.



45

5.3 Desfechos Endpoints de Sobrevida e Analise de Dados

A OS foi definida como o tempo entre a data do diagnostico e a data do obito
por qualquer causa ou a ultima data de acompanhamento. Os pacientes ainda vivos
na ultima visita foram censurados como a data do ultimo acompanhamento. A DFS
(sobrevida livre de doenga) em pacientes submetidos a cirurgia/lobectomia foi definida
como o tempo da cirurgia até o primeiro evento (recorréncia locorregional ou a
distancia ou a morte por qualquer causa). A DMFS (sobrevida livre de metastase) em
pacientes submetidos a cirurgia/lobectomia foi definida como o tempo da cirurgia até
o primeiro evento (recorréncia a distancia ou morte por qualquer causa) (BONNETAIN
et al., 2014). A data de recidiva foi a data da primeira observagado da nova lesdo. A
PFS (sobrevida livre de progressdo) em pacientes com doenga irressecavel foi
definida como o tempo do diagndstico até o primeiro evento de progressao
locorregional ou a distancia (doenga progressiva diagnosticada radiologicamente) de
acordo com os critérios de avaliagcdo de resposta em tumores sélidos (RECIST 1.1)
(recist.eortc.org/), ou morte (MAUGUEN et al., 2013).

Os pacientes foram dicotomizados em grupos de escore alto versus baixo de
TXNRD1. N6s usamos o teste qui-quadrado de Pearson (ou exato de Fisher para
amostras pequenas) para comparacao estatistica da associagdo entre variaveis
categoricas e o escore de TXNRD1. O impacto dos niveis de TXNRD1 (escore alto
versus baixo) e outras variaveis demograficas e de doenga em DFS, DMFS, PFS e
OS foram calculados de acordo com o método de Kaplan-Meier e teste log-rank. O
modelo de regressao de riscos proporcionais de Cox foi usado para analisar o efeito
dos fatores de risco nos desfechos de sobrevida, calculando a razao de risco (HR) e
intervalos de confiangca de 95% (CI 95%). As covariaveis foram dicotomizadas, e o
método stepwise para inserir variaveis no modelo de Cox foi selecionado. As analises
estatisticas foram realizadas com o pacote de software MedCalc (www.medcalc.org).

Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
5.4 Imunohistoquimica (IHC)
Os tecidos tumorais de pulmao FFPE foram cortados em sec¢des de 5 um de

espessura (Microtomo Leica RM2255, Leica Biosystems) e montados em laminas de

microscopia silanizadas. As laminas foram incubadas por 40 minutos a 50°C e, em
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seguida, por 10 minutos a 60°C, seguido por xileno (3x, 7 minutos), gradiente de etanol
(100°, 95° e 70°; 7 minutos) e agua destilada (3x, 5 minutos) para desparafinizacao e
hidratacdo das sec¢des tumorais.

Para a recuperacdo de epitopos, foram comparados quatro métodos de
recuperacao de antigeno: tampdes de citrato de sddio (10 mM de citrato de sédio,
0,05% Tween 20, pH 6,0) ou Tris-EDTA (10 mM de Tris Base, 1 mM de solucéo de
EDTA, 0,05% Tween 20, pH 9,0) combinados com fervura ou aquecimento por micro-
ondas (95°C por 20 minutos). A permeabilizagao do tecido foi realizada com 0,2% de
Triton-X100 em PBS por 10 minutos. As proteinas foram bloqueadas em 10% de soro
de cabra contendo 1% de BSA em TTBS por 40 minutos a temperatura ambiente e
lavadas trés vezes (2 minutos cada) com tampéao TTBS.

Dois anticorpos monoclonais primarios anti-TXNRD1 foram comparados — o
anticorpo anti-TXNRD1 recombinante [EPNCIR129] (Ab124954) da Abcam e o
TRXR1 (D1T3D) Rabbit mAb #15140 da Cell Signaling Technology — na diluicdo de
1:75, 1:150 e 1:300 em 1% BSA/TTBS por 16 horas em uma camara umidificada a
4°C. As amostras foram lavadas 3 vezes em TTBS (5 minutos) e a atividade da
peroxidase enddgena foi inibida com 0,3% de H202 em metanol ou 3% de H202 em
dH20 por 15 minutos. As amostras foram enxaguadas 3 vezes em TTBS (5 minutos)
e incubadas com anticorpo anti-IgG HRP conjugado (1:150, Ab6721, Abcam) durante
40 minutos a temperatura ambiente (23 £ 1°C). As laminas foram reveladas usando o
DAB Substrate Kit (ab64238) (Abcam) de acordo com as instrugdes do fabricante,
incubadas com o Kit por 4 minutos, e contrastadas com hematoxilina de Mayer por 3
minutos. Apds, as laminas foram montadas com Entellan (Merck Millipore).

O controle negativo correspondente foi realizado para cada amostra, seguindo
o mesmo protocolo (Figura 8), com a exclusdo do anticorpo primario. Entre os
diferentes métodos comparados, aqueles com a melhor signal-to-background (ou seja,
coloracdo de TXNRD1 versus controle negativo correspondente) foram selecionados.
Cinco campos por amostra foram fotografados no microscépio Olympus BX41 (Japao)
em um aumento de 200x. As células de cancer de pulmao A549 KEAP1 mutantes
foram preparadas e centrifugadas no Citospin e usadas como controle positivo para
niveis altos de TXNRD1 (Figura Suplementar 1 — Apéndice A).

A intensidade da coloracédo foi avaliada por trés pesquisadores independentes
e anotada manualmente em uma escala de 4 graus: negativa (0), fraca (1+), moderada

(2+) e forte (3+). A fragéo de células tumorais coradas foi pontuada da seguinte forma:



47

sem células positivas (0), 1% a 5% (1), 6% a 25% (2), 26% a 75% (3) e 76% a 100%
(4). Cinco campos por amostra foram avaliados, a média das pontuagdes ordinais de
intensidade e fragao de células tumorais coradas foram multiplicadas, obtendo valores
na faixa de 0 a 12. Essa escore foi posteriormente dicotomizada (baixo_ TXNRD1: 0-
8, alto_ TXNRD1: 9-12).

Figura 8 — Validag&o do Protocolo de IHC para Coloragédo de TXNRD1 em Tecidos

de Cancer de Pulméo e Linhagem Celular A549

{Léminas de tecido de tumor pulmonar]

[ Desparafinizagao e reidratagao ]

[ Recuperagao de antigeno ]

Tampao: Citrato pH 6.0 ou Tris/EDTA pH 9.0
Aquecimento: Microondas ou Fervura (95 °C)

[ Permeabilizag&o J
0.2% Triton-X100/PBS, 10 min

[ Bloqueio de proteinas ]
BSA (10%) ou BSA (1%) + soro de cabra (10%)

[Anticorpo Anti-TXNDR1 ]

Ab124954 (Abcam) ou #15140S (CST)
Diluicao (1:75; 1:150; 1:300)

[Inativar;éo da peroxidase J
0.3% H,0,/MeOH ou 3% H,0,/dH,0 (15 min)

[ Anti-IgG-HRP (1:150) |
Ab6721 (AbCam)

[Kit de coloragéo (Ab64238, Abcam)|

Fonte: Adaptado de: DELGOBO et al., 2021.
Legenda: Representagao das variaveis avaliadas durante a etapa de validagédo do protocolo de IHC
para coloragdo de TXNRD1 em se¢des de tumor de pulmao e coloragdo de controle positivo da
linhagem celular A549. Os métodos implementados no protocolo final estdo destacados em negrito.

Para a IHC de NRF2, as amostras presente nas l|aminas foram
desparafinizadas e hidratadas, e a atividade da peroxidase endégena foi bloqueada
com 3% de perdxido de hidrogénio em agua (H1009, Sigma). A recuperagao

antigénica foi realizada fervendo as se¢des em tampao EDTA (pH 8,0) por 40 minutos,
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seguida de um resfriamento por 20 minutos. As amostras presente nas laminas foram
entao bloqueadas com um bloqueio de avidina/biotina (Vector Laboratories) com 10%
de soro de cabra, e incubadas durante a noite a 4°C em uma cédmara umidificada com
anticorpo anti-NRF2 (Abcam; ab31163) diluido em solugdo de bloqueio, seguido de
uma incubagao de 60 minutos com anticorpo secundario conjugado a peroxidase (Kit
Impress Vector; Vector Laboratories, CA).

As laminas foram entdo coradas com DAB (5 minutos), contracoradas com
hematoxilina de Mayer (1 minuto), lavadas com agua e montadas usando o meio de
montagem Permount. As imagens foram capturadas em um Sistema de Digitalizagao
de Laminas Digitais Motic, com aumento de 100x. Cinco campos por amostra foram
avaliados, e a intensidade de coloragdo e a porcentagem de células com NRF2
nuclear foram pontuadas usando o mesmo método aplicado para a IHC de TXNRD1
(descrita acima). Um escore maior ou igual a 4 foi considerada como "NRF2-Alto", o
que esta de acordo com os valores de corte utilizados em estudos anteriores (WANG
et al., 2020).

5.5 Analises de Bioinformatica

Obtivemos matrizes de expressdo de contagem a partir de experimentos de
RNA-seq e metadados de um painel de linhagens celulares cancerigenas nos
conjuntos de dados E-MTAB-2706 e Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE), utilizando
0 pacote ExpressionAtlas R e portals.broadinstitute.org/ccle/data (matriz de expressao
de contagem 20180929 e metadados - anotagdes de linhagem celular 20181226),
respectivamente. O estado mutacional de KEAP1 e NFE2L2 das linhagens celulares
foi obtido do Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC)
(http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic).

Para amostras de tumor humano, i) Matrizes de expressao génica obtidas com
a ferramenta HTSeq para analise de dados de RNA-seq, ii) Tabelas de presencga de
mutacado somatica obtidas com o pipeline de chamada de variantes somaticas MuSE,
iii) Alteracdo do numero de copias a nivel de gene obtida com o GISTIC2
(categorizados como genes "ganho" (+1), "perda" (-1) ou "neutro" (0) com valores
focais de CNV maiores que +0,3, menores que -0,3 e entre -0,3 e +0,3,
respectivamente) de mais de 11.000 tumores de 33 tipos de cancer no TCGA foram

baixados do GDC Xena Hub (gdc.xenahubs.net). Com os dados de sequenciamento
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de RNA, o método de normalizagdo TMM (média aparada de valores - trim-mean of
M-values) foi utilizado para ajustar as diferencas de tamanho e composi¢cao das
bibliotecas entre as amostras (ROBINSON; OSHLACK, 2010).

Essas contagens normalizadas pelo TMM foram usadas para analise de
expressao diferencial e transformadas em log-counts-per-million (log2 (cpm+1)) para
analise downstream e representacao grafica usando fungdes disponiveis no pacote
EdgeR (ROBINSON, M.D.; MCCARTHY, D.J.; SMYTH, G.K., 2010). Os valores de
ICs0 de auranofina em 129 linhagens celulares de cancer de pulméo foram derivados
de uma publicacdo anterior (YAN et al., 2019) e combinados com dados de
sequenciamento de RNA dos conjuntos de dados E-MTAB-2706 e CCLE. Os dados
normalizados de expressao génica e mutacao de linhagens celulares e tumores foram
combinados e usados para estimar: i) analise de correlagao de Pearson entre os niveis
de mRNA de TXNRD1 e genes de transcriptoma completo; ii) expressdao de TXNRD1
em diferentes tipos de tumor do TCGA e entre estagios TNM de tumores LUSC e
LUAD do TCGA,; iii) expressao de TXNRD1 em mutantes KEAP1, NFE2L2, TP53,
KRAS, EGFR, STK11 e PIK3CA versus tumores de pulméo wild-type (WT) do TCGA,;
iv) expressao de TXNRD1 em linhagens celulares de cancer de pulmdo mutantes
KEAP1/NFE2L2 versus WT dos conjuntos de dados CCLE e E-MTAB-2706; v)
expressdo de TXNRD1 em tumores com alta versus baixa assinatura/regulon NRF2;
e vi) correlacdo de Pearson entre mMRNA TXNRD1 e assinatura/regulon NRF2.

Para calcular o escore da assinatura NRF2 em tumores de pulmao do TCGA,
usamos um conjunto de genes reguladores NRF2 composto por 32 genes alvo
regulados positivamente pelo NRF2 em diferentes tipos de tumores, conforme
validado por Levings et al., 2018, conforme segue: ABCB6, ABCC3, AKR1C3,
ANXA10, ASF1A, DNAJB4, EPHX1, FECH, FTH1, GCLC, GCLM, GSR, GSTM3,
KEAP1, MAFG, ME1, NAMPT, NECAB2, NQO1, PANX2, PIR, PRDX1, SLC3A2,
SLC7A11, SRXN1, TKT, TLK1, TMTC3, TRIM16L, TXN, TXNRD1, ZNF746.

Para calcular o escore da assinatura NRF2 por amostra, usamos o Z-escore
meédio derivado da expressao dos genes individuais incluidos no conjunto de genes
NRF2. Os valores de expressado do gene i para a amostra j (gij) foram padronizados
para o escore transformado Zij, no qual o gene i teve uma média de y=0 e desvio
padrdo (SD) de o = 1 em todas as amostras/linhas. A média desses valores Zij
individuais de cada gene na assinatura foram calculados para obtengao do escore da

assinatura de NRF2 em cada amostra. Assim, para a assinatura NRF2 estar regulada
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positiva ou negativamente em uma amostra/genoétipo, € necessario que um numero
significativo de genes-alvo de NRF2 mude a expressdo na mesma dire¢gao (aumento
ou diminui¢do).

A andlise de enriquecimento de vias (PEA) e analise de enriquecimento de
fatores de transcricdo (TFEA) foram realizadas utilizando a ferramenta web Enrichr
(maayanlab.cloud/Enrichr) (KULESHOV et al., 2016; CHEN et al., 2013). A lista genes
de entrada consistiu nos top-50 (para PEA) e top-100 (para TFEA) simbolos de genes
correlacionados com a expressao de TXNRD1 obtida a partir da analise de correlagao
de Pearson. Os bancos de dados BioPlanet 2019 (HUANG et al., 2019) e ChEA2016
foram escolhidos para avaliar as vias e fatores de transcricdo enriquecidos na lista de
genes de entrada, respectivamente. Termos de vias/TF com valor p ajustado <0,05
foram selecionados.

Nés também analisamos dados publicos do Cancer Dependency Map
Consortium (depmap.org) para determinar se nossos genes de interesse sao
importantes para a proliferagao/sobrevivéncia de linhagens celulares de CPCNP. Os
dados de Probabilidade de Dependéncia de TXNRD1, NFE2L2 e KEAP1 provenientes
de um teste de knockout CRISPR/Cas9 foram baixados do Portal DepMap
(depmap.org/portal; arquivo "CRISPR_gene_dependency.csv"; DepMap 21Q3 Public
+ Escore, Chronos; data de langamento 08/21).

As Probabilidades de Dependéncia s&o calculadas para cada escore de gene
em uma linhagem celular como a probabilidade de que um escore surja da distribuigao
de escores de genes pan-essenciais em vez de escore de genes ndo-essenciais. Uma
linhagem celular é considerada dependente de um gene se tiver uma probabilidade
de dependéncia igual ou maior que 0,5 (dep=0,5) (BEHAN et al., 2019; MEYERS et
al., 2017). Cerca de 94 linhagens celulares de CPCNP foram divididas com base no
seu status mutacional KEAP1 e NFE2L2 (mutagbes hotspot, danosas e outras
mutagdes ndo conservadoras versus WT), e a probabilidade de dependéncia de uma
linhagem celular ao knockout de TXNRD1, NFE2L2 e KEAP1 foi examinada.

