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RESUMO

O céancer de mama triplo negativo (TNBC) é responséavel por 10-20% de todos os
diagndsticos de cancer de mama em todo o mundo. E considerado mais agressivo do
que outras formas de tumores invasivos da mama devido ao seu fenétipo ER-/PR-/HER2-
, que oferece aos pacientes poucas alternativas de tratamento além da quimioterapia e
mau prognaostico. As células-tronco do cancer (CSCs) sdo uma pequena subpopulacéo
do Microambiente Tumoral (EMT), envolvida na diferenciacdo, migragédo, auto-renovacéo
e proliferagdo. Sao resistentes a inducdo de morte célular programada, como a
ferroptose, pés-quimioterapia e tendem a se expandir apés o tratamento, levando a
recorréncia, metastase e a um fendtipo tumoral mais agressivo. O objetivo desse projeto
€ compreender os mecanismos pelos quais as CSCs regulam processos bioldgicos e
causam quimiorresisténcia, por meio do cultivo das linhagens de cancer de mama triplo
negativo MDA-MB-231 e Hs 578T em cultura tridimensional para a formagédo de
esferoides tumorais enriquecidos com CSC, para analise da expressao génica por gPCR
de diferentes genes de vias de sinalizag&o de pluripoténcia e morte celular por ferroptose,
painel de transicdo epitélio-mesenquimal, morfologia por Microscopia laser Confocal,
imunofenotipagem com os marcadores CD24, CD44 e CD146 e ensaio de peroxidacao
lipidica por Citometria de Fluxo. O tratamento utilizado para realiza¢éo dos ensaios foi
doxorrubicina 1Csp 118uM para MDA-MB-231 e 15,9uM para Hs 578T. Expresséo génica
por RT-gPCR com alvos relacionados a pluripoténcia e desenvolvimento tumoral,
ferroptose e autofagia como OCT4, MYC, KLF4, familia AKT, NCOA4, GPXR4, SLC7A11
e 0 complexo ATG5-12 foi realizado em esferoides de MDA-MB 231 e Hs 578T tratados
com Doxorrubicina (DOX) e aponta que existe modulacéo da pluripoténcia, aumento da
progressao tumoral in vitro e sensibilizacdo a ferroptose apdés o tratamento
quimiotergpico. Um ensaio com painel EMT realizado demonstra perfil mesenquimal dos
esferoides ap6s o tratamento com DOX, com regulacdo positiva de genes como CDH2,
COL1A2, COL3A1, GNG e MMPs. A andlise estrutural mostra a organizacao das células,
a presenca de CSCs por marcador CD44 e sua tendéncia de se agrupar nas regides
internas dos esferoides. Avaliagdo por citometria de fluxo mostra que o tratamento induz
a peroxidacao lipidica em esferoides da linhagem Hs 578T mas ndo em MDA-MB-231.
Os resultados obtidos demonstram heterogeneidade entre as linhagens de um mesmo
subtipo tumoral, e destacando a extrema importancia das CSCs no controle e progressao
do tumor. Levando em consideracdo os diversos mecanismos pelos quais o tumor pode
evitar morte celular, se torna imprescindivel o entendimento de diferentes subpopulacdes
e seus respectivos papeis no microambiente tumoral para aprimoramento dos
tratamentos ja existentes e desenvolvimento de terapias alternativas.

Palavras-chave: cancer de mama triplo-negativo; células-tronco do cancer; pluripoténcia.



ABSTRACT

Triple-negative breast cancer (TNBC) accounts for 10-20% of all breast cancer diagnoses
worldwide. It is considered more aggressive than other forms of invasive breast cancer
due to its ER-/PR-/HER2- phenotype, which offers patients few treatment alternatives
other than chemotherapy and a poor prognosis. Cancer stem cells (CSCs) are a small
subpopulation of the tumor microenvironment (TME) involved in differentiation, migration,
self-renewal, and thriving. They are resistant to induction of programmed cell death, such
as ferroptosis, post-chemotherapy and tend to expand after treatment, leading to
recurrence, metastasis, and a more aggressive tumor phenotype. The objective of this
project is to understand the mechanisms by which CSCs regulate biological processes
and cause chemoresistance, through the cultivation of the triple negative breast cancer
cell lines MDA-MB-231 and Hs 578T in three-dimensional culture for the formation of
tumor spheroids enriched with CSC, for analysis of gene expression by gPCR of different
genes of pluripotency signaling pathways and cell death by ferroptosis, epithelial-
mesenchymal transition panel, morphology by Confocal Laser Microscopy,
immunophenotyping with CD24, CD44 and CD146 markers and lipid peroxidation assay
by Flow Cytometry. The treatment used to perform the assays was doxorubicin ICso 118uM
for MDA-MB-231 and 15.9uM for Hs 578T. Gene expression by RT-qPCR with targets
related to pluripotency and tumor development, ferroptosis and autophagy such as OCT4,
MYC, KLF4, AKT family, NCOA4, GPXR4, SLC7A11 and the ATG5-ATG12 complex was
performed in MDA-MB 231 and Hs 578T spheroids treated with Doxorubicin (DOX) and
indicates that there is modulation of pluripotency, increased tumor progression in vitro and
sensitization to ferroptosis after chemotherapy treatment. An EMT panel assay performed
demonstrates the mesenchymal profile of the spheroids after DOX treatment, with
upregulation of genes such as CDH2, COL1A2, COL3A1, GNG and MMPs. Structural
analysis shows the organization of the cells, the presence of CSCs by the CD44 marker
and their tendency to cluster in the international regions of the spheroids. Flow cytometry
evaluation shows that the treatment induces lipid peroxidation in spheroids of the Hs 578T
cell line but not in MDA-MB-231. The results obtained demonstrate heterogeneity among
cell lines of the same tumor subtype and highlight the extreme importance of CSCs in
tumor control and progression. Considering the various mechanisms by which the tumor
can avoid cell death, it is necessary to understand different subpopulations and their
respective roles in the tumor microenvironment to improve existing treatments and

develop alternative therapies.

Keywords: triple-negative breast cancer; cancer stem cells; pluripotency.
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1 INTRODUCAO

1.1 Céncer

O cancer é um grupo complexo e heterogéneo de doencas caracterizadas
pelo crescimento descontrolado de células e disseminacao para outras partes do
corpo. Ele surge de mutagdes genéticas que interrompem 0s processos celulares
normais, levando a transformacdes malignas. Globalmente, o cancer representa
uma das principais causas de morbidade e mortalidade, com a Organizagao
Mundial da Saude estimando que quase 10 milhdes de mortes ocorreram devido
ao cancer em 2020 (SUNG et al. 2021). Os tipos mais comuns incluem cancer de
mama, pulmao, colorretal e préstata, cada um com comportamentos bioldgicos e
estratégias de tratamento distintos.

A patogénese do cancer envolve mdltiplos fatores, incluindo
predisposicdes genéticas, influéncias ambientais e escolhas de estilo de vida. Por
exemplo, o uso de tabaco, o consumo excessivo de alcool e a obesidade séo
fatores de risco bem estabelecidos que contribuem para o desenvolvimento do
cancer (BOFFETTA & STRAIF. 2009). Além disso, a interacdo entre fatores
genéticos e epigenéticos influencia significativamente a tumorigénese, tornando o
cancer uma doenca altamente individualizada (FEARON & VOGELSTEIN, 2013).

O conceito de marcas registradas do cancer foi proposto pela primeira vez
por Douglas Hanahan e Robert Weinberg em 2000, e consistem nas principais
caracteristicas que permitem que as células tumorais se proliferem de forma
desordenada e mantenham sua sobrevivéncia no organismo. Essas
caracteristicas descrevem as capacidades biolégicas essenciais que as células
adquirem durante o desenvolvimento em varias etapas dos tumores humanos,
delineando uma estrutura para entender como 0 cancer surge e progride, como a
resisténcia a morte celular, evasdo imune, senescéncia, capacidades invasivas e

metastaticas e sustentagéo do sinal de proliferagéo (Figura 1).
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Figura 1: Hallmarks, ou “marcas registradas” do céncer, introduzido por
Hanahan em 2022

Sustentagdo de Evasdo de
sinal proliferativo supressores de crescimento
Desbloqueio Reprogramacao epigenética
da plasticidade fenotipica ndao mutacional
Desregulagéo J v J‘
v V4 Prevengio da

do metabolismo

destruigdo imunologica
celular

Resisténcia a
morte celular Capacidade de replica¢édo
imortalizada
Mutagéo e Inflamagao promotora

instabilidade genémica de tumor

" %, a8
= . .3
Senescéncia Q 9 Microbiomas polimérficos

Indugdo ou acesso a Alivagdo da invasdo
vasculagao e metastase

Fonte: adaptado de HANAHAN et al. (2022).
No Brasil, houve um aumento expressivo de 20% dos casos de cancer na

Gltima década, com previsdo de 30 milhdes de diagndsticos até 2030. Em sua
estimativa para até 2025, o INCA (2022) prevé que os canceres de mama e
prostata representam aproximadamente 15,0% dos novos casos em mulheres e
homens, respectivamente, seguidos de cancer de colon e reto (9,4%), traqueia,
brénquio e pulmao (6,7%), intestino (4,4%) e colo do utero (3,5%) (Figura 2).
Alguns dos motivos para esse aumento € o aumento da expectativa de vida da
populacdo. A melhora dos métodos diagnosticos e maior acesso a saude pela
populacdo também aumenta o nimero de casos detectados. Outros fatores como
o0 tabagismo, consumo excessivo de alcool, alimentos ultraprocessados e
sedentarismo, todos que contribuem para maior probabilidade de

desenvolvimento de neoplasias.
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Figura 2: Distribuigao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes

estimados para 2023 por sexo, exceto pele ndo melanoma*

Localizagcao Primaria Casos % Casos %

Prostata 71.730 30,0% Homens Mulheres Mama feminina 73.610 30,1%

Calon e reto 21.970 9.2% Caolon e reto 23.660 9,7%

Traqueia, brénquio e pulmao 18.020 7.5% Colo do tero 17.010 7,0%

Estdmago 13.340 5,6% Traqueia, bronguio e pulmao  14.540 6,0%

Cavidade oral 10.900 4 6% Glandula tireoide 14.160 5,8%

Esdfago 8.200 3.4% Estdmago 8.140 3,3%

Bexiga 7.870 3,3% Corpo do atero 7.840 3,2%

Laringe 6.570 2.7% Ovario 7.310 3,0%

Linforna ndo Hodgkin 6.420 2,7% Péncreas 5.690 2,3%

Figado 6.390 2,7% Linfoma nao Hodgkin 5.620 2,3%

*Numeros arredondados para multiplos de 10.

Fonte: INCA (2022).

1.2 Cancer de mama

O cancer de mama é um dos canceres mais prevalentes globalmente e o
de maior mortalidade dentre o sexo feminino (Figura 3), impactando
significativamente a salde das mulheres. De acordo com o Observatério Global
do Cancer, plataforma de rastreio do WHO, o cancer de mama foi responsavel
por aproximadamente 2,3 milhdes de novos casos e 685.000 mortes em todo o
mundo em 2020, tornando-o 0 cancer mais comumente diagnosticado e a

principal causa de mortalidade relacionada ao cancer entre mulheres.

Figura 3: Taxa de mortalidade do cancer entre o sexo feminino em 2022:

Mama

Pulméo

Colo uterino
Colorretal
Figado

Qvario
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Pancreas
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Cerebro e SNC
NHL
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Taxa padronizada por idade (100 mil pessoas) Intemational
Cancer TODAY | IARC - https://gco.iarc.who.int/today for Rese:

Data version : Globocan 2022 (version 1.1)
© All Rights Reserved 2024

Fonte: WHO (2022).
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A incidéncia de cancer de mama varia significativamente por regido, com
taxas mais altas observadas em paises de alta renda em comparacdo com paises
de baixa e média renda. Por exemplo, a taxa de incidéncia padronizada por idade
(ASIR) na América do Norte é de cerca de 89 por 100.000 mulheres, enquanto na
Africa é de aproximadamente 25 por 100.000 (BRAY et al. 2018). Além disso,
fatores como status socioeconémico, acesso a cuidados de saude e escolhas de
estilo de vida contribuem para essas discrepancias (DAVIS et al. 2019; SUNG et
al. 2021).

A idade é um fator de risco critico, com a maioria dos casos
diagnosticados em mulheres com 50 anos ou mais. No entanto, uma tendéncia
crescente de diagnosticos entre mulheres mais jovens foi observada em varias
regides, levantando preocupacdes sobre o cancer de mama de inicio precoce
(ANDERSON et al. 2019). Além disso, as taxas de sobrevivéncia também diferem,
com taxas de sobrevivéncia de cinco anos excedendo 90% em paises de alta
renda, em comparacdo com taxas mais baixas em regides menos desenvolvidas
(GORDON et al. 2020).

Sendo uma doenca multifatorial causada por aspectos genéticos,
enddcrinos, ambientais, reprodutivos e idade avancada, o cancer de mama
(Figura 4) é subclassificado em quatro categorias de acordo com sua expressao
imuno-histoquimica de receptores de horménios: 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).



26

Figura 4: Classificacao dos subtipos moleculares de cancer de mama.
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Fonte: adaptado de HARRIS et al. (2024).

s

A expressao desses receptores € utilizada como alvo de terapias
alternativas e marcadores de diagnostico 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 opg¢fes de tratamento: quimioterapia a base
de farmacos como a Doxorrubicina (DOX) e radioterapia (Figura 5).
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Figura 5: classificagdo dos subtipos moleculares de cancer de mama.

e : : »
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Fonte: NASCIMENTO, R. G. (2020).

1.3 Cancer de mama triplo-negativo

O cancer de mama triplo-negativo (TNBC) é um subtipo distinto de cancer
de mama caracterizado pela auséncia de receptores de estrogénio, receptores de
progesterona e receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2).
Representando aproximadamente 10-20% de todos os diagndésticos de cancer de
mama, o TNBC esta associado a um curso clinico mais agressivo e a uma maior
probabilidade de recorréncia em comparacdo a outros subtipos de céancer de
mama (BIANCHINI et al. 2016). A falta de terapias direcionadas para TNBC
dificulta as opcdes de tratamento, levando a uma dependéncia da quimioterapia
como a principal abordagem terapéutica.

Pesquisa por MCCARTHY et al. (2021) sugere que mulheres negras e de
descendéncia afriacana tiveram um risco quase trés vezes maior, mesmo com um
ajuste abrangente para os fatores de risco de cancer de mama em uma populacao
rastreada, uma magnitude que foi observada em estudos anteriores que se
ajustaram para menos fatores de risco (CAREY et al. 2009; TRIVERS, et al. 2009;
KWAN et al. 2009).

Dificultando ainda mais seu tratamento, o cancer de mama triplo-negativo
também & um tumor altamente heterogéneo, podendo ser classificado de acordo
com suas caracteristicas transcriptomicas como basal (BL), imunomodulatorio
(IM), mesenquimal (M+) e receptor luminal de andrégeno (LAR), o subtipo

mesenquimal apresentando maiores caracteristicas de células-tronco e
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pluripoténcia, de acordo com o conceito introduzido por LEHMANN em 2011

(Tabela 1).

Tabela 1: Caracterizacao dos subtipos tumorais.

Subtipo tumoral

Caracteristicas

Linhagens celulares

Basal Superexpressdo de génes HCC2157
relacionados a proliferagéo,
ciclo celular e reparo de DNA SUM149PT
(via ATR-BRCA), vias de HCCT0
sinalizacédo de fatores de
crescimento (EGFR, MET, HCC1806
NGF, Wnt, IGF-1R), glicélise
e gliconeogénese. HCC3153
MDA-MB-468
Imunomodulatério Expressao de genes HCC1187
relacionados a processos
celulares imunogénicos DU4475
(CTLA4, IL-2, IL-7,
processamento e
apresentacéo de antigenos).
Mesenquimal Maior expresséo de BT-549
marcadores de CSC, alta
motilidade e taxa de HS578T
diferenciagéo celular, EMT, MDA-MB-157
sinalizacao de fatores de
crescimento, angiogénese e SUM159PT
baixa proliferagéo.
MDA-MB-231
Receptor Luminal Padrdo de expressdo génica  MDA-MB-453
Andrdgeno luminal, superexpresséo do
receptor de andrégeno, SUMI85PE
i lecul bcrino.
subtipo molecular apdcrino HCC2185

CAL-148
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MFM-223

Fonte: adaptado de YIN, L et al. (2020).

A heterogeneidade no TNBC é um fator critico que influencia sua natureza
agressiva e resisténcia ao tratamento. O TNBC compreende varios subtipos
moleculares, cada um exibindo perfis genéticos e comportamentos biolégicos
distintos (LEHMANN et al. 2011). Alteracbes genéticas, incluindo mutacdes
frequentes em TP53 e BRCA1 e BRCAZ2, contribuem para uma variabilidade
significativa dentro dos tumores, complicando as respostas terapéuticas
(MCCARTHY et al. 2014). Além disso, a heterogeneidade intratumoral permite
diversas populacdes celulares que podem levar a diferentes taxas de crescimento
e potencial metastatico (YATES et al. 2017). Por exemplo, tumores basais sédo
frequentemente associados a uma maior probabilidade de metdstase e pior
progndstico, enquanto tumores luminais podem exibir caracteristicas de células-
tronco cancerigenas. O microambiente tumoral também desempenha um papel
crucial, com interacdes entre células imunes e estromais influenciando ainda mais
o comportamento do tumor (PRUNERI et al. 2018). Essa complexidade exige
estratégias de tratamento personalizadas para atingir efetivamente as
caracteristicas Unicas de cada tumor (O'SHAUGHNESSY et al. 2013; ZHANG et
al. 2020).

As estratégias de tratamento atuais para o TNBC incluem principalmente a
guimioterapia neoadjuvante, que demonstrou eficacia na reducdo do tamanho do
tumor antes da cirurgia. No entanto, apesar das respostas iniciais, muitos
pacientes apresentam recidiva. A hipotese das células-tronco do cancer sugere
gue uma pequena populacao de células dentro de um tumor possui propriedades
semelhantes as do tronco, incluindo capacidades de auto-renovacdo e
diferenciacdo. Acredita-se que essas CSCs conduzam a tumorigénese,
metastase e recorréncia, particularmente em canceres agressivos como o TNBC,
0 que torna essa subpopulacdo um alvo de estudo para desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas (APRIL et al. 2015; HU et al. 2017; HUI et al. 2017).
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1.4 Células-tronco do cancer

As células-tronco cancerigenas (CSCs) sdo uma subpopulacéo de células
tumorais que possuem propriedades Unicas, incluindo auto-renovacdo e a
capacidade de se diferenciar em varios tipos de células dentro do tumor (Figura
6). Este conceito, que surgiu de estudos em células-tronco normais, tem
implicacbes significativas para nossa compreensdo da biologia do céancer.
Pesquisas indicam que as CSCs sao responsaveis pela iniciacdo, manutencao e
recorréncia do tumor, contribuindo para a heterogeneidade observada dentro dos
tumores. Elas podem escapar de terapias convencionais, levando a resisténcia
ao tratamento e a recidiva da doencga, tornando-as um foco crucial na pesquisa
do céncer (MARUSYK et al. 2012)

Uma das caracteristicas definidoras das CSCs € sua capacidade de passar
por auto-renovacdo, permitindo que elas reponham a massa tumoral
indefinidamente. Estudos identificaram marcadores especificos, como CD44,
CD146, CD24 e atividade da aldeido desidrogenase (ALDH), que sdo comumente
associados a CSCs em varios tipos de cancer, incluindo cancer de mama, cérebro
e colorretal. Esses marcadores ajudam a isolar e caracterizar populacdes de
CSCs, facilitando a pesquisa sobre sua biologia e direcionamento terapéutico. Por
exemplo, a presenca desses marcadores foi associada a prognosticos e
resultados de tratamento mais precarios em varios tipos de cancer, ressaltando a
relevancia clinica das CSCs (GOLDSTEIN et al. 2020).

Figura 6: Capacidade de autorrenovardo e diferenciagdo das células-
tronco:
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Fonte: adaptado de GeneTex (2022).
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As CSCs exibem perfis metabdlicos distintos em comparagdo com suas
contrapartes diferenciadas. Pesquisas mostraram que as CSCs geralmente
dependem da glicélise anaerdbica para producdo de energia, um fendmeno
conhecido como o Efeito Warburg. Essa adaptacao metabdlica ndo apenas apoia
sua sobrevivéncia no microambiente tumoral hipdxico, mas também fornece a
energia e o0s blocos de construcdo necessarios para a rapida divisao celular. Além
disso, as CSCs podem modular seu metabolismo em resposta a sinais
ambientais, o que contribui para sua resiliéncia contra quimioterapia e radiacao.
Entender as vias metabdlicas exclusivas das CSCs apresenta oportunidades para
o desenvolvimento de terapias direcionadas que podem eliminar seletivamente
essas células (BATLLE et al. 2017).

