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RESUMO

O cancer de mama triplo negativo (TNBC) ¢ responsavel por 10-20% de todos os
diagnésticos de cancer de mama em todo o mundo. E considerado mais agressivo do que
outras formas de tumores invasivos da mama devido ao seu fendtipo ER-/PR-/HER2-, que
oferece aos pacientes poucas alternativas de tratamento além da quimioterapia e mau
prognostico. As células-tronco do cancer (CSCs) sdo uma pequena subpopulacdo do
Microambiente Tumoral (TME), envolvida na diferenciagdo, migragcdo, autorrenovagdo e
proliferagdo. Sao resistentes a quimioterapia e tendem a se expandir apos o tratamento,
levando a recorréncia, metastase e a um fenodtipo tumoral mais agressivo. O objetivo desse
projeto € compreender os mecanismos pelos quais as CSCs regulam processos biologicos e
causam quimiorresisténcia por meio do cultivo das linhagens de cancer de mama triplo-
negativo MDA-MB-231, BT-549 e Hs 578T em cultura tridimensional para a formacao de
esferoides tumorais enriquecidos com CSC, para andlise da expressdao génica de diferentes
vias de sinalizagdo por qPCR, morfologia por Microscopia Confocal a Laser e analise de
Vesiculas Extracelulares (VEs) por Zetasizer. Expressdao génica por RT-qPCR com alvos
relacionados a pluripoténcia e desenvolvimento tumoral foi realizado em esferoides de BT-
549, MDA-MB231 e Hs 578T tratados com Doxorrubicina (DOX) e apontam que o
tratamento quimioterapico a base de doxorrubicina demonstra capacidade de aumentar a
progressdo tumoral in vitro, regulando positivamente genes relacionados a proliferacdo celular
e manutencdo da pluripoténcia. A analise estrutural mostra a organizacdo ordenada das
células, a tendéncia das CSCs de se agrupar nas regioes internas dos esferoides e abundancia
de vesiculas intracelulares. Avaliacdo de vesiculas presentes no sobrenadante dos esferoides
de MDA-MB-231 controle e tratados com DOX indicam a liberagdo de quantidade
significativamente superior de microvesiculas em relagdo a exossomos pelas células tumorais,
que podem atuar como meio de comunicagdo extracelular e modulagdo dentro do
microambiente tumoral. Os resultados obtidos até o momento demonstram a extrema
importancia das CSCs pluripotentes no controle e progressdo do tumor, o que torna
imprescindivel o entendimento dos mecanismos de sua atuagdo no microambiente tumoral
para aprimoramento dos tratamentos ja existentes e desenvolvimento de terapias alternativas
para essa neoplasia.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama foi lider em nimero de novos casos (11,7%) e o quinto maior
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causador de mortes (6,9%) dentre as neoplasias segundo dados mais recentes divulgados pela
Organizacado Mundial da Saude (GLOBOCAN, 2020.) Doenca multifatorial causada por
aspectos genéticos, enddcrinos, ambientais, reprodutivos e idade avancada, esse tumor ¢
subclassificado em quatro categorias de acordo com sua expressao imuno-histoquimica de
receptores de hormodnios: o positivo para receptores de estrogénio (ER+), positivo para
receptores de progesterona (PR+), positivo para receptores do fator de crescimento epidérmico
humano 2 (HER2+) e o negativo para os trés tipos de receptores, conhecido como triplo-
negativo (TNBC). A expressao desses receptores ¢ utilizada como alvo de terapias alternativas
e marcadores de diagndstico e prognostico, além de estarem relacionados a maior sobrevida e
menor taxa de recorréncia (ORRANTIA-BORUNDA. et al. 2022), o que torna o cancer de
mama triplo-negativo um subtipo mais agressivo da doenca, apresentando progndstico
desfavoravel, maior taxa de recorréncia e mortalidade e poucas opgcdes de tratamento:
quimioterapia a base de fairmacos como a Doxorrubicina (DOX) e radioterapia. Dificultando
ainda mais seu tratamento, o cancer de mama triplo-negativo também ¢ um tumor altamente
heterogéneo, podendo ser classificado de acordo com suas caracteristicas transcriptdmicas
como basal (BL), imunomodulatério (IM), mesenquimal (M+) e receptor luminal de androgeno
(LAR), o subtipo mesenquimal apresentando maiores caracteristicas de células-tronco e
pluripoténcia (YIN, L. et al. 2020).