5.6 Cultivo Celular
A linhagem celular A549 foi obtida da ATCC (American Type Culture Collection)

e com passagens por menos de 3 meses apos o descongelamento. As células Calu3

foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCJR; bcrj.org.br), Brasil. A
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condicgao livre de micoplasma foi confirmada por PCR. As células foram cultivadas em
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle) (Sigma-Aldrich; cat #D5796) suplementado com
10% de soro fetal bovino (FBS) mais 1x solugdo de antibidtico: antimicético (Sigma-
Aldrich; cat #A5955) em uma incubadora umidificada com 5% de CO? a 37°C. As
células foram tratadas em 50 — 60% de confluéncia.

Solugdes estoque de 50 mM de auranofina (Sigma-Aldrich; cat #106M4756V)
em DMSO, 8 mM de cisplatina (Sigma-Aldrich) em agua ultrapura e 100 mM de Trolox
foram preparadas e armazenadas a -20°C. N-acetilcisteina (NAC) e butionina
sulfoximina (BSO) foram dissolvidas em meio de cultura celular imediatamente antes
dos tratamentos; ajustamos o pH da solugdo de NAC com NaOH. O ML-385 (Sigma-
Aldrich; cat #SML1833) foi dissolvido em DMSO a 50 mM. As concentragdes finais de
NAC, BSO, Trolox e ML-385 foram de 7,5 mM, 50 uM, 100 uM e 10 uM,
respectivamente. Os inibidores foram adicionados cerca de 30 minutos antes da

incubacado com auranofina ou cisplatina.

5.7 Ensaio de Viabilidade Celular

Nesse ensaio temos a redugao de MTT (3-(4,5-dimetil)-2,5-difenil tetrazélio) por
desidrogenases celular, sendo utillizado para estimar a viabilidade celular, que indica
a atividade de desidrogenases mitocondriais em células viaveis. Ao final dos
tratamentos, o meio de cultura foi retirado, e as células foram incubadas com meio de
cultura contendo 0,5 mg/mL de MTT (100 pL) por 1 hora em uma incubadora de
células umidificada. O meio foi entdo descartado e os cristais de formazan foram
dissolvidos em 100 yL DMSO. A absorbancia foi medida em 560 — 630 nm (Ase0-As30)
em um espectrofotdmetro (Infinite M200 TECAN Multitreader), e os dados foram
expressos como porcentagem (%) de viabilidade celular em comparagao ao grupo
controle tratado com DMSO/sem o inibidor (GONCALVES et al., 2021).

5.8 RNA de Interferéncia (siRNA)

O siRNA para NFE2L2 humano 100 nM (sc-37030) e o controle negativo
siRNA-A (AM4611) foram adquiridos na Santa Cruz Biotechnology e Ambion Inc,
respectivamente. As transfecgdes foram realizadas usando o reagente lipofectamina

100 nM RNAIMAX (Invitrogen) seguindo protocolo padrdo do fabricante. O
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silenciamento de NRF2 foi confirmado em 24 horas apds a transfecgao por Western
Blot, e o impacto na viabilidade celular foi verificado em 48 e/ou 72 horas apés a
transfecgao por ensaio de MTT (GONCALVES et al., 2021).

5.9 Ensaio Clonogénico

A linhagem celular A549 foi semeada em placas de 24 pogos e foram tratadas
com auranofina e cisplatina por 24 horas. Ao final do tratamento, as células foram
tripsinizadas, e duas contagens de células (2x102%e 103 células/pogo) foram semeadas
em uma nova placa de 24 pocos. A formacao de coldnias foi monitorada por cerca de
10 dias. Em seguida, as células foram lavadas com PBS 1x e fixadas com 500 pL de
metanol gelado por 10 minutos a 4°C. As células foram entdo coradas com violeta
cristal 0,5% (p/v) em 25% metanol/dH20 por 10 minutos, lavadas com cuidado com

agua da torneira e secas a temperatura ambiente.

5.10 Western Blot

Lisados de células A549 em tampao RIPA foram preparados em tampao Laemli
2x contendo 5% de beta-mercaptoetanol e foram fervidos por 10 minutos. As proteinas
(40 pg) foram separadas em gel de SDS-PAGE 10% (Mini-Protean Bio-Rad) e
transferidas para membranas de nitrocelulose usando um sistema semi-seco Hoefer
TE77 (Amersham). As membranas foram coradas com Ponceau S, fotografadas,
lavadas com TTBS e bloqueadas com leite em pd desnatado a 5% em TTBS por 1
hora a temperatura ambiente. Os anticorpos primarios incluiram anti-NRF2 (D1Z9C)
XP® Rabbit mAb (1:1.000; Cell Signaling Technology, cat#12721) e anti-beta-actina
(D6A8) Rabbit mAb (1:1.000; Cell Signaling Technology, cat#8457), que foram
incubados a 4°C por 15 horas durante a noite. As membranas foram ent&do incubadas
com anticorpo secundario conjugado com HRP (1:3.000; Santa Cruz Biotechnology)
por 2 horas a temperatura ambiente e lavadas com TTBS. As bandas foram reveladas
usando o sistema ChemiDoc MP (Bio-Rad). O anticorpo NRF2 foi removido antes da

reacdo com beta-actina.
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5.11 Ensaio de GSH

Os niveis de GSH foram determinados pelo Ensaio de Glutationa GSH-Glo™
(Promega, cat #V6911). Sucintamente, 7x103 células das linhagens A549 e Calu3
foram semeadas em placas de 96 pocos de fundo branco/transparente. Apds 24
horas, o meio foi substituido e as células foram tratadas com as drogas de teste por
24 horas e testadas de acordo com as instrucdes do fabricante. Os dados foram
expressos como concentragao micromolar de GSH por pogo. BSO (50 uM) foi utilizado

como controle para deplecao de GSH.

5.12 Analise Estatistica

Os experimentos in vitro foram repetidos de 2 a 4 vezes, e os dados de
experimentos independentes foram plotados juntos e expressos como média * desvio
padrao. As curvas de sobrevida de Kaplan-Meier foram comparadas usando o teste
de log-rank. Os testes exatos de Fisher ou Qui-quadrado foram usados para comparar
proporgdes entre grupos, conforme indicado nas respectivas tabelas. O teste T nao
pareado foi utilizado para comparagao de 2 grupos com base nos resultados do teste
de normalidade. ANOVA de um ou dois fatores, seguida de post-hoc de Tukey ou
Bonferroni, respectivamente, foram aplicadas quando multiplos grupos foram
comparados. Todos os testes estatisticos foram bicaudais.

Nos boxplots: linha central (mediana); box limits (quartis superior e inferior);
todos os pontos de dados sdo mostrados. As estatisticas de bioinformatica foram
realizadas no software R; outras estatisticas foram realizadas no software GraphPad
Prism 7 (experimentos in vitro) ou MedCalc (proporcionalidade de riscos de Cox).
Usamos o pacote R ggplot2 e o GraphPad Prism versao 7.0 para Windows (GraphPad

Software, Califérnia, EUA (www.graphpad.com)) para fazer graficos.
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6 RESULTADOS

6.1 A Expressao da Tiorredoxina Redutase-1 Correlaciona-se com a Baixa
Sobrevida no Cancer de Pulmao: Comparagao com um Conjunto de Genes

Relacionados ao Estresse Oxidativo

Inicialmente, avaliamos o impacto na OS de 64 genes relacionados ao estresse
oxidativo em 35 coortes de dados publicados sobre cancer de pulmao. A analise de
rede pelo STRING mostrou que esse conjunto de genes codifica proteinas altamente
interconectadas em um nivel funcional (Figura 9A). As interagdes proteina-proteina
sao indicadas por linhas/arestas que conectam as proteinas/nds individuais; a
espessura de cada aresta é proporcional ao grau de confianga calculado de que as
interacbes sao biologicamente significativas (p<0.05), de acordo com a analise de
conectividade da rede realizada pelo STRING (Figura 9A).

No rastreamento dos genes antioxidantes associados com sobrevida de
pacientes com CPCNP, a ferramenta OSluca identificou 11 genes relacionados ao
aumento da OS (TXNDC11, CAT, TMX4, SOD3, TXNDC5, EPHX1, GPX3, GPX4,
MSRA, TXNIP, GPX5) e 20 genes (MT1X, TXNL4A, GSR, GLRX3, TMX1, LPO ,
GLRX5, GPX2, TMX2, GLRX2, PRDX1, TXNRD3, GCLC, NQO1, TXNDC9, GCLM,
SRXN1, MT2A, TXN, TXNRD1) associados a uma menor OS (Figura 9B e Tabela
Suplementar 1 — Apéndice A).

Entre estes, o par TXN e TXNRD1 apresentou os maiores escores combinados
de HR nos conjuntos de dados, como segue: TXNRD1 (HR 1,39, CI95% 1,27-1,52, p
<0,0001) e TXN (HR 1,37, CI95% 1,25-1,50, p <0,0001) (Figura 9B). Na Figura 9C, a
associacao entre a alta expressdao de TXNRD71 e a OS no cancer de pulmao é

mostrada em dois conjuntos de dados representativos (GSE67639 e GSE37745).
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Figura 9 — Screening de Genes Relacionados ao Estresse Oxidativo Associados a

um Progndstico Ruim em Céancer de Pulmao
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Fonte: Adaptado de DELGOBO et al., 2021.

Legenda: (A) Rede de interagéo proteina-proteina baseada em STRING dos 64 genes relacionados
ao estresse oxidativo selecionados para triagem de OS em cancer de pulm&o. Os “nds” representam
as proteinas codificadas pelos genes e as larguras das bordas séo escalonadas pela forga da
evidéncia que suporta uma interagéo entre dois nés. (B) Escores combinados de risco (HR) e
intervalo de confianga de 95% (Cl95%) da associagéo entre expressdes de genes relacionados ao
estresse oxidativo e OS em 35 conjuntos de dados de cancer de pulmao, avaliados pela ferramenta
de sobrevida OSluca. Amostras/pacientes foram divididos em coorte superior a 25% versus outros
75% de expressdes de genes para um determinado gene e analises de log-rank foram realizadas em
35 conjuntos de dados individuais. Esses valores individuais de HR foram usados para calcular
pontuagdes combinadas de HR (expressao génica alta/baixa) por gene. Pontos em laranja e azul
representam genes com associagao significativa (valor p adj <0,05) com piores e melhores OS,
respectivamente. (C) Coortes representativas mostrando a associagao univariada entre a expressao
de TXNRD1 e OS em céncer de pulmao.
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6.2 Niveis Elevados de Tiorredoxina Redutase-1 Predizem a Recorréncia de
Cancer De Pulmao: Resultados de uma Coorte de Pacientes com CPCNP

Levando em consideracao os resultados acima, examinamos se 0s niveis de
TXNRD1 estao relacionados com os desfechos de sobrevida em uma coorte hospitalar
de pacientes com CPNPC. A coorte consistiu em 65 pacientes, com idade média de
69 anos (IQR: 60-76 anos), com uma razado de mulher — homem de 1,24. Sendo cerca
de 72% fumantes atuais/ex-fumantes (Tabela 2).

As comorbidades foram relatadas em 77% dos pacientes, e as mais
prevalentes foram hipertensido, doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), doenca
cardiaca, hipotireoidismo e diabetes mellitus tipo Il (Tabela 2). Em relagdo ao cancer
de pulméao, 78,5% (51/65) dos pacientes foram diagnosticados com adenocarcinoma
de pulméo (LUAD) e 21,5% (14/65) com carcinoma de células escamosas (LUSC);
69% (45/65) estavam no estagio I/ll e apenas 13,8% (9/65) apresentavam doenca
metastatica no diagndstico (Tabela 2).

Todos os pacientes com estagio /1l (45 pacientes) e mais da metade do estagio
Il (6 pacientes) foram submetidos a lobectomia — isoladamente ou seguida por
quimiorradioterapia adjuvante — totalizando 78% (51/65) da coorte. Os 22% restantes
(14/65) incluiram pacientes diagnosticados com doenga metastatica (estagio IV; 9
pacientes) e doenga irresecavel do estagio Il (5 pacientes), que ndo eram elegiveis
para cirurgia.

Os medicamentos baseados em compostos de platina (cisplatina e
carboplatina) foram administrados a 33 dos 34 pacientes submetidos a quimioterapia
citotdxica; e em todos os casos, combinados com outras quimioterapias citotoxicas,
como:

1. Gencitabina;

2. Taxanos;
3. Vinorelbina
4

. Pemetrexede.

Em nossa coorte, apenas 1 paciente foi tratado em primeira linha com Erlotinibe

associado a Bevacizumabe.
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Tabela 2 — Caracteristicas Clinicas da Nossa Coorte de Pacientes com Cancer de

Pulmao de Células Nao Pequenas

Caracteristicas Ne
Idade (anos)
Média (IQR) 69 (60 — 76)
Sex —no. (%)
Masculino 29 (45)
Feminino 36 (55)
Raca ou grupo étnico — N2 (%)
Branco 62 (95.4)
Afrodescendente 1(1.5)
Outro 2(3.1)
Histérico de Fumante — N2 (%)
Fumante Ativo 16 (24.6)
Ex-fumante 31 (47.7)
Nunca Fumou 15 (23.1)
Nao informado 3 (4.6)
Comorbidades — N2 (%)+
Nao 15 (23)
Sim 50 (77)
Hipertensao 32 (49.2)
Doenca Pulmonar Obstrutitva Cronica 11.(17)
Hipotireoidismo 10 (15.4)
Doencga Qardiaqa (Insuficiéncia Cardiaca 1/5 (9.2)
Congestiva/Angina)
Transtorno de Humor (depresséao/bipolar/esquizofrenia) 4/1/1 (9.2)
Diabetes mellitus I 8 (12.3)
Estagio — N2 (%)
I 23 (35.4)
Il 22 (33.8)
11 11 (17.0)
v 9(13.8)
Tipo Histolégico — N2 (%)
Adenocarcinoma (LUAD) 51 (78.5)
Carcinoma de Células Escamosas (LUSC) 14 (21.5)
Tratamento
Apenas Lobectomia 27 (41.5)
Lobectomia + Adj. quimioterapia 17 (26.2)
Lobectomia + Adj. quimioterapia + Radioterapia 7 (10.8)
Quimioterapia + Radioterapia 9(13.8)
Apenas Quimioterapia 2 (3.1)
Apenas Radioterapia 3(4.6)

Fonte: Adaptado de DELGOBO et al., 2021.
Legenda: N° — numero; # - pacientes que declararam ter mais de 1 comorbiade; Adj. —

adjuvante.

Realizamos, em seguida, as analises de IHC da proteina TXNRD1 em amostras

de tumor pulmonar da nossa coorte. Comparamos dois anticorpos primarios diferentes

e diversos métodos aplicados a diferentes etapas do protocolo de IHC, conforme

descrito na metodologia deste trabalho e descrito na Figura 8. O método selecionado
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mostrou uma boa marcacgao, isto €, a marcagcao de IHC da TXNRD1 nas amotras
quando comparado ao controle negativo sem o anticorpo primario (Figura 10A).

