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RESUMO

O cancer de mama ocupa a segunda posicdo em incidéncia e mortalidade entre a
populacédo feminina e segundo 6rgaos nacionais e internacionais esse numero tem
aumentado nos ultimos anos. Embora o cancer de mama triplo negativo, comparado
a outros subtipos, seja 0 menos incidente, ele € 0 mais agressivo, com menor taxa de
sobrevida e, importante, com abordagens terapéuticas ainda bastante limitadas.
Assim, o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas é crucial para a melhoria
do prognéstico destes pacientes oncoldgicos. O presente estudo € dividido em duas
partes: Na primeira, avaliamos a entrega de material genético para knockout de
transforming growth-interacting fator 1 (TGIF1) pelo sistema de edicdo CRISPR/Cas9,
utilizando nanoparticulas lipidicas solidas (SLN), buscando entender a viabilidade de
tal sistema para edicdo génica. Na segunda parte, buscamos entender o impacto da
enzima glutaminase 2 (GLS2) na modulagdo do microambiente tumoral (tumor
microenviroment, TME). A modulagdo do TME pode induzir mecanismos de evasao
imune e apresentacdo de antigenos deficiente, impactando diretamente no tipo de
resposta imunolégica e na evolucao da doenga. Em especial, nos perguntamos se o
aumento dos niveis de GLS2 estaria relacionado com a modulagdo na exposi¢éo de
moléculas de MHC | na superficie de células tumorais. SLN foram complexadas com
sistema de edicdo génica CRISPR/Cas9 contendo sgRNA para direcionamento e
knockout de TGIF1. Os resultados apontam que células MCF-7 tratadas com SLN com
o vetor, além de ndo mostrarem uma alta taxa de eficiéncia na transfeccao dos
plasmideos, mostraram uma resposta proliferativa mais acentuada, destacando a
inviabilidade do sistema para o fim pretendido. Com relacdo a segunda parte desta
tese, mostramos que a modulacdo da expressao de GLS2 em células murinas de
cancer de mama EO771 demonstraram uma correlacao proporcional aos niveis de
exposicdo de MHC [, construindo um elo entre o metabolismo energético com a
regulacdo da imunidade tumoral. Esses achados abrem portas para compreender e

investigar possiveis alvos terapéuticos para o combate ao cancer de mama.

Palavras-chave: Cancer de mama, nanoparticulas, edicdo génica, glutaminase,

microambiente tumoral



ABSTRACT

Breast cancer ranks second in incidence and mortality among the female population,
and according to national and international organizations, this number has been
increasing in recent years. Although triple-negative breast cancer (TNBC) is the least
prevalent subtype compared to others, it is the most aggressive, with lower survival
rates and, importantly, highly limited therapeutic approaches. Thus, the development
of new therapeutic strategies is crucial to improving the prognosis of these cancer
patients. The present study is divided into two parts: In the first part, we evaluated the
delivery of genetic material for the knockout of transforming growth-interacting factor 1
(TGIF1) using the CRISPR/Cas9 gene-editing system, encapsulated in solid lipid
nanoparticles (SLNs), to assess the feasibility of this system for gene editing. In the
second part, we investigated the impact of the enzyme glutaminase 2 (GLS2) on the
modulation of the tumor microenvironment (TME). TME modulation can induce
immune evasion mechanisms and deficient antigen presentation, directly affecting the
type of immune response and disease progression. Specifically, we questioned
whether increased levels of GLS2 might be associated with modulation in the exposure
of MHC | molecules on the surface of tumor cells. SLNs were complexed with the
CRISPR/Cas9 gene-editing system containing a single-guide RNA (sgRNA) for
targeting and knocking out TGIF1. The results showed that MCF-7 cells treated with
SLNs carrying the vector not only exhibited low transfection efficiency for plasmids but
also displayed a more pronounced proliferative response, highlighting the system's
inadequacy for the intended purpose. Regarding the second part of this thesis, we
demonstrated that modulation of GLS2 expression in murine EO771 breast cancer
cells correlated proportionally with the exposure levels of MHC | molecules,
establishing a link between energy metabolism and the regulation of tumor immunity.
These findings pave the way for understanding and investigating potential therapeutic
targets to combat breast cancer.

Keywords: Breast cancer, nanoparticles, gene editing, glutaminase, tumor

microenvironment
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(:APﬁULOI

1. INTRODUCAO

O cancer é caracterizado como uma doenga multifatorial, marcado pelo
crescimento descontrolado e desordenado de células que adquirem a capacidade de
invadir tecidos proximos. Essas células também apresentam habilidade para modificar
sua estrutura e migrar para tecidos distantes ao seu local de origem, formando as
metastases. O estabelecimento de um microambiente propicio para sua sustentacao
€ essencial para a progressdo. Esse comportamento anormal ocorre devido a
alteracdes genéticas e epigenéticas que afetam os mecanismos que regulam o ciclo
celular, a apoptose, a reparacdo do DNA e a comunicagao celular, além de alteragdes
na bioenergéticas e o alto consumo de nutrientes (HANAHAN, 2022; HANAHAN;
WEINBERG, 2011; HANAHAN; WEINBERG, 2000).

1.1 Panorama geral sobre o cancer: da biologia basica as implicacoes clinicas

A divisao celular é um processo natural do desenvolvimento fisioldgico,
entretanto, alteracbes moleculares nesse processo resultam na imortalizacao,
desordem celular e tecidual, culminando no surgimento das neoplasias. S6 em 2020,
aproximadamente 19,3 milhdes de pessoas tiveram algum tipo de cancer e quase 10
milhées morreram (SIEGEL et al., 2023; SUNG et al., 2021). A pesquisa de novos
tratamentos oncolégicos foi intensificada nas ultimas décadas devido ao aumento da
incidéncia e mortalidade atrelada a esta patologia (PUCCI; MARTINELLI; CIOFANI,
2019). Segundo levantamentos da GLOBOCAN, para 2023 foram estimados 20
milhdes de casos e 9,7 milhdes de mortes (SIEGEL et al., 2023). No Brasil, o Instituto
Nacional do Céancer (INCA) espera 704 mil casos por ano no triénio 2023-25, isso
representa um aumento de aproximadamente 5,4% em relacdo ao periodo anterior
(SANTOS et al., 2023).

O cancer é uma doencga multifatorial e que envolve inUmeros processos
biol6gicos para o0 seu desenvolvimento e progressdo. Em sua esséncia, as
caracteristicas do cancer envolvem vias de sinalizacao que sustentam a proliferacéo,
evasao de sinais supressores de crescimento, resisténcia a morte celular programada,
apresenta capacidade replicativa ilimitada, promove a indugdo de angiogénese e
envolve a ativacdo de mecanismos de invasao tecidual e promog¢ao de metastases.

Além disso, a reprogramacao do metabolismo celular energético contribui para
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sustentar o crescimento celular exacerbado, bem como mecanismos de evaséo do
sistema imune sao induzidos para favorecer o escape do reconhecimento tumoral pela
vigilancia imunolégica. Dois facilitadores para o desenvolvimento da doenga séo o
acumulo de mutacdes, que aumenta a probabilidade de alteragcdes genéticas e
culminando na formacéao de diferentes subtipos tumorais e a inflamacgéo crénica no
microambiente tumoral (TME) que promove o desenvolvimento e a progresséo
tumoral, todas essas sdo caracteristicas citadas foram denominadas de hallmarks do
cancer (HANAHAN, 2022; HANAHAN; WEINBERG, 2011; HANAHAN; WEINBERG,
2000; PAVLOVA; THOMPSON, 2016).

Considerando os recentes avangos no papel do sistema imune do TME,
observou-se que o prognostico de alguns tipos de cancer era melhor e foi constatado
ha uma diferengca no perfil de infiltracdo imune que impacta na sobrevida dos
pacientes. Tumores tipo “hof’ sdo definidos por apresentam um TME altamente
infiltrado por células imunes efetoras como linfécitos T citotdxicos (CD8+) e auxiliares
(CD4+), células dendriticas (DC), células natural killers (NK) e macréfagos do tipo M1,
resultando em uma resposta pré-inflamatéria e consequente indutora de apoptose das
células tumorais. Por outro lado, os tumores tipo “cold’ possuem baixa infiltragcdo de
células imunolégicas ou podem atrair células supressoras tumorais como células T
regulatérias (Treg), células supressoras derivadas de mieloides (MDSC), e
macréfagos do tipo M2, a fim de criar um ambiente anti-inflamatério e suprimir a
resposta efetora, permitindo o crescimento, invasao e migragdo tumoral (SHEEHAN;
SCHALPER, 2021; TIAN; QUEK, 2024; ZOU et al., 2023), como ilustra a figura 1.

O conhecimento da biologia tumoral é de grande importancia para
estabelecer o prognostico e os melhores cuidados aos pacientes. Os tratamentos
oncolégicos dependem de varios fatores, incluindo o tipo tumoral e estagio em que se
encontra, bem como as caracteristicas moleculares e a condicdo de saude do
paciente (MAO et al., 2022). Esses tratamentos envolvem a ressecgao cirurgica,
quimioterapia, radioterapia e mais recentemente a combinagdo de tratamentos
convencionais com imunoterapia tém sido a grande protagonista do tratamento
(KWOK et al., 2016; ZHU et al., 2021). Além disso, terapias génicas comecaram a ser
testadas em ensaios clinicos e sdo a nova aposta da industria farmacéutica para a
producao de terapias personalizadas a base de RNA mensageiro (mMRNA) (WEBER
et al., 2024).
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Figura 1: Os tumores séo classificados de acordo com o perfil de infiltrados imunes.
Tumores do tipo “hof’ sdo mais imunologicamente infiltrados, enquanto os tumores do tipo “cold’ tém

baixo infiltragdo imune ou recrutam células supressoras de tumor. Reproduzido de (TIAN; QUEK, 2024).

1.2 Aspectos celulares e moleculares do cancer de mama

Observando os tipos tumorais mais prevalentes, destacam-se as
neoplasias mamarias que apresentam a maior incidéncia na populagdo feminina
mundial. O parecer de agéncias globais € de que sejam diagnosticados cerca de 2,3
milhdes de casos (SIEGEL et al., 2023), ja na populagéo brasileira sdo esperados 73
mil casos por ano (SANTOS et al., 2023), traduzindo para nimeros mais palpaveis, é
provavel que uma a cada oito mulheres desenvolva algum subtipo dessa neoplasia, o
gue caracteriza um grande problema de saude publica (SANTOS et al., 2023; SIEGEL
et al., 2023).

As neoplasias mamarias sé@o heterogéneas e apresentam diferencas
moleculares e morfolégicas que implicam no tratamento clinico, como a
superexpressao de receptores hormonais de estrogeno (ER) e progesterona (PR),
receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2), marcador de
proliferacéo celular Ki-67 e mutagdes em genes supressores tumorais como a proteina
de susceptibilidade tumoral ao cancer de mama (BRCA1) e proteina tumoral p53.
Histologicamente, o cancer de mama € divido em quatro subtipos principais: luminal
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A, luminal B, HER2+ e triplo negativo (do inglés, triple negative breast cancer -TNBC)
(JOHNSON, Karen S.; CONANT; SOO, 2021; SORLIE et al., 2001).