O microambiente tumoral desempenha um papel fundamental na
manutencdo das caracteristicas das CSCs. Interacdes com células estromais
circundantes, componentes da matriz extracelular e fatores solliveis podem
influenciar o comportamento e o destino das CSCs. Além disso, o cenario
imunologico dentro do tumor pode apoiar ou dificultar a atividade das CSCs, com
alguns estudos sugerindo que mecanismos de evasdo imunoldgica empregados
pelas CSCs contribuem para a progresséo do tumor. Assim, mirar nas interacoes
entre CSCs e seu microambiente € uma estratégia promissora para melhorar o
tratamento do cancer (KRESO et al. 2014).

1.3.1 Pluripoténcia

Pluripoténcia refere-se a capacidade de uma célula-tronco de se diferenciar
em qualquer tipo de célula dos trés tecidos extraembrionarios: ectoderma,
mesoderma e endoderma. Essa propriedade é uma marca registrada das células-
tronco embrionarias (ESCs) e células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs).
Entender os mecanismos regulatérios que mantém a pluripoténcia € essencial
tanto para a biologia do desenvolvimento quanto para a medicina regenerativa.
Fatores-chave de transcricdo, como os fatores de Yamanaka (POU5F1/OCT4,
MYC, SOX e KLF4), desempenham papéis criticos na sustentacédo desse estado
(BOYER et al. 2005).
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Vérias vias de sinalizacdo também sdo cruciais na regulacdo da
pluripoténcia (Figura 7). A via de sinalizacdo WNT é conhecida por aumentar a
expressdo de genes associados a pluripoténcia. Pesquisas indicam que a
sinalizacdo WNT ativa a expressdo de genes-alvo que promovem a auto-
renovacao em ESCs, ao mesmo tempo em que inibe os sinais de diferenciacao
(SATO et al. 2004). Da mesma forma, a via de sinalizacdo Nodal, que faz parte
da familia TGF-B, desempenha um papel essencial na manutencdo do estado
pluripotente, promovendo a expressdao de fatores de pluripoténcia
edesenvolvimento inicial do embrido (GU et al. 2008).

A via FGF (Fator de Crescimento de Fibroblastos) é outro regulador
importante da pluripoténcia. A sinalizacdo FGF interage com a via MAPK para
modular a expressao de fatores de transcricdo essenciais. Segundo YING et al.
(2008) o FGF mantém a auto-renovacao de ESCs de camundongos e humanos
promovendo a atividade de POU5F1/OCT4 e outros marcadores de pluripoténcia.
Além disso, a via de sinalizacdo NOTCH esta implicada na manutencédo da
pluripoténcia regulando decisbes de destino celular e promovendo a auto-
renovagdo. Estudos mostraram que a sinalizagdo NOTCH pode inibir a
diferenciacdo em ESCs e iPSCs (GONZALEZ et al. 2014).

Além dessas vias de sinalizacdo, a regulacdo epigenética € crucial para
manter a pluripoténcia. Modificacdes como metilacdo de DNA e modificacdes de
histonas podem influenciar padrdes de expresséo génica essenciais para o estado
pluripotente. Pesquisas demonstraram que a interagdo entre fatores de
transcricdo e reguladores epigenéticos estabelece um estado pluripotente estavel,
ao mesmo tempo em que permite a regulacdo dindmica necesséaria para a
diferenciacdo (SMITH et al. 2010).

Entender as interacbes complexas entre essas vias e seu papel na
manutencdo da pluripoténcia fornece uma percepcdo valiosa para aplicagdes
terapéuticas, particularmente na medicina regenerativa. Ao aproveitar esses
mecanismos, 0s pesquisadores visam desenvolver estratégias para diferenciar
células-tronco em tipos de células especificos para o tratamento de varias
doencas, incluindo distarbios neurodegenerativos e lesdes (TAKAHASHI &
YAMANAKA, 2006). A medida que o campo avanca, a exploracdo continua da
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pluripoténcia e suas redes regulatorias sera essencial para traduzir a pesquisa

basica em aplicagdes clinicas.

Figura 7: vias Notch, Wnt, TGF-3 e FGF e suas interagcbes com os genes

de pluripoténcia para auto-renovacgao e diferenciagéo:
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As vias de sinalizacao predominantes envolvidas na pluripoténcia e auto-renovagéo sdo TGF-f3,
que sinaliza por meio de Smad2/3/4, e FGFR, que ativa as vias MAPK e Akt. A via Wnt também
promove a pluripoténcia, embora isso possa ocorrer por meio de um mecanismo ndo candnico
envolvendo um equilibrio entre o ativador transcricional, TCF1, e o repressor, TCF3. A sinalizagdo
por meio dessas vias da suporte ao estado pluripotente, que depende predominantemente de trés
fatores-chave de transcricdo: Oct-4, Sox2 e Nanog. Esses fatores de transcricdo ativam a
expressédo génica de genes especificos de ESC, regulam sua prépria expressao, suprimem genes
envolvidos na diferenciagdo e também servem como marcadores de hESCs. Outros marcadores
usados para identificar hESCs séo o glicolipideo de superficie celular SSEA3/4 e as glicoproteinas
TRA-1-60 e TRA-1-81. In vitro, hESCs podem ser induzidas a derivados das trés camadas
germinativas primarias, endoderme, mesoderme ou ectoderme, bem como células semelhantes a

células germinativas primordiais. Uma das principais vias de sinalizacdo responsaveis por esse
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processo é a via BMP, que usa Smad1/5/9 para promover a diferenciacao inibindo a expressao
de Nanog, bem como ativando a expressao de genes especificos de diferenciacéo. Notch também
desempenha um papel na diferenciagéo por meio do dominio intracelular notch (NICD). A medida
gue a diferenciacdo continua, as células de cada camada germinativa primaria se diferenciam

ainda mais ao longo de vias especificas de linhagem. Fonte: adaptado de CellSignal (2016).

1.3.2 Transicé&o epitélio-mesenquimal

A transicao epitelial para mesenquimal (EMT) é um processo bioldgico que
permite que as células epiteliais adquiram propriedades mesenquimais, incluindo
maior motilidade e invasividade (Figura 8). Essa transicao é crucial durante o
desenvolvimento embrionario e o reparo tecidual, mas também esta implicada na
progressdo e metastase do cancer. A pesquisa estabeleceu uma forte relacéo
entre EMT e CSCs, destacando como esse processo contribui para a natureza
agressiva dos tumores (KUMAR et al. 2016).

Figura 8: Transicao epitélio-mesenquimal.
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Uma representacao esquematica da Transicdo Epitelial Mesenquimal. As células cancerigenas se
desprendem da membrana basal e se intravasam para 0s vasos sanguineos préximos como CTC
e viajam através dos vasos sanguineos para o local secundario em um processo descrito como
metastase. Elas se alojam em diferentes drgéos por um processo denominado Transi¢ao Epitelial
Mesenquimal (MET). Fonte: Adaptado de KUMAR et al. (2016).
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A EMT é frequentemente desencadeada por vérias vias de sinalizacgéo,
incluindo as vias TGF-, Wnt e NOTCH, que séo conhecidas por ativar fatores de
transcricdo importantes, como Snail, Slug e ZEB1/2. Esses fatores promovem a
regulagdo negativa de marcadores epiteliais como E-caderina e regulam
positivamente marcadores mesenquimais como N-caderina e vimentina. Estudos
mostraram que a ativacdo dessas vias nao apenas facilita a EMT, mas também
enriquece a populacdo de CSC dentro dos tumores, contribuindo para o aumento
do potencial metastatico (HUANG et al. 2013).

As CSCs possuem caracteristicas semelhantes as das células submetidas
a EMT, incluindo auto-renovacéao e a capacidade de se diferenciar em varios tipos
de células. Pesquisas demonstraram que a populacdo de CSC frequentemente
exibe caracteristicas de EMT aprimoradas, levando a um fenotipo tumoral mais
agressivo. Por exemplo, no cancer de mama, um subconjunto de células com
propriedades de CSC demonstrou expressar niveis mais altos de marcadores de
EMT, correlacionando-se com progndstico ruim e resisténcia ao tratamento
(TANABE et al. 2017). Essa relacdo sugere que direcionar vias relacionadas a
EMT pode ser uma estratégia eficaz para erradicar CSCs e melhorar os resultados
terapéuticos.

Além disso, o microambiente tumoral desempenha um papel significativo
na promocdo da EMT e na manutencdo de CSCs. A presenca de citocinas
inflamatérias, componentes da matriz extracelular e condi¢bes hipoxicas pode
induzir EMT em células tumorais, facilitando a geracéo de CSCs. Estudos indicam
gue essa influéncia microambiental aumenta as propriedades semelhantes a das
células tumorais, contribuindo assim para a heterogeneidade do tumor e a
resiliéncia contra terapias convencionais (BREGENZER et al. 2022).

Visar a interacao entre EMT e CSCs apresenta um caminho promissor para
a terapia do cancer. Estratégias que visam inibir as vias de EMT ou
especificamente atingir CSCs estdo sendo exploradas em ensaios clinicos. Por
exemplo, inibidores da sinalizacdo de TGF- mostraram potencial na redugao de
populacdes de CSC e na prevencao de metastase em varios tipos de cancer (LIU
et al. 2015). A medida que a pesquisa avanca, uma melhor compreensdo da
relagdo entre EMT e CSCs seré crucial para o desenvolvimento de intervencgdes
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terapéuticas eficazes que visem melhorar os resultados dos pacientes com

cancer.

1.3.3 Ferroptose

Ferroptose € uma forma de morte celular ferro-dependente distinta de
apoptose e caracterizada pelo acimulo de peroxidos lipidicos. Esse mecanismo
€ desencadeado por diversos tipos de estresse celular, incluindo estresse
oxidativo, metabdlico e privacdo de nutrientes, pois resultam na deplecdo de
antioxidantes celulares, como a glutationa. Quando os niveis de glutationa estao
baixos, as células se tornam suscetiveis a peroxidacéao lipidica, a oxidacédo de
acidos graxos poliinsaturados (PUFA) dos lipidios da membrana. A enzima
lipoxigenase (LOX) catalisa esse processo, utilizando o ferro como cofator para
geracdo de peroxidos lipidicos, como malondialdeido e 4-hidroxinonenal, e o
acumulo desses produtos leva a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), desencadeando a morte celular (Figura 9). A ferroptose também esta
associada a disfuncdo mitocondrial, incluindo alteragbes no potencial da
membrana mitocondrial e alteracbes na morfologia mitocondrial, conhecidas por
produzir ROS, exacerbando ainda mais a peroxidacao lipidica (CAO et al. 2016;
SHAH et al. 2018; OH et al. 2022)

Células tumorais apresentam metabolismo alterado e altos niveis de ferro,
tornando-as suscetiveis a ferroptose. Essa forma de morte celular pode ser um
mecanismo para eliminacdo de células tumorais sob condi¢cdes especificas, no
entanto, elas podem desenvolver resisténcia a ferroptose por meio de diversos
meétodos, como a regulacéo positiva de sistemas antioxidantes como o SLC7A11,
gene gque codifica uma proteina carreadora de cistina para sua conversdo em
cisteina e uso na sintese de glutationa (GSH), um antioxidante que protege as

células do extresse oxidativo (CAO et al. 2016).
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Figura 9: Regulacéo da via de ferroptose:
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A peroxidacao lipidica nas células € modulada por vias metabdlicas, incluindo o metabolismo da
cistina e da glutamina, GSH, PUFAs e ferro, que por sua vez regulam a ferroptose. Os termos
CoQ10, GLS, GSH, PUFA e PUFA-CoA referem-se a glutaminase, 4cido graxo poliinsaturado e
PUFA-coenzima A, respectivamente. Fonte: adaptado de SAKHTIVEL (2022).

Estudos mostraram que CSCs podem exibir perfis metabélicos Unicos que
podem torna-los suscetiveis ou resistentes a ferroptose, uma vez que a resposta
aos agentes indutores de ferroptose pode variar dependendo do subtipo de CSC
e do microambiente tumoral. O microambiente tumoral também pode influenciar a
suscetibilidade das CSCs a ferroptose; fatores como hipoxia, disponibilidade de
nutrientes e interacdes com células circundantes podem modular o estado
metabdlico das CSCs, afetando assim a resposta tumoral a ferroptose. (LEI et al.
2024).

Assim como ferroptose, a autofagia € um importante regulador de morte
celular, principalmente no contexto do cancer. No entanto, a relagdo entre
ferroptose e autofagia pode depender do contexto. Em alguns cenarios, a
autofagia pode promover a ferroptose, facilitando a renovacéo de componentes
celulares que contribuem para o estresse oxidativo. Em outros casos, a ferroptose
excessiva pode inibir as vias autofagicas, levando a disfuncéo celular (DAl et al.
2020)
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1.3.4 Autofagia

Autofagia € um processo de degradacao celular gue mantém a homeostase
por meio da reciclagem de organelas e proteinas danificadas, e desempenha um
papel critico no metabolismo e sobrevivéncia celular. Ele se inicia como resultado
de diversos estimulos, incluindo privacdo de nutrientes, hipoxia e estresse
oxidativo. Sinais de estresse celular ativam o complexo ULK1, iniciando a
formacdo do autofagossomo. Nessa etapa, o complexo Beclinl-VPS34 é
formado, produzindo PI3P, essencial para a nucleagéo do fagéforo. O fago6foro se
expande para formar o autofagossomo, um processo que envolve dois sistemas
de conjugacédo semelhantes a ubiquitina - complexo ATG12-ATG5-ATG16L1 e o
LC3-lIl. A selecdo de carga € mediada por proteinas adaptadoras como
p62/SQSTM1. O autofagossomo se funde com um lisossomo, formando um
autolisossomo. Essa fusdo é facilitada por proteinas como STX17 e SNAP29.
Entdo, as hidrolases lisossomais degradam o conteddo autofagico, e as
macromoléculas resultantes sdo recicladas de volta ao citosol (Figura 10)

(TEHREEM. 2020)

Figura 10: Mecanismos de autofagia.
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Sinais de estresse celular ativam o complexo ULK1, iniciando a formacdo do autofagossomo.

Nessa etapa, o complexo Beclin1-VPS34 é formado, produzindo PI3P, essencial para a nucleagéo
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do fagoforo. O fagéforo se expande para formar o autofagossomo, um processo que envolve dois
sistemas de conjugacdo semelhantes a ubiquitina - complexo ATG12-ATG5-ATG16L1 e o LC3-II.
A selecdo de carga é mediada por proteinas adaptadoras como p62/SQSTML1. O autofagossomo
se funde com um lisossomo, formando um autolisossomo. Essa fuséo é facilitada por proteinas
como STX17 e SNAP29. Entao, as hidrolases lisossomais degradam o contetdo autofagico, e as
macromoléculas resultantes sao recicladas de volta ao citosol. Fonte: adaptado de TEHREEM
(2020).

No cancer, a autofagia tem um papel duplo: pode suprimir a iniciagcado do
tumor removendo organelas e proteinas danificadas, mas também pode dar
suporte ao crescimento e sobrevivéncia do tumor sob condicbes de estresse.
Essa dualidade é particularmente significativa quando se considera células-tronco
cancerigenas (CSCs), que sdo conhecidas por sua capacidade de se
autorrenovar e impulsionar a tumorigénese (KOUIDHI et al. 2018).

KOUIDHI et al. (2018) demonstrou que a autofagia € crucial para a
manutencdo das CSCs. As CSCs geralmente existem em um microambiente
tumoral hipdxico e privado de nutrientes, onde a autofagia permite que sobrevivam
e proliferem. Por exemplo, estudos mostraram que o aumento da atividade
autofagica nas CSCs contribui para sua sobrevivéncia ao fornecer nutrientes
essenciais por meio da quebra de componentes celulares, apoiando assim sua
auto-renovacdo e potencial tumorigénico. Este processo € particularmente
evidente em varios tipos de cancer, como mama e glioblastoma, onde a autofagia
promove a manutencdo de CSC.

Além disso, a autofagia esta implicada na resisténcia de CSCs a terapias
convencionais. CSCs frequentemente exibem atividade autofagica aumentada, o
gue lhes permite sobreviver a tratamentos quimioterapicos que induzem estresse
celular. A inibicdo da autofagia nessas células demonstrou sensibiliza-las a
guimioterapia e aumentar a eficacia do tratamento. Por exemplo, pesquisas
indicam que a combinacdo de inibidores de autofagia com agentes
quimioterapicos padréo pode reduzir a populacdo de CSC em tumores, levando a
melhores resultados terapéuticos (FENG et al. 2014).

Em alguns cenarios, altos niveis de autofagia podem promover a
diferenciacdo de CSC e diminuir suas propriedades semelhantes a tronco,
enquanto em outros, pode manter seu estado indiferenciado. Essa dualidade

sugere que o direcionamento terapéutico da autofagia em CSCs requer
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consideracao cuidadosa do tipo de cancer e do microambiente (GUAN et al.
2017). Entender as vias de sinalizacdo envolvidas nessa regulacéo, incluindo as
vias mTOR e AMPK, pode ajudar a desenvolver terapias direcionadas que

manipulam processos autofagicos em CSC.

1.5 Doxorrubicina

A doxorrubicina, um antibiético antraciclinico, € um quimioterapico
amplamente utilizado no tratamento do cancer de mama. A doxorrubicina
intercala-se no DNA, interrompendo a estrutura da dupla hélice e inibindo a
replicacéo e transcricdo do DNA por meio da topoisomerase Il. Essa acdo leva ao
acumulo de espécies de oxigénio reativas (ROS), induzindo a morte celular
(GONZALEZ et al. 2007).

Apesar de sua eficcia, o uso clinico da doxorrubicina é frequentemente
limitado por seus efeitos colaterais associados, particularmente cardiotoxicidade.
Esse efeito adverso pode levar a danos cardiacos de longo prazo e restringir a
dose cumulativa que os pacientes podem receber com seguranca (MINOTTI et al.
2004; PRITCHARD et al. 2018).

Outro desafio significativo no uso de doxorrubicina para tratamento de
cancer de mama é o desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos. Varios
mecanismos contribuem para essa resisténcia, incluindo a regulacao positiva de
transportadores de efluxo, como a glicoproteina P, que bombeia 0 medicamento
para fora das células cancerigenas, reduzindo assim sua eficacia. Além disso,
alteracdes nas vias de sinalizag&o celular, como a via PI3BK/AKT/mTOR, foram
implicadas na resisténcia a doxorrubicina (ZHOU et al. 2020).

Pesquisas emergentes também destacam o papel do microambiente
tumoral em influenciar a eficacia da doxorrubicina. Fatores como hipdxia,
inflamacéo e a presenca de fibroblastos associados ao cancer podem afetar a
administracao e a resisténcia aos medicamentos. Por exemplo, estudos indicaram
gue condi¢cdes hipdxicas podem promover autofagia em células de cancer de
mama, aumentando sua sobrevivéncia durante o tratamento com doxorrubicina
(ZHAOQO et al. 2021).
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1.6 Modelo tridimensional in vitro

Modelos 3D in vitro de cancer de mama surgiram como ferramentas
poderosas para estudar a biologia do tumor, a resposta aos medicamentos e 0
microambiente do tumor. Ao contrario das culturas 2D tradicionais, que muitas
vezes falham em replicar com precisdo a arquitetura complexa e as interacdes
encontradas in vivo, os modelos 3D fornecem um ambiente fisiologicamente mais
relevante. Esses modelos podem imitar melhor a heterogeneidade dos tumores e
a dindmica celular envolvida na progressao do cancer.

O microambiente tumoral (Figura 11) desempenha um papel crucial na
progresséo do cancer de mama e na resisténcia a terapia. Modelos 3D facilitam
a investigacao de vérios fatores microambientais, como hipOxia, gradientes de
nutrientes e a presenca de células estromais, que podem influenciar o
comportamento do tumor e a resposta ao tratamento. Por exemplo, pesquisas
usando modelos 3D demonstraram que condi¢cdes hipdxicas podem alterar a
sensibilidade aos medicamentos e promover o comportamento agressivo das

células do cancer de mama (KUMAR et al. 2019).
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Figura 11: Composi¢cao do microambiente tumoral do cancer de mama.
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Negativo Positivo

Abundancia relativa

sepeiNoOn

LK

b Imunogenicidade dos subtipos de cancer de mama
Luminal A Luminal B

Receptor
hormonal

A: O microambiente do tumor de mama é altamente complexo e pode levar tanto & promocao
guanto a inibicdo da imunidade antitumoral. Fatores promotores de imunidade levam a um
prognéstico positivo e incluem Células ndo imunes, como fibroblastos associados ao cancer
(CAFs) e adipécitos, podem facilitar a imunidade tumoral por meio da producdo de fatores de
crescimento e citocinas. B Abundancia representativa de células imunes no TME nos quatro
subtipos de cancer de mama. Embora o cancer de mama triplo-negativo (TNBC) tenha sido
classicamente considerado o subtipo mais imunogénico, ha evidéncias demonstrando que os
tumores luminal B HR+ amplificados por HER2 e de alto grau contém uma frequéncia
relativamente alta de TILs exibindo expressdo aumentada de ponto de verificagdo imune em
comparacdo com tumores luminais A, o que é considerado deserto imune. Fonte: adaptado de
HARRIS et al. (2024).