O sinal de TXNRD1 foi principalmente detectado no citoplasma de amostras de
TXNRD1 baixo e em ambos compartimentos citoplasmatico e nuclear de células
TXNRD1 alto (Figura 10A). A TXNRD1 é expressa constitutivamente na maioria dos
tecidos humanos e, de fato, todas as amostras de tumor de pulmao apresentaram
escores de IHC = 1. Escores elevados de IHC para TXNRD1 foram observados em
38% (25/65) das amostras, e nenhuma associagao com idade, sexo, raga, historia de
tabagismo, comorbidades, estagio da doenca e subtipo histolégico LUAD/LUSC foi
observada (Tabela 3). Também nao houve associag¢ao dos niveis de TXNRD1 com os
tratamentos (lobectomia, quimioterapia ou radioterapia), enquanto uma associagéo
significativa com maiores frequéncias de recorréncias de doencgas locorregionais e
metastaticas e eventos de morte foram observados em pacientes com niveis elevados
de TXNRD1 (Tabela 3). Em pacientes com doenga irressecavel, a progressao com
base nos critérios RECIST ndo mostrou uma associagéo estatisticamente significativa
com TXNRD1 (Tabela 3), mas essa analise foi limitada devido ao baixo numero de
pacientes elegiveis para avaliagao da sobrevida livre de progresséo.

A estimativa de Kaplan-Meier da sobrevivéncia por tempo (meses) de acordo
com os escore de IHC de TXNRD1 (alta vs baixa) mostrou que pacientes/tumores
expressando altos niveis de TXNRD1 e que foram submetidos a cirurgia de lobectomia
apresentaram menor tempo para recorréncia locorregional e metastatica distante,
avaliada por meio dos pontos finais de sobrevida livre de doencga (DFS) (Figura 10B-
C) e sobrevida livre de metastases distantes (DMFS) (Figura 10D). E importante notar
que todos os eventos nos pontos finais de DFS e DMFS foram atribuidos a
recorréncias locais ou distais do cancer de pulm&o; nenhum a mortes. No subgrupo
de pacientes tratados com cirurgia mais quimioterapia adjuvante, altos escores de
TXNRD1 também se correlacionaram com menor DFS (Figura 10C).

Corroborando os resultados apresentados na Figura 9, altos niveis de TXNRD1
foram associados a um desfecho mais curto de OS (Figura 10E). A sobrevida livre de
progressao (PFS) em pacientes com doenga irressecavel ndo mostrou relagdo com
os niveis de TXNRD1 (Figura Suplementar 1 — Apéndice A). Como controle, pacientes
com cancer de pulmao agrupados com base no estagio da doenga confirmaram que
nossa coorte reproduz a esperada OS pior em individuos diagnosticados com doencga

em estagio Il e IV (Figura 10F).
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Figura 10 — Niveis de Proteina TXNRD1 e Endpoints de Sobrevivéncia em uma
Coorte de CPCNP
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Fonte: Adaptado de DELGOBO et al., 2021.
Legenda: (A) Imunohistoquimica representativa (IHC) de TXNRD1 em LUAD e LUSC. Os escores de
IHC de TXNRD1 (baixo ou alto) e o estadiamento (TNM) em cada amostra também est&o indicados.
As IHC menores representadas no canto superior direito de cada IHC representa o controle negativo
realizado sem incubacgéo do anticorpo primario. As fotos foram tiradas com ampliagéo de 200x. (B-F)
Graficos de Kaplan-Meier em uma coorte de pacientes CPCNP. Os pacientes foram dicotomizados
em alto-TXNRD1 versus baixo-TXNRD1, conforme determinado por IHC. (B) Sobrevida livre de
doenga, DFS, em pacientes com doenga ressecada (n=51); (C) DFS em pacientes que receberam
quimioterapia adjuvante apos a ressecgao do tumor (n=24); (D) Sobrevida livre de metastase, DMFS,
em pacientes com doencga ressecada (n=51); (E) Sobrevida Glocal (OS), em todos os pacientes
(n=65); (F) OS de acordo com o estagio TNM no diagndstico. O valor p do teste de log-rank, o risco
relativo (HR), o intervalo de confianga de 95% e o numero de individuos em risco também estao
demonstrados.
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Tabela 3 — Caracteristicas Clinicopatologicas de Pacientes com CPCNP de Acordo
com os Escores de IHC de TXNRD1 em Tumores Pulmonares

TXNRD1 escore

Caracteristicas Baixo Alto p-valor

Todos os pacientes (%) 40 (62) 25 (38)

Idade
<60 8 (20) 9 (36) 0.153
=60 32 (80) 16 (64)

Sex — N2 (%) 0.144
Masculino 15 (37) 14 (56)

Feminino 25 (63) 11 (44)

Raga ou grupo étnico — N2 (%) 0.304
Branco 39 (98) 23 (92)
Afrodescendente & Outros 1(2) 2 (8)

Histérico de Fumante — N2 (%) 0.536
Fumante ativo e ex-fumante 27 (68) 20 (80)

Nunca Fumou 11 (27) 4 (16)
N&o respondeu 2 (5) 1(4)

Comorbidades — N2 (%)* 0.889
Nao 9 (23) 6 (24)

Sim 31(77) 19 (76)
Hipertensao 22 10
Doenga Pulmonar Obstrutitva Crénica 3 8
Hipotireoidismo 9 1

Doenca Cardiaca (Insuficiéncia Cardiaca

Congestiva/Angina) 1 5
Transtorno de Humor
(depressao/bipolar/esquizofrenia)
Diabetes mellitus I
Estagio — N2 (%) 0.474
I 14 (35) 9 (36)
Il 16 (40) 6 (24)
11 5(12.5) 6 (24)
v 5(12.5) 4 (16)
Tipo Histoldgico — N2 (%)
Adenocarcinoma (LUAD) 33 (82) 18 (72) 0.316
Carcinoma de Células Escamosas (LUSC) 7 (18) 7 (28)
Lobectomia — N2 (%) 0.703
Sim 32 (80) 19 (76)
Nao 8 (20) 6 (24)
Radioterapia — N2 (%) 0.698
Sim 11 (27) 8 (32)
Nao 29 (73) 17 (68)
Quimioterapia — N2 (%)
Sim 22 (55) 13 (52) 0.813
Nao 18 (45) 12 (48)
Recorréncia (locoregional & metastases) N2 (%)#
Sim 5 (16) 10 (53) 0.005°
Nao 27 (84) 9 (47)
Recorréncia (metastases) N2 (%)*
Sim 3(9) 7 (37) 0.017°
Nao 29 (91) 12 (63)
Progressao (RECIST) N2 (%)¥
Sim 7 (88) 6 (100) 0.9952
Nao 1(12) 0(0)
Morte (Céancer Especifico) N2 (%)
Sim 5(12) 9 (36) 0.025°
Nao 35 (88) 16 (64)

Fonte: Adaptado de DELGOBO et al., 2021.
Legenda: Sendo, # - pacientes pos-lobectomia +/- quimioterapia adjuvante e/ou radioterapia; ¥ -
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pacientes com doenga doenca irressecavel +/- quimioterapia e/ou radioterapia; N2 — numero; @ -
Fisher-exact test (two-tailed); ® - Chi-squared test (p<0.05; two-tailed).

Além de TXNRD1, outros fatores de risco como sexo, histéria de tabagismo,
comorbidades, estagio da doencga, subtipo histolégico e idade foram avaliados em
analise univariada. Destes, apenas o estagio TNM Il/lll no diagnéstico se
correlacionou com um tempo mais curto para recorréncia/DFS em comparagdo com
tumores em estagio | (Tabela 4). Nenhuma das variaveis clinicopatolégicas foi
associada a DMFS (Tabela 4).

Tabela 4 — Analise Univariavel de Fatores Basais Associados a DFS, DMFS e OS

em Pacientes com CPCNP

Variaveis Efeito Testado HR p-valor 95% ClI
DFS

TXNRD1 escore Alto vs. Baixo 5.73 0.0002* 1.80-18.20
Sexo Fvs.M 1.37 0.529 0.47-4.05
Fumante Svs.N 0.71 0.546 0.20-2.46
Comorbidades Svs.N 0.75 0.618 0.24-2.31
Estagio -1l vs. | 3.25 0.049* 1.18-8.68
Tipo Histolégico LUSC vs. LUAD 1.21 0.574 0.52-5.01
Idade > 60 vs. <60 yr 0.74 0.575 0.24-2.30
DMFS

TXNRD1 escore Alto vs. Baixo 6.29 0.002* 1.56-25.39
Sexo Fvs.M 2.44 0.159 0.70-8.48
Fumante Svs.N 2.20 0.333 0.44-10.93
Comorbidades Svs.N 1.41 0.622 0.35-5.58
Estagio [-11l vs. | 1.53 0.543 0.41-5.72
Tipo Histolégico LUSC vs. LUAD 2.22 0.225 0.41-11.91
Idade > 60 vs. <60 yr 2.60 0.152 0.70-9.64
oS

TXNRD1 escore Alto vs. Baixo 3.38 0.019* 1.13-10.17
Sexo Fvs.M 4.65 0.005* 1.60-13.54
Fumante Svs.N 0.81 0.759 0.21-3.15
Comorbidades Svs.N 1.87 0.299 0.66-7.08
Estagio -1V vs. |-l 11.24 <0.0001* 3.33-37.94
Tipo Histolégico LUSC vs. LUAD 1.44 0.519 0.46-4.34
Idade > 60 vs. <60 yr 1.35 0.642 0.41-4.40

Fonte: Adaptado de DELGOBO et al., 2021.
Legenda: ClI (intervalo de confidnga); HR (hazard ratio); S (sim); N (n&o); yr (anos); F (feminino); M

rank test).

(masculino); LUAD (adenocarcinoma); LUSC (carcinoma de células escamosas). * p-valor <0.05 (Log-

A regressao de Cox multivariavel revelou que o alto escore de TXNRD1 estava

significativamente associado a um menor DFS e DMFS, mas ndo a OS (Tabela 5).

Além de TXNRD1, o estagio | contribuiu para um DFS prolongado e a idade maior que



62

60 anos para um DMFS mais curto (Tabela 5). Por fim, a doengca avangada no
diagndstico (estagios lll e 1V) e a presenca de comorbidades destacaram-se como as

covariaveis mais relevantes para uma OS ruim (Tabela 5).

Tabela 5 — Analise Multivariada de Fatores Basais Associados a DFS, DMFS e OS
em Pacientes com CPCNP

Variaveis HR p-valor 95% CI
DFS

TXNRD1 escore Alto 6.39 0.001* 2.13-19.20
Estagio Estagio | 0.29 0.062 0.08-1.06
DMFS

TXNRD1 escore Alto 10.18 0.001* 2.48-41.62
Idade > 60 anos 7.17 0.065 0.89-58.13
oS

Estagio 1 9.34 0.002* 2.21-38.40
Estagio v 24.37 <0.0001* 5.68-104.56
Comorbidades N 0.22 0.059 0.045-1.06

Fonte: Adaptado de DELGOBO et al., 2021.
Legenda: ClI (interval de confianga); HR (hazard ratio); N (ndo); * p-valor <0.05 (Cox proportional hazard
regression).

6.3 TXNRD1 é Regulada Positivamente em Tumores que Abrigam Mutacoes

KEAP1/NRF2 e se Correlaciona com a Expressao do Regulon NRF2

Até o momento, nossos dados sugerem que altos niveis de TXNRD1 preveem
resultados ruins em CPCNP. Em seguida, aproveitamos a coorte TCGA para
investigar quais processos biolégicos estdao associados ao TXNRD1. Selecionamos
os 50 principais genes positivamente correlacionados com a expresséo de TXNRD1
(correlagao de Pearson) em todo o transcriptoma de LUAD (intervalo R2: 0,64-0,83) e
LUSC (intervalo R2: 0,53-0,76) (Tabela Suplementar 2 — Apéndice A) e interrogamos
0s processos enriquecidos por meio da Pathway Enrichment Analysis. ldentificamos
que os genes correlacionados com TXNRD1 estdo relacionados a termos como via
KEAP1-NRF2, estresse oxidativo, via da fosfato pentose e metabolismo do glutationa,
que incluem genes como NQO1, GCLC, GCLM, GSR e TXN, entre outros (Figura 11A
e Tabela Suplementar 3 — Apéndice A). A analise de enriquecimento do fator de
transcricdo revelou NRF2 como o principal regulador transcricional dos genes
correlacionados com TXNRD1 (Figura 11A e Tabela Suplementar 4 — Apéndice A).

Apos, examinamos se a alta expressao de TXNRD1 se associa a mutagdes

somaticas no gene codificador de NRF2, NFE2L2, e/ou seu regulador KEAP1 em
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varios tipos de tumores do TCGA. Essa analise nos mostrou diferengas na expressao
de TXNRD1 entre os tipos de cancer, com CPCNP se destacando entre os valores
mais altos, bem como revelou uma distribuigdo distorcida da expresséo de TXNRD1
em alguns tipos de cancer (Figura 11B).

Comparando as frequéncias de alteracées genéticas ativadoras da via NRF2
(mutacdes em NFE2L2, KEAP1 e CUL3, amplificacdo de NFE2L2 e delegcédo de
KEAP1) nas amostras de 25% com niveis mais altos de transcricdo de TXNRD1 em
comparagao com as outras 75% de amostras, verificou-se que as mutacdes no eixo
NRF2 se sobrepbem a niveis de mRNA de TXNRD1 aumentados em varios tipos de
cancer, como, carcinoma escamoso cervical, carcinoma de endométrio do corpo
uterino, carcinoma escamoso de cabeca e pescog¢o e, mais frequente, carcinoma
esofagico, LUAD e LUSC (Figura 11B). Em seguida, examinamos quais mutagdes
classicas de cancer de pulmao estao relacionadas a superexpressao de TXNRD1 e
descobrimos que apenas mutagdes em KEAP1 ou NFE2L2 estdo conectadas com a
regulagéo positiva de TXNRD1, enquanto mutantes TP53, PIK3CA, KRAS, EGFR e
STK11 nao diferiram das amostras WT (Figura 11C). As mutagées em CUL3 também
estavam envolvidas na degradacédo da proteina NRF2 (SHIBATA et al., 2008) e a
amplificagdo de NFE2L2 também estava associada a regulagao positiva de TXNRD1,
especialmente em LUSC, onde essas alteracbes somaticas sdo mais frequentes
(Figura 11C).

Notavelmente, as alteragdes genéticas KEAP1/NFE2L2/CUL3 nao coocorrem
na maioria dos pacientes com CPCNP com TXNRD1 superexpressa (Figura
Suplementar 2 — Apéndice A), indicando que diferentes mecanismos podem
desencadear a expressao de TXNRD1. Curiosamente, tanto em LUSC quanto em
LUAD, a expressao de TXNRD1 apresentou forte correlagéo positiva (r> de Pearson =
0,80 em LUAD; 0,87 em LUSC; Figura 11D) com os escores de uma assinatura de
genes alvo de NRF2 previamente validada para inferir a atividade de NRF2 no cancer
(LEVINGS et al., 2018). Além disso, as mutagbes de KEAP1 e NFEZ2L2, de fato,
ditaram altos escores de assinatura NRF2 em CPCNP (Figura 11E).