Pluripoténcia ¢ a capacidade de algumas células-tronco de autorrenovagao, se dividindo
em uma exata copia de si mesmo, e diferenciacdo, dando origem a outra célula capaz de se
diferenciar em qualquer uma das trés linhagens embriondrias: ectoderma, endoderma e
mesoderma e, por consequéncia, qualquer tipo celular adulto. Dessa forma, células-tronco do
cancer (CSCs) pluripotentes sdo capazes de manter sua propria populagdo de células-tronco e
ao mesmo tempo criar ¢ manter outras subpopulagdes celulares dentro do microambiente
tumoral (TME) de acordo com estimulos recebidos pelo nicho em que residem. CSCs também
possuem a habilidade de sair do ciclo celular enquanto mantém sua capacidade de divisao
(URBAN, N.; CHEUNG, T. H. et al. 2021), um estado chamado de quiescéncia, que quando
ativado, torna sua cromatina menos acessivel e dificulta a morte desse tipo celular por
tratamentos convencionais, que tem como alvo o DNA das células tumorais. Essas
caracteristicas tornam a subpopulagao de CSCs mais resistentes e as permite controlar processos
bioldgicos importantes no microambiente tumoral, como metastase, tumorigénese, proliferacao
celular, recorréncia e quimiorresisténcia.

Tendo em vista a agressividade do tumor triplo-negativo, caréncia de tratamentos
alternativos e sua alta taxa de recorréncia e mortalidade, o objetivo desse projeto ¢ compreender
os mecanismos pelos quais as CSCs regulam processos bioldgicos e causam quimiorresisténcia
por meio do cultivo tridimensional de esferdides de linhagens de cancer de mama triplo-
negativo MDA-MB-231, BT-549 e Hs 578T enriquecidos de células-tronco do cancer.

2 MATERIAIS E METODOS

Para execucdo desse projeto, as linhagens de cancer de mama triplo-negativo Hs 578T
(ATCC, cat. #HTB-126), MDA-MB-231 (ATCC, cat. #CRM-HTB-26) ¢ BT-549 (ATCC, cat.
#HTB-122), foram cultivadas em monocamada, ressuspendidas e plaqueadas em placas de
suspensao de 96 pocos (CORNING, cat. #3370) em meio especifico para formagao de
esferdides enriquecidos em células-tronco do cancer (patente BR1020220111553), que foram
entdo utilizados para os experimentos listados neste trabalho.

Foram realizados ensaios de RT-qPCR em esferdides controle e tratados com o
quimioterapico Doxorrubicina (Sigma-Aldrich, cat. #D1515) das linhagens de triplo-
negativoBT-549, MDA-MB-231 e Hs 578T, utilizando primers para os alvos POU5SF1/OCT4,
KLF4, c- MYC, SOX2, SOX4, NANOG, AKTI, AKT2, AKT3 ¢ CDHI1.
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A analise morfologica foi feita através de Microscopia a Laser Confocal em esferoides
de Hs 578T e células de MDA-MB-231 cultivadas em monocamada. Nos ensaios com
esferoides de Hs 578T, foram marcados nticleo e membrana celular (Image-IT™ LIVE Plasma
Membrane and Nuclear Labeling Kit Invitrogen, cat. #134406), lisossomos (LysoTracker™
Red DND-99, Invitrogen, cat. #..7528) e células-tronco do cancer (CD44, BD Biosciences, cat.
#560532). Para visualizagao de células de MDA-MB-231 em monocamada, foram marcados
filamentos de actina (Alexa Fluor™ 488 Phalloidin, Invitrogen, cat. #A12379), nticleo (DAPI,
Invitrogen, cat. #D1303), lisossomos (LysoTracker™ Red DND-99, Invitrogen, cat. #L.7528) e
células-tronco do cancer (CD44, BD Biosciences, cat. #560532).

A avaliacao de vesiculas extracelulares foi feita por coleta de sobrenadante de esferoides
de MDA-MB-231 controle e tratados com doxorrubicina (Sigma-Aldrich, cat. #D1515)
analisados no Zetasizer Nano.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Alvos relacionados as vias de pluripoténcia e desenvolvimento tumoral foram
escolhidos e avaliados a partir de seus niveis de intera¢des proteicas por meio do software

STRING e sua expressao génica calculada por 2"AACT | 5 resultados de RT-gPCR em
esferoides das trés linhagens tratados com Doxorrubicina sdo demonstrados na Figura 1A.

Esferoides da linhagem BT-549 apresentaram regulacao positiva da expressao de genes
como POUSF1/OCT4, extremamente importante na manutengdo da pluripoténcia, e AKTI e
AKT3, reguladores da via WNT e responsaveis por aumento da proliferagao celular e formagao
de esferoides e CDH1, relacionado a transi¢ao epitelial-mesenquimal, enquanto o KLF4, um
gene supressor tumoral e proteina imprescindivel na regulagdo epigenética da pluripoténcia em
tumorigenese foi regulado negativamente, juntamente com outro fator de Yamanaka, MYC.
Todos os genes expressos na linhagem MDA-MB-231 se mostraram regulados negativamente
apos tratamento: além do AKT1, AKT3, MYC e POUS5F 1, o gene de pluripoténcia SOX4 também
foi subexpresso. J4 em esferoides de Hs 578T, POUS5FI, AKTI e MYC foram regulados
negativamente, enquanto AK73 e NANOG, um fator de pluripoténcia e gene responsavel por
perda de funcdo da proteina P53 foram regulados positivamente. MYC foi o Gnico gene a
apresentar o mesmo padrdo de expressdo nas trés linhagens testadas, o que pode estar
relacionada ao fato de que os processos regulados por esse fator, como proliferacao celular,
diferenciagdo, reparo de DNA e apoptose exigem uma grande quantidade de ATP que nao esta
disponivel no ambiente hipoxico e hipoglicémico pos quimioterapia, e sua regulacdo negativa
¢ uma forma encontrada por células tumorais para evasdo de morte celular (WANG, C. et al.
2021). Os alvos SOX2 e AKT2 nao foram expressos em nenhuma das linhagens testadas.