2 JUSTIFICATIVA

O céncer de mama é responsavel por aproximadamente 2,3 milhdes de
novos casos e 685.000 mortes em todo o mundo em 2020, tornando-o o cancer
mais comumente diagnosticado e a principal causa de mortalidade relacionada ao
cancer entre mulheres, além de apresentar uma recidiva de 20% apds um
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tratamento extremamente agressivo, como é o caso do cancer de mama triplo-
negativo.

As células-tronco cancerigenas (CSCs) sdo uma subpopulacao de células
tumorais que possuem propriedades Unicas de pluripoténcia, e pesquisas indicam
que as CSCs sao responsaveis pela iniciacdo, manutencdo e recorréncia do
tumor, contribuindo para a heterogeneidade observada dentro dos tumores. Elas
podem escapar de terapias convencionais, levando a resisténcia ao tratamento e
a recidiva da doenca, tornando-as um foco crucial na pesquisa do cancer.

Dessa forma, é imprescindivel o estudo dessa populacdo para que haja
maior entendimento de seu funcionamento no microambiente tumoral com a

finalidade de desenvolver melhores tratamentos para as pacientes.

3 OBJETIVO GERAL

Compreender os mecanismos pelos quais as CSCs regulam processos bioldgicos
e causam quimiorresisténcia por meio do cultivo tridimensional de esferoides de
linhagens de cancer de mama triplo-negativo MDA-MB-231 e Hs 578T
enriquecidos de células-tronco do céncer tratadas e nado tratadas com o

guimioterapico Doxorrubicina.

2.1 Objetivos especificos

e Obter esferoides tumorais a partir das linhagens de cancer de mama triplo-
negativo MDA-MB-231 e Hs 578T, cultivados em meio de enriquecimento
de células-tronco do cancer;

e Avaliar a expressao génica de alvos de pluripoténcia, EMT, ferroptose e
autofagia em esferoides enriquecidos de células-tronco do cancer das
linhagens de cancer de mama triplo-negativo;

e Analisar a morfologia dos esferoides enriquecidos de células-tronco do
cancer das linhagens de cancer de mama triplo-negativo através da

Microscopia a Laser Confocal;
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e Obter o fenoétipo das linhagens de cancer de mama triplo-negativo e
analisar o efeito da Doxorrubicina no processo de oxidacao lipidica através
de Citometria de Fluxo;

e Avaliar os efeitos do quimioterapico Doxorrubicina nas vias de pluripoténcia
e EMT e sua relacdo com metéstase e recidiva do TNBC a partir de sua
aplicacdo em esferoides enriquecidos de células-tronco do cancer das

linhagens de cancer de mama triplo-negativo.

3 METODOLOGIA

3.1 Cultivo celular

Os ensaios foram realizados utilizando dois modelos de cultura celular:
cultura em monocamada (bidimensional) e cultura de esferoides tumorais

(tridimensional), conforme descrito a seguir:

3.1.1 Cultivo celular em monocamada

Para execucdo desse projeto, as linhagens tumorais de carcinoma de
mama triplo-negativo Hs 578T (ATCC, cat. #HTB-126) (Figura 12A) e
adenocarcinoma de mama triplo-negativo MDA-MB-231 (ATCC, cat. CRM-HTB-
26) (Figura 12B) foram cultivadas em monocamada em frasco de adesdo com
meio DMEM Alta Glicose (Gibco cat. 12100-038) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Gibco cat. 210115-K) e 1 mL de insulina humana (Lovolin e Leibovitz
L-15 Medium (Sigma Aldrich cat. L4386) com 10% de soro fetal bovino (Gibco cat.
210115-K), respectivamente. As garrafas foram armazenadas a 37°C em estufa
com 5% de CO:a.

Figura 12: Hs 578T (A) e MDA-MB-231 (B) em monocamada.

Fonte: ATCC.
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3.1.2 Cultivo celular tridimensional

Para o cultivo de esferoides tumorais, as células em monocamada
passaram por desassociacdo enzimatica por tripsina, respeitando-se o nimero de
passagem e ressuspendidas em meio proprio para enriquecimento de células-
tronco DMEM/F-12 (Sigma, cat. D0547) suplementado com 0,001% de insulina
humana (Novolin, 0,02% de soro de cavalo inativado (GIBCO cat. 16050), 0,02%
de EGF (Sigma cat. E1257 e 0,01% de hidrocortisona (Sigma cat. H0135). A
ressuspensao celular foi semeada em placas de 96 pocos sem aderéncia na
concentracdo de 1x10* células por poco. As placas foram armazenadas a 37°C

em estufa com 5% de CO:x.

3.2 Tratamento com Doxorrubicina

A Doxorrubicina (Fauldoxo, Libbs, cat 13G0025) foi diluida em 1mL de agua
milli-Q para a concentracdo de 10mg/mL. No sétimo dia de cultivo, esferoides de
Hs 578T foram tratados com DOX na concentracédo de 15,9uM por 48 horas e 0s
esferoides de MDA-MB-231 foram tratados na concentragao de 118,7uM por 72
horas, de acordo com ICso determinado por MOREIRA et al. (2018) e LOVITT et

al. (2018) respectivamente.

3.3 Microscopia a Laser Confocal

A analise morfoldgica foi feita através de Microscopia a Laser Confocal
em esferoides de Hs 578T e MDA-MB-231 cultivados em suspensédo. Nos
ensaios, foram marcados nucleo e membrana celular (Image-IT™ LIVE Plasma
Membrane and Nuclear Labeling Kit Invitrogen, cat. 134406), que consiste em
glicoproteinas da membrana celular com WGA (Invitrogen, cat. W11261) e
Hoescht 33342 para marial genético, diluido em Sal de Hank. Células-tronco do
cancer foram marcadas com o anticorpo CD44 (BD Biosciences, cat. #560532).

Os marcadores foram utilizados nas concentragdes listadas na tabela 2.
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Tabela 2: Concentragdes utilizadas na marcagdo para Microscopia:

Marcador Concentracéo
WGA 5ug/mL
Hoescht 33342 2uM
CD44 1:20

3.4 Citometria de Fluxo

Para caracterizacdo do fendtipo das linhagens utilizadas, assim como a
analise da peroxidacao lipidica causada pelo efeito da Doxorrubicina nas células,
as amostras controle e tratadas foram analisadas no FACSCanto Il (BD
Bioscience) utilizando o programa FACSDiva 6.1.3. Analise posterior dos dados

coletados foi realizada com o software FlowJo.

3.4.1 Fenotipagem

Para o ensaio de fenotipagem por Citometria de Fluxo, os esferoides
controle e tratados com doxorrubicina foram desagregados enzimaticamente com
a utilizacao de tripsina, lavados com PBS 1% e incubados com concentracédo de
2.10° células por amostra a 4°C por 20 minutos com os anticorpos listados na
tabela 3.

Tabela 3: Anticorpos e isotipos utilizados na marcacdo do ensaio de

fenotipagem por citometria de fluxo:

Anticorpo Cadeia Fabricante Catélogo Volume (por

reacdo de 100pL)

FITC mouse anti- IgG1 Invitrogen 11024182 5uL
humano CD24

APC rat anti-humano 1gG2b Invitrogen 2611857 0,3pL
CD44
PE mouse anti- IgG1k Invitrogen 2284154 5uL

humano CD146




47

FITC mouse 1gG1 lgG1 Invitrogen 555748 1,25uL
isotipo controle

APC rat 1IgG2b « 19G2b Invitrogen 2476826 0,3 pL
isotipo controle

PE mouse 1gG1k IgG1k Invitrogen 2473730 0,625uL
isotipo controle

3.4.2 Peroxidacdao Lipidica

O ensaio de peroxidacdo lipidica foi realizado com o Image-iT Lipid
Peroxidation Kit (Invitrogen, cat. C10445) (Tabela 4). Os esferoides foram
tripsinizados e a amostra controle foi incubada com hidroperdxido de cumeno a
37°C por 2 horas, e entdo, juntamente com a tratada, incubada novamente com o
sensor de peroxidacdo lipidica Image-iT por 30 minutos a 37°C. Todas as
amostras foram entdo lavadas com PBS 1X e ressuspendidas em tampéo de
marcacdo. O ensaio de peroxidacéo lipidica por citometria de fluxo se deu pela
comparacao entre o valor da peroxidacdo lipidica detectada por sensor em
populacdes celulares tratadas por DOX e por um controle positivo (hidroperéxido
de cumeno). Durante a leitura, valores de intensidade mediana da fluorescéncia
normalizada pela amostra sem marcacdo e relativa ao grupo marcado sao
atribuidos a cada amostra, e a medicao da peroxidacéo lipidica da amostra se da
pela razdo desses dois.

Tabela 4: Componentes utilizados no ensaio de peroxidagéo lipidica.

Componente Concentracao (por 100 pL
de reagéo)
Sensor de peroxidacao lipidica Image-iT 10uM
Hidroperéxido de cumeno 100uM

3.5 Biologia Molecular

Para realizacdo dos ensaios de biologia molecular, o RNA de esferoides
controle e tratados das linhagens de Hs 578T e MDA-MB-231 foram extraidos
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com o PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen, cat. 12183018A). Os esferoides foram
extraidos da placa de 96 pocos e centrifugados, e o meio foi entdo descartado.
Foram adicionados 300uL de solucdo de tampédo de lise com 1% de 2-
betamercaptaetanol preparado no momento do uso e a solucéo foi agitada em
vértex até a lise do sedimento. A solugéo foi entédo transferida para um microtubo
RNAse free e centrigugada por 2 minutos a 12000g. O lisado foi ressuspendido
10 vezes utilizando uma seringa de calibre 18, centrifugada a 14000g por 5
minutos e transferida para um novo microtubo livre de RNAse. 1mL de etanol 70%
foi adicionado em cada tubo, que foi entdo agitado em vortex por mais 30
segundos. A amostra foi transferida para um tubo com coluna e centrifugada a
120009 por 15 segundos. Foi feito o descarte do sobrenadante, a adicdo de 700uL
de tampédo de lavagem | e centrifugacdo a 12000g por 15 segundos. Apds
processamento da amostra, 500uL de tampédo de lavagem Il foi adicionado a
coluna e centrifugado. Essa etapa se repetiu duas vezes. ApOs descarte do
sobrenadante, a coluna foi centrifugada por 15 segundos a 12000g, e depois por
mais 2 minutos para secagem da membrana. A coluna foi entdo transferida para
um microtubo coletor, onde foi adicionado 10uL de agua livre de RNAse, em
seguida de centrifugacdo a 12000g por 2 minutos para coleta do material genético.
O RNA extraido foi quantificado no espectofotometro e foi realizada eletroforese
em gel de agarose para verificacdo de integridade do material.

O tratamento para eliminacdo de DNA da amostra de RNA realizado com
o kit RNase Free DNase set (Qiagen, cat. 79254) conforme as instrugcbes do
fabricante. Foram acrescentados em um microtubo 2 ug de RNA total, 2 uL de
tampao e 0,2 uL de DNase. O volume foi completado com agua livre de RNAse
para 20 yL. As amostras foram incubadas por 30 minutos, a 37°C, e em seguida,
por 5 minutos a 65°C. O cDNA sintetizado com o SCRIPT 3.0 Reverse
Transcriptase (Cellco, cat. PRT-102XS), volumes utilizados de acordo com a
tabela 5. A concentragéo para utilizagdo dos primers foi determinada através de

ensaios de otimizacdo. As etapas da gPCR foram listadas na tabela 6.

Tabela 5: volumes dos reagentes utilizados na sintese de cDNA.

Reagente [] [ ] Final Volume por Volume para 12

Inicial tubo tubos
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Tampéo SCRIPT 3.0 5X 1X 4 pL 48 pL
RT
Transcriptase reversa 200 Ulul 100U 0,5 uL 6 uL
Script 3.0 RT
Mix dNTP 10 mM 500 uM 1uL 12 uL
DTT 100 mM 5mM 1L 12 pL
Agua livre de RNAse 2,9 uL 34,8 uL
Tabela 6: ciclagem da gPCR:
Etapas Ciclos Temperatura Tempo
Ativacéo da polimerase 1 95°C 2 minutos
Desnaturacao 95°C 15 segundos

Anelamento e extenséo 40 60°C 1 minuto

Os primers utilizados nesse projeto foram desenhados no Primer-BLAST

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast),

sintetizados pela Metabion

(https://www.metabion.com) e seguem a nomenclatura estabelecida pelo HGNC

(www.genenames.org).

3.5.1 Analise de alvos de Pluripoténcia

Os controles enddgenos e alvos relacionados a pluripoténcia, crescimento

e proliferacdo celular analisados por RT-gPCR e suas concentracdes estao

listados na tabela 7.

Tabela 7: Genes e suas respectivas concentrac¢des utilizados no ensaio de

expressao relativa:

Gene Sequéncia Concentracdo Anelamento (°C)
POUS5F1 FW 5GGGCTCGAGAAGGATGTGG3  250FW/250RV 60
RV 5TGACGGAGACAGGGGGAA3’
MYC FW 5TTCCCCTACCCTCTCAACGA3  150FW/200RV 62
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RV
5CTTCTTGTTCCTCCTCAGAGTCG3’

KLF4 FW 5 TTACCAAGAGCTCATGCCACC3’ 300FW/200RV

RV
5GTGGTAAGGTTTCTCACCTGTGT3

62

NANOG FW 5’AACCTCAGCTACAAACAGGTA3  250FW/250RV

RV 5 TCTGCGTCACACCATTGCTAZ’

59

FwW 300FW/300RV

SOX2
5GGAGAGTAAGAAACAGCATGG3

RV 5GTGGATGGGATTGGTGTTCT?

60

SOX4 FW 5’CAGCAAACCAACAATGCCGA3’  150FW/300RV

RV 5GATCTGCGACCACACCATGA3Z’

59

FW 150FW/200RV

AKT1
5’GTCATCGAACGCACCTTCCATZ

RV
5AGCTTCAGGTACTCAAACTCGT3’

61

FW 250FW/250RV

AKT2
5GAAACACAAGGAAAGGGAACCATY

RV
5TCTTGATGTATTCACCACGCTT3’

59

FW 250FW/250RV

AKT3
5TGAAGTGGCACACACTCTAACT3

RV 5CCGCTCTCTCGACAAATGGAZ’

60

CDH1 FW 5’AGCAGAACTAACACACGGGG3  300FW/300RV

RV 5’ACCCACCTCTAAGGCCATCT3’

60

HPTR1 FW 5’CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT3 250FW/250RV

60
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RV
5’AGACGTTCAGTCCTGTCCATAAZ

3.5.2 Analise de alvos de Ferroptose

Os controles enddgenos e alvos relacionados a ferroptose e autofagia

analisados por RT-qPCR e suas concentragdes estéo listados na tabela 8.

Tabela 8: Genes e suas respectivas concentrac¢des utilizados no ensaio de

expressao relativa:

Gene Sequéncia Concentracéo Anelamento
(°C)
NCOA FW 5’ ACAGTTGCATAAGCCGTCACC3’ 250FW/250RV 61
RV 5TGAGCCTGCTGTTGAAGTGTC3’
SLC3A2 FW 5'CCAACTACCGGGGTGAGAAC3  300FR/200RV 62
RV 5CCGCAATCAAGAGCCTGTCT3
SLC7A11 FW 5TCTCCAAAGGAGGTTACCTGC3 250FW/200RV 62
RV
5’AGACTCCCCTCAGTAAAGTGAC3’
GPX4 FW 150FW/300RV 62
5GAGGCAAGACCGAAGTAAACTACY
RV 5’CCGAACTGGTTACACGGGAAY
ATG5 FW 5AGAAGCTGTTTCGTCCTGTGG3 200FW/300RV 60
RV 5’AGGTGTTTCCAACATTGGCTC3’
ATG7 FW 5'CTGCCAGCTCGCTTAACATTG3’ 200FW/300RV 61
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RV
5CTTGTTGAGGAGTACAGGGTTTT3

ATG12 FW 5’AGGCAGAAAAGGTTAGGCGT3  300FW/200RV 60

RV 5TGTCCTATGTGCTTGCTCTCCZ

RAB7A FW 250FW/200RV 62
5GTGTTGCTGAAGGTTATCATCCTS

RV
5GCTCCTATTGTGGCTTTGTACTGZ’

NFE2L2 FW 5TTCCCGGTCACATCGAGAG3’  300FW/200RV 60

RV
5TCCTGTTGCATACCGTCTAAATC3’

HMGB1 FW 5TATGGCAAAAGCGGACAAGG3’  250FW/250RV 59

RV 5’CTTCGCAACATCACCAATGGAZ

HSPB1 FW 5’ACGGTCAAGACCAAGGATGG3  250FW/200RV 59

RV 5AGCGTGTATTTCCGCGTGA3’

HPTR1 FW 5'CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT3 250FW/250RV 60

RV
5’AGACGTTCAGTCCTGTCCATAAZ’

3.5.3 Analise dos alvos de Transigcao Epitélio-mesenquimal

A andlise de genes de transicdo epitélio-mesenquimal foi realizada com a
RT?2 Profiler™ PCR Array Human Epithelial to Mesenchymal Transition (EMT)
(Qiagen, cat. 330231), os alvos organizados de acordo com a tabela a seguir 9.

Tabela 9: Desenho da placa e genes utilizados no ensaio de expressao

relativa para definicdo do perfil epitélio-mesenquimal dos esferoides:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 s 12

A AHNAK AKT1 BMP1 BMP2 BMP7 CALD1 CAMK2N1 CAV2 CDH1 CDH2 COL1A2 COL3A1

B COL5AA2 CTNNB1 DSC2 DSP EGFR ERBB3 ESR1 FIIR FGFBP1 FN1 FOXC2 FzZD7
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C GNG11 GsC GSK3B IGFBP4 ILIRN UK ITGAS ITGAV ITGB1 JAG1 KRT14 KRT19
D KRT7 MAPI1B MMP2 MMP3 MMP9 MSN MSTIR NODAL NOTCH1 = NUDTI3 OCLN PDGFRB
E PLEK2 PPPDE2 PTK2 PTP4AAI RAC1 RGS2  SERPINE1 SIP1 SMAD2 SNAI1 SNAI2 SNAI3
F SOX10 SPARC SPP1 STAT3 STEAP1  TCF3 TCF4 TFPI2 TGFB1 TGFB2 TGFB3 TIMP1
G TMEFF1 TMEM132A  TSPAN13 TWIST1 VCAN VIM VPS13A WNT11 WNT5A WNTSB ZEB1 ZEB2
H ACTB B2M GAPDH HPRT1 RPLPO HGDC NRT NRT NRT NT NT NT

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cultivo celular

As linhagens Hs 578T e MDA-MB-231 sao classificadas sob o mesmo
subtipo de cancer de mama triplo negativo, no entanto, ndo possuem muitas
semelhancas. A Hs 578T é de crescimento lento em monocamada; e em
suspensdao, a formacéo dos esferoides acontece nas primeiras 24 horas. Ja a
MDA-MB-231 apresenta rapido crescimento em monocamada, porém, em
suspensao, os esferoides comecam a se formar apos o terceiro dia de cultivo,
guando a formacao acontece (Figura 13). Esferoides de MDA-MB-231 possuem
tamanho de até 100um, e os de Hs 578T apresentaram em média 400um (Figura
14).

Figura 13: Microscopia 6tica dos cultivos de esferoides das linhagens Hs
578T e MDA-MB-231 em suspenséao.

Figura 13: Cultivo de esferoides em suspensdo. A: 5° dia de cultivo de MDA-MB-231. B: 10° dia

de cultivo de MDA-MB-231. C: 13° dia de cultivo de MDA-MB-231. D: 3° dia de cultivo de Hs 578T.
E: 5° dia de cultivo de Hs 578T. F: 7° dia de cultivo de Hs 578T.
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Figura 14: Progresséao de crescimento dos esferoides de TNBC.
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Figura 14: Linha de progresséo de crescimento dos esferoides de MDA-MB-231 e Hs
578T.