No transcriptoma completo de CPCNP, as expressdes génicas que mais se
correlacionaram (r?> de Pearson = 0,7, Tabela Suplementar 5 — Apéndice A) com os
escores de assinatura NRF2 s&o enriquecidas com sites de ligacdo do fator de
transcricdo NRF2, incluindo TXNRD1, conforme determinado por Transcription Factor

enrich ment analysis (TFEA) (Tabela Suplementar 6 — Apéndice A). Por fim, os niveis
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de mRNA de TXNRD1 nao variaram em relagao aos estagios TNM em pacientes com
CPCNP da coorte TCGA (Figura 11F). Estes dados sugerem que os niveis de
TXNRD1 sao provavelmente ditados pela atividade da via NRF2.

Figura 11 — Superexpressao de TXNRD1 em Tumores Pulmonares com Mutagdes
Ativadoras da Via NRF2
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Fonte: Adaptado de DELGOBO et al., 2021.

Legenda: (A) Andlise de enriquecimento de vias e andlise de enriquecimento de fatores de transcri¢cdo
que mostram as principais vias (pontos cinza) e fatores de transcrigdo (pontos azuis) enriquecidos
para os principais genes melhor correlacionados com o mMRNA de TXNRD1 em tumores LUSC e
LUAD do TCGA. O transcriptoma completo foi avaliado pela correlagcao de Pearson. (B) Mudancgas
relativas na expressdo de TXNRD1 em 33 tipos de tumores do conjunto de dados PanCancer do
TCGA e sua sobreposigao com alteragdes genéticas na via NRF2. As frequéncias (%) de amostras
com mutagdes no eixo NRF2 (ou seja, nos genes NFE2L2, KEAP1 e CUL3) entre as expressbes
superiores de 25% versus outras expressdes de 75% de TXNRD1 também s&o apresentadas. *
proporcoes diferentes entre amostras de expressdes superiores de 25% versus outras expressoes de
75% (teste exato de Fisher, bilateral, p <0,05). (C) Niveis de expressao do gene TXNRD1 em tumores
LUSC e LUAD agrupados com base em seu status mutacional de KEAP1, NFE2L2, CUL3, EGFR,
TP53, KRAS, STK11 e PIK3CA, e amplificagdo NFE2L2, em comparagao com amostras WT para o
respectivo gene. Os tipos de mutagao sao representados com cores diferentes. * diferente de WT
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(FDR <0,05 e log2 fold-change = 1; analise de expressao diferencial EdgeR). (D) Grafico de pontos
de correlacao de Pearson entre o mRNA de TXNRD1 e o escore da assinatura de genes-alvo de
NRF2 em tumores LUAD e LUSC do TCGA. (E) Expressao da assinatura NRF2 em mutantes de

KEAP1 e NFE2L2 versus tumores de pulmdo WT do TCGA. * denota diferencga estatistica em relacao
as amostras WT (teste t ndo pareado; p <0,05). (F) Expressdo do mRNA de TXNRD1 em diferentes
estagios TNM em tumores LUSC e LUAD do TCGA. As amostras com mutagdes em KEAP1, NFE2L2
e WT séo anotadas com cores diferentes.

Para compreender se arelagao entre TXNRD1 e NRF2 também ocorre em nivel
proteico, usamos IHC para comparar os niveis de NRF2 entre amostras com os
escores mais altos versus mais baixos de TXNRD1 (n = 28; 14/grupo) em nossa coorte
de CPCNP (Figura 12A).

Os resultados indicaram uma associacgéao significativa entre alta proteina NRF2
e alta TXNRD1, dado que 10 de 14 tumores com alto nivel de TXNRD1 também tinham
alto nivel de NRF2 e, vice-versa, apenas 1 amostra com alto nivel de NRF2
apresentou baixo escore de TXNRD1 (Figura 12B). A analise de DFS mostrou que o
alto conteudo tanto de TXNRD1 quanto de NRF2 esta associado a um tempo mais
curto de recorréncia da doenga quando comparado aos pacientes TXNRD1-
baixo/NRF2-baixo (Figura 12C).
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Figura 12 — Analises IHC de NRF2 Associadas com a Proteina TXNRD1 em
Amostras de CPCNP
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Fonte: Adaptado de DELGOBO et al., 2021.

Legenda: (A) Analise IHC representativa de NRF2 em amostras de LUAD e LUSC. O grafico inferior
esquerdo representa o corte usado para selecionar as 14 amostras de alto TXNRD1 e as 14
amostras de baixo_ TXNRD1 com base nos escores de IHC; (B) Propor¢do de amostras de CPCNP (n
= 28) em relagao aos seus escores de IHC para NRF2 e TXNRD1 (p <0,005; teste exato de Fisher;
bilateral). (C) Probabilidade de DFS de pacientes com CPCNP agrupados com base no status de
NRF2/TXNRD1 IHC. O grupo alto_NRF2/baixo_TXNRD1 foi omitido devido ao baixo nimero de
pacientes (n = 1). A estatistica de log-rank também é mostrada.



67

6.4 Resisténcia a Inibicdo de TXNRD1 Mediada por NRF2/GSH e o Papel
Fundamental de NRF2 na Sobrevivéncia de Células de Cancer de Pulmao
Mutantes de KEAP1

Em seguida, investigamos se altos niveis de TXNRD1 em canceres de pulmao
com mutagdes ativadoras de NRF2 sdo capazes de promover a sobrevivéncia e
quimiorresisténcia, ou, se esses fenotipos sao ditados por outros componentes da via
NRF2. Ao avaliar os dados da triagem de knockout CRISPR/Cas9, descobrimos que
41% (25/61) das linhagens celulares de CPCNP com NRF2/KEAP1 WT dependem de
TXNRD1 para sobreviver/proliferar (Figura 13A), enquanto apenas 19% (5/27) das
células com qualquer mutagdo em KEAP1 (hotspot, danosa ou ndo conservadora) e
nenhuma (0/8) com mutagdes danosas/hotspot em KEAP1 foram sensiveis ao
knockout de TXNRD1 (Figura 13A).

A frequéncia de dependéncia de linhagens celulares mutantes de NFE2L2 em
relagdo a TXNRD1 nao diferiu do tipo WT, mas essa comparacgao € limitada pelo baixo
numero de mutantes NRF2 no painel de células examinado (Figura 13A). Além disso,
células mutantes de KEAP1 e NFE2L2 nao apresentaram dependéncia associada ao
knockout de KEAP1 (Figura 13A); o que pode nao ser surpreendente, ja que a
deplecdo de KEAP1 é esperada para induzir NRF2. Interessantemente, 67% (18/27)
das células com qualquer mutacdo em KEAP1, 88% (7/8) daquelas com mutagdes
danosas/hotspot em KEAP1 e 75% (3/4) das linhagens celulares mutantes de NRF2
hotspot dependiam de NRF2/NFE2L2 para sobreviver/proliferar (Figura 13A). Em
contraste, apenas 16% (10/61) das células de CPCNP com a via NRF2 de tipo WT
apresentaram dependéncia em relagédo a NRF2 (Figura 13A). Em consonéancia com
esses dados, o tratamento com o inibidor de NRF2, ML-385 (SINGH et al., 2016),
inibiu a proliferacao em células de CPCNP mutantes de KEAP1 (A549), mas ndo em
células de CPCNP tipo WT (Calu3) (Figura 13B). Corroborando os dados do TCGA,
linhagens de células de cancer de pulmao que apresentavam mutagdes no gene
KEAP1 mostraram uma forte upregulation do mRNA de TXNRD1 em comparagao com
células WT nos dois conjuntos de dados avaliados (Figura 13C).

Analisamos os valores de ICso publicados do inibidor de TXNRD1, auranofina,
em 129 linhagens de células de cancer de pulméo (YAN et al., 2019) com dados de
expressao do gene TXNRD1 dos conjuntos de dados E-MTAB-2706 e CCLE, e

descobrimos que as células de cancer de pulmdo com alta expressdo de TXNRD1
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demonstram sensibilidade reduzida ao inibidor do TXNRD1 (Figura 13D). Em seguida,
investigamos um possivel papel de NRF2 como fator causal de resisténcia ao inibidor
de TXNRD1 em células mutantes KEAP1. Na linhagem celular mutante KEAP1, A549,
a inibicdo de TXNRD1 com auranofina € compensada pela ativagdo de NRF2, como
inferido pelo acumulo de proteina NRF2 nos dados de Western Bblot (Figura 13E).
Além disso, a deplecdo mediada por siRNA de NRF2 e o tratamento com ML-385
sensibilizaram as células A549 ao tratamento com auranofina (Figura 13F).

A sintese/reciclagem de GSH e as vias antioxidantes dependentes de tidis
TXN/TXNRD1, sdo as duas principais compensacdes que mantém o equilibrio de
ditiol/dissulfeto de proteinas e, ambas, estdo sob o controle de NRF2 (YAN et al.,
2019). Na verdade, as células A549 sucumbiram a auranofina combinada com o
inibidor de sintese de GSH, BSO, quando comparadas a BSO ou a auranofina
isoladamente (Figura 13G). A presenca do antioxidante NAC apresentou efeito
protetor/precursor de tiol e preveniu completamente a citotoxicidade da auranofina,
bem como, aboliu o efeito deletério da combinagao BSO/auranofina. Por outro lado, o
antioxidante tiol ndo relacionado, Trolox, ndo teve efeito protetor (Figura 13G).
Curiosamente, as células mutantes KEAP1 A549 tratadas com auranofina (1 € 2,5 uM)
ndo apresentaram alteragdes nos niveis de GSH, enquanto a linhagem celular WT,
Calu3, apresentou um esgotamento significativo de GSH apds 24 horas de tratamento
com o inibidor TXNRD1 (Figura 13H).

Em células A549, ML-385 sozinho causou uma diminui¢gdo de 31% em GSH,
sendo esse efeito ndo potencializado pela co-administragdo de auranofina (Figura
13H). Esses resultados indicam que as células mutantes KEAP1 sdo menos
suscetiveis a alteracbes na homeostase de GSH/tiol quando a funcdo de TXNRD1 é
inibida. Em relagéo a resposta das células mutantes KEAP1 a compostos de platina,
inesperadamente, a auranofina nao sinergizou com a cisplatina tanto em ensaios de
viabilidade celular de 72 horas quanto em ensaios clonogénicos de longo prazo
(Figura 13l). Em contraste, a reducédo de NRF2 e de GSH com BSO tornou as células
A549 mais sensiveis a cisplatina (Figura 13J). Também exploramos se niveis nao
citotoxicos de auranofina (0,1 a 2,5 yM) poderiam prejudicar a migragéo celular, mas
nenhum efeito foi encontrado nos ensaios de scrating (Figura Suplementar 3 —
Apéndice A).

Tomados em conjunto, esses resultados indicam que a superexpressao de

TXNRD1 ndo confere nem susceptibilidade a auranofina nem resisténcia a cisplatina
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em células mutantes KEAP1. Por outro lado, o eixo NRF2/GSH parece ser um

componente chave da sobrevivéncia/proliferagdo celular e da quimiorresisténcia em
mutantes KEAP1.

Figura 13 — Avaliacao in vitro do Impacto de TXNRD1 na Sobrevida de Células com
Via NRF2 Hiperativa
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Legenda: (A) Resultados da triagem knockout CRISPR mostrando a dependéncia dos genes NRF2,

KEAP1 e TXNRD1 em um painel de 94 linhagens celulares CPCNP. As células foram divididas com
base no status mutacional de KEAP1 e NFE2L2 da seguinte forma: todas as mutagbes (hotspot,
danosa e outras alteragdes ndo conservadoras); mutagdes hotspot e danosas; e tipo WT
(NRF2/KEAP1 WT). No grafico superior, € mostrado o numero de linhagens celulares dependentes
(dep = 0,5) ou nao (dep <0,5) de um determinado gene por grupo mutacional. O nimero no topo de
cada coluna denota a porcentagem de linhagens celulares dependentes em cada condig¢do. O grafico
inferior mostra as probabilidades individuais de dependéncia por linhagem celular. * e * denotam
diferencas do respectivo grupo "tipo WT" p <0,05 e p = 0,05 a 0,1, respectivamente (teste exato de
Fisher, two-tailed). (B) Ensaio MTT mostrando o efeito de ML-385 na viabilidade das linhagens
celulares A549 e Calu3 apds tratamento de 72 h. *Diferente das células ndo tratadas e de células
Calu3 na mesma concentragdo de ML-385 (ANOVA de duas vias, pés-hoc Bonferroni; p <0,05). (C)
Expressdo da TXNRD1 em linhagens celulares de cancer de pulmao KEAP1/NFE2L2 mutantes e WT
dos conjuntos de dados E-MTAB-2706 e CCLE. Os dados de expressdo da TXNRD1 por linhagem
celular foram combinados com o status mutacional de KEAP1 e NFE2L2 derivados do COSMIC. *
Diferente nas comparagdes indicadas (FDR <0,05, analise de expresséao diferencial EdgeR). (D)
Valores de ICso do inibidor da TXNRD1 auranofina (AUR) em linhagens celulas de CPCNP com baixa
versus alta expressdo de TXNRD1. Os valores de |Cso foram obtidos de Yan et al. (2019) e
combinados com mRNA de TXNRD1 dos conjuntos de dados CCLE e E-MTAB-2706. Os valores de
ICs0 dos tercis T1 (1° tercil; baixo TXNRD1) versus T3 (3° tercil; alto TXNRD1) de expressao de
TXNRD1 foram comparados. * p <0,05 (teste t ndo pareado). (E) Imunoblot representativo de NRF2
apos tratamento com AUR por 24 h em células A549. (F) Efeito da inibicao (siRNA) de NRF2 ou
inibidor de NRF2 (ML-385, 10 uM) sobre a citotoxicidade da AUR em células A549 avaliados por MTT
apos tratamento por 48 h e 72 h, respectivamente. * Diferente dos controles nao tratados. # Diferente
da AUR sozinha na mesma concentragdo (ANOVA de duas vias, post-hoc Bonferroni; p <0,05; n = 3
em quadruplicata). (G) Ensaio de viabilidade celular MTT mostrando o efeito de BSO, NAC, Trolox e
BSO + NAC combinados sobre a citotoxicidade da AUR em células A549 apés tratamento por 72 h. *
Diferente do controle nédo tratado. # Diferente do controle nao tratado e da AUR sozinha na mesma
concentragao (ANOVA de duas vias, post-hoc Bonferroni; p <0,05; n = 3 em quadruplicata). (H) Niveis
de GSH nas linhagens celulares A549 e Calu3 tratadas com AUR (1 e 2,5 yM) e ML-385 (10 uM),
sozinha ou associadas, por 24 h. * Diferente do grupo de controle/n&o tratado (ANOVA de uma via,
post-hoc Tukey; p <0,05). (I) Efeito da AUR associada com cisplatina sobre a viabilidade da linhagem
celular A549 avaliada por MTT (72 h) e ensaios clonogénicos (10 dias). * Diferente das células ndo
tratadas. # Diferente das células nao tratadas e da cisplatina-sozinha/sem inibidor na mesma
concentracado (ANOVA de duas vias, post-hoc Bonferroni; p <0,05; n = 3 em quadruplicata). (J) Testes
MTT mostrando o efeito de BSO, NAC e silenciamento de NRF2 na citotoxicidade da cisplatina na
linhagem celular A549 apoés 72 horas de tratamento. * Diferente do controle nao tratado; #diferente do
controle nao tratado e da cisplatina isolada na mesma concentragdo (ANOVA de duas vias, pos-teste
de Bonferroni; p <0,05; n = 3 em triplicata). Legenda: AUR (auranofina); ctrl si (siRNA controle
negativo).
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7 DISCUSSAO

O cancer de pulméo € um problema de saude publica significativo em todo o
mundo, inclusive no Brasil, sendo uma das principais causas de mortalidade
relacionada as neoplasias. Embora a redugdo do tabagismo seja uma medida
importante na prevengao da doenga, muitos casos ainda s&o diagnosticados
anualmente e frequentemente em estagios avangados. O tratamento disponivel no
Sistema Unico de Saude (SUS) para pacientes com cancer de pulmao,
particularmente o cancer de pulmao de células n&o pequenas, envolve geralmente
quimioterapia (QT) adjuvante em combinagdo com radioterapia. Entre as opgdes de
QT disponiveis e mais utilizadas como tratamento de primeira escolha, destacam-se
compostos de platina, como a cisplatina e a carboplatina (GRIESINGER et al., 2019).