O subtipo luminal A tem melhor prognéstico pois geralmente sensivel a
terapia hormonal, visto que expressa ER e PR além da baixa expressao de Ki-67
(ABUBAKAR et al., 2019), por outro lado, o luminal B mostra prognéstico pior que o
Luminal A, mas responde a terapia hormonal, esse subtipo pode ou ndo expressar
HER2, o que contribui para o uso de imunoterapia (ABUBAKAR et al., 2019; Ll et al.,
2016). Tumores do subtipo HER2+ tém um comportamento mais agressivo pois a
superexpressdo desse receptor aumenta a ativagdo de vias intracelulares
relacionadas ao crescimento tumoral, todavia é tratavel com imunoterapia
(CAPUOZZO et al., 2024; XU et al., 2018; YIN et al., 2020). O quarto subtipo tumoral
€ considerando o mais agressivo e com terapias bastante limitadas pois nao apresenta
expressao de ER, PR ou HER2, por essa razdo é chamado de TNBC. Esse subtipo
relne um conjunto de caracteristicas bioldgicas que incluem alta taxa proliferativa,
instabilidades gendmicas, alta taxa metastatica devido a sua histologia apresentar
células com caracteristicas mesenquimais, ou seja, menos diferenciada, além disso,
€ um subtipo heterogéneo gracas as suas caracteristicas moleculares, dificultando a
escolha do tratamento, isso tudo aliado com o fato de adquirir resisténcia a
quimioterapia, conferem o pior prognéstico dentre os subtipos mamarios (CAPUOZZO
et al., 2024; XU et al., 2018; YIN et al., 2020). As diferengcas moleculares de cada
subtipo sdo explanadas com mais detalhes na Tabela 1.



Tabela 1. Subtipos moleculares das neoplasias de mama: biomarcadores, prognéstico e tratamentos
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Subtipo molecular Biomarcadores Frequéncia (%) Grau Prognéstico Terapias
ER+ HER2+ PR+ Ki-67 " ESR1+ GATA3+ XBP1+
Luminal A HNF-3a + MYB+ MAP3K1+ MAP2K4+ Citoqueratina 40-50 Grau | Bom Endécrina
luminal+ adeséao célula-célula +
HER2+ ER+ HER2+ PR+/- Ki-67 ®hah FEGFR1+ Citoqueratina Endécrina
luminal + adesao célula-célula+ Quimioterapia
Luminal B 20-30 Grau I Intermediario Imunoterapia
HER2- ER+ HER2- PR- Ki-67 "9" FGFR1+ Citoqueratina Endécrina
luminal+ adeséao célula-célula quimioterapia
HER2 + ER- HER2+ PR- Ki-67 "9" Tp53+ 15-20 Grau lll Ruim Quimioterapia
Imunoterapia
Basal-like ER- HER2- PR- Ki-67 "9" EGFR+ TP53+ CK5/6+
BRCA1+ CDKN2A 9" RB1 ¥ FGFR2+ Ruim
adesdo célula-célula "
N | Claudinlow | ER- HER2- PR- Claudin — Ki-67 "9" Stem cell+ EMT+ Ruim Quimioterapia
a GATA+ CDH1+ adeséo célula-célula °» Inibidor PARP
TNBC | © 10-20 Grau Il Experimental
b Metaplastico ER- HER2- PR- EMT+ Tumor stem cell+ PI3CA- Ruim
a (MBC) KRAS- AKT-
s
a Interferon ER- HER2- PR- genes reguladores de Interferon+ Intermediario
| high STAT1+ SP110 fig"

ER= Receptor de estrogénio (BENACKA et al., 2022; DONEPUDI et al., 2014; SEALE; TKACZUK, 2022; THAKUR et al., 2022); PR= receptor de progesterona
(BENACKA et al., 2022; DONEPUDI et al., 2014; SEALE; TKACZUK, 2022; THAKUR et al., 2022); HER2= receptor do fator de crescimento epidérmico humano
2 (SCHETTINI; PRAT, 2021); FGFR= Receptor de crescimento de fibroblastos (DE LUCA et al., 2020); Ki-67= Kiel 67 (DAVEY et al., 2021); Tumor stem cell
(LIU et al., 2014); ESR1= Receptor de estrogénio 1 (GUTTERY et al., 2015); GATA3= fator de transcricdo de acao "trans" especifico de células T (ODA et al.,
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2023); HNF-3a = fator nuclear de hepatécito 3-alfa (LACROIX; LECLERCQ, 2004); XBP1= proteina de ligacdo X-box 1 (BARUA; GUPTA; GUPTA, 2020);
MYB= protooncogene de mieloblastose (CICIRO; SALA, 2021); MAP3K1= proteina quinase ativada por mitégeno 1 (CHEUKFAI et al., 2022); MAP2K4=
proteina quinase 4 ativada por mitégeno de dupla especificidade (LIU et al., 2019); TP53= Proteina P53 (DUFFY; SYNNOTT; CROWN, 2018); EGFR= Receptor
de fator de crescimento epidérmico (SONG; LIU; YU, 2020); CK= citocina (CHEN; QIN; LIU, 2018); BRCA1= Proteina de suscetibilidade ao cancer de mama
tipo 1 (FU et al., 2022); CDKN2A= inibidor de quinase dependente de ciclina 2A (HAN et al., 2022); RB1= proteina do retinoblastoma 1 (WU et al., 2020); EMT=
Transico epitélio-mesenquimal (XU et al., 2018); CDH1= Caderina 1 (BUCKER; LEHMANN, 2022); KRAS= gene homélogo do oncogene viral do sarcoma de
rato Kirsten (ZHU et al., 2022); AKT= Serina treonina quinase (ZHU et al., 2022); STAT 1= transdutor de sinal e ativador da transcricdo 1 (PALAKURTHI et al.,
2023); SP110= nuclear body protein SP110 (LEU et al., 2018); PARP= poli (ADP-ribose) polimerase (PANTELIDOU et al., 2019). Grau |= Bem diferenciado;

Grau ll= moderadamente diferenciado; Grau Ill= pouco diferenciado.
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1. INTRODUGCAO
1.1 Bases bioldgicas para a agressividade do cancer de mama triplo-negativo

O TNBC frequentemente afeta mulheres jovens, ao redor dos 35 anos e
apresenta uma maior taxa de recidiva e metastases a distancia. Por ser bastante
heterogéneo, a biologia tumoral é descrita como dependente da regulacao de diversas
vias, por exemplo, regulacédo da via Wnt/B-catenina por microRNA (miR) 121/122 (LIU
et al., 2018), células tronco cancerigenas podem ser sustentadas pela via do TGF-
(fator de crescimento transformador beta) (WALCHER et al., 2020; XU et al., 2018)
ambas com repercussdao na transicdo epitélio-mesenquimal (do inglés epitelial-
mesenchymal transition - EMT), além da regulacdo do metabolismo tumoral através
via glutaminolitica indutor de TME protumorigénico (BUCZKOWSKA; SZELIGA, 2023;
DIAS et al., 2020) que atuam em conjunto com diversos outros genes promotores de
tumor, o que torna dificil o combate a essa doenca.

Alteracbes genéticas relevantes sao relacionadas a EMT, a figura 2 ilustra
esse processo bioldégico que pode ser reversivel e engloba a remodelacdao do
citoesqueleto celular através de modificagdes bioquimicas e moleculares que
conferem caracteristicas de células indiferenciadas e no céncer, essa mudanca
conformacional leva aos fenbmenos de invasdo, migracao e resisténcia a apoptose,
condicdes essas de extrema importancia para a formacao de metastases (BAKIR et
al., 2020; CELIA-TERRASSA; KANG, 2024). Além disso, genes de proliferacéo,
resposta imune aos tumores, resisténcia a morte celular, desregulacdo do
metabolismo energético da célula, também sao significativos e afetam a progressao
da neoplasia (BAKIR et al., 2020; PARIDA et al., 2022).

Apesar de conhecermos marcadores importantes, ha grande dificuldade
em desenvolver terapias oncoldgicas e isso se deve ao fato das incontaveis alteragdes
que ocorrem no TME. Para aumentar a sobrevida dos pacientes, foram elaboradas
terapias cujo principio é bloquear a proliferacdo celular, 0 que consequentemente
engloba todas as células ou também erradica-las através de radiacao (LIU et al.,
2024). Os efeitos adversos que os tratamentos convencionais causam Ssao
extremamente desagradaveis e tornam os pacientes susceptiveis a outras doengas
(ALEIXO et al., 2020; LV et al., 2023). Recentemente vacinas de mRNA carreados por
nanoparticulas (NP) tém sido testadas para melanoma (CARLINO et al., 2023),
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abrindo caminhos para aplicagbes mais modernas e inovadoras. Assim, a
investigacao de novas terapias se faz necessaria e atualmente € um campo de grande

interesse.

Epithelial to Mesenchymal Transition (EMT)

v

F' Y

Mesenchymal to Epithelial Transition (MET)

Epithelial phenotype Mesenchymal phenotype
* Apical polarity » Front-rear polarity
* Adhesion to » Loss of cell-cell junctions
basement membrane » High migration and
« Tight junctions invasion capacity

« High proliferation

Epithelial cell markers Mesenchymal cell markers
¢ E-cadherin * N-cadherin
¢ QOccludins « Vimentin

Figura 2: A transi¢ao epitélio mesenquimal remodela o citoesqueleto celular.

A perda de jungdes celulares promove um fenétipo de desdiferenciagdo que em células tumorais, leva
a um maior potencial de migragao e invasao de tecidos subjacentes. Reproduzido de: (HINTON et al.,
2023).

Uma das opgbes mais inovadoras, € engenharia de particulas
nanotecnoldgicas aplicadas a saude humana, também chamada de nanomedicina.
Esse campo da ciéncia visa estudar terapias-alvo, que consistem principalmente nos
sistemas de entrega e liberacdo de biomoléculas para atingir pontos especificos do
organismo, tornando-as mais eficazes nas modulacbes celulares. Terapias-alvo
envolvendo o carreamento de acidos nucléicos por nanoparticulas comecaram a ser
testadas para modular a expressao de genes, especialmente os envolvidos na
carcinogénese (ABBASI KAJANI et al., 2021; GATOO et al., 2014).

1.2 As bases da nanomedicina para aplicacées no contexto oncoldgico
Muitas terapias em potencial podem sofrer danos antes mesmo de chegar
ao destino final pois sdo passiveis de degradacédo. Para contornar esse problema,

foram criados involucros protetores e que também apresentam a fungdo de carreador
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(BASSI et al., 2013; WEBER et al., 2024). Um exemplo disso, sédo as terapias génicas,
pois 0s acidos nucléicos ndo conseguem atravessar a membrana plasmatica das
células passivamente, assim o uso de vetores para internalizacdo dessas moléculas
€ considerado essencial (BOORJIAN et al., 2021; DIZAJ; JAFARI; KHOSROUSHAHI,
2014).

A nanotecnologia é uma area multidisciplinar que envolve a pesquisa de
novos materiais e tem sido utilizada em diversos campos como a industria, eletrénica,
mecanica, quimica, alimenticia e farmacéutica, sendo regulamentada pela ISO/TR
13014:2012 como a ciéncia que estuda estruturas em escala de 1 a 100 nanémetros
(nm) em uma de suas dimensdes (MISHRA et al., 2022; MORE et al., 2021), cujas
propriedades fisico-quimicas e toxicol6gicas ainda ndo sdo totalmente conhecidas
(MISSAOUI; ARNOLD; CUMMINGS, 2018). Nesta ciéncia, sdo estudados diversos
tipos de nanomateriais, como: nanotubos de carbono, nanoparticulas metalicas ou
oxidos metdlicos, dendrimeros, nanoparticulas poliméricas, lipossomas,
nanoparticulas lipidicas, entre outros tipos de materiais (AFTAB et al., 2018).