4.2 Expressao génica relativa

Alvos relacionados as vias de pluripoténcia e desenvolvimento tumoral
escolhidos foram avaliados a partir de seus niveis de interacfes proteicas por
meio do software STRING (https://string-db.org/) (Figuras 15 e 20), e sua

expressao génica calculada por Z'AACT.

4.2.1 Pluripoténcia

Na figura 15, foi realizado andlise STRING para os alvos de pluripoténcia
avaliados nesse trabalho, mostrando o nivel de interacdo entre eles de acordo

com a cor das linhas que ligam os alvos.


https://string-db.org/
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Figura 15: Grau de interacdo dos alvos escolhidos para a gPCR

demonstrado pelo software de interacfes proteicas, STRING.

= De bases de dados validados
Interagdes conhecidas
— Determinados de forma experimental
— Proximidade entre locus
Interacoes previstas — Fusdo génica
Coocorrencia genética
Mineracao de texto

Outros — Co-expressao

Homologia proteica

Fonte: STRING.

Células-tronco do cancer de mama (BCSCs) sdo uma subpopulacédo de
células cancerigenas que (i) expressam fatores de pluripoténcia, também
conhecidos como os Fatores de Yamanaka, incluindo KLF4, MYC, OCT4 ou
POUSF1 e SOX2; (ii) sdo caracterizadas por sua capacidade de auto-renovacao;
e (iii) sdo necessérias para a formacao de tumores secundarios recorrentes e/ou
metastaticos (YANG et al. 2022).

Nos esferoides de Hs 578T (Figura 16) e MDA-MB-231 (Figura 17), pode-
se observar que o tratamento com Doxorrubicina exerceu grande efeito na
manutencdo da pluripoténcia e auto-renovacdo das células tronco, regulando
negativamente dois dos quatro Fatores de Yamanaka, POU5F1 e MYC. Essa
linhagem apresentou regulacdo positiva de outros genes importantes na
pluripoténcia, o NANOG, e AKT3.

O fator de transcrigdo POUSF1, comumente referido como OCT4, é crucial
para a preservacdo das capacidades de auto-renovacdo em células-tronco
embrionéarias (ES). Além disso, ele facilita a manutencdo da capacidade de
células-tronco embrionarias semelhantes a células-tronco tumorais e contribui
para o inicio, disseminacgdo de tumores e também para a quimiorresisténcia. Além

disso, tumores caracterizados por expressao elevada de POU5SF1 exibiram uma
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maior propensdo a metastase e uma menor taxa de sobrevida global em
comparacdo com tumores com niveis mais baixos de expressdao de POU5F1
(MOHIUDDIN et al. (2020).

NANOG é um fator de transcricdo essencial para a manutencdo da
pluripoténcia, no entanto, ele ndo é expresso na maior parte dos tecidos adultos
saudaveis (LU et al. 2014). NAGATA et al. (2016) demonstraram que pacientes
de diferentes subtipos de mama com alta expressédo desse gene apresentaram
menor taxa de sobrevivéncia global quando comparados ao grupo controle,
principalmente em TNBC.

De acordo com JIA et al. (2016) em ensaios utilizando nas linhagens de
cancer de mama SUM190 e MCF-7 apés tratamento com DOX, o farmaco
ocasionou perda da habilidade proliferativa tumoral com a regulacdo negativa da
expressdo do gene AKTL1, possivelmente prejudicando a funcdo da via Wnit.
Previamente, esse resultado ja havia sido reportado por LYKHOVA et al. (2023),
apos exposicado das mesmas linhagens a DOX. No entanto, em nosso trabalho
com MDA-MB-231 e HS-578T houve regulacdo positiva dos genes NANOG e
AKT3, ambos associados a resisténcia a farmacos, metastase e mau progndstico.
Esse resultado vai de encontro ao obtido por BALAHMAR et al. (2022), que
reportou regulacdo negativa dos genes apos aplicagdo do mesmo tratamento em
esferoides de coriocarcinoma. As diferencas encontradas, mostram a grande
heterogeneidade de resposta a quimioterapia encontrada em tumores de mama
triplo negativo, mostrando o desafio em se obter modelos representativos de

resposta a drogas para essa doenca.



57
Figura 16: Expresséo dos alvos de pluripoténcia em esferoides de Hs
578T.
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Figura 16: Analise de expressdo génica relativa de alvos de pluripoténcia em esferoides de Hs
578T tratados com DOX. Significancia avaliada por GraphPrism (valor de p<0,0001).

Em esferoides de MDA-MB-231 (Figura 17), houve regulacéo negativa de
todos 0s genes expressos apos a exposicao por doxorrubicina.

A hipdxia é um componente do microambiente tumoral que se exacerba
apos tratamento por um quimioterapico, e que costuma induzir o aumento de
CSCs, como foi demonstrado por YANG et al. (2022), onde aumento do HIF-1,
fator indutor de hipéxia, regulou positivamente os genes KLF4, SOX2, NANOG e
POUSF1 em células de cancer de mama SUM159. Diferente do resultado obtido
por YANG, em nosso estudo, o POU5F1 sofreu regulacdo negativa e SOX2, KLF4
e NANOG néao foram expressos. Esse resultado sugere que em nosso modelo
para MDA-MB-231 ndo houve enriquecimento de CSCs.

Em concordancia com o resultado apresentado em ambas as linhagens
nesse ensaio, MERINO et al. (2018) reportou regulacao negativa do gene MYC
em TNBC apos tratamento com DOX. Algo que também foi demonstrado por
MOREIRA et al. (2024), onde MYC também estava subexpresso em esferoides

de TNBC ap0s tratamento com DOX.
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Figura 17: Expresséo dos alvos de pluripoténcia em esferoides de MDA-
MB-231.
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Figura 17: Andlise de expresséo génica relativa de alvos de pluripoténcia em esferoides de MDA-
MB-231 tratados com DOX. Significancia avaliada por GraphPrism, valor de p >0,05).

Hs 578T e MDA-MB-231 séo linhagens de cancer de mama triplo negativo
do mesmo subtipo molecular, 0 mesenquimal, e ainda assim, exibiram perfis
completamente diferentes no ensaio de pluripoténcia quando tratadas com
doxorrubicina. Enquanto a maior parte dos genes de pluripoténcia sofreu
regulacédo negativa em ambas as linhagens, na Hs 578T houve regulacédo positiva
de genes associados a resisténcia quimioterapica, o que € esperado de CSCs,

enquanto todos os alvos foram subexpressos em MDA-MB-231.

4.2.2 Transicao epitélio-mesenquimal

Para avaliagcdo do perfil mesenquimal dos esferoides tumorais das
linhagens de TNBC Hs 578T e MDA-MB-231 apos o tratamento com DOX, foi
realizado um painel de 84 genes de marcadores epiteliais e mesenquimais
(Figuras 18 e 19) para os dois modelos de TNBC.

No ensaio utilizando Hs 578T, o gene mais expresso foi 0 TCF3. Em células
de TNBC, a alta expressaodesse gene promove caracteristicas associadas as
células-tronco, incluindo a capacidade de formacdo de esferoides, auto-
renovacgao e de iniciacdo tumoral, como reportado por SLYPER et al. (2013), que
correlacionou a alta expressao desse gene a pluripoténcia mediada pela via Wnt.

Esse resultado corresponde com a expressao dos alvos de pluripoténcia em
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esferoides de Hs 578T observados no ensaio anterior. O TCF3 pode reprimir
genes supressores de tumor como p21 e p53, permitindo aumento da proliferacao
celular e sobrevivéncia sob estresse oncogénico. Sua expressdo aberrante
também é relacionada a alta atividade da via NOTCH (PUI, J.C et al. 1999; WENG,
et al. 2004; WANG, Z et al. 2010). E assim como observado nesse ensaio, ja foi
reportado na literatura a regulacdo positiva do TCF3 em cancer de préstata em
resposta a exposicao por DOX (PATEL et al. 2012).

Foi observado também nesse ensaio a superexpressao do alvo NODAL em
Hs 578T que pode indicar aumento da manutencao da pluripoténcia e, por ser um
fator de transcricao da via TGF-f3, pode atuar como um supressor tumoral em seu
estagio inicial, restringindo a proliferacdo celular. No entanto, em estagios tardios,
desempenha papel importante na inibicdo da imunidade antitumoral, promovendo
a diferenciacdo de células T regulatérias, aprimorando a motilidade celular e
promovendo angiogénese ao mesmo tempo em que facilita a evasao imune. Foi
reportado por BONDESTINE et al. (2016) que o silenciamento desse gene em
TNBC auxilia sua resposta ao tratamento quimioterapico.

Outro gene que apresentou alta expressao foi o FN1, que codifica uma
proteina de matriz extracelular associada a quimiorresistencia. Assim como no
nosso estudo, SUN et al. (2022) detectou aumento da expressao desse gene apds
tratamento, e constatou que seu silenciamento conferiu maior sensibilidade a
quimioterapia em células de TNBC MDA-MB-231. Esse estudo também
demonstrou que a quimiorresisténcia mediada por FN1 acontece com o auxilio do
CD44, uma proteina de membrana presente em CSCs.

Curiosamente, um dos genes de maior expressdo nesse ensaio em Hs
578T foi o0 OCLN, que codifica uma proteina de juncdo de tecido epitelial mais
comumente relacionada ao processo contrario ao EMT, o de transicao
mesenquimal-epitelial (MET) (CHAE et al. 2018). A identidade e a plasticidade
das células cancerigenas sdo necessarias em estados de transicdo, como
transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) e também na transicdo mesenquimal-
epitelial (MET), na iniciagdo, progressdo e metastase do tumor primario. Os
papéis funcionais de EMT e da MET podem variar com base no tipo de tumor,
estado de disseminacdo e grau de colonizagdo metastatica Bakir et al 2021.

Durante a EMT, a expresséo de proteinas que promovem o contato célula-célula,
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como E-caderina, pode ser perdida, e marcadores mesenguimais, como a
fibronectina, N-caderina e as metaloproteinases pode ser adquirido, resultando
em maior capacidade de migracdo e invasao celular, sobretudo através da via
NFkB (KANG, Y.; MASSAGUE, J. 2004), elucidando assim a regulacao positiva
dos genes MMP2, MMP9, FN1 e CDH2 encontrado em nossa analise para
HS578T, assim como a subexpresséo de genes marcadores para caracteristicas
epiteliais, como o CDH1, que ja foi reportado em outros estudos com 0 mesmo
subtipo de cancer de mama (CHUN et al. 2017; PARAMANANTHAM et al. 2021)
e em que foi demonstrada a associagao desses resultados com as vias TGF-3 e
PI3K/AKT (CHEN et al. 2013).

Figura 18: Expressdo génica relativa do perfil epitélio-mesenquimal de
esferoides de Hs 578T.
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tratados com DOX. SignificAncia avaliada por GraphPrism (valor de p<0,0001).

Esferoides de MDA-MB-231 poés-tratamento (Figura 19) apresentaram
superexpressao de SIP1, proteina associada a um progndstico ruim e aumento
do potencial metastatico (VANDAMME et al. 2020). Outros resultados importantes
nesse ensaio com MDA-MB-231 sdo 0 aumento expressivo dos genes STATS3,
NOTCH1 STEAP1 e PTK2.
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STAT3 é um gene integral na via JAK/STAT, que pode elevar a taxa de
crescimento e a capacidade migratoria das células tumorais e induzir resisténcia
a medicamentos. Similar ao resultado obtido nesse ensaio, MOREIRA et al.
(2018) também observou aumento expressivo de STAT3 em outra linhagem de
TNBC, a BT-549, apds tratamento com doxorrubicina. Provando o papel desse
gene na regulacdo da EMT, XIONG et al. (2012) demonstrou em células de
carcinoma colorretal que o silenciamento do STAT3 regulou positivamente o
marcador epitelial E-caderina e negativamente o marcador mesenquimal N-
caderina, e que a superexpressao do STAT3 reverteu a regulagéo negativa da N-
caderina e expressou positivamente outro marcador mesenquimal, a vimentina.
No entanto, diferente do que foi reportado em uma parte desse estudo, Nnosso
ensaio conduzido em MDA-MB-231 apresentou regulacdo negativa do gene VIM.
Outros estudos por JUNK et al. (2017) e JIM (2020) relacionaram a
quimiorresistencia apresentada pela ativacdo da via JAK/STAT a aquisicao de
propriedades de CSC pelas células por cooperacao do TGF-B/STAT3/SMAD3.

Ainda em relacdo a propriedades de CSCs, a linhagem MDA-MB-231
apresentou alta expresséo do gene NOTCH1, um marcador de CSC promotor de
EMT e gene que interage com diversas vias de pluripoténcia (MOHAMED et al.
2019). Em estudo publicado por IBRAHIM et al. (2022), é correlacionada a
expressdo de NOTCH1 com a de OCT4/POU5SF1 em carcinoma gastrico, no
entanto, diferente do que foi apresentado nesse estudo, a MDA-MB-231
apresentou alta expressao de NOTCHL1 e regulacdo negativa de POU5SF1 apés
tratamento com doxorrubicina, como pode ser observado no ensaio de
pluripoténcia anteriormente mencionado.

Outro gene altamente expresso em MDA-MB-231 € o STEAPL, um
antigeno de superficie cuja baixa expressao esta associada a malignidade e mau
prognostico no cancer de mama (XIE et al. 2019). Segundo Xi, a regulacdo
negativa do STEAP1 em tecidos de cancer de mama aumentou a expressao de
marcadores mesenquimais, como MMP2, MMP9, MMP13, VIM, e CDH2,
classificando a acdo desse gene como epitelial. Diferente desse artigo, a MDA-
MB-231 em nosso estudo, obteve regulagéo positiva do STEAP1, o que indica
gue a regulacdo negativa de diversos marcadores mesenquimais como VIM,
ZEB2 e MMP9 seja proveniente da mediacdo do STEAPL.



62

PTK2, também conhecido como FAK, codifica uma proteina essencial para
o controle da adesao celular mediada por integrina, e foi regulada positivamente
em MDA-MB-231 apds tratamento. Em estudo por LUO et al. (2018), a alta
expressao desse gene em células de MDA-MB-231 foi associada a perda de
adesdo e regulacao positiva de marcadores de EMT através de interagdo com a
via FAK/PI3K/AKT, envolvida no processo de EMT e na pluripoténcia.

Hs 578T e MDA-MB-231 sé&o linhagens celulares de cancer de mama triplo
negativo do mesmo subtipo mesenquimal, e de fato, ambas sofreram transicao
mesenquimal apds tratamento. No entanto, as duas apresentaram padrbes de
expressao diferentes para os genes avaliados.

Figura 19: Expressdo génica relativa do perfil epitélio-mesenquimal de
esferoides de MDA-MB-231.
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Figura 19: Andlise de expresséo génica relativa de genes de EMT em esferoides de MDA-MB-231
tratados com DOX. Significancia avaliada por GraphPrism (valor de p<0,0001).

Nesse ensaio foi possivel observar a relagédo intrinseca entre a transicao
epitélio-mesenguimal e as células tronco do cancer. O processo de EMT induz a
aquisicao de caracteristicas de CSCs, e as CSCs, por sua vez, Sao responsaveis
por induzir EMT através de estimulos do microambiente tumoral e manter a
resisténcia aos quimioterapicos (SHIBUE & WEINBERG 2019).
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Andlise de expressao génica foi conduzida em esferoides de Hs 578T e

MDA-MB-231 tratados com DOX e comparados com esferoides sem tratamento,
utilizando genes de ferroptose e autofagia GPX4, RAB7A, SLC3A2, SLC7A11,
HMGB1, HSPB1, NFL2E2, ATG5, ATG7 e ATG12. O grau de interacdo desses

alvos é mostrado abaixo (Figura 20).

Figura 20: Grau de interacdo dos alvos escolhidos para a gPCR

demonstrado pelo software de interagdes proteicas, STRING.
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Fonte: STRING.
A expresséao relativa dos genes avaliados para HS-578T (Figura 21), e para

MDA-MB-231 (figura 22), indicam aumento da regulacdo por ferroptose apés
tratamento com DOX. No entanto, o ensaio de RT-gPCR em Hs 578T demonstrou
regulacéo positiva do gene GPX4, contrastando com o que foi relatado por LIU et
al. (2022) que atribuiu a inducéo da ferroptose a regulacdo negativa do GPX4 e
SLC7A11 em cardiomidcitos.

O GPX4 impede o acumulo de peroxidases lipidicas e, consequentemente,
a morte celular ferro-dependente (SUN, X et al. 2015; BERSUKER, K et al. 2019).
O aumento da expressao desse gene, observado em Hs 578T juntamente com a
regulacéo positiva NFL2E2, HSPB1 e SLC7A11 podem indicar um mecanismo da
inibicdo da ferroptose mesmo com o aumento da expressdo de genes como
NCOA4 e RAB7A que estdo envolvidos no processo de ferrinofagia, que leva a
peroxidacéo lipidica e consequentemente a ferroptose. No trabalho de TAKAHASHI
et al. (2020), os autores demonstraram usando modelos esferoides de cancer de

pulméo que a alta atividade de NRF2 € necessaria para a formacao de esferoides
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e que a perda de NRF2 tem efeitos significativos em dois processos distintos
durante a formacdo de esferoides: proliferacdo e sobrevivéncia das células
internas nos esferoides. Em concordancia como o resultado obtido em Hs 578T,
MOREIRA et al. (2024) também reportou regulacdo positiva do gene GPX4 em
esferoides da linhagem triplo-negativo BT-549, sugerindo acdo de um mecanismo
de protecao contra inducdo a morte ferro-dependente.

A expressao génica relativa em Hs 578T também mostrou aumento
significativo de HMGBL1, proteina ndo histona de ligacdo ao DNA e implicada na
replicacéo, transcricao e reparo do DNA. Solidificando o papel desse gene como
um indutor da ferroptose, WU et al. (2021) mostrou que a supressdo de HMGB1
confere um papel benéfico a ferroptose induzida pela glicose, oxidacéo excessiva
e inflamacédo nas células mesangiais. Esse mesmo estudo demonstrou que o
papel do HMGB1 na ferroptose € dependente da expressdo do NFL2E2, quando
células com alta expressdo de HMGB1 apresentaram regulacdo negativa de
NFL2E2. Diferente desses achados, o ensaio aqui apresentado demonstrou
regulacéo positiva de ambos os genes (HMGB1 e NFL2E?2) na linhagem Hs 578T,
em concordancia com um estudo recentemente publicado por BOTTONI et al.
(2024), onde afirmam que células de TNBC forgam a absor¢éo de cistina através
da superexpressdo de SLC7A11 a fim de induzir uma resposta ao estress
oxidativo mediada pelo NFE2L2, que por sua vez induz a transicdo epitélio-
mesenquimal e também um fendtipo pluripotente.

Figura 21: Grafico de expressdo relativa dos genes de ferroptose e

autofagia de esferoides de Hs 578T.
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Figura 21: Andlise de expressao génica relativa de genes ferroptose e autofagia em esferoides de
Hs 578T tratados com DOX. Significancia avaliada por GraphPrism (valor de p<0,0001).

Em concordancia com os resultados apresentados no ensaio de RT-qPCR
para a linhagem Hs 578T, na avaliagdo de alvos de ferroptose e autofagia, a
regulacéo negativa do complexo ATG5-12 também foi encontrado em linhagens
e tecido de pacientes de TNBC apo0s tratamento com DOX, como reportado por
ZHANG et al. (2016) e MOREIRA et al. (2024). ZHANG atribuiu a protecao contra
processos autofagicos como mecanismo de quimiorresisténcia mediado por
SH3BGLH, proteina mediadora de proliferacdo, migracdo, sinalizacdo celular
dentro do microambiente tumoral e apoptose.

Nosso ensaio com Hs 578T demonstrou regulacao positiva de RAB7A, uma
proteina recrutadora de lipideo para o autofagossomo como meio de indugéo da
peroxidacao lipidica e NCOA4, responsavel pela degradacao da ferritina (LIU et
al. 2020). Dessa forma, a superexpressédo de ambos em nosso estudo indica acao
da ferroptose, como foi demonstrado por WANG et al. (2020). No entanto, a Hs
578T também sofreu regulacao positiva de SLC2A3, uma proteina carreadora de
cisteina para manutencdo do GSH, conferindo efeito anti-ferroptotico, uma vez
gue a falta de GSH induz a ferroptose.