Novas terapias direcionadas, apresentadas no quadro 2 desta tese (SIDDIK,
2003; GAINOR et al., 2016; SKOULIDIS et al., 2021; SCHAER et al., 2019; MODI et
al., 2020; GAINOR et al., 2016; MARCAR et al., 2019), surgiram e cada vez mais
ganham destaque. No entanto, além da dificuldade de acesso a esses tratamentos
modernos e direcionados, devido a condi¢do atual do SUS, somente os pacientes que
“se encaixam” no estudo da pesquisa clinica conseguem acesso as imunoterapias e
terapias alvo (pacientes em estagios avancados da doenga (lll e/ou V) sem
tratamento disponivel pelo SUS) ou, pacientes que conseguem esse tratamento
através de requisicao judicial, devido ao elevado prego desses medicamentos.

Dados do TCGA juntamente com a pesquisa de Colisson et al. em 2014,
demonstraram que os tumores pulmonares sdo heterogéneos em nivel molecular,
mesmo quando no mesmo tipo histolégico. A pesquisa demonstrou em diferentes
subtipos histolégicos de canceres de pulmdo mutagbes em TP53, KRAS, EGFR,
PTEN, PIK3CA e AKT1. Com o passar dos anos, novos alvos foram surgindo e
observaram mutacdes importantes que afetam aproximadamente 30% da populagao
com CPCNP, sendo essas as mutac¢des na via de NRF2 (NFE2L2, KEAP1 E CUL3)
(ZANOTTO-FILHO et al., 2016). A ativagcao de mutagdes na via NRF2 é uma alteragao
genética observada em tipos selecionados de cancer, com CPCNP mostrando uma
das maiores frequéncias desses genotipos (CANCER GENOME ATLAS RESEARCH
NETWORK et al., 2014; CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK et al.,
2012). Mutacao missense no gene KEAP1 leva a perda de funcdo de KEAP1 e séo

enriquecidas em LUAD e LUSC, enquanto as mutagdes NFE2L2 sido mais associadas
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a LUSC (CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK et al., 2014; CANCER
GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK et al., 2012).

O fator de transcricdo NRF2, emergiu como o "regulador mestre" da
sobrevivéncia celular, coordenando a indugédo de genes antioxidantes citoprotetores,
enzimas de detoxificacdo de fase Il, transportadores de multiplas drogas e vias
metabdlicas centrais (KENSLER; WAKABAYASHI; BISWAL, 2007). Devido as suas
fungdes citoprotetoras, a ativagdo da via de NRF2 tem sido um objetivo de estudos de
quimioprevencao. Mas, mutagcdes somaticas com perda de fungdo em KEAP1 levam
a ativacado constitutiva de NRF2 em CPCNP (SHIBATA et al.,, 2008). Em suma,
estudos de sequenciamento genémico usando tumores de CPCNP revelaram
mutacgdes frequentes e alteragcdes somaticas do numero de copias levando a uma
interacdo KEAP1-NRF2 prejudicada (OHTA et al., 2008). Além do cancer de pulmao,
mutacbes em KEAP1 e NFE2L2 foram relatadas em cancer de ovario, es6fago,
cabeca e pescoco, vesicula biliar, prostata e rins (SHIBATA et al., 2008; OOl et al.,
2011; SJOBLOM et al.,2006).

Estudos anteriores do nosso grupo (ZANOTTO-FILHO et al., 2016) e de outros
grupos (NAMANI et al., 2017; LEVINGS et al., 2018; CAl et al., 2019) demonstraram
que a via mutante KEAP1/NRF2 confere expressao de varios genes antioxidantes e
de detoxificagcdo em tumores. A alta expresséo da assinatura do gene alvo NRF2 foi
associada a piores resultados quando comparada com as contrapartes de baixa
assinatura (ZANOTTO-FILHO et al., 2016; NAMANI et al., 2017). Mais recentemente,
evidéncias de multiplos estudos de coorte de diferentes grupos sugeriram que os
canceres de pulmao mutantes da via NRF2 sao um subtipo de doenga unico com um
fendtipo agressivo, relacionado a um prognédstico ruim, metastatico e resistente a
quimioterapia (NAMANI et al., 2017; NADAL; PALMERO; MUNOZ-PINEDO, 2019;
FRANK et al., 2018; SILVA et al. 2019; WANG et al., 2020; CAl et al., 2019; SINGH et
al., 2021). Mesmo sabendo que a resisténcia a quimioterapia €& um problema
multifacetado com diversas manifestacdes clinicas que requerem uma compreensao
tanto dos mecanismos basicos quanto da evolugao dessa resisténcia a medida que o
cancer progride, € possivel identificar alguns fatores importantes que levam a piora
deste quadro e, quem sabe, “controlar’ essa resisténcia com as terapias direcionadas
€ suas associacoes.

Um estudo de coorte realizado em 2004, examinou o risco do desenvolvimento

de cancer de pulmao entre fumantes de cigarros com teores médio, baixo e muito
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baixo de alcatrdo (produto liquido presente em partes volateis proveniente da queima
do carvao), que mantiveram o uso de tabaco por mais de dez anos, quando
comparado com aos ex-tabagistas. Com isso, foi observado que independente do teor
de alcatrdo, os fumantes ativos apresentavam maior risco de cancer de pulméo em
relacdo aos ex-tabagistas (HARRIS et al., 2004). Ja em nossa coorte de 65 pacientes
com CPNPC, néo foi possivel observar uma relagao significativa entre a alta/baixa
expressdo de TNXRD1 e fumantes ativos/ex-fumantes. Provavelmente devido ao
baixo numero de pacientes em nossa coorte.

A partir dos nossos achados, € possivel discutir as caracteristicas da coorte de
pacientes com adenocarcinoma de pulm&o e suas comorbidades mais prevalentes.
Destacando hipertensdo, DPOC, doenca cardiaca, hipotireoidismo e diabetes mellitus
tipo Il como as comorbidades mais comuns observadas. A maioria dos pacientes foi
diagnosticada em estagios I/ll e submetidos a lobectomia, seguida ou nao de
quimiorradioterapia adjuvante. Os medicamentos mais utilizados na quimioterapia
foram compostos de platina combinados com outras quimioterapias citotoxicas. Além
disso, os resultados da analise mostraram que ndo houve associagao entre os niveis
de TXNRD1 e fatores como idade, sexo, raca, histdria de tabagismo, comorbidades,
estagio da doencga e subtipo histologico LUAD/LUSC (Tabela 2). Entretanto, em um
trabalho que também teve uma coorte pequena (n = 66), indetificaram que a disfungao
cardiaca ou pulmonar pode afetar o progndstico de pacientes com CPCNP néo
operavel. Embora essas condi¢gdes sejam geralmente excluidas de ensaios clinicos
para proteger os pacientes de efeitos colaterais potencialmente perigosos, os
pacientes com disfungdo cardiaca ou pulmonar em geral receberam tratamentos
semelhantes aos pacientes sem essas condicdes. Nessa coorte, a idade avancgada
nao afetou a viabilidade da radioterapia, porém, aumentou o risco de trombocitopenia
e leucopenia (SEMRAU, et al., 2008).

Altos niveis de TXNRD1 estavam associados a um DFS e DMFS mais curtas
em pacientes em estagio inicial submetidos a ressec¢édo do tumor. Uma DFS mais
curta também foi observada no subgrupo de pacientes tratados com quimioterapia
adjuvante. Com esses resultados destacamos a importancia de avaliar os niveis de
TXNRD1 para identificar pacientes com maior risco de recorréncia e obito.
Ressaltando que a analise da progressdao com base nos critérios RECIST nao mostrou
uma associacao estatisticamente significativa com TXNRD1 em pacientes com

doenca irressecavel, porém, a analise foi limitada devido ao baixo numero de
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pacientes elegiveis para avaliacdo da sobrevida livre de progresséo. Portanto, sdo
necessarios estudos adicionais com coortes maiores para confirmar esses resultados
e investigar outros fatores que possam influenciar a progressdo da doengca em
pacientes com adenocarcinoma de pulméao.

A [HC, técnica utilizada nestre trabalho, € uma técnica importante na
identificacao e classificacdo de células especificas dentro de uma populagao celular
heterogénea. Mesmo sabendo que nesta técnica os anticorpos nem sempre sao
especificos e podem reagir de maneira cruzada, resultando em resultados falso-
positivos ou falso-negativos (YATABE, et al., 2019). No contexto do cancer de pulmao,
a IHC tem sido amplamente utilizada para a identificacdo de marcadores biolégicos
diagndsticos e prognosticos. Muitos laboratérios de anatomia patoldgica ja possuem
painéis minimos de anticorpos disponiveis para complementar o diagnéstico.

A identificacdo de marcadores bioldgicos através de exames IHC é
fundamental na rotina diagndéstica complementar do cancer de pulméo. A obtengao de
amostras de bidpsias € necessaria para a realizacdo do exame, sendo atualmente
recomendado o uso de marcadores especificos como o marcador do adenocarcinoma
(TTF-1 — Fator de transcrigdo da tireoide 1, Napsin-A — Proteinase Aspartica
Funcional, CK7 — Citoqueratina 7), marcadores do carcinoma epiderméide (CK5/6 —
Citoqueratina 5/6, P63 — Homdlogo de p53 e P40 — Delta Np63 (produto truncado de
p63)) e marcadores dos tumores neuroenddcrinos (sinaptofisina, cromogranina e
CD56 — molécula de adesao celular neuronal). Além disso, 0 uso de marcadores de
outros tumores pode ser util para investigacao de metastase pulmonar, como o
marcador CDX2 (caudal type homeobox type 2) de adenocarcinoma de colon (GURDA
et al., 2015).

Outro avango na area é o uso da tecnologia de sequenciamento de nova
geracao para direcionar o tratamento com terapias alvo de adenocarcinomas de
pulméo, que tem modificado e melhorado o progndstico do paciente. E recomendado
que, no material das bidpsias e/ou pegas cirurgicas de tumores de cancer de pulméo,
sejam testadas mutacbes de EGFR, rearranjos do EML4-ALK, fusbes de ROS1,
mutacgdes de BRAF e amplificagbes de MET. Esse perfil genético pode ser obtido pela
combinagdo de técnicas de imunofluorescéncia (FISH), reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e a IHC (HOFMAN et al., 2019).

Ao avaliar o valor prognodstico de uma variedade de genes relacionados ao

estresse oxidativo em coortes de CPCNP, identificamos genes alvo classicos NRF2
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associados a uma sobrevivéncia mais curta, como o par TXNRD1/TXN, enzimas da
sintese de GSH - GCLC e GCLM, NQO1 e SRXN1 com TXNRD1 apresentando a
maior significancia (Figura 9). Em uma coorte de pacientes com CPCNP, a TXNRD1
foi detectavel (escore de coloragdo IHC = 1+) em todas as amostras tumorais, sem
associacao entre os niveis de TXNRD1 e as variaveis clinicopatolégicas examinadas
(Figura 10). E, esses resultados, estdo de acordo com os dados de Boullosa et al.,
2021, em que em uma coorte de 72 pacientes LUAD; a TXNRD1 foi detectavel por
IHC em cerca de 95% das amostras, mas nenhuma associagao com caracteristicas
clinicopatoldgicas foi encontrada (BOULLOSA et al., 2021). Ademais, encontramos
uma sobreposicao significativa entre alta coloracao de TXNRD1 e acumulo nuclear de
NRF2 em CPCNP. Corroborando nossos resultados, o NRF2 nuclear foi associado a
uma pior sobrevida livre de recorréncia em pacientes com carcinoma de células
escamosas que receberam tratamento adjuvante (SOLIS et al., 2010).

O escore alto de TXNRD1 foi mais forte do que as variaveis clinicopatoldgicas
na previsdo de uma DFS e DMFS mais curtas em analises univariadas e multivariadas,
enquanto com relagdo a doenga avangada (estagio Ill e IV), no momento do
diagndstico, foi o preditor mais significativo de sobrevida global (OS). Na coorte de 72
pacientes mencionada acima, a TXNRD1 nao foi um preditor de OS ou sobrevida livre
de progressao (PFS) (BOULLOSA et al., 2021), embora seja importante mencionar
que o método de escore de TXNRD1 e a divisdo de pacientes para analise de
sobrevivéncia diferiram dos usados neste trabalho. Por outro lado, dados de grandes
coortes como TCGA - LUAD (BOULLOSA et al., 2021) e GSE67639 mostram uma
associagao entre o mRNA de TXNRD1 upregulated e um OS mais curto (Figura 10C).

As caracteristicas clinicopatoldgicas e o periodo de acompanhamento da nossa
coorte tornaram mais adequada a avaliagdo dos eventos DFS e DMFS. Portanto,
coortes maiores que incluam pacientes com CPCNP em estagio avancado fornecerao
melhores evidéncias de que o escore de TXNRD1 por IHC tem alguma utilidade clinica
na previsao de resultados de PFS e OS. A analise dos dados do TCGA em nivel de
MRNA confirmou nossas descobertas pela IHC. A expressao do gene TXNRD1 nao
se associou nem ao estagio da doenga, nem ao subtipo histologico (LUAD ou LUSC).
Por outro lado, mutagdes em KEAP1 e NFE2L2 mostraram forte associacdo com a
superexpressao de TXNRD1 em tumores de pulmao. Além disso, os niveis de
transcricdo de TXNRD1 correlacionaram-se com genes-alvo classicos de NRF2 e a

expresséo do regulon de NRF2. Ademais, a IHC em CPCNP mostrou que apenas 1
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dos 11 tumores que expressavam proteina NRF2 alta/nuclear apresentou escore de
TXNRD1 baixo (Figura 11). Assim, a TXNRD1 pode ser um meio indireto de inferir a
ativacao da via NRF2.