O uso de nanotecnologia ja conta com estudos clinicos de diferentes fases
e tem obtido boas respostas no tratamento de pacientes oncoldgicos. Algumas
terapias a base de nanoparticulas estdo em teste, inclusive no Brasil e, como todos
os protocolos oncolégicos, as terapias sdo combinadas com terapias mais usuais.
Alguns exemplos sdo NP a base de platina por meio de injecdes intratumorais
combinadas com quimiorradiacdo (LE TOURNEAU et al., 2022) e NP ligadas por
albumina e paclitaxel (nab-paclitaxel) por via endovenosa (BIGANZOLI et al., 2020).
A primeira droga nanoestruturada foi aprovada em 1995 e consiste na formulagéo
lipossomal de doxorubicina, o Doxil®, (BARENHOLZ, 2012). Esses exemplos ilustram
o grande potencial do uso da nanotecnologia para a saude humana.

Dentre os sistemas nanoestuturados, destacam-se aquelas baseadas em
lipidios, como as nanoparticulas lipidicas sélidas (do inglés solid lipid nanoparticles -
SLN), investigadas por suas aplicabilidades em estudos de terapias alvo. As SLN
possuem propriedades fisico-quimicas que permitem a funcionalizacdo com diversas
moléculas como farmacos (CHIRIO et al., 2014; TUPAL et al., 2016; WANG et al.,
2013; WU et al., 2018), acidos nucléicos (RADAIC; DE JESUS, 2018; RADAIC; DE
PAULA; DE JESUS, 2015; RASSU et al., 2017; RUIZ DE GARIBAY et al., 2015;
SUNE-POU et al., 2018), anticorpos (KUO; KO, 2013; KUO; WANG, 2016),
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antioxidantes (GOKCE et al., 2012; LI et al., 2009; WANG et al., 2018), podendo ser
aplicados como mecanismos de entrega especifica de farmacos (GHASEMIYEH;
MOHAMMADI-SAMANI, 2018), sistemas de transfecc¢ao nao virais (DE JESUS et al.,
2014; DEL POZO-RODRIGUEZ et al., 2008; DELGADO et al., 2012), pois apresentam
baixa toxicidade (WEYHERS et al., 2006).

A composicdo e o tamanho de nanoparticulas como as SLN sédo
fundamentais para sua aplicabilidade bioldégica (DOLAI; MANDAL; JANA, 2021;
MUSIELAK; FELICZAK-GUZIK; NOWAK, 2022). Diversas formulagbes foram
desenvolvidas para atender as mais diversas finalidades, em especial a entrega de
acidos nucléicos (FABREGAS et al., 2014; GOMEZ-AGUADO et al., 2020; PATRI et
al., 2024). O &cido estearico (Figura 3 A) € amplamente utilizado na producéao de NP
devido as suas propriedades quimicas, como a cadeia longa hidrofébica e o grupo
carboxila, que permitem interacbes especificas e modificacbes quimicas, como
ligacdo a farmacos ou biomoléculas. Além disso, sua natureza solida a temperatura
ambiente (ponto de fusdo de 69-70 °C) proporciona estabilidade estrutural as
nanoparticulas (PATTI et al., 2021; SARKAR; GHOSH; SARKAR, 2021).
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Figura 3. Composigao quimica estrutural de SLN e interagdo com acidos nucléicos.

A produgao de SLN é composta por A. acido estearico (lipidio sélido a temperatura ambiente); B.
DOTAP (lipidio catiénico, liquido a temperatura ambiente) e C. Pluronic F68 (Surfactante). A estrutura
microscopica € semelhante a anéis (D.) e os acidos nucléicos interagem eletrostaticamente (E.}. A

imagem foi construida no software de edigao de imagens livre Inkscape versao 1.2.2.
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Aliado ao lipidio sélido, os lipidios catiénicos (Figura 3B), como o DOTAP
(1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane), possuem duas cadeias de acidos
graxos insaturados que conferem fluidez a molécula e a mantém no estado liquido a
temperatura ambiente. A cabeca polar do DOTAP é positiva devido ao grupo aménio,
0 que permite interacao eletrostatica com moléculas carregadas negativamente, como
0os &cidos nucléicos, sendo amplamente usado em sistemas de gene delivery
(MIATMOKO et al.,, 2023; MIHAILESCU et al.,, 2023). Por fim, os surfactantes
desempenham um papel fundamental devido a capacidade de alterar as propriedades
da interface entre diferentes fases e isso s6 € possivel gracas a sua estrutura
molecular. O Pluronic F68 (Figura 3C) pertence a familia dos poloxameros, compostos
por blocos copolimeros de o6xido de etileno (hidrofilicos) e 6xido de propileno
(hidrofébicos), permitindo a estabilizagdo sem interferir na carga de superficie das
SLN (DI SPIRITO et al., 2024; KHALIQ et al., 2023). As SLN aqui produzidas possuem
formato semelhante a anéis de cebola (onion-like, Figura 3D) (DE JESUS, et al., 2013)
e seu apresenta diversas vantagens, especialmente devido a sua composicao, que
garante excelente estabilidade fisico-quimica e protecao de moléculas sensiveis a
degradacao enzimatica, como os acidos nucléicos (Figura 3E) (FERHAN et al., 2022;
RADAIC; DE PAULA; DE JESUS, 2015).

O sucesso de terapias génicas a base de NP depende da captacéo e
internalizacdo da nanoestrutura e isso depende de mudltiplos fatores, dentre eles
destacam-se o didmetro, a carga superficial, revestimento e formato, bem como a
afinidade da célula receptora. A principal forma de captacdo de NP é a endocitose,
um mecanismo celular para a internalizacdo de componentes externos a célula por
meio de vesiculas. A endocitose é mediada pela interacado com receptores presentes
na membrana celular, regides ricas em clatrina capturam particulas até 200 nm,
(Figura 4a), ja as particulas menores que 100 nm sédo endocitadas por receptores
caveolina (Figura 4b). Além disso, pode ocorrer a internalizacdo por vias
independendentes de clatrina/caveolina (Figura 4c). Vias menos seletivas, como a
macropinocitose, captam particulas grande quantidade (Figura 4d) e podem ser mais
ativas em células tumorais. Particulas grandes de até 10 um séo captadas por células
imunes fagocitarias (Figura 4e), além da entrada direta de particulas através da
membrana (Figura 4 f, g, h, i) (FOROOZANDEH; AZIZ, 2018; RIBOVSKI et al., 2023;
TOSCANO; TORRES-ARIAS, 2023).
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Figura 4. Mecanismos de captacéo e internalizagdo de nanoparticulas.

As nanoparticulas podem ser internalizadas pelas células por diferentes vias, dependendo de suas
propriedades fisico-quimicas, como tamanho, carga e composi¢do. As principais vias incluem a)
endocitose mediada por clatrina, em que as nanoparticulas sdo internalizadas por vesiculas revestidas
com clatrina, b) endocitose mediada por caveolina, associada a invaginacbes de membrana
denominadas caveolas. Além disso, podem ocorrer ¢) processos independentes de clatrina e caveolina
e d) macropinocitose, caracterizada pela formacao de vesiculas maiores, além de f) fagocitose,
predominante em células imunoldgicas, como macréfagos, envolvendo a captura ativa de particulas
maiores, além da entrada direta através da membrana celular: f) translocagéo; g) fuséo lipidica; h)
eletroporagao; i) microinjegdo. Nessa conjuntura, a via de internalizagdo é dependente do tipo celular
e das caracteristicas das nanoparticulas, o que influencia diretamente sua distribuicéo intracelular e
eficacia terapéutica Reproduzido de: (TOSCANO; TORRES-ARIAS, 2023).
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Figura 5. O trafego intracelular de vesiculas captadas pela via endocitica.

As nanoparticulas endocitadas percorrem o citoplasma celular envolvidas por vesiculas, iniciando pela
formacdo do endossomo precoce (a). A partir dessa etapa, elas podem ser transportadas para o
aparato de Golgi (b) ou direcionadas diretamente para a reciclagem do endossomo (c). O endossomo
precoce (a) sofre maturacéo, originando o endossomo tardio (d), cujas particulas também podem ser
enviadas ao aparato de Golgi (e). Além disso, o endossomo tardio (d) pode se fundir com o lisossomo,
formando o endolisossomo (f). Nesse processo, os exossomos (g) formados a partir do endolisossomo,
ou do complexo de Golgi, participam do transporte de moléculas bioativas para comunicagao celular.
Por fim, as particulas processadas no endolisossomo podem ser recicladas e exocitadas (h).
Reproduzido de: (TOSCANO; TORRES-ARIAS, 2023).

Na via endocitica, a membrana celular é remodelada para formar uma
invaginacao que engloba as particulas. Essa invaginacao se fecha, originando uma
vesicula que se desprende no interior da célula onde é transportada. Essas vesiculas
dao origem ao endossomo precoce (pH 6,5; Figura 5a), que desempenha um papel
essencial na mobilizagao intracelular, como mostrado na Figura 5. Os endossomos
podem seguir diferentes destinos, um deles é o transporte ao complexo de Golgi, onde
o conteudo é processado e redistribuido para outras organelas (Figura 5b),
possibilitando a liberacdo gradual de farmacos ou acidos nucleicos no citoplasma.

Outra rota é a reciclagem, na qual o endossomo retorna a membrana celular para
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liberar seu conteudo no meio extracelular (Figura 5c, h). Além disso, 0 endossomo
pode sofrer maturacao, diminuindo o pH progressivamente, isso facilita a liberacao de
moléculas ativas no citoplasma (Figura 5d). Quando ocorre fusdo do endossomo com
o lisossomo, forma-se a vesicula endolisossomal, onde o pH cai ainda mais (pH 4,5),
levando a degradacao do conteudo interno (Figura 5f). Os produtos dessa degradacao
podem ser eliminados por meio de exossomos (Figura 5g). Esses processos
destacam a complexidade da via endocitica, que desempenha um papel central na
regulacdo do transporte intracelular, na liberacdo de moléculas terapéuticas e na
manutengdo da homeostase celular (FOROOZANDEH; AZIZ, 2018; SAKAI-KATO;
YOSHIDA; IZUTSU, 2019; TOSCANO; TORRES-ARIAS, 2023).

O escape endossomal (Figura 5i) € um passo critico no uso de NP para a
entrega eficiente de moléculas terapéuticas, como &cidos nucleicos. Apds a
endocitose, as NP enfrentam o desafio de atravessar a membrana do endossomo
antes da maturacao para endolisossomos, composto por um pH bastante acido e
enzimas de degradacao que podem comprometer a funcao terapéutica. Componentes
catibnicos, como o DOTAP, podem desestabilizar a membrana do endossomo,
permitindo a passagem para fora da vesicula e permitindo assim a liberacdo do
conteudo no citoplasma. O sucesso desse processo € fundamental para garantir a
funcionalidade das moléculas entregues, especialmente no caso de sistemas de
edicdo génica. Assim, compreender e controlar 0os mecanismos de escape
endossomal é um ponto primordial no desenvolvimento de sistemas de entrega
baseados em NP (GILLERON et al., 2013; RIBOVSKI et al., 2023; TOSCANO;
TORRES-ARIAS, 2023).