A superexpressao do gene HSPB1 na Hs 578T pode indicar que nao ha
necroptose atuando nesse processo celular, uma vez que esse gene € um
regulador da expressao do RIPK1 e RIPK2, indutores de necroptose (WU et al.
2019). No entanto, esse gene também age como um antioxidante, juntamente
com o SLC7A11 e NFE2L2, como foi estabelecido por YANG et al (2023) em
diversos tipos de tumores. HSPB1 também esta associado a quimiorresisténcia
em pacientes com cancer de mama, como constatado no estudo de LIANG et al.
(2023) que associou a alta expressao desse gene com baixa resposta a farmacos
por sua acao protetora contra tipos de morte induzida.

HSPB1 e HMGB1 também sdo consideradas moléculas de padréo
associado a dano (DAMPs), e sua liberagdo causa o recrutamento de células
dendriticas, o que pode levar a morte celular imunogénica, como demonstrado
por TANG et al. (2012), AHMED & TAIT. (2020) e LIANG et al. (2023).

Esses dados, juntamente com a regulacdo negativa de todos os genes
indutores de autofagia (AGT5, ATG7 e ATG12) indicam que o tratamento com

DOX suprime autofagia e possivelmente necroptose em Hs 578T, e que o
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mecanismo de protecdo contra o estresse oxidativo que leva a ferroptose é
mediado pelo GPX4.

Em relacdo aos esferoides de MDA-MB-231 (Figura 22), esse ensaio
demonstrou inducédo de ferroptose pela alta expresséo do NCOA4, como foi
divulgado por HUANG et al. 2024 em seu estudo com células de MDA-MB-231.
No entanto, nosso experimento também mostrou regulacdo positiva do gene do
SLC7A11 que, como ja mencionado anteriormente, € um mecanismo de protecao
da inducéo da ferroptose. A superexpressao de HMGB1 em MDA-MB-231, assim
como na Hs 578T, também indica inducgéo de ferroptose, porém, diferente da Hs
578T, essa linhagem obteve expressdo basal de NFE2L2, resultado em
concordancia com WU et al. (2021), que relatou que o HMGB1 é um regulador do
NFE2L2.

Figura 22: Expressao relativa dos genes de ferroptose e autofagia de
esferoides de MDA-MB-231.
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Figura 22: Analise de expressao génica relativa de genes ferroptose e autofagia em esferoides de
MDA-MB-231 tratados com DOX. Significancia avaliada por GraphPrism (valor de p<0,0001).

Nesse estudo, a linhagem Hs 578T apresentou maior sensibilizacdo a
ferroptose em comparagao com a MDA-MB-231, no entando, ambas as linhagens
demonstraram mecanismos protetores contra essa morte celular, possivelmente
por interferéncia de CSCs, uma vez que células pluripotentes possuem niveis
mais altos de antioxidantes, como a glutationa, que neutralizam ROS e evitam a

ferroptose, parcialmente por mediacdo do gene NFE2L2 (ABRAKI et al. 2023).
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Dessa forma, nédo foi possivel inferir se de fato houve morte celular significativa,
seja por ferroptose ou morte celular imunogénica, apenas podemos assumir que

as vias de autofagia e necroptose ndo estao envolvidas nesse processo.

4.3 Citometria de Fluxo

4.3.1 Fenotipagem

Uma das formas de se identificar subpopula¢des de CSCs é por meio da
investigacdo da expressédo de marcadores caracteristicos da superficie celular. O
CD44 é considerado um marcador para identificar células-tronco e progenitoras
em varios tecidos, incluindo células-tronco hematopoiéticas e células-tronco
cancerigenas. Sua expressao esta associada a manutencdo da condicdo de
tronco e a capacidade de auto-renovagdo. Esse marcador é frequentemente
superexpresso em varios tipos de cancer e esta associado a progressao tumoral,
metastase e mau progndstico, uma vez que células tumorais com alta expressao
de CD44 frequentemente exibem capacidades migratérias e invasivas
aprimoradas (LI et al. 2017).

O CD24 é uma proteina de superficie celular amplamente superexpressa
em muitos tipos de tecidos tumorais e tem sido util como um marcador diagnéstico
e progndstico em diversos tipos de tumores. Por outro lado, algumas CSC
apresentaram expresséao reduzida de CD24 em comparagdo com sua progénie.
Em combinacdo com alta expressao de CD44, a regulacéo negativa de CD24 foi
associada a CSC e tumorigénese no cancer de mama. Ao mesmo tempo, sua
superexpressao foi significativamente correlacionada com a presenca de
metastase de linfonodo e estagios patolégicos mais avancados (ORTIZ et al.
2018).

Cluster de diferenciagdo 146 (CD146), € uma glicoproteina de membrana
integral pertencente a superfamilia da imunoglobulina (Ig) que foi originalmente
descoberta no melanoma metastatico em associagcdo ao progndéstico ruim da
doenca (TANIURA et al. 1991). CD146 € uma molécula de adeséao celular ativada
por meio de interacdes homofilicas célula-célula ou heterofilicas célula-matriz
extracelular (ECM) (FLANAGAN et al. 2012). Além disso, foi demonstrado que o
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CD146 media a invaséo de células tumorais, a transicdo epitélio-mesenquimal
(EMT) e a metastase no cancer de mama (ZHENG et al. 2012)

O ensaio de fenotipagem realizado por citometria de fluxo com os
marcadores CD44, CD24 e CD146 (Tabela 10 e Anexo 1.1, Figura 30)
demonstrou baixa porcentagem de CSCs em ambas as linhagens, a populacdo
predominante consistindo em células CD44/CD24/CD146°. Dentre as CSCs, a

maior subpopulacgéo registrada foi a CD44*/CD24-. Resultado também obtivo em

outro modelo de cultivo de CSCs, scaffold de nanofibra, apresentado por Ml &
XING (2015).

No cancer de mama, CD44*/CD24-/vaixo de pacientes foram consideradas

mais tumorigénicas do que as células CD44*/CD24* quando implantadas em
camundongos imunodeficientes diabéticos ndo obesos (NOD)/imunodeficiéncia
combinada grave (SCID) (SHACKLETON et al. 2009). O tratamento com DOX n&o
apresentou mudanca significativa na porcentagem de subpopulacbes de cancer
de mama, diferente do aumento populacional reportado por MOREIRA et al.
(2018) pos-tratamento, possivelmente relacionados a diferencas de passagens
em que essas amostras foram utilizadas, e as alteragdes moleculares acarretadas
por ela. Outra possibilidade esta relacionada a sensibilidade do marcador de
citometria utilizado. De qualquer forma, repeticbes desse ensaio serdo
conduzidas para confirmacéo do resultado.

Tabela 10: Ensaio de citometria de fluxo para caracterizacéo fenotipica da
% das subpopulacdes celulares presentes nos esferoides da linhagem Hs 578T e
MDA-MB-231.

Hs 578T MDA-MB-231
CONTROLE DOX CONTROLE DOX
CD44*/CD24 3,74 3 0 0,06
CD44/CD24* 0,09 0,05 0,01 0,01

CD44/CD24 96,2 97 100 99,9
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CD44*/CD146" 0 0,01 0 0,02
CD44*/CD146° 3,94 3,07 0 0,04
CD447/CD146 96 96,9 100 99,9
CD447/CD146* 0,01 0 0 0

Tabela 10: Caracterizacao fenotipica das subpopulacdes de TNBC.

4.3.2 Peroxidacéao Lipidica

Peroxidacao lipidica é a degradacédo de lipideos por espécies reativas de
oxigénio (ROS), culminando na formacdo de peroxidos lipidicos. Quando o
acumulo de peroxidos lipidicos é maior que o nivel de antioxidantes atuantes na
célula, ela pode sofrer inducdo de morte ferro-dependente, ou ferroptose.
(KRUSENSTIERN et al. (2023). O ensaio de peroxidacéo lipidica por citometria
de fluxo se deu pela comparacao entre o valor da peroxidacgéo lipidica detectada
por sensor em populacdes celulares tratadas por DOX e por um controle positivo
(hidroperéxido de cumeno).

De acordo com resultados registrados na Tabela 11, a linhagem Hs 578T
poés-tratamento € a Unica com um valor (obtido através da razéo entre os valores
de intensidade de fluorescéncia) menor que seu controle positivo, dessa forma,
podemos inferir que essa é a Unica a sofrer peroxidacdo oxidativa significativa
apos exposicdo a DOX. Esse resultado € similar ao apresentado por ZHU et al.
(2023) onde a avaliacdo de dano mitocondrial, peroxidacéo lipidica e ferroptose
demonstraram que, enquanto outras linhagens celulares TNBC testadas, como a
BT-549, MCF-7 E HCC1806 apresentaram alta taxa de peroxidacao lipidica e
ferroptose, a MDA-MB-231 em nosso estudo teve resultado moderado apos
tratamento com DOX (Anexo 1.2, Figura 31).

Essa analise também & compativel com a observada na expresséo génica
relativa, onde os esferoides de Hs 578T demonstraram maior sensibilizacdo a
ferroptose, a notar pela maior expresséo relativa de genes relacionados a morte

induzida ferro-dependente apos tratamento, diferente dos esferoides de MDA-MB-
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231 que nédo apresentaram um aumento tdo grande da expresséao relativa dos

genes de ferroptose.

Tabela 11: Citometria de fluxo para avaliacdo de peroxidacao lipidica.

Hs 578T MDA-MB-231
Controle positivo 16,135 8,470
DOX 12,011 10,549

Tabela 11: Citometria de fluxo para avaliagédo de peroxidase lipidica. Valores (MFI) representados
determinados pela raz&o entre a intensidade mediana da fluorescéncia normalizada pela amostra

sem marcacao e relativa ao grupo marcado avaliado.

4.4 Microscopia a laser confocal

A analise morfolégica dos esferoides foi feita através de Microscopia
Laser Confocal. Células foram marcadas com WGA/488 (verde), Hoescht 33342
(azul) e CD44 (vermelho).

WGA sdéo lectinas que se ligam a acido sidlico e N-acetilglicosamina,
demonstrando o perfil de glicosilacao 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), nacleo em azul marcado com Hoechst e em
vermelho células marcadas com CD44, representando as CSCs.

Hoechst 33342 € um corante que se interliga as areas de grande
concentragdo de Adenina e Timina, e o CD44 & uma glicoproteina de superficie
celular associada a um subtipo de células-tronco do cancer que contém
invadopodia, saliéncias ricas em actina capazes de degradar a matriz celular em
BC. A CD44 permite com que células tumorais invasivas produzam invadopodia
para promocao da metastase em resposta a estimulos do microambiente tumoral
(EDDY et al. 2017).

Em um primeiro ensaio realizado apenas com esferoides de Hs 578T sem

tratamento (Figura 23), pode-se observar a estrutura bem-organizada do nucleo
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das células, além da presenca de células WGA+ apenas ha regido periférica dos
esferoides, bem como o agrupamento das células CD44+ no interior dos mesmos.

Figura 23: Fotomicrografia de esferoides de Hs 578T.

Hoechst 33342 WGA CD44 MERGE

Figura 23: Fotomicrografia de esferoides de Hs 578T. A: em azul o nucleo marcado com Hoescht
e setas azuis apontando para as estruturas nucleares. B: em verde as células WGA+ delimitando
a periferia dos esferoides (setas amarelas). C: em vermelho as células CD44+ para marcacéo de
CSCs (setas azuis). D: juncédo das marcagodes.

Em outro ensaio que visou comparar a estrutura morfoldgica dos esferoides
controle e tratado de Hs 578T (Figura 24) e das células provenientes dos
esferoides de MDA-MB-231, uma vez que estes se desagregaram durante o
processo de lavagem (Figura 25). Em ambos os ensaios, ndo foi notada nenhuma
alteracdo estrutural visivel. No entanto, houve uma diminuicdo de 56% do
tamanho médio dos esferoides de Hs 578T e 79% nas células de MDA-MB-231
(Tabela 12), apés tratamento com DOX, fenbmeno ja observado em ensaio
realizado em células e esferoides de MCF-7 e MDA-MB-231 por LOVITT et al.
(2018).

Figura 24: Fotomicrografia de esferoides de Hs 578T antes e apds

tratamento com DOX.
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Figura 24: Fotomicrografia de esferoides de Hs 578T antes e ap6s tratamento com DOX. A e E:
marcacao de nucleo com Hoescht. B e F: em verde as células WGA+ delimitando a periferia dos
esferoides. C e G: células CD44+ para marcacdo de CSCs. D e H: jungdo das marcacgdes.
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Figura 25: Fotomicrografia de células derivadas de esferoides de MDA-

MB-231 antes e apos tratamento com DOX.
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Figura 25: Fotomicrografia de células derivadas de esferoides de MDA-MB-231 antes e apds
tratamento com DOX. A e E: marcacéo de ndcleo com Hoescht. B e F: em verde as células WGA+
delimitando a periferia dos esferoides. C e G: células CD44+ para marcagdo de CSCs. D e H:
juncéo das marcacdes.

Tabela 12: Média de area dos esferoides de TNBC.

Hs 578T MDA-MB-231
Controle DOX Controle DOX
25.780 pm? 14.416 pm? 369,5 um? 293 um?

Tabela 12: Medicédo realizada através de ferramenta do programa ZEN 3.7. O valor médio da area
foi obtido através da area (um?) de 5 esferoides presentes por campo em trés campos distintos
para cada linhagem antes e apés o tratamento. Desvio padréo: +/-3,6.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Um modelo esquematico das alteracdes celulares promovidas pelo
tratamento com doxorrubicina foi desenhado para cada linhagem celular, a fim de
reunir os achados deste trabalho.

A andlise estrutural dos esferoides em Hs 578T demonstrou as células

WGA+ na periferia e as CD44+ no interior dos esferoides (Figura 26).
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Figura 26: Analise estrutural dos esferoides de TNBC.
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Figura 26: Modelo esquematico estrutural dos esferoides de TNBC.
De acordo com o ensaio de RT-gPCR para avaliacdo de alvos de

pluripoténcia (Figura 27), esferoides de Hs-578T apresentaram regulacdo positiva
de NANOG e AKT3, e regulagéo negativa de POU5F1, MYC e AKT1. Enquanto
os esferoides de MDA-MB-231 apresentaram regulagdo negativa dos genes
POUSF1, MYC, AKT1, AKT3 e SOX4. Esses resultados indicam pouca mediacao
das CSCs, mas a diferenca no padrdo de expressdo em linhagens do mesmo
subtipo atesta a heterogeneidade do tumor.

Figura 27: Perfil fenotipico de pluripoténcia em células de TNBC

considerando seu perfil diferencial de expressao.
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Figura 27: Modelo esquematico do perfil fenotipico de pluripoténcia em esferoides de TNBC.
Na avaliacdo do perfil fenotipico com alvos de ferroptose e autofagia

(Figura 28), a Hs 578T regulou positivamente os genes NCOA4, SLC7A11,
RAB7A, SLC3A2, NFE2L2, HMGB1, HSPB1 e GPX4, e subexpressou ATG6,
ATG7 e ATG2. Enquanto a MDA-MB-231 regulou positivamente o NCOA4,
SLC7A11 e HMGB1, enquanto ATG5, ATG12, RAB7A, SLC3A2, NFE2L2 e
HMGB1 apresentaram nivel de expressdo basal. Isso indica que em ambas as

linhagens, houve acdo da ferroptose apds tratamento com doxorrubicina, no
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entanto, houve interferéncia do processo de ferroptose com a ativacédo de genes

protetores contra o estresse oxidativo mediado pelo GPX4 e por acdo de CSCs.

Figura 28: Perfil fenotipico de ferroptose em células de TNBC

considerando seu perfil diferencial de expressao.
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Figura 28: Perfil fenotipico de ferroptose em esferoides de TNBC.

ATG6

ATG7

& o Ed =~

No ensaio para andlise da transicao epitélio-mesenquimal (Figura 29),

demonstrou a indu¢cdo mesenquimal em ambas as linhagens apds exposi¢cao por
doxorrubicina, e com destaque para os genes TCF3, NODAL, NOTCHL1 e STAT3,

realcou a intrinseca relacdo entre o EMT e as CSCs, uma vez que EMT induz a

aquisicdo de propriedades de CSCs por meio de interacdbes com vias de

pluripoténcia, e essas células sdo responsaveis pela inducdo do estado

mesenquimal através de comunica¢cdo com o microambiente tumoral.
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Figura 29: Perfil fenotipico de EMT em células de TNBC considerando seu

perfil diferencial de expresséo.
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Figura 29: Perfil fenotipico de EMT dos esferoides de TNBC.

6 CONCLUSAO

Em sintese, a andlise do perfil de expresséo génica dos alvos de ferroptose
e autofagia mostraram que o tratamento por DOX induz ferroptose em ambas as
linhagens, no entanto, mecanismos de protecdo contra o estresse oxidativo
mediados pelo GPX4 séo acionados, especialmente na linhagem Hs 578T. A acao
protetiva possivelmente é auxiliada por CSCs, uma vez que células pluripotentes
possuem niveis mais altos de antioxidantes, como a glutationa, que neutralizam
ROS e evitam a ferroptose, parcialmente por mediacdo do gene NFE2L2. Esse
ensaio também indicou que autofagia ndo esta envolvida no processo de morte
celular induzida nas duas linhagens de TNBC testadas. A Hs 578T apresentou
maior sensibilizacdo a morte programada ferro-dependente, resultado sustentado
pelo ensaio de peroxidacgéo lipidica, onde a Hs 578T foi a Unica linhagem a
apresentar alta taxa de peroxidagdo lipidica, evento imprescindivel para a
ferroptose. Ja a linhagem MDA-MB-231 demonstrou pouca regulacao positiva de
alguns genes relacionados a ferroptose, e em concordancia com esse resultado,
peroxidacéo lipidica néo foi detectada no ensaio de citometria de fluxo.

O painel de genes para avaliagdo da EMT demonstrou o fendmeno de
inducdo da EMT por tratamento com Doxorrubicina, possivelmente aumentando
a probabilidade de metastase. Além disso, com a regulacdo positiva de genes
como o TCF3, NODAL, NOTCH1 e STAT3 é possivel inferir que esse fenbmeno
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esta intrinsicamente relacionado as CSCs, uma vez que promove caracteristicas
associadas as células-tronco, conferindo ao tumor, além da capacidade invasiva
e metastatica, também a habilidade de auto-renovacéo, iniciacdo tumoral e
quimiorresisténcia, como pode ser vista na incidéncia de tumores secundarios
apos tratamento.

Na analise do perfil génico em alvos de pluripoténcia, diversos dos genes
expressos se encontraram regulados negativamente apds tratamento,
especialmente na MDA-MB-231, enquanto na Hs 578T houve regulagéo positiva
de alvos relacionados a resisténcia quimioterapica e auto-renovacéo,
caracteristicas de CSC. Ele também atestou a heteregenidade do tumor até
dentro do mesmo subtipo molecular, uma vez que ambas as linhagens desse
cancer de mama se encaixam no subtipo triplo-negativo, e no subtipo molecular
do triplo-negativo denominado mesenquimal.

No ensaio de caracterizacao fenotipica por citometria de fluxo, a populacdo
de CSCs encontrada na Hs 578T foi extremamente baixa e nula em MDA-MB-
231, o que pode explicar a regulacdo negativa de todos os genes nessa linhagem
no ensaio de pluripoténcia. No entanto, o resultado apresentado no ensaio de
fenotipagem foi dubio, possivelmente por sensibilizacdo do marcador de
citometria, e ele serd repetido para maior confiabilidade. De toda forma, os
ensaios realizados nesse projeto auxiliam na caracterizacdo da subpopulacdo
CD44°/CD24°/CD146", que constituem a maior parte do tumor triplo-negativo.

O ensaio morfolégico demonstrou reducdo em area dos esferoides e
células apos tratamento com Doxorrubicina em ambas as, além da organizacao
celular dos esferoides, com células WGA+ em sua periferia e CD44+ na regido
interna e hostil, uma vez que essas células sdo mais resistentes a hipoxia e
pobreza nutricional. E possivel que sua localizag&o favoreca a comunicacdo entre
as CSCs e outros componentes do microambiente tumoral, facilitando sua
modulacéo.

As respostas variadas que as duas linhagens de TNBC exibiram aos
ensaios de expressdo ¢génica para as vias de pluripotencia, EMT e
ferroptose/autofagia e peroxidacao lipidica atestam a heterogeneidade do tumor

e demonstram como diferentes vias podem ser ativadas para garantir a
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manuteng¢ao da pluripoténcia e sobrevivéncia celular, com principal ativagéo de
genes associados as vias NOTCH, Wnt e TGF-(3.

No geral, maior entendimento dos mecanismos das células-tronco tumorais
dentro do microambiente tumoral é essencial para 0 avanco das estratégias de
tratamento, melhorando os resultados dos pacientes e desenvolvendo terapias
mais eficazes, adaptadas as complexidades da biologia do cancer de mama triplo-

negativo.