Foi demonstrado que o cancer de pulmao mutante KEAP1/NRF2 é um subtipo
de cancer de pulmao com um microambiente distinto, biologicamente heterogéneo e
clinicamente subestimado (CAl et al., 2019). Em geral, espera-se que a terapia
direcionada dependa da detecgdo de marcadores moleculares no tecido tumoral ou
bidpsia liquida. No caso de NRF2, as muta¢cdes NFE2L2 geralmente se agrupam em
um dos motivos de interacdo KEAP1, sendo, DLG o motivo de ligagao mais fraco e
ETGE o motivo de ligacdo mais forte, enquanto as mutagdes KEAP1 podem ocorrer
em varios locais da proteina (CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK et
al., 2014; CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK et al., 2012). Nesse
contexto, o teste genético para mutagdes ativadoras de NRF2 pode ser complexo,
caro e demorado, pois tanto os genes KEAP1 quanto NFE2L2 devem ser testados
idealmente. Além disso, a amplificacdo de NFE2L2, a delecdo de KEAP1 e as
mutagdes de CUL3 também parecem ditar a regulagéo da assinatura NRF2 (LEVINGS
et al., 2018); e a superexpressao de TXNRD1, conforme observado neste estudo.
Assim, a deteccdo por IHC de NRF2 ou substitutos da atividade NRF2, como
TXNRD1, pode ser clinicamente util para identificar tumores com via NRF2 hiperativa,
especialmente em ambientes de poucos recursos onde o teste gendmico ndo esta
disponivel ou ndo € padronizado em termos de pratica laboratorial.

A auranofina é um medicamento antigo com mecanismo de acao,
farmacocinética e perfil de seguranga bem estabelecidos. E, apesar de TXNRD1 ser
expresso constitutivamente e ser crucial para a homeostase da oxirreducdo de
proteinas em praticamente todos os tipos celulares, ha evidéncias crescentes de que
linhagens de células cancerosas, inclusive do mesmo subtipo histoldégico, podem
apresentar sensibilidade diferente a auranofina, como relatado em subconjuntos de
linhagens de células de CPCNP (YAN et al., 2019) e cancer de mama (RANINGA et
al., 2020).

Recentemente, nosso grupo (FALCHETTI et al., 2023) identificou uma
assinatura de resisténcia a auranofina a partir de experimentos com linhagens
celulares de diferentes tipos de cancer, solidos e hematoldgicos. Foi observado que
células de hepatocarcinoma com tipo WT NRF2 - HepG2 e células de CPCNP - A549
com mutacdo KEAP1 apresentaram os maiores valores de ICso de auranofina
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(FALCHETTI et al., 2023). A comparagao entre os valores de ICso de auranofina em
CPCNP com dados gendmicos e transcricionais de um painel de células de cancer de
pulm&o confirmou que os niveis de TXNRD1 sdo fortemente elevados em células
mutantes KEAP1 e isso esta relacionado com a resisténcia a auranofina. Em células
mutantes KEAP1 com alta expressao de TXNRD1, o tratamento concomitante com
inibidores de AKT e TXNRD1 (MK2206 e auranofina) ndo conseguiu induzir
citotoxicidade, enquanto as células de cancer de pulméo do tipo WT foram altamente
sensiveis a combinagdo. O mecanismo de resisténcia mediado por KEAP1 ao inibidor
de TXNRD1 parece envolver a sintese e reciclagem de GSH, uma vez que a delecao
por CRISPR/Cas9 de GCLC, GCLM e GSR sensibilizou as células de cancer de
pulm&o DFC1024 e H2023 a auranofina (YAN et al., 2019; DAI et al., 2013; LI et al.,
2016).

Em nosso modelo, o efeito sensibilizante do BSO e a protecdo pela NAC
confirmaram a sobrevivéncia dependente de GSH em células tratadas com auranofina
(Figura 13). De fato, varios estudos demonstraram que a NAC combinada impede a
morte celular, enquanto o BSO aumenta a morte celular em células tratadas com
auranofina (KIEBALA et al., 2015; TESSOULIN et al., 2019; CLAPPER et al., 2020;
RANINGA et al., 2020; KARSA et al.,, 2021; FALCHETTI et al., 2023). Também
observamos que as células mutantes em KEAP1 foram capazes de manter os niveis
de GSH quando a TXNRD1 foi inibida, enquanto as células WT apresentaram
deplecédo de GSH. Esse controle diferencial dos reservatérios de GSH pode explicar,
pelo menos em parte, os valores de ICso mais altos de auranofina em linhagens
celulares com mutacdo em KEAP1. A deplecdo de GSH com BSO também é capaz
de tornar as linhagens celulares de mieloma multiplo e cancer de mama mais
sensiveis a auranofina, indicando que a sintese de GSH é uma via compensatéria
importante que mitiga o efeito deletério da inibicao de TXNRD1.

Em nossos dados, observamos que a ativacdo de NRF2 pode contribuir para
diminuir a suscetibilidade de mutantes de KEAP1 a auranofina, visto que o
direcionamento do NRF2 com siRNA e o inibidor farmacoldgico (ML-385) sensibilizou
as células A549 ao inibidor de TXNRD1 (Figura 13). Na verdade, as células resistentes
a auranofina apresentam superexpressao de varios genes-alvo classicos de NRF2,
como GCLC, GCLM, NQO1 e GSR, além de TXNRD1 (YAN et al., 2019).

De acordo com Singh et al, 2016, que descobriram e validaram o composto ML-

385, foi detectado uma reducédo dependente da dose na atividade transcricional do
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NRF2 (5-10 uM ML-385, por 72 h). Eles também descobriram que houve uma
diminuicao dependente da dose na sinalizagdo de NRF2 e a queda maxima foi em
cerca de 72 h. Neste trabalho, eles transfectaram células A549 com um construto de
repérter luciferase do gene promotor NRF2 e trataram essas células com ML-385 ou
veiculo. O tratamento com ML-385 levou a uma diminui¢ao na atividade do promotor
NRF2, o que foi consistente com a atividade da proteina NRF2 que regula sua propria
transcricdo. Neste mesmo artigo, os pesquisadores observaram uma redugao
dependente do tempo nos niveis de transcrigdo de enzimas de sintese e reciclagem
de GSH, membros da familia da TXN, e genes relacionados ao metabolismo da
glicose em células A549 tratadas com ML-385.

Corroborando com os nossos dados, onde vimos uma redugao notavel na
viabilidade celular com o uso de ML-385, assim como nos niveis de GSH. A auranofina
foi capaz de esgotar mais GSH na linhagem celular Calu3, o que n&o foi possivel
observar na linhagem celular A549 (Figura 13H), precisamente porque A549 possui a
mutacao em KEAP1/NRF2 e, portanto, tem altos niveis de NRF2, podendo manter
altos niveis de GSH e, consequentemente, € mais resistente a auranofina. Enquanto
nao notamos esse resultado na linhagem celular Calu3, precisamente porque ela nao
depende do sistema antioxidante. A deplecdo de GSH com BSO e um sistema de
entrega de microRNA lentiviral para knockdown de TXNRD1 juntos diminuiram a
viabilidade celular, enquanto nenhuma alteracao foi observada com BSO e deplecao
de TXNRD1 sozinha (POERSCHKE; MOOS, 2011). Por outro lado, a reducéao de
TXNRD1 em cerca de 90% causou apenas um leve efeito no crescimento celular das
células A549, indicando que ou TXNRD1 ndo € essencial ou a atividade residual de
TXNRD1 pode sustentar a proliferacao das células A549 (ERIKSSON et al., 2009).

Dados de um screening de CRISPR/Cas9 sugerem que TXNRD1 pode né&o ser
essencial para a sobrevivéncia de células portadoras de mutagdes KEAP1, como
A549. Em contraste, as células KEAP1 mutantes sao notavelmente dependentes de
NRF2, conforme inferido a partir dos dados de CRISPR/Cas9 (Figura 13A),
experimentos com ML-385 (Figura 13B) e sobrevivéncia clonogénica das células
H460, A549 e BEAS2B tratadas com inibidor de NRF2 (SINGH et al., 2016). No
contexto da quimioterapia a base de platina, auranofina ndo sinergizou com cisplatina,
por outro lado, o knockdown de NRF2 e a deplecao de GSH sensibilizaram as células
A459 ao composto de platina, de acordo com os dados prévios do nosso grupo e de
outros grupos (ZANOTTO-FILHO et al., 2016; SILVA et al., 2019).



79

Estudos metaboldmicos sdo uma abordagem da area da metabolémica, que se
concentra na identificagdo e quantificacdo de todas as moléculas metabdlicas
presentes em um sistema bioldgico. Buscando entender as alteragdes metabdlicas
que ocorrem em uma célula, tecido ou organismo em resposta a diferentes condi¢des,
como doengas, tratamentos ou exposicbes ambientais. No cancer de pulmao, os
estudos metaboldmicos estdo sendo cada vez mais utilizados na identificacdo de
biomarcadores uteis para diagnostico, prognostico e tratamento (XIE et al., 2021).

Em estudos metaboldmicos em um painel de linhagens celulares de cancer de
pulm&o revelaram que a GSH e seu precursor y-glutamilcisteina sdo aumentados em
linhagens celulares de CPCNP com alta assinatura de NRF2 (SAIGUSA et al., 2020).
Assim, uma hipotese de quimiorresisténcia baseada na superexpressdo de TXNRD1
provavelmente ndo consegue explicar a recorréncia mais rapida do tumor em
pacientes com alta expressao de TXNRD1 tratados com quimioterapia adjuvante a
base de platina, em nossa coorte. A ativacdo de NRF2 apds exposi¢ao a auranofina,
bem como o efeito quimiossensibilizante de BSO e inibicdo/knockdown de NRF2 em
células A549 tratadas com auranofina indicam que o bloqueio da atividade de
TXNRD1 é contrabalangada por outros componentes do regulon de NRF2, como a via
de GSH. Assim, postulamos que os resultados ruins observados em
tumores/pacientes com alta expressdo de TXNRD1 s&o resultado da hiperativacao da
via de NRF2 e ndo apenas da fungdo aumentada de TXNRD1.

Os biomarcadores sao divididos em varias categorias, incluindo diagndstico,
previsdo do estagio da doenca, progndstico e escolha/evolugdo terapéutica. E
importante destacar que existe uma ampla area de pesquisa voltada para o
diagndstico precoce do CPCNP. Por outro lado, os estudos que avaliam e predizem a
resposta terapéutica tém aumentado significativamente nos ultimos anos. Ademais, é
importante ter biomarcadores auxiliares no diagndstico por imagem, pois a triagem por
tomografia computadorizada pode apresentar um alto indice de falsos positivos. Isso
pode levar a algumas rodadas a mais de triagem, exposi¢cao a radiagao, aumento de
tempo e custos. Portanto, o desenvolvimento de biomarcadores complementares nao
invasivos pode ser muito Util para melhor estadiar o paciente e, com os resultados
apresentados neste trabalho indicamos que a TXNRD1 pode ser um marcador
substituto da ativacao da via NRF2 e um potencial preditor de recorréncia tumoral em
CPCNP.

Por outro lado, TXNRD1, por si s6, pode ndo ser responsavel pelos fenétipos
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malignos de tumores de pulmao mutantes NFE2L2/KEAP1. O perfil TXNRD1-alto é
tipico de tumores que carregam mutacgdes ativadoras da via NRF2 e expressédo do
regulon NRF2, mas ndo outras alteragdes genéticas classicas do CPCNP. Embora a
TXNRD1 tenha o potencial de ser implementado como um substituto para testes
genéticos de NRF2/KEAP1, estudos adicionais devem abordar se altos niveis de
TXNRD1 se correlacionam com mutacgdes ativadoras de NRF2 e desfechos da doenca

em coortes maiores de pacientes com CPCNP.
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8 CONCLUSAO

O trabalho realizado nesta tese fornece evidéncias de que a proteina TXNRD1
€ um indicador de mau prognostico, especialmente de recorréncia tumoral e
resisténcia a quimioterapia adjuvante, em pacientes com CPCNP. Os niveis de
TXNRD1 parecem estar fortemente relacionados com a presenca de mutagdes
ativadoras da via KEAP1/NRF2, como determinado por analises de bioinformatica e
IHC em diferentes coortes de pacientes. Embora a TXNRD1 ndo seja um
determinante-chave de fendtipos malignos em células mutantes KEAP1, ela pode ser
considerada como um marcador indireto da hiperativacao da via de NRF2 em CPCNP.
Isso pode ter, até mesmo, aplicagcdo na pratica clinica, como o uso da IHC para
TXNRD1 como um exame de baixo custo com capacidade de predizer uma eventual
alteragao genética na via de NRF2 em cancer. Ainda, o dado de resisténcia celular ao
inibidor de tiorredoxina em tumores KEAP1 mutantes, e o papel da GSH nessa
resposta, também destacam a importéncia de investigar a relagdo entre TXNRD1 e
outras vias de regulagao redox e de sinalizagao no contexto de tumores KEAP1/NRF2
mutantes, a fim de desenvolver novas estratégias terapéuticas para pacientes com
CPCNP.
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APENDICE - A

Para complementar a argumentacdo deste trabalho, trago aqui os dados
suplementares referéntes ao artigo de DELGOBO et al. (2021). Acredito que, desta
forma, visualizar estes dados no apéndice facilitara a leitura deste trabalho. Com isso,
seguimos para o primeiro dado suplementar.

A tabela suplementar 1 complementa os dados referentes aos resultados
presente no tépico 6.1 - A Expressao da Tiorredoxina Redutase-1 Correlaciona-se
com a Baixa Sobrevida no Cancer de Pulmdo: Comparagdo com um Conjunto de

Genes Relacionados ao Estresse Oxidativo.