1.3 Avancos no uso de terapias génicas no combate ao cancer

Nos ultimos anos, os avangos da medicina no tratamento de doengcas como
o cancer tem se destacado pela tecnologia e inovacao com bons resultados (LE
TOURNEAU et al., 2022; WEBER et al., 2024). A capacidade de carrear genes e
promover modulagdes bioldégicas em células doentes é uma das descobertas mais
significativas do século, possibilitando a aplicacdo de terapias personalizadas.
Entretanto, permanece o desafio da construgédo de vetores que protejam os &cidos
nucléicos com eficiéncia, além de permitir captacao pelas células e promover o escape
endossomal (RIBOVSKI et al., 2023; TORRES-VANEGAS; CRUZ; REYES, 2021).
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Sistemas virais ja foram aprovados para uso em humanos, a exemplo de
terapias baseadas em adenovirus (AAV- Adeno-associated virus) para doencas da
retina (MAGUIRE et al., 2019) e terapias Casgevy® e Lyfgenia® para entrega do
sistema CRISPR/Cas9 para anemia falciforme (LOCATELLI et al., 2022; TRAXLER et
al., 2016). Apesar de aprovado em agéncias regulatérias, o uso de sistemas virais
apresenta algumas desvantagens como imunidade preexistente ao virus e a geracao
de resposta imune adaptativa, o que pode comprometer o tratamento (GOROVITS et
al., 2023).

Com o avang¢o da nanomedicina, os carreadores ndo virais, como as NP,
sd0 uma aposta promissora e atualmente, sua aprovacao regulatéria estd mais
voltada ao carreamento de farmacos como a doxorubicina (BARENHOLZ, 2012) e
nab-paclitaxel (BIGANZOLI et al., 2020). Entretanto, o desenvolvimento da
Comirnaty®, uma vacina a base de mRNA carreado por nanoparticulas lipidicas,
contribuiu significativamente para o controle da pandemia de SARS-Cov-2 (Severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2, também chamada de COVID-19), a
aplicacdo da vacina contribuiu substancialmente para a provacdo do uso de
nanotecnologia para a saude humana (LAMB, 2021). Recentemente, um estudo
clinico fase Il utiliza tecnologia semelhante a vacina de mRNA, porém, € aplicada no
tratamento de melanoma. A terapia baseada em mRNA carreado por nanoparticulas
lipidicas sélidas (MRNA4157-V940) tem por objetivo construir uma biblioteca de
MRNA individual contendo as assinaturas génicas extraidas do melanoma ressecado
do paciente. Isso significa que cada individuo recebera uma terapia exclusiva,
tornando essa abordagem uma das inovagdes mais revolucionarias e personalizadas
na medicina moderna (WEBER et al., 2024).

1.4 A transicao epitélio mesenquimal como um alvo terapéutico

Diversos alvos terapéuticos tem sido investigados como possiveis terapias-
alvo, dentre elas, via Wnt/B-catenina esta intimamente relacionada a proliferagao
celular, diferenciagcdo e migracao, sendo crucial para o equilibrio homeostatico dos
tecidos e também no cancer. A figura 6 ilustra a sinalizacao Wnt ativada, inibindo a
destruicdo da proteina [B-catenina, responsavel pela adesdo celular que, sob
condi¢des normais, € degradada no citoplasma (XUE et al., 2024; ZHANG, MING ZHU
et al., 2015). Esse processo ocorre por meio de um complexo de proteinas chamado
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complexo destruidor, que inclui a proteina quinase GSK-3B (glicogénio sintase
quinase-3 beta), gene associado a polipose adenomatosa do célon (APC), e caseina
quinase — 1 (CK1), a ubiquitina ligase BTrCP (proteina contendo repeticdo de beta-
transducina) e uma proteina chave na ativagéo da Wnt, a Axin. Quando esse complexo
€ montado, ocorre a destruicdo de B-catenina (XUE et al., 2024; YU et al., 2021).

Normal Epithelium TNBC

l @ =
% T 3@2’&;?“

TGIF

Figura 6. TGIF1 sequestra Axin e impede a montagem do complexo de destruigao de [3-catenina.

Amn

No epitélio normal, ocorre a regulacdo dos niveis de B-catenina que é destruida através do complexo
de destruicdo mediado por Axin, entretanto foi constatado quem TNBC o fator de transcricdo TGIF
sequestra Axin e impede que o complexo seja montado. Dessa maneira, a [-catenina é translocada
para o nucleo e regula a expressao de genes que promovem a diferenciagao celular. Reproduzido de
(RAZZAQUE; ATFI, 2016)

Foi observado que Axin pode ser sequestrada por uma proteina repressora
de transcricao, chamada TGIF1- fator transformador de interacdo com o crescimento
1 (do inglés transforming growth-interacting fator 1, TGIF1), especialmente em TNBC
(RAZZAQUE; ATFI, 2016; ZHANG et al., 2015). No contexto tumoral, o TGIF1
demonstrou a capacidade de sequestrar Axin e impedir a montagem do complexo
destruidor de B-catenina, gerando um acumulo no citoplasma que leva a translocacao
de B-catenina para o nucleo, induzindo a sinalizagdo para a diferenciacdo celular
(ZHANG et al., 2015). Um dos principais impactos desse fenébmeno é a EMT (TANG
et al., 2021) que é caracterizada por um processo dinamico no qual células epiteliais
perdem suas caracteristicas de adesdo, polaridade e jungdes intercelulares,
adquirindo um fenétipo mesenquimal tipico de migracao e invasao bastante marcante
da progressao tumoral (JONCKHEERE et al., 2022).

O TGIF1 pertence a superfamilia de homeodominio de extensao de lago de
trés aminoacidos (do inglés three-amino acids loop extension - TALE) e controla
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processos que incluem o desenvolvimento embrionario, proliferacéo e diferenciacéo
celulares (WOTTON; LO; SWABY; et al., 1999). Além da sua relacdo com a via Wnt/
B-catenina, possui relagdo com a via do TGF-$ e isso se deve a capacidade de reunir
um complexo de fatores de transcricdo Smads que estdo ligados ao DNA
(MOUSTAKAS; SOUCHELNYTSKYI; HELDIN, 2001; WANG et al., 2023) . As Smads
sdo uma familia de proteinas estruturalmente semelhantes e que possuem papel
importante na regulagéo imune contra o cancer (CHEN et al., 2024). O termo Smad
foi criado a partir de genes homdlogos encontrados em Drosophila spp. e C. elegans.
Mutagdes no gene MAD (do inglés "Mothers Against Decapentaplegic") levam a
supressdao do gene decapentaplégico, responsavel pela formagdo das asas de
drosdfilas (SEKELSKY et al., 1995) e posteriormente genes homélogos chamados
SMA (do inglés “small’), foram identificados em C. elegans esclarecendo que
mutagdes no gene SMA tem papel na regulagdo do crescimento (SAVAGE et al.,
1996). Homdlogos desses genes também foram identificados em vertebrados
(RIGGINS et al., 1996).

As Smads tém um papel fundamental na sinalizagao e regulacédo de TGF-
B (DERYNCK; ZHANG, 2003; WANG et al., 2023). Essa sinalizagdo inicia com a
ligacdo de TGF-B ao receptor de TGF-B tipo Il, um receptor transmembrana com
dominio serina/treonina quinase e apos essa ligagao ocorre a fosforilagdo e ativagéo
do receptor de TGF-B tipo | (RTGF-BI). Essa ativagéo leva a fosforilagdo de Smads
que regulam diversas vias especificas na via do TGF-B e sua a regulacao ocorre
através da fosforilagdo das Smad 2 e Smad 3. Em seguida, € formado um complexo
heterodimérico com Smad 4 e finalmente o complexo é translocado para o nucleo
(MILLER; HILL, 2022; MOUSTAKAS; SOUCHELNYTSKYI; HELDIN, 2001; WOTTON;
LO; LEE; et al., 1999) . O complexo Smad liga a sequéncias de DNA promotoras e
essa associacao repercute no recrutamento de TGIF1 para a resposta a TGF-,
reprimindo a sua transcricdo (MIYAZAWA et al., 2024; WOTTON; LO; SWABY; et al.,
1999). Quando os controles da Smad4 e da Smad2 sao perdidos, colaboram para o
desenvolvimento do cancer (HUYNH; HIPOLITO; DIUKE, 2019; SEO et al., 2006;
WOTTON; LO; SWABY; et al., 1999).

Um papel fundamental nas respostas supressoras de tumores é
desencadeado pelo TGF-B, dentre eles estdo o efeito citostatico, diferenciagdo e

apoptose. As células malignas contornam esse efeito supressor inativando
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componentes centrais da via que bloqueiam os receptores de TGF-B ou as
propriedades supressoras de tumor, nesse caso, as células tumorais podem controlar
as funcgdes reguladoras exercidas pelo TGF-3, adquirindo caracteristicas de invasao,
producdo de mitdgenos autdcrinos e liberagdo de citocinas pro-metastaticas
(MASSAGUE, 2008; ZHANG et al., 2015). O TGIF1 possui a capacidade de restringir
a rede supressora do TGF-B possibilitando o desenvolvimento de novas terapias

génicas através do silenciamento desse gene (WANG et al., 2018).

1.5 Biologia da edicao génica dirigida por CRISPR/Cas9

O microambiente tumoral apresenta diversas modulagdes génicas que
levam a supressao ou a superexpressao de determinadas proteinas, que por sua vez,
regulam uma infinidade de processos bioldgicos (FLISTER; BERGOM, 2018), como
TGIF1 e seu papel na destruicao da B-catenina (ZHANG et al., 2015). Sistemas de
edicbes génicas tém sido amplamente investigados para avaliar possiveis efeitos
biol6gicos a fim de desenvolver novas terapias (HSU; LANDER; ZHANG, 2014;
SHALEM et al., 2014). Uma das mais promissoras terapias génicas ja aprovadas pela
agéncia reguladora dos Estados Unidos, a FDA (Food and Drug Administration) é o
emprego de CRISPR/Cas9 para corregdes de mutagdes genéticas (PARUMS, 2024).

O CRISPR, sigla do inglés para Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats, em conjunto com Cas (CRISPR-associated proteins) formam o
sistema defesa adaptativo de procariotos contra virus bacteriéfagos (fagos), como
demonstra a Figura 7. A génese desse sistema ocorre em trés etapas: adaptacéo,
biogénese e interferéncia. A adaptacao inicia quando um fago infecta a bactéria, que
por sua vez incorpora regides de DNA viral ao seu genoma. Essa regiao possui genes
trans-ativadores (Tracr) essencial para a formacao do RNA guia (gRNA), a jusante
encontram-se 0s genes que codificam a proteina Cas (Figura 7, pentagono laranja,
rosa, branca e azul claro) e o locus CRISPR, que contém regides palindrémicas
repetitivas, representados na figura 7 por losangos pretos e espacadas pelas
sequéncias adquiridas pelo contato com virus, ilustradas por quadrado vermelho, azul
e roxo na figura 7, que compreende as sequéncias de DNA virais integrados ao
genoma bacteriano (ARROYO-OLARTE; BRAVO RODRIGUEZ; MORALES-RIOS,
2021; DOUDNA; CHARPENTIER, 2014; JINEK et al., 2012).
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Figura 7. Esquematizacédo da biologia de adaptacao, biogénese e interferéncia de CRISPR/Cas9.