78

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AHMED, A.; STEPHEN W.G. TAIT. Targeting immunogenic cell death in cancer.
Molecular Oncology, v. 14, n. 12, p. 2994-3006, 12 nov. 2020.

ANDRIY, M.; ALMENDRO, V.; POLYAK, K. Intra-tumour heterogeneity: a looking

glass for cancer? Nature reviews. Cancer, v. 12, n. 5, p. 323-334, 19 abr. 2012.

APPALARAJU, J.; EYAD, E. Significance of CD44 and CD24 as Cancer Stem Cell
Markers: An Enduring Ambiguity. Clinical and Developmental Immunology, v.
2012, p. 1-11, 1 jan. 2012.

BALAHMAR, R. M. et al. Identification and characterisation of NANOG+/ OCT-
4high/SOX2+ doxorubicin-resistant stem-like cells from transformed trophoblastic
cell lines. Oncotarget, v. 9, n. 6, p. 7054-7065, 11 jan. 2018.

BOTTONI, L. et al. NRF2 activation by cysteine as a survival mechanism for triple-

negative breast cancer cells. Oncogene, v. 43, n. 22, p. 1701-1713, 10 abr. 2024.

BREGENZER, M. et al. The Role of the Tumor Microenvironment in CSC
Enrichment and Chemoresistance: 3D Co-culture Methods. Methods in
Molecular Biology, p. 217-245, 17 dez. 2021.

Cancer Stem Cells | GeneTex. Disponivel em:
<https://www.genetex.com/Research/Overview/cancer/Cancer-Stem-Cells>.
Acesso em: 27 out. 2024.

CHAE, Y. K. et al. Epithelial-mesenchymal transition (EMT) signature is inversely
associated with T-cell infiltration in non-small cell lung cancer (NSCLC). Scientific
Reports, v. 8, n. 1, 13 fev. 2018.

DAI, E. et al. Autophagy-dependent ferroptosis drives tumor-associated
macrophage polarization via release and uptake of oncogenic KRAS protein.
Autophagy, v. 16, n. 11, p. 2069-2083, 10 jan. 2020.

DALTON, S. Signaling networks in human pluripotent stem cells. Current Opinion
in Cell Biology, v. 25, n. 2, p. 241-246, 22 out. 2012.



79

DENIZ ARIK et al. Prognostic Significance of CD24 in Clear Cell Renal Cell
Carcinoma. Pathology & Oncology Research, v. 23, n. 2, p. 409-416, 13 out.
2016.

EDDY, R. J. et al. Tumor Cell Invadopodia: Invasive Protrusions that Orchestrate
Metastasis. Trends in Cell Biology, v. 27, n. 8, p. 595-607, ago. 2017.

FANG, X. et al. Ferroptosis as a target for protection against cardiomyopathy.
Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 116, n. 7, p. 2672—-2680,
28 jan. 2019.

FLANAGAN, K. et al. Laminin-411 Is a Vascular Ligand for MCAM and Facilitates
TH17 Cell Entry into the CNS. PLoS ONE, v. 7, n. 7, p. e40443—e40443, 6 jul.
2012.

GOLDSTEIN, L. J. et al. A window-of-opportunity trial of the CXCR1/2 inhibitor
reparixin in operable HER-2-negative breast cancer. Breast Cancer Research, v.
22,n. 1, 10 jan. 2020.

GONCALVES, B. O. P, Andlise da heterogeneidade celular e participacao do
fenbmeno de transicdo epitéliomesenquimal (EMT) na carcinogénese e
guimioresisténcia de células de glioblastoma e neuroblastoma. Dissertacdo de
mestrado, Programa de Bioquimica e Imunologia, Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte, 144p, 2019.

GUENTHER, M. G. Transcriptional Control of Embryonic and Induced Pluripotent
Stem Cells. Epigenomics, v. 3, n. 3, p. 323-343, 1 jun. 2011.

HARRIS, M. A. et al. Towards targeting the breast cancer immune

microenvironment. Nature reviews. Cancer, 5 jul. 2024.

HUANG, G. et al. Salidroside sensitizes Triple-negative breast cancer to
ferroptosis by SCD1-mediated lipogenesis and NCOA4-mediated ferritinophagy.

Journal of Advanced Research, set. 2024a.

HUANG, G. et al. Salidroside sensitizes Triple-negative breast cancer to
ferroptosis by SCD1-mediated lipogenesis and NCOA4-mediated ferritinophagy.

Journal of Advanced Research, 1 set. 2024b.



80

HUANG, G. et al. Salidroside sensitizes Triple-negative breast cancer to
ferroptosis by SCD1-mediated lipogenesis and NCOA4-mediated ferritinophagy.

Journal of Advanced Research, 1 set. 2024c.

IBRAHIM, D. et al. Prognostic value of NOTCH1 and OCT4 in gastric carcinoma.
Indian Journal of Pathology and Microbiology, v. 65, n. 2, p. 328-328, 1 jan.
2022.

JAGGUPILLI, A.; ELKORD, E. Significance of CD44 and CD24 as Cancer Stem
Cell Markers: An Enduring Ambiguity. Clinical and Developmental Immunology,
v. 2012, p. 1-11, 2012.

JENNIFER YINUO CAOQ; DIXON, S. J. Mechanisms of ferroptosis. Cellular and
Molecular Life Sciences, v. 73, n. 11-12, p. 2195-2209, 5 abr. 2016.

JIN, W. Role of JAK/STAT3 Signaling in the Regulation of Metastasis, the
Transition of Cancer Stem Cells, and Chemoresistance of Cancer by Epithelial—
Mesenchymal Transition. Cells, v. 9, n. 1, p. 217-217, 15 jan. 2020.

JULIAN PINEIRO FERNANDEZ et al. Hepatic Tumor Microenvironments and
Effects on NK Cell Phenotype and Function. International Journal of Molecular
Sciences, v. 20, n. 17, p. 4131-4131, 24 ago. 2019.

JUNG, M. et al. A Data Integration Approach to Mapping OCT4 Gene Regulatory
Networks Operative in Embryonic Stem Cells and Embryonal Carcinoma Cells.
PLoS ONE, v. 5, n. 5, p. e10709-e10709, 20 maio 2010a.

JUNG, M. et al. A Data Integration Approach to Mapping OCT4 Gene Regulatory
Networks Operative in Embryonic Stem Cells and Embryonal Carcinoma Cells.
PL0S ONE, v. 5, n. 5, p. e10709—-e10709, 20 maio 2010b.

JUNK, D. J. et al. Oncostatin M promotes cancer cell plasticity through cooperative
STAT3-SMAD3 signaling. Oncogene, v. 36, n. 28, p. 4001-4013, 13 mar. 2017.

K.G.K. DEEPAK et al. Tumor microenvironment: Challenges and opportunities in
targeting metastasis of triple negative breast cancer. Pharmacological
Research, v. 153, p. 104683-104683, 9 fev. 2020.



81

KRISTIANSEN. CD24 expression is a new prognostic marker in breast cancer.
Clinical cancer research : an official journal of the American Association for
Cancer Research, v. 9, n. 13, 2024.

LEVINE, B.; KROEMER, G. Biological Functions of Autophagy Genes: A Disease
Perspective. Cell, v. 176, n. 1-2, p. 11-42, 1 jan. 2019.

LIANG, Y. et al. HSPBL1 facilitates chemoresistance through inhibiting ferroptotic
cancer cell death and regulating NF-kB signaling pathway in breast cancer. Cell
Death & Disease, v. 14, n. 7, 15 jul. 2023a.

LIANG, Y. et al. HSPBL1 facilitates chemoresistance through inhibiting ferroptotic
cancer cell death and regulating NF-kB signaling pathway in breast cancer. Cell
Death and Disease, v. 14, n. 7, 15 jul. 2023b.

LIU, J. et al. Autophagy-Dependent Ferroptosis: Machinery and Regulation. Cell
chemical biology, v. 27, n. 4, p. 420-435, 10 mar. 2020a.

LIU, J. et al. Autophagy-Dependent Ferroptosis: Machinery and Regulation. Cell
Chemical Biology, v. 27, n. 4, p. 420-435, abr. 2020b.

LIU, X. et al. SLC7A11/GPX4 Inactivation-Mediated Ferroptosis Contributes to the
Pathogenesis of Triptolide-Induced Cardiotoxicity. Oxidative Medicine and
Cellular Longevity, v. 2022, p. 1-16, 16 jun. 2022.

LOVITT, C. J.; SHELPER, T. B.; AVERY, V. M. Doxorubicin resistance in breast
cancer cells is mediated by extracellular matrix proteins. BMC Cancer, v. 18, n. 1,
6 jan. 2018.

LU, X. et al. The pluripotency factor nanog promotes breast cancer tumorigenesis
and metastasis. Oncogene, v. 33, n. 20, p. 2655-2664, 17 jun. 2013.

LUO, J. et al. 14, 15-EET induces breast cancer cell EMT and cisplatin resistance
by up-regulating integrin avB3 and activating FAK/PI3K/AKT signaling. Journal of
Experimental & Clinical Cancer Research, v. 37, n. 1, 9 fev. 2018.

MlI, K.; XING, Z. CD44+/CD24- breast cancer cells exhibit phenotypic reversion in
three-dimensional self-assembling peptide RADA16 nanofiber scaffold.
International Journal of Nanomedicine, p. 3043-3043, 1 abr. 2015.



82

MIN, C. et al. NF-kB and epithelial to mesenchymal transition of cancer. Journal
of Cellular Biochemistry, v. 104, n. 3, p. 733—-744, 5 fev. 2008.

MOHAMED, S. Y. et al. The Prognostic Value of Cancer Stem Cell Markers
(Notchl, ALDH1, and CD44) in Primary Colorectal Carcinoma. Journal of
Gastrointestinal Cancer, v. 50, n. 4, p. 824-837, 23 ago. 2018.

MOHIUDDIN, I. S.; WEI, S.-J.; KANG, M. H. Role of OCT4 in cancer stem-like
cells and chemotherapy resistance. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) -
Molecular Basis of Disease, v. 1866, n. 4, p. 165432, abr. 2020.

MOREIRA, M. P. et al. Spheroid-enriched model of cancer stem cells (CSCs -
CD44+/CD24-/CD146-) and CD44-/CD24-/CD146- tumor cells obtained from
triple-negative breast cancer cells line as an in vitro model for studies of drug
targets and new therapeutic targets. Depositors. FUNED, UFMG. BR 10 2022
011155 3. Deposit: July 6, 2022.

MOREIRA, M. P. et al. Standard chemotherapy impacts on in vitro cellular
heterogeneity in spheroids enriched with cancer stem cells (CSCs) derived from
triple-negative breast cancer cell line. Biochemical and Biophysical Research
Communications, v. 734, p. 150765-150765, 30 set. 2024.

MOREIRA, M. P. et al. STAT3 as a promising chemoresistance biomarker
associated with the CD44 +/high /CD24 -/low /ALDH + BCSCs-like subset of the
triple-negative breast cancer (TNBC) cell line. Experimental Cell Research, v.
363, n. 2, p. 283-290, 17 jan. 2018.

MYSORE, Y. et al. Epithelial-mesenchymal Transition (EMT) and the Effect of
Atorvastatin on it in ARPE-19 cells. Cell Biochemistry and Biophysics, v. 82, n.
2, p. 1523-1536, 22 maio 2024.

NAGATA, T. et al. KLF4 and NANOG are prognostic biomarkers for triple-negative
breast cancer. Breast Cancer, v. 24, n. 2, p. 326-335, 14 jun. 2016.

NASCIMENTO, R. G. DO; OTONI, K. M. Histological and molecular classification

of breast cancer: what do we know? Mastology, v. 30, 2020.

NG, H.-H.; M. AZIM SURANI. The transcriptional and signalling networks of
pluripotency. Nature Cell Biology, v. 13, n. 5, p. 490-496, 1 maio 2011.



83

NIDHI JYOTSANA; TA, K. T.; DELGIORNO, K. E. The Role of Cystine/Glutamate
Antiporter SLC7A11/XCT in the Pathophysiology of Cancer. Frontiers in
Oncology, v. 12, 23 fev. 2022.

OH, S.-J. et al. Mitochondrial event as an ultimate step in ferroptosis. Cell Death
Discovery, v. 8, n. 1, 8 out. 2022.

OLEKSANDRA LYKHOVA et al. Does insulin make breast cancer cells resistant
to doxorubicin toxicity? Naunyn-Schmiedeberg s Archives of Pharmacology,
v. 396, n. 11, p. 3111-3122, 25 maio 2023.

PAN, G.; THOMSON, J. A. Nanog and transcriptional networks in embryonic stem
cell pluripotency. Cell Research, v. 17, n. 1, p. 42-49, 1 jan. 2007.

PATEL, D.; CHAUDHARY, J. Increased expression of bHLH transcription factor
E2A (TCF3) in prostate cancer promotes proliferation and confers resistance to
doxorubicin induced apoptosis. Biochemical and Biophysical Research
Communications, v. 422, n. 1, p. 146-151, maio 2012.

SHACKLETON, M. et al. Heterogeneity in Cancer: Cancer Stem Cells versus
Clonal Evolution. Cell, v. 138, n. 5, p. 822—-829, 1 set. 2009.

SHAHNAZ BABAEI-ABRAKI; FERESHTEH KARAMALI; MOHAMMAD HOSSEIN
NASR-ESFAHANI. Ferroptosis: The functions of Nrf2 in human embryonic stem
cells. Cellular Signalling, v. 106, p. 110654-110654, 9 mar. 2023.

SHIBUE, T.; WEINBERG, R. A. EMT, CSCs, and drug resistance: the mechanistic
link and clinical implications. Nature Reviews Clinical Oncology, v. 14, n. 10, p.
611-629, 11 abr. 2017.

SLYPER, M. et al. Control of Breast Cancer Growth and Initiation by the Stem
Cell-Associated Transcription Factor TCF3. Cancer Research, v. 72, n. 21, p.
5613-5624, 31 out. 2012.

SUN, X. et al. Suppression of breast cancer-associated bone loss with osteoblast
proteomes via Hsp90abl/moesin-mediated inhibition of TGFB/FN1/CD44
signaling. Theranostics, v. 12, n. 2, p. 929-943, 2022.



84

SUN, X.; YU, Q. Intra-tumor heterogeneity of cancer cells and its implications for
cancer treatment. Acta Pharmacologica Sinica, v. 36, n. 10, p. 1219-1227, 21
set. 2015.

TANG, D. et al. PAMPs and DAMPs: signal Os that spur autophagy and immunity.
Immunological Reviews, v. 249, n. 1, p. 158-175, 14 ago. 2012.

TANG, D.; KEPP, O.; KROEMER, G. Ferroptosis becomes immunogenic:
implications for anticancer treatments. Oncolmmunology, v. 10, n. 1, 29 dez.
2020.

TANIURA. H. et al. Purification and characterization of an 82-kD membrane
protein as a neurite outgrowth factor binding protein: possible involvement of NOF
binding protein in axonal outgrowth in developing retina. The Journal of Cell
Biology, v. 112, n. 2, p. 313-322, 15 jan. 1991.

The role of ferroptosis in human diseases. Disponivel em:
<https://lwww.ptglab.com/news/blog/the-role-of-ferroptosis-in-human-diseases/>.

Acesso em: 2 out. 2024.

TSUKASA SHIBUE; WEINBERG, R. A. EMT, CSCs, and drug resistance: the
mechanistic link and clinical implications. Nature Reviews Clinical Oncology, v.
14, n. 10, p. 611-629, 11 abr. 2017.

VANDAMME, N. et al. The EMT Transcription Factor ZEB2 Promotes Proliferation
of Primary and Metastatic Melanoma While Suppressing an Invasive,
Mesenchymal-Like Phenotype. Cancer Research, v. 80, n. 14, p. 2983-2995, 15
jul. 2020.

WANG, Z. et al. The Role of Notch Signaling Pathway in Epithelial-Mesenchymal
Transition (EMT) During Development and Tumor Aggressiveness. Current Drug
Targets, v. 11, n. 6, p. 745-751, 24 abr. 2010.

WU, Y. et al. HMGB1 regulates ferroptosis through Nrf2 pathway in mesangial
cells in response to high glucose. Bioscience Reports, v. 41, n. 2, fev. 2021.

WU, Z. et al. Chaperone-mediated autophagy is involved in the execution of
ferroptosis. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 116, n. 8, p.
2996-3005, 4 fev. 2019.



85

XIE, J. et al. STEAPL1 Inhibits Breast Cancer Metastasis and Is Associated With
Epithelial-Mesenchymal Transition Procession. Clinical Breast Cancer, v. 19, n.
1, p. e195-e207, 30 ago. 2018.

XIONG, H. et al. Acidosis activates breast cancer ferroptosis through
ZFAND5/SLC3AZ2 signaling axis and elicits M1 macrophage polarization. Cancer
Letters, v. 587, p. 216732, abr. 2024.

XIONG, H. et al. Roles of STAT3 and ZEB1 Proteins in E-cadherin Down-
regulation and Human Colorectal Cancer Epithelial-Mesenchymal Transition.
Journal of Biological Chemistry, v. 287, n. 8, p. 5819-5832, 29 dez. 2011.

YAN, Y. et al. SLC7Al11l expression level dictates differential responses to
oxidative stress in cancer cells. Nature Communications, v. 14, n. 1, 21 jun.
2023.

YANG, W. et al. POU5SF1 promotes the proliferation, migration, and invasion of
gastric cancer cells by reducing the ubiquitination level of TRAF6. Cell Death &
Disease, v. 14, n. 12, 7 dez. 2023.

YANG, W. et al. Regulation of Ferroptotic Cancer Cell Death by GPX4. Cell, v.
156, n. 1-2, p. 317-331, 1 jan. 2014.

YANG, Y. et al. NARF is a hypoxia-induced coactivator for OCT4-mediated breast

cancer stem cell specification. Science Advances, v. 8, n. 49, 9 dez. 2022.

YIN, L. et al. Triple-negative breast cancer molecular subtyping and treatment

progress. Breast Cancer Research, v. 22, n. 1, 9 jun. 2020.

YOUNG, R. Control of the Embryonic Stem Cell State. Cell, v. 144, n. 6, p. 940—
954, 1 mar. 2011.

YU, Y. et al. Ferroptosis: a cell death connecting oxidative stress, inflammation

and cardiovascular diseases. Cell Death Discovery, v. 7, n. 1, 26 jul. 2021.

ZENG, Q. et al. CD146, an epithelial-mesenchymal transition inducer, is
associated with triple-negative breast cancer. Proceedings of the National
Academy of Sciences, v. 109, n. 4, p. 1127-1132, 30 dez. 2011.



86

ZHANG, S. et al. Adaptor SH3BGRL drives autophagy-mediated chemoresistance
through promoting PIK3C3 translation and ATG12 stability in breast cancers.
Autophagy, v. 18, n. 8, p. 1822-1840, 6 dez. 2021.



ANEXOS

1 Citometria de fluxo

1.1 Caracterizacao fenotipica
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Figura 30: Populagbes de Hs 578T e MDA-MB-231 no ensaio de

caracterizacao fenotipica por citometria de fluxo.
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Figura 30: Caracterizacdo fenotipica das subpopulacdes de

CD24

utilizando os marcadores de CSCs CD44, CD24 e CD146.

Hs 578T (A) e MDA-MB-231 (B),
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1.2 Peroxidacdo lipidica

Figura 31: Populacbes de Hs 578T e MDA-MB-231 no ensaio de

peroxidacao lipidica por citometria de fluxo.
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Figura 31: Populacdes de Hs 578T e MDA-MB-231 no ensaio de peroxidagéo lipidica por citometria
de fluxo. Controle negativo: células de esferoides sem tratamento e marcacdo, somente para
identificacdo da populagdo, mas que ndo estdo inclusas no calculo de peroxidagéo lipidica.
Controle positivo: células de esferoides ndo tratados com DOX que passaram por exposi¢do de
hidréxido de cumeno para indu¢é@o de peroxidagéo lipidica. DOX: células de esferoides tratadas

com doxorrubicina.
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2.1 Certificados
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Figura 32: Apresentacdo de poster e publicacdo de artigo no 68°

Congresso Nacional de Genética.
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Figura 33: Selecdo para o Programa Internacional de Pesquisa em

Células-Tronco da Escola de Ciéncias Avancadas de Sdo Paulo.

Approved application to SPSAS in Stem Cell Biology- Barbara Barros

9 mensagens

Marimelia Porcionatto <stemcellschool@gmail.com> 28 de abril de 2023 as 17:34
Para: barb.avelar@gmail.com
Dear Barbara Barros,

On behalf of the Sao Paulo School of Advanced Science in Stem Cell Biology (https://www.sbbc.org.br/spsas-stemcellbiology), we are pleased to inform you that your
application was accepted!