O sobrenadante de esferoides de MDA-MB-231 controle e tratados com Doxorrubicina
foram coletados de uma placa de 96 pocos para analise de particulas liberadas pelas células,
que foi entdo analisado no Zetasizer Nano para maior entendimento da comunicagdo
extracelular exercida dentro do microambiente tumoral (Figura 1B). A investigacao revelou a
liberacao de cerca de 63% de microvesiculas (150-1300nm) e 20% de exossomos (30-150nm)
no sobrenadante, independentemente do tratamento recebido, e o potencial de carga dessas
microparticulas revelou maior agregamento das mesmas ap6s tratamento com Doxorrubicina.

A analise morfoldgica das células foi feita através de Microscopia Laser Confocal,
(Figura 1C). Células em verde marcadas com WGA, lectinas que se ligam a 4cido sialico e N-
acetilglicosamina, demonstrando o perfil de glicosilagdo celular epitelial dos esferoides, uma
vez que células epiteliais apresentam grande quantidade de glicanos que terminam em residuos
de galactose, N-acetilgalactosamina ou N-acetiglicosamina (GONCALVES, B. O. P., 2019), e
em vermelho células marcadas com CD44, representando as CSCs. Analise da monocamada de
MDA-MB-231 indica tendéncia de agrupamento de células-tronco do cancer, CD44+, que
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ndo foi visto em células CD44-, além de alta quantidade de vesiculas intracelulares em CSCs
quando em comparagdo a outras subpopulacdes. Esferoides de Hs 578T (Figura 1C)
demonstraram estrutura celular extremamente bem-organizada. Células CD44+ s3ao mostradas
englobando e possivelmente incorporando um agrupado de vesiculas extracelulares liberadas
no microambiente tumoral em um esferdide seccionado em partes através de Z-stack, indicando
possiveis formas de comunicacao celular ¢ manutencao de pluripoténcia, e uma visao 2.5D
demonstra que CSCs se agrupam em partes internas e, por consequéncia, areas mais hipdxicas
e agressivas dos esferoides.

Figura 1: Resumo grafico dos resultados obtidos. A: expressao gé€nica dos alvos de
pluripoténcia em esferdides das 3 linhagens tratados com doxorrubicina demonstrando a
heterogeneidade do tumor; B: liberacdo de microvesiculas (63%) e exossomos (20%) em
esferéides de MDA-MB-231 controle e tratados com doxorrubicina. C: organiza¢ao
morfologica de esferdides de Hs 578T, células em verde marcadas com WGA para
glicoproteinas de membrana, e em vermelho marcadas com CD44 para CSCs.
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4 CONCLUSAO

As respostas variadas que todas as trés linhagens de TNBC exibiram aos ensaios de
expressdo génica atestam a heterogeneidade do tumor e demonstram como diferentes vias
podem ser ativadas para garantir a sobrevivéncia celular, com ativagao principal das vias Notch
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e WNT, dependendo da linhagem testada, o que poderia ser explicado pelos diferentes subtipos
existentes de TNBC.

Embora alguns genes apresentem regulacdo negativa, o tratamento quimioterapico a
base de doxorrubicina demonstra capacidade de aumentar a progressao tumoral in vitro,
regulando positivamente genes relacionados a proliferagdo celular, perpetuacdo da
pluripoténcia e comprometimento da P53, proteina de extrema importancia na regulagdo do
ciclo celular e apoptose.

A anadlise estrutural mostra a organiza¢do ordenada das células, a tendéncia de CSCs de
se agrupar nas regides internas dos esferdides e sua grande quantidade de vesiculas
intracelulares, que podem atuar como meio de comunicagdo extracelular e modulacao dentro
do microambiente tumoral.

Os resultados obtidos até o momento demonstram a extrema importancia das CSCs
pluripotentes no controle e progressao tumoral, o que torna imprescindivel o entendimento dos
mecanismos de sua atua¢ao no microambiente tumoral para melhoramento dos tratamentos ja
existentes e desenvolvimento de terapias alternativas para essa neoplasia.
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