Ao analisar sequéncias de DNA bacteriano, os pesquisadores encontraram regiées palindrémicas do
genoma, seguido de sequéncias distintas do DNA procarioto, ou seja, um DNA externo, chamado de
espacador. Durante infecgbes subsequentes, o locus CRISPR/Cas ¢é transcrito um RNA longo que é
maturado e fragmentado em pequenos gRNA. Assim, a proteinas Cas € guiada até sequéncias
especificas DNA e realiza um corte enzimatico no genoma invasor, impedindo a replicagao viral.
Reproduzido de: (ARROYO-OLARTE; BRAVO RODRIGUEZ; MORALES-RIOS, 2021).

Quando um fago entra em contato com a bactéria, que previamente
adquiriu parte do DNA viral, inicia-se a biogénese da maquinaria do CRISPR/Cas9
com a transcricao de um RNA longo pre-CRISPR que é maturado e fragmentado,
formando o RNA guia (JRNA = crRNA + tracrBRNA) e a montagem do sistema. O gRNA
leva a proteina Cas9 para a sequéncia especifica do genoma viral na fase de
interferéncia. Para a interagdo da Cas9 com o DNA é necesséario um motivo adjacente
protoespacador (PAM) formado por trés bases nitrogenadas. A primeira base pode
ser adenina, timina, guanina ou citosina, seguido de duas guaninas (NGG), dessa
maneira, a Cas9 que possui atividade endonuclease, ancora e corta a fita de DNA.
Finalmente, o mecanismo de reparo do DNA ¢ ativado, gerando dele¢cbes ou
mutagdes que impedem a formagdo de novos virus. Esse processo biologico deu
origem a uma das ferramentas mais inovadoras de edicdo génica (ARROYO-
OLARTE; BRAVO RODRIGUEZ; MORALES-RIOS, 2021; DOUDNA;
CHARPENTIER, 2014; JINEK et al., 2012).
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A magquinaria CRISPR/Cas foi otimizada e engenheirada para uso em
diversos tipos celulares. Um dos maiores desafios da aplicacdo dessa técnica era a
producao de dois plasmideos distintos atuando simultaneamente para a producao do
gRNA. Dessa maneira, houve uma unido do crRNA com tracrRNA, dando origem ao
sigle guide RNA (sgRNA) (CONG et al., 2013), facilitando a aplicagdo desse sistema
especialmente para ensaios que buscam compreender mecanismos biolégicos e
desenvolver novos alvos terapéuticos para o tratamento de diversas doencas
humanas (PANTELIDOU et al., 2019; ZHANG et al., 2023). Atualmente, a maquinaria
CRISPR/Cas9 ja foi aprovada pelo FDA para algumas terapias como a anemia
falciforme e talassemia-B (FRANGOUL et al., 2021) e o cancer (STADTMAUER et al.,
2020), além de contar com diversos estudos clinicos andamento. A edicdo génica com
CRISPR/Cas9 oferece uma abordagem inovadora para tratar doengcas complexas,
como o cancer, por meio de intervencdes genéticas precisas e eficazes (ZHANG et
al., 2023).

Apesar dos avangos no tratamento do cancer de mama, subtipos
agressivos, como o TNBC, as pacientes ainda apresentam baixa sobrevida e faltam
opcoes terapéuticas eficientes (CAPUOZZO et al., 2024). As terapias génicas sao a
grande aposta para o tratamento desse subgrupo tumoral e aliadas a estratégias
utilizando nanotecnologia trazem um potencial bastante inovador para a industria
(FARHEEN et al., 2022). Embora as SLN sejam promissoras para a entrega de acidos
nucléicos, ainda ha uma caréncia de estudos que avaliem sua eficacia na aplicacao
de edicao génica como o CRISPR/Cas9. Compreender o papel da eficiéncia de
entrega de editores génicos em alvos moleculares chave de mecanismos envolvidos
na progressao tumoral pode abrir portas para o desenvolvimento de terapias mais
eficazes e personalizadas para pacientes oncolégicos. Por meio da aplicacdo de SLN
para a entrega de editor génico, este estudo propbe explorar abordagens inovadoras

para o tratamento do cancer de mama.



41

2. OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

Investigar a eficiéncia de entrega do editor génico CRISPR/Cas9 para

edicdo do gene TGIF1 utilizando nanoparticulas lipidicas sélidas, em culturas no

formato esferoide geradas a partir de linhagens celulares de adenocarcinoma de

mama triplo negativo.

2.2 Objetivos especificos

a.

Produzir e caracterizar nanoparticulas lipidicas sélidas para o carreamento
de acidos nucléicos;

Construir o vetor plasmidial para edicao génica por CRISPR/Cas9;

Avaliar o potencial de carregamento e protecao de &acidos nucléicos,
especialmente de plasmideos contendo mais de nove mil pares de base
em culturas de células em monocamada;

Analisar a eficiéncia de nanoparticulas lipidicas sélidas em transfectar
plasmideos elaborados para codificar a maquinaria CRISPR/Cas9 para
cultivo celular em monocamada;

Avaliar possiveis impactos das nanoparticulas lipidicas sdlidas sobre
cultivos celulares em monocamada;

Produzir modelo esferoide gerado a partir de linhagens celulares de cancer
de mama para avaliar a eficiéncia de transfeccdo das nanoparticulas

lipidicas sélidas.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Cultura de células em monocamada

As linhagens celulares de adenocarcinoma de mama triplo negativo MDA-

MB-231 (ATCC® HTB-26™), adenocarcinoma de mama MCF-7 (ATCC® HTB-22™),
adenocarcinoma de prostata PC-3 (ATCC® CRL-1435™) e células epiteliais de rim
humano HEK293T (ATCC® CRL-3216™) foram mantidas em meio de cultura
completo: meio DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium - Thermo Fisher

Scientific, US) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB - Thermo Fisher

Scientific, US)). As culturas foram mantidas a 37°C e sob atmosfera de 5% CO2em
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incubadora (Panasonic Healthcare, US), em placas de 60 ou 100 mm até atingir 80%
de confluéncia da monocamada.

Proteinas totais extraidas de células tumorais foram gentilmente doados
pela Dra. Marilia Meira Dias, para analise dos niveis de TGIF1 por Western blot, sendo
isolados das seguintes linhagens celulares de cancer de mama: MDA-MB-436
(ATCC® HTB-130™), MDA-MB-453 (ATCC® HTB-131™), MDA-MB-453 (ATCC®
HTB-132™), MDA-MB-157 (ATCC® HTB-24™), DU 4475 (ATCC® HTB-123™),
HCC1143 (ATCC® CRL-2321™), HCC1599 (ATCC® CRL-2331™), HCC1937
(ATCC® CRL-2336™), HCC70 (ATCC® CRL-2315™), HCC1806 (ATCC® CRL-
2335™), BT-549 (ATCC® HTB-122™), Hs 578T (ATCC® HTB-126 ™).

3.2 Preparo das nanoparticulas e complexacao com DNA plasmidial

Para o carreamento do DNA plasmidial, foram produzidas SLN utilizando
técnica de micro extrusdo desenvolvida pelo grupo de pesquisa Nano-cell interactions
lab liderado pelo professor Marcelo Bispo de Jesus. Esta técnica consiste na
preparacao de uma microemulsdo catidbnica em agua bidestilada contendo acido
estearico (lipidio sélido a temperatura ambiente — Sigma-Aldrich, US), DOTAP (lipidio
catiénico, Avanti Polar Lipids Inc., US) e pluronic F68 (surfactante ndo-idnico, Fluka,
US). A microemulsao foi aquecida a 5 °C acima da temperatura de fusdo do acido
estearico (69 °C). Posteriormente, o tamanho das particulas foi uniformizado utilizando
uma mini-extrusora (Avanti Polar Lipids Inc., US), por meio de 30 passagens
sucessivas através de uma membrana de policarbonato com poros de 100 nm
(Isopore™, Merck Millipore, US). Apds esse processo, a solugédo contendo as SLN foi
transferida para um banho de gelo, com o objetivo de solidificar as particulas e evitar
sua agregacao. Por fim, a solucao foi armazenada a 4 °C para uso futuro (DE JESUS
et al.,, 2010, 2013). A concentracéo final de SLN foi de 3,8 pg/mL, o calculo foi
realizado a partir da concentracdo de lipidios totais (acido estearico e DOTAP)
(GARCIA-FOSSA; DE JESUS, 2024).

3.3 Medidas de tamanho, potencial zeta e indice de polidispersao
A caracterizagao fisico-quimica das SLN foi avaliada a partir do tamanho
de particulas e o indice de polidispersividade (Polydispersivity Index - PDI), para isso,
a leitura foi realizada duas semanas apos a producao de SLN para estabilizacdo da
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formulagéo (DE JESUS et al., 2013; GARCIA-FOSSA; DE JESUS, 2024; RADAIC, DE
PAULA; DE JESUS, 2015). Assim, as SLN sem complexacao e as SLN complexadas
(SLNplex) foram incubadas com DNA plasmidial (pDNA TGIF1_1 e TGIF1_2
relacionado ao CRISPR/Cas-9 e mKO2 que codifica uma proteina fluorescente) a 37°
C por 20 min para a interacdo eletrostatica e formagdo do SLNplex, a proporcéao
SLN:DNA utilizada foi de 1:1. Logo apéds, as amostras foram diluidas em agua
deionizada (ddH20) ou meio de cultura celular RPMI1640 na proporcdo 1:20 e
depositadas em cubetas de poliestireno retangulares de 10 mm de espessura para
leituras. As medidas foram realizadas por espalhamento de luz dindmico (Dynamic
Light Scattering — DLS — Zetasizer NanoZS 90, Malvern Panalytical, UK)) que mede a
distribuicao de particulas em meio liquido, espalhando o feixe de luz que incide na
amostra.

Em outro experimento, as SLN e os SLNplexos foram diluidos na proporcao de
1:20 e transferidos para cubetas de poliestireno em formato “Y” contendo eletrodos,
para a determinacéo do potencial zeta (¢) hidrodindmico. O potencial ¢ € uma medida
da capacidade de repulsdo ou atracao eletrostatica das cargas superficiais,
semelhante ao principio da microeletroforese, e seus efeitos influenciam diretamente
a estabilidade dos construtos (BHATTACHARJEE, 2016). Essas medi¢gdes fornecem
informagdes detalhadas sobre o estado de agregacao das particulas, permitindo
otimizar as formulacbes para assegurar maior estabilidade das suspensdes
(BHATTACHARJEE, 2016; SERRANO-LOTINA et al., 2023). Vale destacar que as
medidas obtidas sdo hidrodinamicas, o que significa que a agua forma uma camada
de cargas ao redor das particulas. Dessa forma, os tamanhos apresentados nos
resultados ndo correspondem exatamente aos diametros reais das particulas, assim
como o potencial ¢, ja que as particulas estao dispersas em agua deionizada ou outras
solugbes (BHATTACHARJEE, 2016). As medidas foram realizadas no equipamento
Zetasizer NanoZS90 (Malvern Panalytical, UK).