We would like to congratulate you on your approval and hope this opportunity will strengthen your research and yield good results for your personal and professional
development. You are one of the 100 selected students amongst 165 applicants. Congratulations!

We emphasize this is an event of great relevance for the national and international stem cell biology scene, where the selected candidates can establish contacts and
share knowledge with researchers from 18 countries from 5 continents - South America, North America, Africa, Asia, and Europe.

As informed in the call, selected candidates will receive flight tickets, local land transport expenses (airport-hotel) and accommodation with meals.

Regarding accommodation, we remind you that the event will be held in the city of Ribeirdo Preto, between the 16th and 24th of September 2023, at the Hotel Royal
Tulip JP Ribeirao Preto, where your reservation has already been confirmed.

Figura 33: Carta de aceite para o Programa Internacional de Pesquisa em Células-Tronco.
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Triple-negative breast cancer (TNBC) accounts for 10-20%
of all breast cancer diagnoses worldwide. It is considered
more aggressive than other forms of invasive breast tumors
due to its ER-/PR-/HER2- phenotype, which gives patients
few treatment alternatives besides chemotherapy and poor
prognosis. Cancer stem cells (CSCs) are a small
subpopulation of the Tumor Microenvironment (TME),
involved in differentiation, migration, self-renewal and
proliferation. They are resistant to chemotherapy and tend
to expand after treatment. leadina to recurrence.

Figura 35: Publicacdo de resumo nos anais do Simpésio Internacional

compared to their counterparts, often leading to the
formation of clusters. A qPCR assay performed on DOX-
treated BT-549 spheroids displayed that genes related to
pluripotency, proliferation and spheroid growth, POUSF1,
AKT1and AKT3 were upregulated, while other pluripotency
targets KLF4 and MYC were downregulated. Another gPCR
performed on DOX-treated MDA-MB-231 spheroids with the
same targets revealed that KLF4, MYC, POUSF1, AKT1,
AKT3 and SOX4 were negatively regulated. Further studies
are being conducted. We believe that uncovering the main
pathways that assist in CSC survival and growth is the key
to developing alternative, more effective treatments for
TNBC.

Keywords: cancer stem cells, triple-negative breast cancer,
pluripotency
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Triple-negative breast cancer
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Cellular heterogeneity
Chemotherapy
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Three-dimensional culture

Triple-negative breast cancer is a heterogeneous disease with high recurrence and mortality, linked to cancer
stem cells (CSCs). Our study characterized distinct cell subpopulations and signaling pathways to explore che-
moresistance. We observed cellular heterogeneity among and within the cells regarding phenotyping and drug
response. In untreated BT-549 cells, we noted plasticity properties in both CD44*/CD241/CD146™ hybrid cells
and CD44/CD24"/CD146" epithelial cells, enabling phenotypic conversion into CD44"/CD24/CD146
epithelial-mesenchymal transition (EMT)-like like breast CSCs (BCSCs). Additionally, non-BCSCs may give rise to
ALDH" epithelial-like BCSCs. Enriched BCSCs demonstrated the potential to differentiation into CD44°/CD24°/
CD146" cells and exhibited self-renewal capabilities. Similar phenotypic plasticity was not observed in untreated
Hs 578T and HMT-3522 S1 cells. BT-549 cells were more resistant to paclitaxel/PTX than to doxorubicin/DOX, a
phenomenon potentially linked to the presence of CD24" cells prior to treatment. Under the CSCs-enriched
spheroids model, BT-549 demonstrated extreme resistance to DOX, likely due to the enrichment of BCSCs
CD44"/CD24/CD146™ and the tumor cells CD44/CD24/CD146". Additionally, DOX treatment induced the
enrichment of plastic and chemoresistant cells, further exacerbating resistance mechanisms. BT-549 exhibited
high heterogeneity, leading to significant alterations in cell subpopulations under BCSCs enrichment, demon-
strating increased phenotypic plasticity during EMT. This phenomenon appears to play a major role in DOX
resistance, as indicated by the presence of the refractory cells CD44"/CD247/CD146" BCSCs EMT-like, CD44 ™/
CD24/CD146" tumor cells, and elevated STAT3 expression. Gene expression data from BT-549 CSCs-enriched
spheroids suggests that ferroptosis may be occurring via autophagic regulation triggered by RAB7A, highlighting
this gene as a potential therapeutic target.

1. Introduction chemotherapy remains the only systemic therapy option [3]. Overall,

patients with TNBC tend to have higher rates of relapse and shorter

Breast cancer (BC) is a highly heterogeneous disease classified into
distinct molecular subtypes, each one with unique biological features
that lead to differences in response to current therapies and clinical
outcomes [1,2]. Triple-negative breast cancer (TNBC), does not benefit
from the targeted therapies available nowadays; therefore,

* Corresponding author.
E-mail address: milene.moreira@funed.mg.gov.br (M.P. Moreira).

https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2024.150765

overall survival, often within 3-5 years after diagnosis, compared to
those with other types of BC [4].

The TNBC which accounts for 10-20 % of all BC cases, is charac-
terized by significant inter- and intra-tumor heterogeneity [5,6]. Gene
expression analysis has identified four TNBC molecular subtypes
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-basal-like 1, basal-like 2, mesenchymal and luminal androgen receptor
subtype-each displaying unique biological features that significantly
impact in chemotherapy responses [7,8]. The cellular heterogeneity of
individual tumors, refers as the intra-tumor heterogeneity, can be
described in terms of functional differences and distinct phenotypes [9]
and has been supported by the cancer stem cells (CSCs) theory [10].

The concept of CSCs proposes a hierarchical cellular organization
within tumors, with CSCs at the highest level [11]. CSCs are capable of
self-renewal and can generate a variety of highly proliferative progeny,
which make up the bulk of the tumor [12]. CSCs represent a small,
aggressive subpopulation of cancer stem-like cells implicated in che-
moresistance, metastatic spread, and disease relapse [11,13]. The
aggressive behavior of TNBC is likely driven by these
chemotherapy-resistant cells, known as breast cancer stem -cells
(BCSCs). CD44"/CD2471°% cells and ALDH * cells are commonly used
for the identification of putative BCSCs [14,15]. TNBC is associated with
a high mortality rate due to the development of metastatic disease and
resistance to current therapies. CD146 has been implicated in the tumor
progression of many cancers, and recent work has shown that this
molecule promotes BC progression by inducing epithelial-mesenchymal
transition (EMT), making it a potential therapeutic target for TNBC [16].

One model for studying BCSCs is the stem/progenitor cell-enriched
assay, a three-dimensional (3D) tumor spheroids culture system. This
system allows BCSCs to grow as multicellular non-adherent spheres or
tumorspheres [17]. This assay attempts to reproduce tumor cellular
hierarchy, encompassing both tumorigenic CSCs and their
non-tumorigenic differentiated progeny [18]. The CSCs-enriched
spheroids model is a promising platform for screening potential
anti-CSCs drugs [19], as well as for assessing the effects of current drugs
on this cell subpopulation and associated signaling pathways. The
plasticity of CSCs allows them to modulate or evade metabolic and
signaling pathways, allowing them to scape death and sustain growth
[20]. During BC treatment, different cells types can impact therapeutic
outcomes in various ways leading to alterations in the cellular compo-
sition of the tumor microenvironment post-treatment [21]. Cellular
heterogeneity in tumors is often overlooked, and further research is
needed to explore the signaling pathways that affect cell subpopulations
and their role in predicting doxorubicin (DOX) chemoresistance. We
have previously shown that STAT3 may be linked to DOX resistance in
BCSCs [22], and this gene could be a potential regulator of ferroptosis
[23]. This patway is a form of regulated cell death involving the
iron-dependent accumulation of lipid hydroperoxides to lethal levels.
Ferroptosis autophagy-dependent cell death represents a promising
therapeutic strategy against cancer by targeting highly tumorigenic and
treatment-resistant CSCs [24,25]. This pathway may help alleviate
treatment resistance to anthracycline-based chemotherapy, although it
may also increase toxicity [26]. Understanding how CSCs regulate fer-
roptosis could lead to novel therapeutic strategies and biomarkers that
might help predict responses to therapies and develop personalized
treatment approaches.

In that manner, in this study, we evaluated the immunophenotype of
two TNBC cell lines (BT-549 and Hs 578T) and the CSCs-enriched
spheroids derived from these cells. We used BCSCs markers -CD44,
CD24, and ALDH- and an epithelial-mesenchymal transition (EMT)
marker -CD146. Further, the cells were exposed to doxorubicin (DOX)
and paclitaxel (PTX) to determine their half maximal inhibitory con-
centration (IC50). We also assessed the expression of genes related to
pluripotency, cell death, and survival after DOX treatmen. We intended
to characterize distinct cell subpopulations to better understand the
cellular heterogeneity associated with the biological mechanisms of
chemoresistance.

Biochemical and Biophysical Research Communications 734 (2024) 150765
2. Materials and methods
2.1. Cell culture

BT-549 (ATCC®, HTB-122™) and Hs 578T (ATCC®, HTB-126™)
TNBC cell lines, and the HMT-3522 S1 (ECACC, 98102210), a non-
malignant breast cell line, were propagated in monolayer according to
the manufacturer’s instructions. The CSCs-enriched spheroids culture
was performed as described by Moreira et al. [22]. Briefly, the cells were
cultured on low-attachment plates (Corning, New York, USA) using
DMEM/F-12 medium with 20 ng/mL of EGF, 10 pug/mL of bovine in-
sulin, 2 % inactivated horse serum and 0.5 pg/mL of hydrocortisone, all
obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA) for seven days in a 5 % CO2
incubator at 37 °C prior to further experiments.

2.2. Cell survival analysis

The effect of DOX and PTX on cell viability was evaluated by MTT
(Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) colorimetric assay. To titrate the
IC50 value of these chemotherapeutic drugs, the cell lines, propagated
as monolayer and CSCs-enriched spheroids, were exposed to a range of
drug concentrations (0.1562 pM-80.0 pM), increasing the concentration
by 2-fold between each point. Cells were treated for 48 h before viability
was measured. Untreated cells served as control. Cell survival analysis
was perfomed as described by Moreira et al. [22]. The assays were
performed in triplicate across three independent experiments and, the
IC50 values were estimated based on the average cell survival data from
these experiments for each drug.

The selectivity index (SI) of PTX and DOX was determined to
investigate whether their cytotoxic activity was specific to cancer cells.
The SI was defined as the ratio of the IC50 value in HMT-3522 S1 cells to
the IC50 value in BT-549 or Hs 578T cells. The SI was calculated sepa-
rately for monolayer cultures and CSCs-enriched spheroids. An SI value
greater than three was considered indicative of high selectivity towards
cancer cells [27].

2.3. Immunophenotyping analysis

Cell lines and CSCs-enriched spheroids were either left untreated or
treated with DOX at its IC50 values for 48 h. The cells were rinsed with
PBS and then treated with Trypsin-EDTA (0.25 %/0.5 mM) for 2 min at
37 °C to detach them.

BT-549, Hs 578T, and HMT-3522 S1 cells, along with those disso-
ciated from the CSCs-enriched spheroids, were rinsed with PBS 1X and
incubated with the human antibodies CD44 (APC; Immunotools, Frie-
soythe, Germany), CD24 (FITC; Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), and
CD146 (PE; BD Biosciences, San Jose, CA, USA). The antibodies were
used at the concentrations recommended by the manufacturer and
diluted in labeling buffer (PBS 1X, 0.1 % sodium azide, and 1 % fetal
bovine serum). The incubation was performed in the dark for 20 min at
4 °C. Isotype controls were used to establish the positivity threshold.

ALDEFLUOR™ stem cell identification (Stem Cell Technologies,
Vancouver, BC, Canada) was conducted to identify ALDH™ cells,
following the manufacturer’s instructions. Cells were incubated at a
concentration of 1 x 10° cells/mL for 40 min at 37 °C as directed.

The experiments (n = 1 per sample) were performed using the
FACSCanto II flow cytometer (BD Bioscience, San Jose, CA, USA), and
the data were analyzed with FACSDiva 6.1.3 software (BD Bioscience,
San Jose, CA, USA).

2.4. Reverse transcription and gene expression analysis after DOX
treatment

Total RNA from both control and BT-549 CSCs-enriched spheroids
cells treated with DOX at the IC50 values was extracted using TRIzol®
Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), following the manufacturer’s
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instructions. The RNA concentration and the 260/280 absorbance ratio
were assessed with a NanoVue spectrophotometer (GE Healthcare, Little
Chalfont, United Kingdom). Total RNA was treated with RNase-free
DNase Set (Qiagen, Hilden, Germany) to remove any DNA contami-
nants. cDNA synthesis was then carried out using Script 3.0 Reverse
Transcriptase (Cellco, Sao Carlos, SP, Brazil), following the manufac-
turer’s instructions. Gene expression analysis was performed using
GoTaq® qPCR Master Mix (Promega, Madison, Wisconsin, USA), ac-
cording to the manufacturer’s instructions. The analysis was performed
on the QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) and was carried out in duplicate. Two negative
controls (with no ¢cDNA and with no transcriptase reverse) were pre-
pared for every set of reactions. The primers used in this study are listed
in Table S1. The gPCR cycling conditions were performed as follows:
95 °C for 2 min and 40 cycles of 95 °C for 3 s, annealing temperature for
30 s. Data normalization was made using the average Cq value result
obtained from the housekeeping genes ALAS and HPRT1.

2.5. Data analysis

The IC50 values for DOX and PTX were estimated using Dr Fit,
version 1.042 [28]. Statistical analysis was performed with SPSS soft-
ware, version 18.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA), with significance
determined at p < 0.05. Relative quantification (Rq) values for the
analyzed genes were calculated using the 2(-Delta Delta C(T)) method
[29]. Relative Expression Software Toll (REST© 2009), version 2.0.13
[30] (Qiagen, Hilden, Alemanha), was used to filter out differentially
expressed genes. Cell survival, gene expression, and immunophenotype
data were plotted using GraphPad Prism - version5.0, SPSS software,
and BioNumerics software - version 7.5 (Applied Maths,
Sint-Martens-Latem, Belgium), respectively.

3. Results

3.1. Immunophenotyping analysis identifies BCSCs-like subset associated
with EMT marker

Table 1 presents the percentages of positive cells obtained from the
immunophenotyping of BT-549, Hs 578T, and HMT-3522 S1 cell lines,
both cultured as monolayers and as CSCs-enriched spheroids. In BT-549
cells, CD44"/CD24"/CD146" cells were predominant, while other
subsets represented minor and more restricted cell subpopulations. In Hs
578T cells, the main subpopulation consisted of CD44"/CD24/CD146™"
cells, followed by CD441/CD24/CD146 cells. For HMT-3522 S1 cells,
the majority were CD44"/CD24 /CD146  cells, with other subsets either
being restricted cell subpopulations or not expressed.

Under culture conditions that promote the expansion of BCSCs sub-
populations in CSCs-enriched spheroids medium, CD44"/CD24°/CD146"
and CD44/CD24°/CD146" cells were highly enriched in BT-549 CSCs-
enriched spheroids. Notably, the main subpopulation of BT-549 cells
disappeared in CSCs-enriched spheroids. In Hs 578T CSCs-enriched
spheroids, there was an enrichment of CD447/CD24/CD146 and
CD44/CD247/CD146  cells, accompanied by a decrease in CD44"/
CD247/CD146™ cells. The subpopulations observed in HMT-3522 S1
CSCs-enriched spheroids remained consistent with those in HMT-3522
S1 cells.

ALDH™ cells were present in all cells except Hs 578T (Table 1).
However, only BT-549 CSCs-enriched spheroids and HMT-3522 S1 cells
showed high ALDH activity, as indicated by the ALDEFLUOR™ assay.

Regarding individual marker expression, the majority of cells were
CD24~ (except for BT-549); CD44™ for all cells; and CD146 (except for
BT-549 and Hs 578T).
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Table 1
Immunophenotyping of cell lines and their CSCs-enriched spheroids
(Percentage)®.

Phenotype BT- BT-549 Hs Hs 578T HMT- HMT-3522
549 CSCs- 578T CSCs- 3522 S1 CSCs-
enriched enriched S1 enriched
spheroids spheroids spheroids
ALDH* 0.1 6.2 0.0 0.4 3.0 0.1
CD44%/ 1.2 45.5 40.7 61.8 90.07 92.50
CD247/
CD146°
CD44"/ 13.0 113 50.5 5.6 9.56 5.70
CD247/
CD146"
CD44%/ 0.5 0.1 0.5 0.2 0.02 0.91
CD24%/
CD146°
CD44%/ 754 0.0 1.2 0.0 0.01 0.03
CD24%/
CD146"
CD447/ 1.2 37.4 7.0 32.3 0.33 0.79
CD24/
CD146°
CD447/ 3.4 5.5 0.0 0.0 0.0 0.0
CD24/
CD146"
CD447/ 0.1 0.1 0.0 0.1 0.0 0.06
CcD24%/
CD146°
CD447/ 5.3 0.0 0.0 0.0 0.01 0.01
CcD24%/
CD146"
CD24" 879 1.6 1.2 0.3 0.0 1.8
CD24~ 12.1 98.4 98.8 99.7 100.0 98.2
CD44™ 90.4 53.1 92.5 57.7 99.5 98.9
CD44~ 9.6 46.9 7.5 42.3 0.5 1.1
CD146" 98.1 35.3 58.1 8.0 9.7 3.9
CD146 1.9 64.7 41.9 92.0 90.3 96.1

 Percentages represent the proportion of positive cells for each marker (n =
1).

3.2. BCSCs-like subset in TNBC cell lines exhibits high resistance to DOX
treatment

Our results demonstrated statistically significant differences in re-
sponses to each drug (PTX and DOX) between monolayer and CSCs-
enriched spheroids cultures for BT-549, Hs 578T, and HMT-3522 S1
(Fig. 11 a-f). Exceptions were noted for BT-549 treated with PTX (Fig. 11
a) and HMT-3522 S1 treated with DOX (Fig. 11 f). IC50 values for PTX
and DOX are shown in Fig. 11I. Statistical analysis revealed a significant
difference between culture types (monolayer vs. CSCs-enriched spher-
oids) only for BT-549 treated with DOX (Fig. 1II).

Drug selectivity analysis indicated that DOX exhibits higher selec-
tivity towards BT-549 and Hs 578T, while PTX showed higher selectivity
towards Hs 578T, with SI values greater than 3 (Fig. 2I). The SI values
for BT-549 treated with DOX and Hs 578T treated with PTX showed a
significant statistical difference between monolayer and CSCs-enriched
spheroid cultures (Fig. 2II). However, the IC50 values of DOX and PTX
in CSCs-enriched spheroid cultures were highly toxic to HMT-3522 S1
CSCs-enriched spheroids (Fig. 2I).

3.3. CD44%/CD24/CD146 BCSCs-like subset and CD44 /CD24/
CD146 cells showed high enrichment following DOX treatment

Table 2 shows the percentage of positive cells obtained from the
immunophenotyping of BT-549 and HMT-3522 S1 cells treated with
DOX and cultured as monolayers and CSCs-enriched spheroids. These
TNBC cell lines were selected for analysis because DOX treatment
showed statistical significance between the culture types (monolayer vs.
CSCs-enriched spheroids) in BT-549 (Fig. 1), and HMT-3522 S1 serves as
a non-malignant breast cell line control in this study. In BT-549 cells
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CELL LINES PTX DOX
BT-549 4.22 0.572**
BT-549 CSCs-spheroids 5.36 55.7*"
Hs 578T 0.347 2.39
Hs 578T CSCs-spheroids 2.19 15.9
HMT-3522 S1 5.97 18.8
HMT-3522 S1 CSCs-spheroids 24 12.7

Fig. 1. Cell survival analysis of BT-549, Hs 578T, and HMT-3522 S1 cultured in monolayer and as CSCs-enriched spheroids after treatment with PTX and DOX. I)
Cells treated with PTX: (a) BT-549; (b) Hs 578T; (c) HMT-3522 S1. Cells treated with DOX: (d) BT-549; (e) Hs 578T; (f) HMT-3522 S1. Monolayer culture is rep-
resented by a line with a circle, while CSCs-enriched spheroids culture by a line with a square. *Significant differences between monolayer and CSCs-enriched
spheroids culture were indicated by p < 0.05 using ANOVA. ** The DOX data for BT-549 were sourced from our previous work, Moreira et al., 2018. II) IC50
(uM) mean values. *Significant differences between monolayer and CSCs-enriched spheroids were indicated by p < 0.05 using ANOVA post hoc LSD method (n = 3).
+ The DOX data for BT-549 were sourced from our previous work, Moreira et al., 2018.

treated with DOX, CD44%/CD24/CD146 cells were the predominant
subset, with significant enrichment observed after treatment. This was
followed by CD44/CD24/CD146  and CD44'/CD24"/CD146 cells.
Conversely, CD44"/CD241/CD146" cells showed a significance
decrease after treatment, with decreases also observed in CD44"/
CD247/CD146", CD44/CD247/CD146", and CD44/CD24/CD146"
cells. In BT-549 CSCs-enriched spheroids treated with DOX, CD44/
CD24/CD146 cells were the majority, showing enrichment after
treatment. CD44"/CD247/CD146" cells decreased after treatment, fol-
lowed by CD44"/CD24/CD146" and CD44"/CD247/CD146 cells.