Tabela Suplementar 1 — Resultados Resumidos da Analise OSluca de Genes
Relacionados ao Estresse Oxidativo como Potenciais Preditores de Sobrevida em

Pacientes com Cancer de Pulmao

(continua)
Gene Combined HR Cl 95% upper CI95% lower Adj. p-valor OS
TXNRD1 1.39 1.52 1.27 <0.0001 Ruim
TXN 1.37 1.50 1.25 <0.0001 Ruim
MT2A 1.29 1.41 1.17 <0.0001 Ruim
SRXN1 1.27 1.43 1.13 0.0001 Ruim
GCLM 1.25 1.38 1.14 <0.0001 Ruim
TXNDC9 1.25 1.37 1.14 <0.0001 Ruim
NQO1 1.23 1.35 1.12 <0.0001 Ruim
GCLC 1.23 1.35 1.12 <0.0001 Ruim
TXNRD3 1.22 1.46 1.02 0.0302 Ruim
PRDX1 1.20 1.31 1.09 0.0001 Ruim
GLRX2 1.18 1.29 1.07 0.0006 Ruim
TMX2 1.17 1.30 1.06 0.0018 Ruim
GPX2 1.17 1.29 1.07 0.0009 Ruim
GLRX5 1.15 1.27 1.05 0.0032 Ruim
LPO 1.15 1.26 1.05 0.0031 Ruim
TMX1 1.15 1.27 1.03 0.009 Ruim
GLRX3 1.14 1.26 1.03 0.0091 Ruim
GSR 1.13 1.24 1.03 0.0086 Ruim
TXNL4A 1.13 1.24 1.03 0.0128 Ruim
MT1X 1.1 1.22 1.01 0.0313 Ruim
MT1A 1.14 1.33 0.97 0.1112 ns
MT1H 1.10 1.22 0.99 0.0872 ns
MT1G 1.09 1.20 0.99 0.0731 ns

CBR3 1.09 1.19 0.99 0.0819 ns
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Tabela Suplementar 1 — Resultados Resumidos da Analise OSluca de Genes
Relacionados ao Estresse Oxidativo como Potenciais Preditores de Sobrevida em
Pacientes com Cancer de Pulmé&o

(concluséo)
Gene Combined HR C1 95% upper Cl95% lower Adj. p-valor OS

SOD1 1.08 1.19 0.98 0.1008 ns
GPX1 1.08 1.19 0.97 0.1759 ns
PRDX4 1.07 1.18 0.98 0.1464 ns
GLRX 1.07 1.18 0.97 0.1592 ns
MPO 1.07 1.17 0.97 0.1790 ns
TXNDC8 1.05 1.20 0.92 0.4292 ns
PRDX2 1.04 1.15 0.95 0.4045 ns
TXNDC12 1.04 1.18 0.92 0.5243 ns
PRDX3 1.04 1.14 0.94 0.4637 ns
NXNL1 1.03 1.18 0.91 0.6071 ns
TMX3 1.02 1.17 0.89 0.755 ns
SOoD2 1.02 1.11 0.93 0.6661 ns
PRDX6 1.02 1.12 0.92 0.7363 ns
TXNDC2 1.01 1.14 0.90 0.8371 ns
TXNL1 0.95 1.05 0.87 0.3274 ns
NMES8 0.95 1.08 0.84 0.4408 ns
CRB1 0.95 1.05 0.86 0.3088 ns
ERP44 0.95 1.05 0.85 0.3129 ns
MT1M 0.95 1.05 0.86 0.2753 ns
MT1B 0.94 1.11 0.80 0.4630 ns
TXN2 0.94 1.04 0.85 0.2131 ns
NME9 0.92 1.06 0.80 0.2665 ns
TXNRD2 0.92 1.02 0.83 0.0989 ns
TXNDC17 0.92 1.05 0.81 0.2140 ns
PRDX5 0.89 1.01 0.79 0.0682 ns
SELENOP 0.88 1.12 0.70 0.3064 ns
GPX5 0.89 0.98 0.81 0.0191 Bom
TXNIP 0.88 0.98 0.80 0.0158 Bom
MSRA 0.86 0.95 0.78 0.0026 Bom
GPX4 0.85 0.94 0.77 0.0017 Bom
GPX3 0.85 0.94 0.77 0.0014 Bom
EPHX1 0.84 0.93 0.76 0.0007 Bom
TXNDC5 0.84 0.96 0.74 0.0109 Bom
SOD3 0.81 0.89 0.73 <0.0001  Bom
TMX4 0.79 0.88 0.70 <0.0001  Bom
CAT 0.73 0.81 0.66 <0.0001 Bom
TXNDC11 0.69 0.79 0.61 <0.0001  Bom

Fonte:Adaptado de DELGOBO et al., 2021.
Legenda: HR: hazard ratio; Cl: interval de confianga; OS (overall survival); ns: non-significant.
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As tabelas suplementares 2, 3, 4, 5 e 6, em seguida, complementam os dados
referentes aos resultados presente no tépico 6.3 - TXNRD1 é Regulada Positivamente
em Tumores que Abrigam Mutacdes KEAP1/NRF2 e se Correlaciona com a

Expressao do Regulon NRF2.

Tabela Suplementar 2 — Top-50 Genes Correlacionados com a Expressdao de mRNA
TXNRD1 em Coortes de CPCNP Provenientes do TCGA

(continua)
LUAD - TCGA LUSC - TCGA
Gene ensembl_gene_id estianate p-valor Gene ensembl_gene_id est:?r:ate p-valor
srxwy  ENSGOO002T10 g seaizg 23 gpy  ENSGOO00O2TIN0 g,y TATE
GoLm  ENSGOOD000Z0 o recce,  TIOE- oggu,  ENSGOOD0DMO96 g gqizg  7SOE-
NMRALzp ENSGOO000ITIGS 700, gaop gy ALOINIT.  ENSGOO00O2168 g gigpng  24E-
vopH  ENSGO0000I09ST r0ics  7iupgg  ygs  ENSGOOD0OOSSES g gpnerg GG
TRiMreL  ENSCO000010844 6 6g5003  167E-83  Cvparps  ENSCO000018052 799335 O.83E-
Gsr ~ ENSCO0000T0468 o 67g565 1g5E81  siczary  ENOGO00001S10T g 7gg56y  209E-
T e
mer  ENSGO000008583 640620  170E72  TALpOr  ENSCOOQOOTTIS g 765155 255
Goe  ENSGO000000108 4 6eep08  125E71  prGRr  ENSCO000010685 776605 285E-
pep ~ ENSGO0000T4265 4645601  230E71  TRIMrEL ~ ENSCO000010844 774795 207E-
Gepp  ENSCO00001602T 643057 724E71  Akmicy  ENSCO00018TIS 77565 099E
Cypaps  ENSGO000018052 g 63803 780E71  Cypaprs  ENSCO0000T7T90 g 77957 197
AkR1cz ~ ENSGO0%001S183 g 40505  670E70  Gepp  ENSCO000016021 g 767558  5.03E-
aBccz  ENSGO000002383 o363 799E 69  nQotr  ENSGO0R0018TOT g 76573, 2005
NRopr  ENSGO0000T0929 o 6r9501  eotE67  Marg  ENSGO000019706 4761675 TO°F
HTATIP2 ~ ENSGO090010985 g 655774 427E65  Gsm  ENSCO000010468 76455  180E-
stczary  ENSGOO000TSTOT g 69100 100E 64 GPaTs  ENSGOOR00TI8ET g 755056 50T
ALO330T.  ENSGOOO0OZIIE 61700y  1opE.c3 Ry ENSGO00001436Z ey 1.35E
naor  ENSGO0000ISION g qicy soegy  pep  ENSGO0000MZ65 g ogne  6TOE-
PTGR1  ENSCOO90010685 g 614615  s540m63  goLm  ENSCO0000023%0 6733514 5 16E-94
seLeno;  ENSGO0000T380T 6612091 230E62  Kiaaogrg  ENSCO0000T3726 4754403 gose-0t
AC005336.  ENSGO000026705 g 611284  382E-62 NmRrAL2P  ENoC0000017165 6 748976 8.63E-89
AC083983.  ENSGOOO0025773 o 60gga7  1.57E-61  Akr1c3  ENoCC000019018 g 745365 1.626-87
APO03T19. ENSGO000025463 60168 0.08E-60  AKr1c7P  ENOG0000021526 6744763 2 63E87
UorL1  ENSGOOD0ISAZT g goons  pospsg  ACTASZO7.  ENSGOODOOZSATE 711054 s 1aae
osgivy ~ ENSG0000014096 4 5555 1 56e58  nRopr  ENSG0000016929 705058  533E-85

1

7
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Tabela Suplementar 2 — Top-50 Genes Correlacionados com a Expressdo de mRNA
TXNRD1 em Coortes de CPCNP Provenientes do TCGA

(concluséo)

LUAD - TCGA LUSC - TCGA
Gene ensembl_gene_id estiRr:ate p-valor Gene ensembl_gene_id estiRn:ate p-valor
AKR1B1)  ENSGO0000ISBOT o gorprg  23TE- oy, ENSGOO000OTSS o pgeny  1TE-
TRivre  ENSGU000022192 g gasypy  BITE- CESt ENSGO000019884 7,477 6.96E-
Gvpaprs  ENSGOOO0OTTIO o gaines 220 gpgyg  ENSGOODDISBO1 g roqes,  1STE
akRiGT  ENSGUOUOOISTI3 o cpppey 1,526 T ENSGO0D0016393 g gonayq  O.04E:
ware  ENSGOODOTSTOB o o7yygy  1O0E- | jycopsg,  ENSGO000022403  goorz,  140E-
pROX1  ENSGOO00OTIZAS ¢ croneq  146E-  ypcug,  ENSGOODOD031S g goppgy  1.83E-
aKR1Cs  ENSGUOUOOTSBI3 o goqiq,  267E-  upyp  ENSGOO00OTSA0 g qiqpy  194E-
apcss  ENSGUOOOOTISSS o iopg  12E- goug,  ENSGOOU00IS43  ggoge 4126
reky ~ ENSGOO00O1BZI0 g ooeqy  3ME- £ID3 ENSGO00025515  gagang  485E-
Nups7  ENSGO0000OTST8 o ogogs  38BE- XN ENSGO000013681 g g7 OITE:
N ENSGO00001I681 ¢ gsara,  SUE-  ypyrge  ENSGO0000T0827 g g7sn,  2.25E-
PG  ENSGOO0000TAZI g gryyy  124E- FEGH  ENSGUO000086%2 o gypgy  S7IE-
AcTrRe ~ ENSGO090007808 g 544g75  313E  aLsar7ssq ENSCO000027029 g 67358y 4226
oPxz  ENSGOOOOITBIS o gize, B0 pppy  ENSGOOOOTITAS g gequ  4STE-
psupia  ENSGOOU0TISZS o ppasyy  SSSE- ypp  ENSGOOOOOTIITT gy 4SE-
AL121758.1  ENSCO090027029 ¢ 54p3g7 9838 japmps  ENSCO000018838 4 69459 07O
DH1 ENSGO000013841 g 4q019 183 ppiprg  ENSGO00OTOB07 g ggreny  204E:
ropy  ENSGOO00TIIB0 g pgn;  389E- sosT  ENSGOO0O0TS794 o cqyn,  48TE
ACO26765.  ENSGOO00024910 ¢ gapqsy  324E gy ENSGOO00022192 g gorer  1.7E:
TALDOT  ENSGUOQ0OTTTIS ¢ gppys  3.90E- Goig  ENSGO000000108 g gorg,  16TE:
AKRiB1s  ENSGOOO0O22T4T o gpasos S4B ppicy  ENSGOOO0OTSIE o ogaqs,  200E-
wrwz  ENSGO000004228 o oppipy  BOIE gy ENSGOOD0OIEN02 g gygzgs 380
AC145207. EN360080026476 osoaies  OO0E  AKRIBIOP ENSGOOgOOZ1360 osatote  IEE

Fonte: Adaptado de DELGOBO et al., 2021.
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Tabela Suplementar 3 — Analise de Enriquecimento de Vias dos 50 Principais Genes
Correlacionados Com TXNRD1 em Tumores de CPCNP do TCGA

(continua)
) Adjuste  Odd :
Tipo de Termo Overlap P-valor d P- s Combine Genes-in-pathway
Tumor . d Escore
valor Ratio
LUAD  Glutathione metabolism  7/51 3'?'115 5'2)35 754 18130 COPDGP X2"GCLC"’MDH 1;GSR;PGD,GCL
Metapathway 211E-  1.50E- AKR1B10;AKR1C1:GSR-CYP4F3;AKR1
LUAD biotransformation T4 g 05 197 3035 C3:AKR1C2:CYP4F11
LUAD  Benzo(a)pyrene metabolism 39 'Z)ZE' 5"(‘)‘;5 2236' 2965.0 AKR1CT:AKR1C3;AKR1C2
LUAD Keap1-Nrf2 pathway ang 3885 138 T30 46202 NQO1;GCLC;GCLM
NQO1:G6PD;IDH1:GSR:CYP4F3-TALDO
LUAD Metabolism 14/ ; 61 2'2)2'5' 5'3(’)iE' 46 493  1:PGD;CYP4F11:UGDH:GCLC:AKR1B1
0:ME1;GCLM:NUP37
LUAD Biological oxidations 51139 2255 S%E 468 1799 UGDH.GCLCCYP4F3,CYP4F1T,GCLM
LUAD  Pentose phosphate pathway — 3/27 3'(8)855 6'%35 541  550.0 G6PD; TALDO1;,PGD
LUAD Oxidative stress 3127 3'%25 6'%35 541  550.0 NQO7:GCLC:GSR
TGF-beta regulation of 6.27E-  9.90E- UCHL1:G6PD;AKR1B10:AKR1C1:MET;A
LUAD extracellular matrix 8/565 o5 04 68 657 KR1C3;AKR1C2:SLC7A11
LUAD Glutathione blosynthes:s 2/11 3.19E- 0.00451 04.3 759.1 GCLC:GCLM
and recycling 04 4
LUAD Steroid hormone 356 O00E- 0.00451 o, 5 4g49 AKR1CT:AKR1C3;AKR1C2
biosynthesis 04 4
LUAD  Arachidonic acid metabolism  3/58 3'%iE 0.00459 236 1853 GPX2:CYP4F3.AKR1C3
LUAD Selenium pathway 3/60 4%35 000988 228 1765 PRDX1:GSR:TXN
LUAD Phase Il of biological 379 (03B 0.00712 444 4355 UGDH:GCLC;GCLM
oxidations: conjugation 04 6
LUAD Sulfation b/otrgnsformat/on 217 7.81E- 0.00739 56.6 4046 G6PD:GSR
reaction 04 5
Nucleotide di- and
LUAD triphosphate biosynthesis ~ 2/18 8'215 0'0(;778 530 3732 GSR:TXN
and interconversion
Drug metabolism: 0.00110 0.00924 . .
LUAD e 50 3/83 0 924 162 1103 AKR1C1:AKR1C3;AKR1C2
LUAD  Amino acid metabolism  4/195 0'0%1 31 0'015039 92 610 NQO1;GCLC;PSMD14;GCLM
LUAD Sulfuramin‘o acid 2/94 0.00156 0.01171 385 2489 GCLC:GCLM
metabolism 8 9
LUAD  Glutathione conjugation 2125 009170 007208 369 9354 GCLC:GCLM
LUAD  Carbohydrate metabolism  4/235 0'02260 001759 76 452 G6PD;TALDO1:PGD;NUP37
LUAD  BDNF signaling pathway — 4/261 0'0%378 0'022445 68 380 UGDH:NQO1,AKR1C1:AKR1C3
LUAD ABC transporters 2/47 0'0%592 0.03658 188  96.5 ABCC2:ABCB6
LUAD Oncostatin M 41311 0'02701 0'0451 8 57 282 ABCC2:AKR1B10;AKR1C1:AKR1C3
LUAD TAp63 pathway 2/55 0.0%803 0'°”é565 160 771 NQO7;GPX2
LUSC  Glutathione metabolism  5/51 | %‘;E' 1 '2)})'5' 492 7712 G6PD;GCLC :GSR-PGD;GCLM
Metapathway 211E-  1.11E- AKR1B10:AKR1C1-:CYP4F3;GSR:AKR1
LUSC biotransformation 774 07 05 19.7 303.5 C3;AKR1C2;,CYP4F11
LUSC  Pentose phosphate pathway  4/27  >3%%  T8TE 770 41122 G6PD; TALDO1;PGD;TKT
LUSC  Benzo(a)pyrene metabolism 3/9 1 'Z)ZE' 3'%255 2136' 2965.0 AKR1C1,AKR1C3;AKR1C2
LUSC Keap1-Nrf2 pathway 3/13 3%%5 8. 2)25- 13;0' 1620.2 NQO1,GCLC;GCLM
NQO1;G6PD;FECH;CYP4F3:GSR:TALD
LUSC Metabolism 14/; oL 2'2)2'5' 3 BZE' 46 493  O1:PGD.CYP4F11:GCLCAKR1B10;ME1
“TKT:GCLM.CES1
LUSC Oxidative stress 3/27 3'%85'5' 5 %ﬁE' 541  550.0 NQO1;GCLC;GSR
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Tabela Suplementar 3 — Analise de Enriquecimento de Vias dos 50 Principais Genes
Correlacionados Com TXNRD1 em Tumores de CPCNP do TCGA

Tipo de
Tumor

LUSC
LUSC
LUSC
LUSC
LUSC

LUSC

LUSC

LUSC
LUSC
LUSC

LUSC

Termo

Glutathione biosynthesis
and recycling
Steroid hormone
biosynthesis

Biological oxidations

TGF-beta regulation of
extracellular matrix

Selenium pathway

Sulfation biotransformation
reaction
Nucleotide di- and
triphosphate biosynthesis
and interconversion
Drug metabolism:
cytochrome P450
Sulfur amino acid
metabolism

Glutathione conjugation

Carbohydrate metabolism

Overlap

2111
3/56
4/139
7/565
3/60

217

2/18

3/83
2/24
2/25

4/235

0.00110
6
0.00156
8
0.00170
2
0.00260
1

Adjuste
d P-
valor

0.00375

1
0.00375
1

0.00375

0.0(;375

0.0(;375

0.03630
9

0.00658

0.00774
5

0.01029

0.01051

0.01517
4

Odd
s
Ratio
94.3
24.5
13.0
5.8
22.8

56.6
53.0

16.2
38.5
36.9

7.6

Combine
d Escore

759.1

194.9

103.1

45.0

176.5

404.6

373.2

110.3

248.9

235.1

45.2

(concluséo)

Genes-in-pathway

GCLC;GCLM
AKR1C1,AKR1C3;AKR1C2

GCLC;CYP4F3;CYP4F11,GCLM

G6PD,AKR1B10;,AKR1C1;,ME1,AKR1C3;
AKR1C2;SLC7A11

PRDX1;,GSR; TXN

G6PD;GSR
GSR; TXN

AKR1C1,AKR1C3;AKR1C2
GCLC;GCLM
GCLC;GCLM

G6PD, TALDO1;PGD;TKT

Fonte: Adaptado de DELGOBO et al., 2021.