3.4 Microscopia eletronica de transmissao
A fim de avaliar a morfologia e a superficie das SLN, as nanoparticulas
foram analisadas por microscopia eletrénica de transmissdo (MET). Dessa forma, as
SLN foram depositadas em grades 300 mesh tendo sua a superficie recoberta com
filme de carbono, logo ap6s foram contrastadas com citrato de uranila. As imagens
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foram adquiridas em MET modelo JEM1400Plus (JEOL, Japan) a uma voltagem de
120 kV. O microscopio é equipado com uma camera OneView CMOS com resolucao
4K x 4K (GATAN, US) para a aquisigao digital de imagens. As imagens nao foram
tratadas. Gostariamos de agradecer ao Laboratério Nacional de Nanotecnologia
(LNNano, CNPEM) pela facility e apoio técnico na execugcdo da proposta TEM-
28107F.

3.5 Desenho do single guide RNA (sgRNA)

O sgRNA é a uma das moléculas essenciais para a funcionalidade do
sistema CRISPR/Cas9, pois ela direciona a proteina Cas9 ao DNA-alvo que deve ser
editado, o que garante a especificidade do CRISPR/Cas9 (CONG et al., 2013). Para
o desenho das sequéncias sgRNA, utilizou-se as ferramentas online disponiveis
gratuitamente: crispor.tefor.net/ e www.e-crisp.org/. Ambas necessitam da sequéncia
gendmica no formato BLAST para encontrar a sequéncia guia adequada e mais eficaz,
a fim de evitar sequéncias fora do alvo desejado. As sequéncias escolhidas
encontram-se na tabela 2 e foram sintetizadas pela empresa IDT & sintese — Brasil.
O presente projeto foi aprovado pelo Comité Interno de Biosseguranca do Laboratério
Nacional de Biociéncias (LNBio) do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e
Materiais (CNPEM) sob numero de registro 2020-16.

Tabela 2. Sequéncias dos sgRNAs sintetizados para construcao plasmidial

Identificacao Sequéncia
sgRNA_TGIF1_1_Foward caccGGATGGTTCTAGCGCAGAGC
sgRNA_TGIF1_1_Reverse aaacGCTCTGCGCTAGAACCATCC
sgRNA_TGIF1_2_ Foward caccGTTCACAATTTCCCGCCGTG
sgRNA_TGIF1_2_ Reverse aaacCACGGCGGGAAATTGTGAAC
sgRNA_eGFP3_Foward caccGGCCACAAGTTCAGCGTGTC
sgRNA_eGFP3_Reverse aaacGACACGCTGAACTTGTGGCC

Para compreender melhor a forma de corte do sistema CRISPR-Cas9, e
quais parametros seriam mais interessantes em nosso estudo, foi estabelecido uma
analise acerca da sequéncia de nucleotideos para avaliar os sgRNAs mais eficazes.
Dessa forma, foi verificado na literatura diferentes sequéncias do gene TGIF1 que
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codificam para proteinas com estruturas de tamanhos distintos, assim, foi gerado um
alinhamento de sequéncias de DNA bem como das proteinas dos bancos de dados
uniPROT e NCBI.

3.6 Clonagem de vetor plasmidial com co-expressao de Cas-9 e sgRNA

A clonagem de plasmideos bacterianos permite a introdugao de sequéncias
génicas de interesse em células eucaribticas. A clonagem é essencial em estudos de
biologia molecular especialmente para compreender fenédmenos bioldgicos. O sistema
CRISPR/Cas9 é formado por duas partes, o sgRNA e a endonuclease Cas, utilizamos
um vetor plasmidial para a co-expressdo de ambas sequéncias a fim de simplificar o
processo de edicdao génica (CONG et al, 2013; RAN et al, 2013). Para essa
construgdo, foi manipulado o plasmideo pSpCas9(BB)-2A-Puro-(PX459) V2.0
(Addgene #62988). Esse plasmideo facilita a clonagem para a co-expressao de
CRISPR/Cas9, sendo necessério apenas inserir o sgRNA de interesse além disso,
possui gene de resisténcia aos antibidticos ampicilina para sele¢cao bacteriana e
puromicina para selecao de células eucariéticas (RAN et al., 2013).

A acdo da enzima DNA ligase depende do grupo fosfato presente na
extremidade 5' de um fragmento de DNA e o grupo hidroxila na extremidade 3' de
outra. A fosforilagdo foi usada para preparar os oligonucleotideos para insergédo do
sgRNA no plasmideo. Inicialmente, ocorreu o anelamento e fosforilacdo dos
oligonucleotideos de TGIF1 e eGFP. Os primers foward e reverse foram ressuspensos
a concentracéo final de 100 uM e a reacao de fosforilagcao foi preparada com 1 uL de
primer, 1X tampéo de ligagdo T4, 1X tampéo de reagcdo T4 PNK (polynucleotide
kinase, ambos de New England Biolabs, US), a reacao foi levada ao termociclador 30
min a 37 °C seguido de 5 min a 95 °C e apo6s resfriada gradualmente até 25 °C (RAN
et al., 2013).

A digestao enzimatica permite abrir o plasmideo em locais especificos para
inserir sequéncias de DNA. Para clonar o sgRNA para TGIF1, foi necessario fazer a
digestdo enzimatica do plasmideo com a enzima de restricdo Bbs | (New England
Biolabs, US), 1x tampéao 2.1 e 2 ug de plasmideo. O plasmideo Px459 possui dois
sitios de corte em que essa enzima atua, um na posi¢céo 245 e outro na posi¢ao 267,
criando extremidades nédo-coesivas para inser¢do do sgRNA. A reacao foi incubada
em um microtubo por 2h a 37 °C e apdés 10 min a 65 °C (RAN et al, 2013). A
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confirmacédo da digestao foi realizada eletroforese em gel de agarose 1,5% contendo
0,5 pug/mL de brometo de etidio e as amostras correram no gel a 80 mV por 1h. As
imagens foram capturadas por transiluminador UV. A banda Unica do gel foi removida
com bisturi e depositada em microtubo para extracdo do DNA através do kit QIAEX 1]
Gel Extraction (Qiagen, Germany) seguindo as instru¢ées do fabricante.

Os insertos de sgRNA foram ligados ao vetor plasmidial linearizado. Essa
reacdo € catalisada pela enzima DNA ligase, que une as extremidades de DNA,
formando ligacdes fosfodiéster entre os nucleotideos. Para isso, os oligos fosforilados
foram previamente diluidos a uma propor¢éao de 1:200 em ddH20 e foi adicionado 20
ng de plasmideo, tampao T4 DNA ligase 1X e Enzima T4 DNA ligase 1U. A reacgéo foi
incubada por 3h a temperatura ambiente (RAN et al., 2013).

3.6.1 Transformacao bacteriana

As bactérias possuem uma caracteristica singular para captagdo de
plasmideos externos e isso contribui para adaptacdes, evolugcdo e sobrevivéncia.
Gracas a esse sistema é possivel que bactérias quimicamente competentes recebam
e repliguem DNA plasmidial, permitindo produzir inUmeras cépias de forma rapida e
acessivel. Apds a reacao de ligacdo, as bactérias quimicamente competentes da
linhagem Stbl3 foram transformadas. Apds ambientacao, 2 pL da reacao de ligagao
foram adicionados gentilmente e incubados por 10 min no gelo. Posteriormente, foram
incubadas o banho-maria a 42 °C por 45 segundos e rapidamente incubadas no gelo
por 2 min nesse processo de choque térmico, o plasmideo é incorporado pela bactéria.
Em seguida, foi adicionado meio de cultura super optimal broth com glicose - SOC
(0,5% extrato de levedura; 2% triptona; 10 mM NacCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgClz; 10
mM MgSOs4; 20 mM glicose) e as amostras foram incubadas a 37 °C por 1h.
Posteriormente, as bactérias foram inoculadas sobre uma placa de agar Luria Bertani
(LB agar) com o auxilio de uma alca de Drigalski e incubadas a 37 °C overnight (RAN
etal., 2013).

3.6.2 PCR de colbnias
A insercdo de plasmideos contendo genes codificantes para proteinas
permite que as bactérias atuem como pequenas fabricas de DNA, entretanto, nem
todas as bactérias recebem o DNA de interesse, sendo necessario fazer uma triagem.
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As bactérias transformadas foram plaqueadas e mantidas a 372 C overnight. Em uma
nova placa de LB agar, foram demarcadas as posi¢coes das colbnias, em seguida
essas colonias foram divididas: uma parte foi transferida para uma nova placa e a
outra parte para microtubos. Na sequéncia, as placas foram incubadas a 37° C por
24h para o crescimento bacteriano e os microtubos foram levados ao banho seco a
95 °C por 10 min para lise e extragdo de DNA bacteriano.

O preparo da reacdo de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) foi
realizado com os seguintes primers: foward PLKO1 - (GGACTATCATATGCTTACCG)
para ambas construcdes e o reverse TGIF1_1 (aaacGCTCTGCGCTAGAACCATCC)
ou TGIF1_2 (aaacCACGGCGGGAAATTGTGAAC) a 0.5 pM, juntamente com 200 puM
dNPT, 1U enzima Phusion, 1x tampao phusion e 200 ng de DNA proveniente da lise
bacteriana. As reac6es foram levadas ao termociclador por um ciclo de 95 °C, 2 min,
2 ciclos de 95 °C, 20 seg; 60 °C, 20 seg; 72 °C, 20 seg e um ciclo final de 72 °C, 3 min.
Em seguida, o produto da amplificagéo foi avaliado por eletroforese em gel de agarose
2% contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio e as amostras correram a 80 mV por 1h.
As imagens foram capturadas por transiluminador UV com o software Carestream

(Onex Corporation, Canada).

3.6.3 Sequenciamento

Para a determinar a ordem exata das bases nucleotidicas incorporadas ao
plasmideo foi realizado o sequenciamento do DNA plasmidial. Foi selecionada uma
Unica col6nia de cada sgRNA (TGIF1_1; TGIF1_2; eGFP3) para producao plasmidial
e posterior sequenciamento para confirmacéo da insercdo do sgRNA. Para isso, foi
adicionado 5 mL de meio LB liquido em um tubo contendo o antibiético ampicilina
(1:1000), seguido de transferéncia da colénia com o auxilio de uma ponteira p10,
seguindo para incubacgao a 37 °C sob agitacao constante overnight.

No dia seguinte, o meio de cultura foi transferido para um tubo cénico e
centrifugado a 300 x g por 10 min, o sobrenadante foi descartado e os plasmideos
purificados pelo kit Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep (Cellco Biotech, BR), seguindo as
instrucoes do fabricante. As amostras foram enviadas para o setor de sequenciamento
de DNA do CNPEM, utilizando a metodologia de Sanger.
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3.7 Ensaio de carregamento de particulas
O carregamento de DNA pelas SLN é um ponto chave do estudo. Nesta
etapa foi avaliado o potencial de carregamento das SLN. A formacao do SLNplex
impede a passagem do DNA pela trama do gel de agarose, dessa maneira, o DNA
fica retido no poco de aplicacao e apenas o DNA que néao foi ligado as SLN consegue

migrar pelo gel.