In HMT-3522 S1 cells after DOX treatment, CD44"/CD24 /CD146
cells remained the predominant subpopulation, although there was a
slight decrease in CD44"/CD24/CD146" cells. Additionally, CD44/
CD24°/CD146" cells showed increased enrichment. In HMT-3522 S1
CSCs-enriched spheroids, CD44"/CD247/CD146 cells continued to be
the main subpopulation after treatment, followed by an enrichment of
CD44-/CD24-/CD146-cells, while CD44+/CD24-/CD146+ cells
decreased.

Our analysis highlighted broad cell heterogeneity among the

subpopulations, both within and between the cell lines, in monolayer
and CSCs-enriched spheroid cultures.

3.4. DOX treatment suggests ferroptosis regulated by autophagy in CSCs-
enriched spheroids

Gene expression analysis was conducted on CSCs-enriched spheroids
treated with DOX and compared to untreated CSCs-enriched spheroids
as controls. A total of twenty-one genes (see Table S1) were analyzed
and screened for differential expression using REST© 2009. The results
revealed that KLF4, MYC, ATG7, IL6ST, JAK1, JAK2, and NFKB1 were
downregulated, while POU5F1, NCOA4, GPX4, RAB7A, CFLAR, AKTI1,
AKT3, and RELA were upregulated (Fig. 3).

4. Discussion

The study and treatment of cancer is complicated by diversity in
biological properties such as cellular morphology, proliferation, cell
motility, genetic alterations, and metabolism [31]. BCSCs contribute to



M.P. Moreira et al.

Selectivity index

CELL LINES PTX DOX
BT-549 1.45 3237
BT-549 CSCs-spheroids 0.47 0.16
Hs 578T 22.43 8.52
Hs 578T CSCs-spheroids 1.16 3.00
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Fig. 2. Statistical box plot analysis of the selectivity index of PTX and DOX for BT-549 and Hs 578T. I) The selectivity index was calculated using the means of HMT-
3522 S1 and HMT-3522 S1 CSCs-enriched spheroids. II) Monolayer culture is represented by diagonal black lines, while CSCs-enriched spheroids culture is shown in
grey. *Significant differences between monolayer and CSCs-enriched spheroids) were indicated by p < 0.05 using ANOVA post hoc LSD method (n = 3).

Table 2
1 Immunophenotyping of cell lines and their CSCs-enriched spheroids after DOX
treatment (Percentage).

BT-549
DOX-
treated

Phenotype BT-549 CSCs-
spheroids DOX-

treated

HMT-3522
S1 DOX-
treated

HMT-3522 S1
CSCs-spheroids
DOX-treated

CD44%/
CD24/
CD146

CD44%/
CD24/
CD146™

CD44%/
CcD24t/
CD146

CD44"/
CcD24t/
CD146"

CD447/
CD24/
CD146

CD447/
CD24/
CD146"

CD44/
cD24t/
CD146

CD44/
CcD24t/
CD146*

57.54 43.48 85.7 92.6

1.06 0.1 0.1

16.46 0.03 0.1 0.4

0.82 0.0 0.0 0.0

23.25 56.47 6.9

0.02 0.02 0.0 0.0

0.85 0.0 0.1 0.1

0.0 0.0 0.0 0.0

@ Percentages represent the proportion of positive cells for each marker (n =

1).

this diversity [32], playing key roles in chemotherapy resistance, disease
recurrence, and metastasis [33]. BCSCs exhibit stem cell-like charac-
teristics, including self-renewal and differentiation capabilities, allow-
ing them to generate breast tumors that mirror the heterogeneity of the
original tumor [14,15]. Post-chemotherapy the residual BC tumors are
enriched with BCSCs [34-36], which are resistant due to factors like
quiescence, apoptosis evasion, drug efflux, enhanced DNA repair,
self-renewal capabilities, and the hypoxic and inflammatory microen-
vironment [13]. Liu et al. [37] showed that BCSCs exist in two pheno-
typic states: (i) the mesenchymal-like characterized as CD44'/CD24
cells, mainly quiescent and highly invasive, and (ii) the epithelial-like

100+

Fold change

ZYEDTISH
LLVLOTISH
PYOON-
YXd9
SOLV+
191V
2191V
V.9V
P4
OANH
14SN0d
LHAO
H9TIH
189714
MV
AV
[
LNV
LM AN
VI3
VY1404

Fig. 3. Relative quantification analysis of CSCs-enriched spheroids after DOX
treatment. *Significant differences for each point compared to the control were
determined by REST©2009 software. Among the upregulated genes, RAB7A
exhibited the highest Rq value.

identified by highly proliferative ALDH™ cells. BCSCs display plasticity
that allows them to transit between the two states, thus supporting
metastatic colonization. In contrast, CD44/CD24" cells are associated
with epithelial cells and are largely present in distant metastases [38,
39]. Furthermore, Grosse-Wilde et al. [40] identified that
CD44"/CD24" cells had both mesenchymal and epithelial features,
indicating their plasticity and ability to self-renew. Metastatic disease is
the leading cause of death among BC patients [41], and almost all pa-
tients with TNBC die of this disease [4]. The key mechanism activated in
cancer during metastasis is called epithelial-mesenchymal transition
(EMT). EMT imparts mesenchymal/stem cell-like features to epithelial
cells and migratory capabilities [42], establishing a strong link between
EMT, BCSCs, and drug resistance [11,43]. Conversely,
mesenchymal-epithelial transition (MET), trigger the cessation of cell
migration, inducing cell adhesion and proliferation at the secondary site
for metastatic colonization [44].
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BC cells display heterogeneity in terms of the expression of cell
surface markers CD44 and CD24. However, their correlation with
CD146, an EMT marker [16], has yet to be assessed, to our knowledge.
Therefore, to characterize the BCSCs, we used flow cytometry to analyze
the expression of CD44, CD24, and CD146, along with ALDH activity.
Our results underscore the cellular heterogeneity and phenotypic
changes induced by our CSCs spheroid enrichment model. The
HMT-3522 S1 cultivated in monolayer showed enrichment of CSCs and
little variation when subjected to the spheroid assay. We suggest that
what differentiates a malignant tumor from a benign one is not the
cellular subpopulation but rather the benign tumor’s ability to contain
cells and its mechanisms of invasion and metastasis. We designed a
schematic representation of tumor heterogeneity based on the percent-
age of cell subpopulations obtained by immunophenotyping (Fig. 4I).
This model is useful to better understanding the differences within and
among the cells.

The success of our stem/progenitor cell-enriched assay was evi-
denced by a significant increase in the BCSCs subpopulation (CD44"/
CD24°) and their capacity to form non-adherent multicellular spheres.
However, these enriched BCSCs were mostly CD1467, while BCSCs
CD146" either decreased or remained unchanged. Remarkably, BT-549
CSCs-enriched spheroids showed enrichment of CD44/CD24/CD146
tumor cells.

Grosse-Wilde et al. [40] showed a nearly complete phenotypic con-
version from CD44/CD24" epithelial cells to CD44"/CD24 mesen-
chymal cells in a stem/progenitor cell-enriched assay using normal
human mammary epithelial immortalized. This plasticity was not
observed in CD44"/CD24 mesenchymal cells, however this cells was
highly enriched in the culture indicating a self-renewal capacity [40].
Further research by another group [43] revealed that CD447/CD24"
epithelial cells may not survive in non-adherent conditions but can
originate from CD44"/CD24” mesenchymal cells in monolayer culture,
highlighting the dynamic nature of these cell subpopulations. Our ex-
periments with BT-549 CSCs-enriched spheroids, showed similar
phenotypic changes as described by Grosse-Wilde et al. [40], but with a
role for CD146. It appears that CD44/CD24" and CD44"/CD24" cells
only underwent these phenotypic changes when they also expressed
CD146. We propose that CD44/CD24"/CD146" epithelial tumor cells
can undergo EMT to become BCSCs, since it is known that this process
can trigger the transformation of non-BCSC into BCSC with CD146
potentially driving EMT and cancer progression [16,45,46].

The BT-549 CSCs-enriched spheroids were the only ones with high
ALDH activity. Thus, the presence of BCSCs (CD44"/CD24" and ALDH™)
suggests the greatest tumor-initiating, aggressive, and invasive capacity
of this cell line [15,37]. Grosse-Wilde et al. [40] showed that
CD44"/CD24™" hybrid tumor cells and CD44/CD24" epithelial tumor
cells produced 7.0 % and 5.7 % ALDH1" progenies, respectively. We
propose that these two cells are converting into CD44"/CD24°/CD146’
EMT-like BCSCs and generating ALDH ™ epithelial-like BCSCs, which can
self-renew and  differentiate  into  non-BCSCs, such as
CD44/CD24°/CD146™ tumor cells (Fig. 41II). Furthermore, according to
ATCC®, the tumor tissue that originated the BT-549 cell line had
locoregional metastasis. This is in agreement with [47], which showed
cleavage of CD146 from the cell surface induced by CD44, leading to an
increase in soluble CD146 and subsequently invasion of BC cells. In
contrast, the minor subpopulations of CD44"/CD24" and CD44 /CD24™"
cells present in the Hs 578T, in additional to the lack of ALDH expres-
sion, may led to a smaller enrichment of CD44"/CD24/CD146
EMT-like BCSCs and ALDH" epithelial-like BCSCs observed in this cell.
Alternatively, the phenotypic change related to CD44/CD24 may have
already occurred in the parental cell line Hs 578T.

Tumor cell heterogeneity has an impact on drug response, so we
evaluable the effect of DOX and PTX, commonly used drugs in the
chemotherapy of TNBC patients [48]. BT-549 cells, which predomi-
nantly express CD24%, were the only one more resistant to PTX
compared to DOX, consistent with previous findings that CD24 ™" cells are
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more resistant to taxanes, and CD24" cells are more resistant to DOX
[49]. Significant differences in drug sensitivity were observed only for
BT-549 cells, which were 97.4 times more sensitive to DOX in monolayer
culture than in CSCS-spheroids. Despite varied sensitivities, all cell lines
share a high proportion of CD441/CD24"/CD146 BCSCs EMT-like cells,
except BT-549 before treatment. Our recent study linked STAT3 gene
upregulation to DOX resistance in BT-549 CSCs-enriched spheroids,
showing an 8.89-fold increase in expression after treatment [22].

After DOX treatment (Fig. 4.1II), BT-549 behaved similarly to BT-549
CSCs-enriched spheroids (untreated), with the near disappearance of
CD44"/CD24"/CD146" hybrid tumor cells and enrichment of CD44"/
CD247/CD146™ BCSCs EMT-like and CD447/CD24°/CD146™ tumor cells.
BT-549 CSCs-enriched spheroids DOX-treated also showed enrichment
of CD44°/CD24/CD146" tumor cells. This suggests that chemotherapy
promotes the growth of plastic and chemoresistant cells. Nevertheless,
the role of CD44°/CD24 /CD146" tumor cells needs further investigation.
HMT-3522 S1 and its CSCs-enriched spheroids treated with DOX showed
similar profiles to untreated cells, with the main subpopulations
remaining CD44"/CD24/CD146  BCSCs EMT-like. It is observed that
CD44/CD24/CD146 tumor cells are enriched, while CD44"/CD247/
CD146" BCSCs mesenchymal-like almost complete disappearance. In
this way, after treatment, HMT-3522 S1 cells exhibits a phenotypic
profile similar to that of BT-549 CSC-enriched spheroids DOX-treated.

In summary, the immunophenotyping data showed the predominant
population in BT-549 consists of CD44"/CD24"/CD146" hybrid tumor
cells. In Hs 578T, the main populations are CD44"/CD24/CD146"
BCSCs, exhibiting mesenchymal-like characteristics, and CD44"/CD24/
CD146" BCSCs, displaying EMT-like features. In HMT-3522 S1, the
prevalent subpopulation comprises CD44"/CD24°/CD146™ BCSCs with
EMT-like traits. These findings reinforce the EMT profile of BT-549, as
most cells express CD146 while lacking E-cadherin expression [22].
Furthermore, post-treatment with DOX, there is an increase in the
prevalence of cell subpopulations CD44"/CD24/CD146" BCSCs
EMT-like cells and CD44°/CD24/CD146" cells (Fig. 41V).

Analysis of gene expression in BT-549 CSC-enriched spheroids cells
after treatment with DOX reveals an upregulation of GPX4, the main
regulator of ferroptosis [24]. This suggests a decrease in this type of cell
death, as GPX4 protects cell membranes through its activity in lipid
repair [50]. Concurrently, upregulation of NCOA4 suggests potential
iron accumulation from ferritin degradation [51], while, the down-
regulation of ATG7 might limit oxidative damage [52], indicating an
attenuation in the incidence of ferroptosis.

In a review about lipid metabolism, Maan and collaborators [53]
discussed how lipid uptake and de novo lipogenesis can be enhanced in
cancer cells, favoring tumor growth and metastasis. Furthermore, lipid
degradation is necessary for energy generation and biomolecule syn-
thesis. Lipid metabolism by cancer cells results in the increased accu-
mulation of intracellular deposits of lipids on lipid droplets [53]. RAB7A
promotes lipid droplet degradation (a process known as lipophagy) and
lipid peroxidation, which in turn leads to ferroptosis [54]. This data
suggests that ferroptosis may be occurring via autophagic regulation
triggered by RAB7A. Overexpression of RAB7A, linked to poor prognosis
in pancreatic cancer [55], was observed in our study after DOX treat-
ment, suggesting its potential as a therapeutic target for TNBC.

Yi and collaborators [56] demonstrated that sustained activation of
the PI3K-AKT-mTOR pathway confers protection to cancer cells from
ferroptosis in BC cell lines. In BT-549, which harbors a deletion in the
PTEN gene (COSMIC v99) we observed upregulation of AKT1 and AKT3
after DOX treatment in our study. AKT activation could be facilitated by
the expression of PD-L1 and embryonic stem cell transcription factors
like POUS5F1 (also known as OCT4), a gene found to be upregulated in
our study. This cascade of events may contribute to the maintenance of
BC stemness, as suggested by Almozyan et al. [57]. Sustained activation
of the AKT pathway has been associated with anoikis resistance [58], a
prerequisite of tumor cell metastatic potential [59]. Phosphorylation of
RELA enhances the expression of NFKB target genes, such as CFLAR,
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Fig. 4. Breast cancer cell heterogeneity model*. I) Schematic representation of tumor cell heterogeneity. (a) BT-549, (b) Hs 578T (c) HMT-3522 S1, (d) BT-549 CSCs-
enriched spheroids, (e) Hs 578T CSCs-enriched spheroids, (f) HMT-3522 S1 CSCs-enriched spheroids. Inmunophenotyping for BCSCs markers (CD44, CD24, ALDH)
and the EMT marker (CD146) is shown. Each color corresponds to a specific cell phenotype (refer to the legend on the right side of the figure). Breast cancer stem
cells (BCSCs) were categorized into mesenchymal-like and epithelial-like based on the CD44"/CD24 and ALDH" subsets, respectively. Non-BCSCs were categorized
as tumor cells (CD44"/CD24" subset), epithelial tumor cells (CD44/CD24" subset), and hybrid tumor cells (CD44*/CD24" subset), which exhibit both mesenchymal
and epithelial characteristics. The presence of CD44 and the absence of CD146 on the cell surface were considered of EMT. ITI) Model of the dynamics of cell
subpopulation transitions under the BCSCs-enriched assay in BT-549. The plasticity exhibited by CD44"/CD24%/CD146" hybrid tumor cells and CD44/CD24%/
CD146™" epithelial tumor cells in the parental cell line facilitates phenotypic conversion into CD44*/CD24/CD146  BCSCs EMT-like. Additionally, these non-BCSCs
have the capability to produce ALDH™ epithelial-like BCSCs. The enriched BCSCs can undergo differentiation into CD44"/CD24/CD146 tumor cells and self-renewl.
III) Schematic representation of tumor cell heterogeneity following DOX treatment. (a) BT-549, (b) BT-549 CSCs-enriched spheroids, (c) HMT-3522 S1, (d) HMT-
3522 S1 CSCs-enriched spheroids. Immunophenotyping for BCSCs markers (CD44, CD24) and the EMT marker (CD146) is shown. IV) Heterogeneity of cell sub-
populations. Each color represents a cell subpopulation present in each cell line before and after treatment with DOX, and the size of the circle indicates the per-
centage of positive cells. Note: ALDH1 was not analyzed after DOX treatment. *The proposed model of heterogeneity is based on the observed percentages of CD44/
CD24/CD146, and ALDH. The distribution of subpopulations is based on literature suggesting that mesenchymal cells are located more internally within the
spheroids, while epithelial cells are positioned more externally. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web

version of this article.)

which suppress anoikis [60,61]. Thus, the upregulation of AKT1, AKT3,
and RELA may promote the growth of BCSCs in our spheroid model, as
DOX has minimal effects on anoikis-resistant cancer cells [62].

Velaei and colleagues [63] demonstrated that the inhibition of RELA
(NFKBP65) sensitizes MCF-7 cells to DOX treatment by suppressing ABC
transporters activity, leading to the accumulation of intracellular DOX
and a decrease in the IC50 value. Therefore, the upregulation of RELA
after DOX treatment in our study may contribute to the significant
chemoresistance. Kim et al. [64] also linked elevated SP1 and RELA
genes, alongside wiht reduced levels of NFKB1 gene with DOX resistance
and shorter 5-year distant recurrence-free survival duration in TNBC
patients.

The role of KLF4 appears to be dual, exhibiting context-dependent
effects in BC: it may promote progression in low-malignancy primary
ductal carcinoma cases but inhibit it in high-malignancy TNBC [65-68].
The downregulation of KLF4 and MYC, a potent oncogenic driver [69,
70], in our study suggests mechanisms driving aggressive behavior or
progression.

Based on the data presented so far, our CSCs-enriched spheroids
model correlates with the mesenchymal-like subtype of TNBC, as
described by Jiang et al. (71) and Lehmann et al. (7,8). This subtype is
associated with the expression of stem cell-associated genes, loss of
epithelial adhesion genes, and activation of the STAT3 signaling
pathway.

5. Conclusion

Until now, no actionable targets have been identified for TNBC
treatment, most likely due to the vast heterogeneity of the disease. Thus,
cytotoxic chemotherapy remains the mainstay treatment for TNBC pa-
tients, resulting in poor survival rates. Drug-induced phenotypic plas-
ticity, where BCSCs arise from the conversion of non-BCSCs conferring
resistance to treatment. Recent studies have primarily evaluated tumor
cells as a single unit, which fails to accurately represent the distinct roles
played by each cell type, as demonstrated by our findings. Our research
highlights the cellular heterogeneity both among and within the BT-549
and Hs 578T TNBC cell lines, impacting phenotyping and drug response.
BT-549 cells showed pronounced heterogeneity and phenotypic plas-
ticity under BCSC enrichment conditions. DOX treatment further pro-
moted the growth of chemoresistant cells, underscoring its role in DOX
resistance. Understanding this heterogeneity and BCSCs resistance
through single-cell analysis could lead to more effective treatments and
better survival rates for TNBC patients.

Our previous work linked STAT3 to DOX resistance in BCSCs, sug-
gesting it as a potential therapeutic target. In this study, we identified a
non-BCSCs tumor cell subtype (CD44/CD24°/CD146") alongside the
BCSCs subpopulation (CD44"/CD24/CD146°) in CSCs-enriched spher-
oids model after treatment with DOX, potentially contributing to che-
moresistance. Additionally, there are indications that these non-BCSC

tumor cells, through phenotypic conversion associated with the induc-
tion of EMT, may give rise to new BCSCs, complicating treatment
efficacy.

Gene expression data suggest that ferroptosis, regulated by auto-
phagy and triggered by RAB7A following DOX treatment, may play a
role in BT-549 CSCs-enriched spheroids. RAB7A’s significant over-
expression highlights it as a potential therapeutic target. We believe that
detecting the cellular composition of the tumor microenvironment holds
potential for predicting the effectiveness of BC treatments and opti-
mizing combination therapies. In essence, these discoveries could unveil
new therapeutic targets and strategies tailored to TNBC, ultimately
improving patient outcomes.
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