Tabela Suplementar 4 — Analise de Enriquecimento de Fatores de Transcrigao dos
100 Principais Genes Correlacionados com TXNRD1 em Tumores de CPCNP do

TCGA
Tipo Adjuste Odd Combin
do Termo Overlap  P-valor dP- Rati ed Genes-in-pathway
ati
Tumor value o Escore
NQO7.ABCC2:SRXN1-PSMD14.1DH1-GS
LUap  Nif2 26677805 Chip-Seq 18133 931E- 494E- g, ..,  ROSGINTTALDOTSLCTA11,PGDPTG
MACROPHAGESS Mouse 1 10 07 ' 4 R1:TSKU:GCLC-PRDX1:MAFG; TRIM16;
GCLM:HTATIP2
NQO1ABCC2;SRXN1:ABCB6:IDH1:0SG
Luap NF EszeLZ /51(5:20;1?;7 Ceh’P - 18 /51 05 1'62'5' 3'2)2'5' 80 1431 IN1.TALDO1:SLC7A11:PGD;PTGR1:TSK
q us U:GCLC;PRDX1;MAFG;GCLM
NQO1ABCC2;SRXN1;ABCB6.IDH1:0SG
Luap NRF2 i%g(s)‘;/\% 22”3 -Seq 15”51 05 1'62'5' 3'2)2'5' 80 1431 IN1.TALDO1:SLC7A11:PGD;PTGR1:TSK
u U:GCLC;PRDX1;MAFG;GCLM

NQO1:ABCC2;SRXN1; TRIM16L;ABCBS;
LUAD GA§A6 \2/300533,512 gg”j - 13/3200 8'%‘:;'5' 0'088519 33 233  AKRICT.IDH1-AKR1C3:PGD:PTGR1:TS

eq u KU:MAFG:HTATIP2
. NQO1:GPX2:ABCC2:ABCB6:ACTR6;IDH
LUAD 80’22%7,\‘/’,2‘80833\/’0’7’6{"33‘7 13/3200 8'%‘:;'5' 0'088519 33 233  1.GSR:SLC7A11:PGD:PTGR1:UGDH:GC

ouse LM:HTATIP2
NQO7,SRXN1.DIRAS2,GSR-OSGINT:TA
Lusc N2 26677805 Chip-Seq  17/133 7.52E- 392E- . 4,00 LDOVSLCTA11,PTGR1,PGDRITI;GCLC
MACROPHAGESS Mouse 1 09 06 ' 9 CABYR:PRDX1:MAFG-TRIM16:TKT-GC
LM
NQO1;SRXN1:DIRAS2:0SGINT; TALDO1
usc  NFEALZ Af,g‘,’:iohjizsce””: - 14’? 05 1"(‘)17'5' 2"(‘)25 73 1146  :SLCTA11.PTGR1.PGD;GCLC:PRDX1:M
q AFG;TKT:GCLM:CES1
NQO1:SRXN1:DIRAS2:0SGINT; TALDO1
Lusc NRF2 i%ﬁg",\%uig”’ -Seq 14’g 05 1"(‘)175 2"(‘)25 73 1146  :SLCTA11.PTGR1.PGD;GCLC:PRDX1:M
AFG:TKT-GCLM-CES1

Lusc RELA 24523406 ChIP-Seq g\ 0o 000753 082619 .. ...  NQO,G6PD,GCLC;TRIMIGLFECHAKR

FIBROSARCOMA Human 2 5 : : 1C1;MAFG:;GCLM
. NQO1:AKR1B10; TRIM16L:AKR1C1:DIRA
Lusc CJUN 26792858 Chip-Seq 11//200 000792 0.82619 ¢ o o200

BT549 Human 0 9 5 TKT
Lusc  GATA6 25053715 ChiP-  10/200 002135 099970 ,, oo  PANX2ZNQOTEID3SRXNTTRIMIGLAK
Seq YYC3 Human 0 9 5 : : R1C1:MAFG.AKR1C3:PTGR1:PGD




Tabela Suplementar 5 — Principais Genes com a Melhor Correlagdo com a

Fonte: Adaptado de DELGOBO et al., 2021.
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Expressao da Assinatura NRF2 em Tumores de CPCNP das Coortes do TCGA

LUAD LUSC

Gene symbol  RZestimate p-value Gene symbol  RZestimate p-value
SRXN1 0.88 2.93E-196 SRXN1 0.93 6.72E-241
TRIM16L 0.86 5.66E-177 ME1 0.91 3.24E-208
GSR 0.85 1.06E-168 TRIM16L 0.90 3.41E-203
NQO1 0.83 2.18E-155 SLC7A11 0.89 2.03E-188
GCLM 0.83 2.34E-149 TXNRD1 0.87 1.93E-174
AKR1C3 0.81 5.67E-141 GCLM 0.87 2.19E-174
TXNRD1 0.80 4.66E-135 AKR1C3 0.87 2.53E-172
ME1 0.77 1.23E-119 NQO1 0.87 5.41E-170
PRDX1 0.76 3.94E-115 GSR 0.85 1.59E-151
ABCB6 0.74 1.99E-105 TXN 0.83 5.46E-143
PIR 0.74 2.04E-105 PANX2 0.80 1.73E-125
TXN 0.73 9.45E-101 PRDX1 0.80 1.03E-124
SLC7A11 0.71 4.46E-92 GCLC 0.78 7A7E-114
GCLC 0.70 2.33E-78 TKT 0.78 1.64E-112
- - - MAFG 0.77 1.66E-110
- - - NECAB2 0.76 4.80E-105
- - - PIR 0.74 2.73E-95
- - - GSTM3 0.72 2.11E-88
- - - FECH 0.70 1.33E-82
- - - SLC3A2 0.70 2.13E-82
- - - ABCB6 0.70 8.96E-82

Fonte: Adaptado de DELGOBO et al., 2021.
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Tabela Suplementar 6 — Fatores de Transcrigdo Associados a Genes bem
Correlacionados (R2 = 0,7) com a Expressao da Assinatura Génica NRF2 em

Tumores de CPCNP das Coortes do TCGA

Tipo do Nome P-valor Adjusted p- Odc{s Combined
Tumor value Ratio escore
LUAD Nerf2 26677805 Chip-Seq MACROPHAGESS 3 68E-08  1.44E-05 2541 435.01
LUAD NFE2L2 20460467 ChiP-Seq MEFs Mouse 132E-07  172E-05  24.12 382.06
LUAD NRF2 20460467 ChiP-Seq MEFs Mouse 132E-07  172E-05  24.12 382.06
LUAD RELA 24523406 ChIP-Seq FIBROSARCOMA 0000913 0.08864 8.88 62.13
LUAD EKLF 21900194 C’X/’,’; [,SS‘Z" ERYTHROCYTE (001131 0.08864 8.44 57.28
LUAD NANOG 18692474 ChiP-Seq MEFs Mouse 0.001425  0.09309 6.81 44.62
LUAD STAT3 1855785 ChlP-Seq MESCs Mouse 0.006694  0.1804 9.31 46.59
LUSC NFE2L2 20460467 ChiP-Seq MEFs Mouse 181E-00  274E-07  19.95 401,61
LUSC NRF2 20460467 ChiP-Seq MEFs Mouse 181E-09  274E-07  19.95 401.61
LUSC Nerf2 26677805 Chip-Seq MACROPHAGESS 4 20809 274E07  18.86 387.4
LUSC RELA 24525406 CRIP-Seq FIBROSARCOMA 1 48E.05  0.001679 986 109.62
LUSC EKLF 21900194 C%ﬁ ;gzq ERYTHROCYTE (400185  0.01683 7.61 65.38
LUSC GATA6 25053715 ChIP-Seq YYC3 Human 0.000608  0.04597 5.56 41.15

Fonte: Adaptado de DELGOBO et al., 2021.
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A figura suplementar 1 complementa os dados referentes aos resultados
presente no topico 6.2 - Niveis Elevados de Tiorredoxina Redutase-1 Predizem a
Recorréncia de Cancer De Pulm&o: Resultados de uma Coorte de Pacientes com
CPCNP.

Figura Suplementar 1 — IHC da Linhagem Celular A549 KEAP1 Mutante e
PFS dos Tecidos de Cancer de Pulmao

Linhagem Celular A549
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Fonte: Adaptado de DELGOBO et al., 2021.

Legenda: (A) IHC de TXNRD1 na linhagem celular A549 KEAP1 mutante com seu controle negativo
no canto direito da figura. Na se¢cao de Materiais e Métodos esta descrito com mais detalhes como
foram realizadas as IHC. (B) Grafico de Kaplan-Meier representando PFS em nossa coorte de
pacientes com CPCNP. Pacientes com doenca ndo ressecavel foram dicotomizados em alto-TXNRD1
versus baixo-TXNRD1, conforme determinado pelo escore de IHC de TXNRD1 em tumores de
pulmao. O valor de p do teste de log-rank, o hazard ratio (HR) e o intervalo de confianga de 95%, e o
nuamero de individuos em risco (# at risck) sdo mostrados.
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A figura suplementar 2, complementa os dados referentes aos resultados
presente no topico 6.3 - TXNRD1 é Regulada Positivamente em Tumores que Abrigam

Mutagbes KEAP1/NRF2 e se Correlaciona com a Expressédo do Regulon NRF2.

Figura Suplementar 2 — Mutagdes no Eixo da Via NRF2 estdo Associadas a
Niveis Elevados de TXNRD1 e a Distribuicdo de Alteragcdes Genéticas na Via NRF2
em Tumores de CPCNP do Banco de Dados TCGA
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Fonte: Adaptado de DELGOBO et al., 2021.

Legenda: Em (A) Expressao de TXNRD1 (log2 CPM) em tumores LUSC e LUAD wild-type ou com
mutacgdes ativadoras da via NRF2. O box plot "Axis alt." inclui amostras de CPCNP do TCGA com
mutagdo em KEAP1 e/ou NFE2L2 e/ou CUL3, bem como amplificagdes em NFE2L2 e delecoes
homozigéticas no gene KEAP1. (B) Oncoprint do cBioPortal - TCGA mostrando que as alteragdes
somaticas (mutacdes, amplificagcdo/delegcao) ndo coocorrem na maioria dos pacientes com CPCNP. A
cor azul representa deep deletion, a cor vermelha demonstra as amplificacdées, em preto temos as
mutagdes truncadas, verde mutagdo missense e assim por diante. Os dados foram obtidos do Pan-
Lung Cancer (TCGA, Nat Genet 2016). N = 1144 pacientes/amostras disponiveis no cBioPortal
(cbioportal.org). Fonte: cBioPortal - TCGA, 2016.
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A figura suplementar 3, complementa os dados referentes aos resultados
presente no topico 6.4 Resisténcia a inibicdo de TXNRD1 mediada por NRF2/GSH e

o papel fundamental de NRF2 na sobrevivéncia de células de cancer de pulmao

mutantes de KEAP1.

Figura Suplementar 3 — Efeito da Auranofina na Migragao da Linhagem Celular A549
no Ensaio Scratching
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Fonte: Adaptado de DELGOBO et al., 2021.

Legenda: Células A549 (5x10%) foram semeadas em placas de 24 pogos, e apds 48 horas, a
monocamada de células foi riscada com a ponta de uma pipeta de 200 uL, para criar uma “ferida”. As
células foram lavadas com PBS 1x para remover as células flutuantes e tratadas com auranofina em

diferentes concentragdes. Fotos foram tiradas no tempo O (pré-tratamento) e 24 horas apos a

incubagédo com auranofina usando um microscopio de contraste de fase ajustado para um aumento

de 100x. A area da “ferida” pré- e pés-tratamento foi quantificada usando o software ImagedJ e

expressa como porcentagem de fechamento da “ferida”.
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Keywords: Activating mutations in the KEAP1/NRF2 pathway characterize a subset of non-small cell lung cancer (NSCLC)
Lung cancer associated with chemeresistance and poor prognosis. We herein evaluated the relationship between 64 exidative
NRF2

stress-related genes and overall survival data from 35 lung cancer datasets. Thioredoxin reductase-1 (TXNRD1)
stood out as the most significant predictor of poor outcome. In a cohort of NSCLC patients, high TXNRD1 protein
levels correlated with shorter disease-free survival and distal metastasis-free survival post-surgery, including a
subset of individuals treated with platinum-based adjuvant chemotherapy. Bioinformatics analysis revealed that
NSCLC tumors harboring genetic alterations in the NRF2 pathway (KEAP1, NFE2L2 and CUL3 mutations, and
NFEZ2L2 amplification) overexpress TXNRD1, while no association with EGFR, KRAS, TP53 and PIK3CA mutations
was found. In addition, nuclear accumulation of NRF2 overlapped with upregulated TXNRD1 protein in NSCLC
tumors. Functional cell assays and gene dependency analysis revealed that NRF2, but not TXNRDI, has a pivotal
role in KEAPI mutant cells’ survival. KEAP] mutants overexpress TXNRDI and are less susceptible to the
cytotoxic effects of the TXNRD] inhibitor auranofin when compared to wild-type cell lines. Inhibition of NRF2
with siRNA or ML-385, and glutathione depletion with buthionine-sulfoximine, sensitized KEAP] mutant A549
cells to auranofin. NRF2 knockdown and GSH depletion also augmented cisplatin cytotoxicity in A549 cells,
whereas auranofin had no effect. In summary, these findings suggest that TXNRD1 is not a key determinant of
malignant phenotypes in KEAP] mutant cells, although this protein can be a surrogate marker of NRF2 pathway
activation, predicting tumor recurrence and possibly other aggressive phenotypes associated with NRF2
hyperactivation in NSCLC.
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