Tabela 3. Concentragcdes molares para o ensaio de carregamento e protecao

SLN (nM) | pDNA (nM)
0,04 0,04
0,04 0,08
0,04 0,11
0,04 0,15
0,04 0,19
0,04 0,23
0,04 0,27
0,04 0,3
0,04 0,35
0,04 0,39
0,04 0,43
0,04 0,47

Primeiramente, foram incubadas diferentes concentragées molares pDNA
para uma concentracao fixa de nanoparticulas (0.04 nM). A concentracdo molar
minima de DNA foi de 0,04 nM e maxima de 0,47 nM (vide Tabela 3). As SLN e o
pPDNA foram incubados a 37 °C por 20 min para a formagéo dos SLNplex e DNA livre
foi utilizado como controle. Foi adicionado 10% de glicerol para gerar densidade na
amostra e realizar carregamento do gel. Foi produzido gel de agarose a 1% em
tampao TAE 1x (40 mM Tris pH 7.6; 20 mM &acido acético; 1 mM EDTA). As amostram
correram no gel a uma tensédo de 50 mV por aproximadamente 1h. Apds a corrida, o
gel foi banhado em 0,5 pg/mL de brometo de etidio. As imagens foram obtidas através
de transiluminador UV com o software Carestream (Onex Corporation, Canada).
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3.8 Ensaio de protecao de DNA plasmidial

Outro ponto de checagem é se as SLN tém a capacidade de proteger o
pDNA de enzimas que o degradem. Assim, a protecao de pDNA pelas SLN foi avaliada
através do ensaio de protecédo contra DNase | para verificar a integridade do DNA que
ird migrar através do gel de agarose. O DNA protegido € liberado da SLN pela adicdo
de SDS (dodecil sulfato de s6dio) e se protegido deve migrar pelo gel sem indicios de
degradacdo. Da mesma forma que no ensaio de carregamento, foram incubadas
diferentes concentracdes molares de pDNA para uma concentracao fixa de
nanoparticulas (0,04 nM), ja o pDNA foi variavel, a concentragdo molar minima de
0,04 nM e maxima de 0,47 nM (vide Tabela 3). Os SLNplexos foram incubados a 37
2C por 20 min. Em seguida, foi adicionada 1U de DNase | para cada 2,5 ug de pDNA,
juntamente com tampéao (100 mM Tris-HCI pH 7,4; 25 mM de MgCl2; 1mM CaCl2) e a
mistura foi incubada a 37 °C por 30 min. Para parar a reacdo de degradacao
enzimatica, foi adicionado 1% de SDS, que também atua como agente de liberacao
do pDNA do SLNplexo e como controle foi utilizado DNA livre e DNA livre tratado com
DNAse | (RADAIC; DE PAULA; DE JESUS, 2015). Apds, foi adicionado 10% de
glicerol para carregamento do gel de agarose a 1% produzido em tampao TAE 1x. As
amostras percorreram o gel a uma tensao de 50 mV por aproximadamente 1h. Ao final
o gel foi banhado em 0,5 pg/mL de brometo de etidio. As imagens foram capturadas
por transiluminador UV com o software Carestream (Onex Corporation, Canada).

3.9 Transfeccoes em monocamada

O potencial de transfeccao é compreendido como a capacidade dessas
nanoestruturas inserir acidos nucléicos no interior das células e o quanto esse
carreamento sera eficiente. Para esse ensaio utilizamos um plasmideo genérico que
codifica para uma proteina constitutivamente fluorescente chamada mKusabira
Orange 2- mKO2 (exitagdo 551 nm e emissdo 565 nm), utilizada para rasteio e analise
da eficacia de transfeccdo. Os ensaios de transfeccao foram realizados utilizando as
linhagens celulares MCF-7 e PC-3, descritas anteriormente. A como controle positivo,
foi utilizada Lipofectamina 2000 (LF2K, Invitrogen, UK) foi preparada conforme
instrucées do fabricante e complexada com 1,7 nM de pDNA. Para a transfeccéo,
foram preparados dois tubos contendo 50 puL de meio de cultivo celular sem
suplementacdo, SLN e pDNA foram adicionados em seus respectivos tubos, em
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seguida o tubo de pDNA foi adicionado ao tubo contendo as SLN e incubado por 20
min em temperatura ambiente para a formacdo dos SLNplexos. As proporcoes
testadas de SLN:DNA estao descritas na tabela 4.

Além disso, células HEK293T também foram transfectadas com os
plasmideos construidos para edi¢do génica de TGIF1, a fim de avaliar a eficiéncia da

entrega do editor génico por SLN nessas células.

Tabela 4. Concentragdes molares utilizadas para o ensaio de transfecgcao

SLN (nM) pDNA (nM)
0,32 1,0
0,48 1,7
0,64 55
0,8 2,8
1,0 3,3

3.10 Western blot

Para avaliar a eficiéncia de edicao génica pelo sistema CRISPR/Cas9,
avaliamos os niveis de expressdo de TGIF1 em apds a transfec¢cdo do DNA plasmidial
contendo os sgRNAs. As amostras foram coletadas para andlise a nivel protéico por
Western blot. Para isso, as células HEK293T foram cultivadas em placas de 6 pog¢os
a uma densidade de 1x10° células. As células foram entdo transfectadas com os
SLNplex como descrito na sessdo anterior e mantidas em cultura por 72h. Para a
extracdo do material, a placa foi colocada sobre o gelo, o sobrenadante foi aspirado e
a monocamada foi lavada gentilmente com PBS 1x. Entdo as células foram lisadas
com o auxilio de cell scraper e tampao de lise contendo 1% de triton X-100 (100 mM
Tris-HCI pH 7,4; 150 mM cloreto de sédio; 10 mM pirofosfato de sddio; 20 mM fluoreto
de sédio; 5 mM EDTA pH 8,0; 10 mM ortovanadato de soédio; 1 mM PMSF em
isopropanol; 10 mM  B-glicerofosfato; 10 uM leupeptina; 1uM pepstatina; 4 mM
benzamidina HCI hidratada; 2 pg/mL aprotinina; 1% triton X-100; ddH20). As amostras
foram rapidamente congeladas em nitrogénio liquido para a finalizagao da lise celular,
descongeladas em gelo e centrifugadas em centrifuga refrigerada a 4° C a 10000 x g
por 10 min. O sobrenadante foi coletado, aliquotado e congelado a -80° C para usos
futuros. A quantificagao de proteinas totais foi obtida por reagente Bradford com curva



51

padrao para calibragdo de albumina sérica bovina (BSA) a 2 mg/mL em diluigcao
seriada. A leitura da absorbancia foi realizada em 595 nm em leitor de placas EnSpire
(PerkinElmer, US).

Uma parte da amostra foi preparada em tampao Laemmli (Tris-HCI 0,25
mol/L; 2% SDS; 10% glicerol; 0,001% azul de bromofenol e 5% B-mercaptoetanol).
Para a corrida eletroforética, foram utilizadas 20 ug de proteinas totais, o restante foi
armazenado sob a temperatura de -20° C. A corrida de SDS-PAGE foi realizada em
gel contendo 2% de bis-acrilamida, corrido a 80 mV até a entrada no gel de separacao
e apos a voltagem foi aumentada para 100 mV por aproximadamente 2h. Apés, a
transferéncia foi feita para membrana de nitrocelulose pelo sistema Trans-Blot Turbo
(Bio-Rad Laboratories, Inc., US) alternando tecidos embebidos em tampao de
transferéncia 1X (2,5 mM Tris base; 19,2 mM glicina). A corrida no Trans-Blot turbo foi
feita por 7 mina 25 V.

Entdo, a membrana foi bloqueada com leite em pd com baixo teor de
gorduras a 5% por 1h e lavada 3 vezes com tampao TBS-T (Tris 20 mM; NaCl 150
mM; 0,1% Tween 20) e incubada com os anticorpos primarios overnight em camara
fria sob agitacdo constante. Os anticorpos primarios utilizados foram os seguintes:
anti-TGIF1 (#ab220965, Abcam, UK, diluicdo 1:5000), anti-vinculina (#ab18058,
Abcam, UK, diluicdo 1:20000), anti-p actina (#ab3280, Abcam, UK, diluicdo 1:1000) e
anti-FLAG M2 (#F1804, Sigma-Aldrich, US diluicao 1:20000). No dia seguinte, o
excesso de anticorpos foi lavado 3 vezes com TBS-T. A contra-marcagao foi feita com
o anticorpo secundario da respectiva linhagem em que foi feita a producdo do
anticorpo primario, incubando a temperatura ambiente por 1h ou 2h. Novamente, a
membrana foi lavada 3X com TBS-T e as bandas reveladas com luminol
SuperSignal™ West Pico PLUS ou SuperSignal™ West Femto (ThermoFischer
Scientific, US) dependendo da abundéancia da proteina de interesse. A membrana foi
levada a um leitor de quimioluminescéncia ImageQuant™ 500 LAS (GE HealthCare
Technologies, Inc., US) e exposicao de 1 até 8 min para revelacao.

3.11 Scratch assay
As SLN apresentaram um efeito colateral no que se refere a velocidade de
migracdo de células de adenocarcinoma de préstata PC-3 (GARCIA-FOSSA; DE
JESUS, 2024), dessa maneira, investigamos se 0 mesmo efeito seria observado em
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células de cancer de mama. Para esse experimento, as células MCF-7 foram
plagueadas na densidade de 2,5x10* células/mL em placa de 12 pogos utilizando meio
DMEM completo. Apds a aderéncia das células por 24h, houve a privacao de SFB por
24 h, a fim de estabilizar a taxa proliferativa. As células foram tratadas com 0,04 nM
de SLN por 4 h e como controle, utilizamos SLN mais 0,1% de SFB para prevencao
ao descolamento celular. Apés o tratamento, o meio foi aspirado e a monocamada foi
gentilmente lavada com PBS 1X. Um sulco foi criado com o auxilio de uma ponteira
p200. As imagens foram adquiridas no leitor de deteccéo hibrido Cytation 5 Hybrid
Multidetection Reader (BioTek Instruments, Inc., US), utilizando objetiva 4x em
contraste de fase, a cada 15 min durante 60 h em atmosfera umida de 5% de CO2 a
37°C. A andlise da velocidade de migracao das células foi calculada com o auxilio do
software PyScratch (GARCIA-FOSSA; GAAL; DE JESUS, 2020).

3.12 Preparo de placas e cultivo celular de modelos esferoides

Modelos tridimensionais (3D) de cultivo celular tém sido amplamente
investigados a fim de mimetizar o comportamento tumoral, onde ha dificuldade de
trocas gasosas e distribuicao de nutrientes, trazendo um microambiente celular mais
realista (HAN; KWON; KIM, 2021). Para impedir a ades&o das células ao fundo da
placa, utilizamos poly (hydroxyethyl-methacrylate) (poly-HEMA — Sigma-Aldrich, US).
Essa técnica tem sido amplamente utilizada para repelir as células da superficie
plastica das placas de cultura (CHEN et al., 2015). Em ambiente estéril, preparamos
uma solucdo em concentracdo de 12,5 mg/mL em etanol 95%, para isso, utilizamos
etanol absoluto adicionando agua deionizada estéril em quantidade suficiente para
atingir o grau de etanol 95%. O tubo cbénico foi vedado com parafilme para evitar a
evaporagao e a suspensao permaneceu sob agitacdo constante em agitador
multifuncional overnight a 37°C para dissolver o polimero completamente (NASR et
al., 2019).

Em ambiente estéril, utilizamos placas de fundo “U” contendo 96 pocos,
sem nenhum tipo de tratamento para aderéncia/suspensdo. Para o revestimento,
adicionamos 21 pL de solugao de poly-HEMA em cada poco, apds as placas foram
embrulhadas em papel aluminio e mantidas a 37° C para evaporagcdo completa do
etanol por pelo menos 72h.
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A producéo dos modelos esferoides foi iniciado com as células MCF-7 em
monocamada que foram descoladas por tripsinizagdo. A formacdo dos esferoides
ocorreu por agregacao celular espontanea e foi padronizado utilizando uma escala de
nuamero de células, onde adicionamos aproximadamente 500; 750; 1.000; 5.000;
10.000 e 15.000 células por poco em triplicatas. A formacado dos esferoides foi
acompanhada no decorrer de 7 dias. A cada 48h, o meio de cultura foi aspirado e um
meio novo foi adicionado. As imagens foram adquiridas logo apés as primeiras 24h de
cultivo em microscépio EVOS XL Core Cell Imaging System (Thermo-Fischer
Scientific, US).

3.13 Descarte de amostras contendo SLN e possiveis impactos ambientais
As amostras utilizadas para medidas de caracterizacao foram descartadas

apds adicao de detergente extran 5% ou detergente comum por pelo menos 1h.
Quando em cultura celular, 0 meio das células é aspirado e armazenado em Kitasato
contendo 20 mL de hipoclorito de sédio. Todo o residuo gerado dentro laboratério de
cultivo celular de células de mamiferos e insetos (LCCMI — LNBio) é autoclavado antes

de ser coletado e descartado, portanto, a estrutura lipidica residual é destruida.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

A entrega eficiente de acidos nucléicos para fins terapéuticos representa
um dos maiores desafios na terapia génica. Apesar do potencial uso de nanoparticulas
para esse fim, a producdo da SLN aqui proposta enfrenta desafios significativos que
podem limitar sua aplicacéo. A fabricagdo de SLN requer o equilibrio entre eficiéncia
de encapsulamento, estabilidade estrutural, biocompatibilidade e especialmente a
entrega dos acidos nucléicos para as células de interesse. Inicialmente, propomos o
uso de SLN para entrega da maquinaria CRISPR/Cas9 e desenvolvemos dois
plasmideos contendo as sequéncias distintas de sgRNA para o gene TGIF1. A fim de
avaliar o potencial de transfecgao, utilizamos também um plasmideo para expressao
de molécula fluorescente mKO2, os resultados obtidos bem como as discussoes sdo

descritos a sequir.
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4.1 Caracterizacao fisico-quimica e potencial de carregamento de SLN

As SLN foram produzidas pela técnica de microextrusdo desenvolvida pelo
professor Dr. Marcelo Bispo de Jesus e colaboradores (DE JESUS et al., 2013). Essa
técnica é simples, rdpida, acessivel e facilmente reprodutivel. As analises das
nanoparticulas vazias e carregadas com os plasmideos sédo apresentadas na Figura
8 e mostraram um didmetro hidrodinamico de aproximadamente 107,9 nm e houve
aumento do diametro com a adicdo dos plasmideos em ambos os meios de diluicao
(Figura 8A). Um efeito mais dramatico foi observado nas SLN conjugadas com DNA e
medidas em RPMI1640, o meio foi utilizado para entender o comportamento das SLN
ao entrar em contato com a solugdo que ird interagir durante o processo de
transfeccdo. Os meios de cultivo celular sdo ricos em aminod&cidos, glicose, sais
minerais e tampodes para manutencao de pH (DARAMY et al., 2024). Todos esses
componentes tem potencial para formagao de interacées moleculares, formando uma
coroa ao redor da SLN, esse fenbmeno € conhecido como proteina corona e tem sido
amplamente estudado para compreender a interacao nanoparticula-célula (BILARDO
et al., 2022; DARAMY et al., 2024; MISHRA et al., 2021).

Foi observado que o PDI médio da SLN foi de 0,054 SLN e 0,315 para a
SLNTGIF1_1¢e0,453 SLN TGIF1_2 (Figura 8B). A média do potencial ¢ hidrodinamico
foi de +47,6 mV para a SLN e quando os acidos nucleicos foram adicionados, houve
uma inversdo de cargas, que passou a aproximadamente -30 mV (Figura 8C).
Caracterizagdes fisico-quimicas semelhantes foram descritas em formulacbes de
SLN, demonstrando que DOTAP (GOMEZ-AGUADO et al., 2020) e acido estearico
(FABREGAS et al, 2014) sdo bons agentes catidnicos para a producdo de
nanoparticula para aplicagdes em sistemas bioldgicos.

A Figura 9 demonstra os graficos de distribuicao representativos de cada
uma das medidas analisadas pelo Zetasizer (Malvern Panalytical, UK). A SLN sem
adicao de DNA apresenta-se monodispersa, ou seja, possuem tamanho e formato
semelhantes, enquanto a adicdo de pDNAs apresenta distribuicdo polidispersa,
evidenciando a complexacdo com pDNA. As distribuicdes de diferentes perfis de NP
sao relevantes para estudos em biociéncias, pois diferentes tamanhos de particulas,
bem como seu formato e potencial { afetam suas interagdes com as células e até
mesmo nas vias de internalizagdo e mecanismos de citotoxicidade (SALATIN;
MALEKI DIZAJ; YARI KHOSROUSHAHI, 2015). Em conjunto, esses dados mostram
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que as SLN podem apresentar diferentes tamanhos hidrodinamicos quando em

contato com pDNA e quando analisado por microscopia eletrdnica de transmissao,

como ilustra a figura 8 D, parece haver um espessamento na superficie de SLNplex.
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Figura 8. Caracterizagao fisico-quimica de nanoparticulas lipidicas solidas.

As SLN vazias (SLN),

SLN complexadas com plasmideo mKO2

(SLN_mKO2),
(SLN_TGIF1_1) e TGIF1_2 (SLN_TGIF1_2) bem como os plasmideos livres. As medidas foram

TGIF1_1

realizadas através de espalhamento de luz dinamico e mobilidade eletroforética em meio liquido (agua
deionizada e meio de cultura celular RPMI1640). O tamanho hidrodinamico de SLN, SLN_TGIF1_1 e
SLN_TGIF1_2 e mostrado em (A.); indice de polidispersao em (B.) e potencial { em (C.). Cada valor

representa a média + DP (n=3). As medidas foram realizadas através do sistema Malvern Zetasizer
NanoZS 90 (Malvern Panalytical, UK}, a 25 ° C em cubetas de poliestireno com 10 mm de espessura.

(D) morfologia de SLN por microscopia eletronica de transmissao, mostrando SLN e SLN carregada

com o pcDNA mKO2. Barra de escala 50 nm.
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Figura 9. Imagens representativas da distribuicao das medidas das SLN, pDNA e SLNplexos.

Os parametros foram obtidos por espalhamento de luz dindmico para a analise do diametro em meio
liquido (agua deionizada apresentado no conjunto de imagens a esquerda e meio de cultura celular
RPMI1640 a direita), em que (A) e (B) representam a SLN vazia; pDNA_mKO2 e SLNplex mKO2; (C)
e (D) SLN vazia, pDNA_TGIF1-1 e SLNplex TGIF1-1; (E) e (F) SLN vazia, pDNA_TGIF1-2 e SLNplex
TGIF1-2. Os graficos mostram a distribuicao de populagdes de nanoparticulas que podem apresentar
diferentes perfis. Os graficos foram adquiridos através do sistema Malvern Zetasizer NanoZS 90
(Malvern Panalytical, UK) a 25 °C em cubetas de poliestireno com 10 mm de espessura.

4.2 As nanoparticulas sao capazes ligar o DNA e proteger da degradacao
enzimatica

Com objetivo de avaliar a viabilidade do uso de SLN para veicular acidos

nucléicos, construimos vetores plasmidiais para expressao do sistema CRISPR/Cas9.
Dessa forma, as SLN poderao veicular sgRNA e a enzima Cas9, a fim de fazer o
knockout de genes alvo em células tumorais. Para isso, efetuamos a clonagem do
plasmideo pX459 contendo o sgRNA para a proteinas TGIF1. A eficacia de
carregamento (Figura 10) e de protecao do DNA (Figura 11) foram investigadas, visto
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que o plasmideo possui mais de nove mil pares de base e pode apresentar um desafio

na interacao e preservacao da integridade do DNA pelas SLN.
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Figura 10. Retardo da migragao de DNA para avaliagao do carregamento de pDNA por SLN.

A ligacao de moléculas de DNA altera sua carga, conformagao e peso molecular, retardando sua
migracao durante a eletroforese em gel de agarose. Os SLNplexos foram preparados com
concentragao molar fixa de SLN (0,04 nM) e variagdo de pDNA (0,04 a 0,47 nM) e analisadas por
eletroforese. As imagens foram obtidas através de transiluminador UV com o software Carestream

(Onex Corporation, Canada).

O carregamento de DNA plasmidial foi avaliado apés a incubagédo dos
SLNplexos (0,04 nM de SLN) com diferentes proporgdes de pDNA e as amostras
foram carregadas em gel de agarose para corrida eletroforética. Nesse ensaio,
observamos o retardamento do deslocamento das bandas de pDNA, que ficaram
retidas no poco devido ao tamanho dos SLNplexos. Entretanto, a partir de 0,31 nM,
observou-se o deslocamento das bandas de DNA e isso indica que as SLN atingiram
seu maximo de incorporacao por volta de 0,27 nM de pDNA, como ilustrado na figura
10. Apesar de apresentar lipidios semelhantes, cada formulagdao de SLN apresenta
diferentes potenciais de ligacdo com os &acidos nucléicos. SLN contendo acido
estearico apresentaram uma capacidade de carregamento de 200:1 (SLN:DNA)
(FABREGAS et al., 2014), enquanto SLN contendo DOTAP tiveram uma proporgéo
de 5:1 (SLN:DNA) (GOMEZ-AGUADO et al., 2020), enquanto a SLN aqui produzida
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teve uma taxa de carregamento de aproximadamente 1:7 (SLN:DNA). Em outro
ensaio, os autores verificaram que lipossomos que contém DOTAP em sua
composigao, tiveram maior habilidade em carregar DNA (PATRI et al., 2024), esses
dados em conjunto indicam a eficiéncia da uniao de DOTAP e acido estearico em uma

unica formulagcdo promove maior capacidade de ligacao com o DNA plasmidial.

DNase |

'

Figura 11. Ensaio de protecao de SLNplex da degradacao enzimatica por DNAsel.

A estabilidade do DNA foi avaliada quanto atividade de nucleases, para investigar a eficacia do sistema
de entrega de DNA por SLN. Os SLNplexos foram preparados com concentragao molar fixa de SLN
(0,04 nM) e variagdo de pDNA (0,04 a 0,47 nM), tratados com DNAsel para avaliacdo da estabilidade
e analisadas por eletroforese. As imagens foram obtidas através de transiluminador UV com o software

Carestream (Onex Corporation, Canada).

A protecao do pDNA foi avaliada através do ensaio de degradacédo de DNA
por DNase I. Apés a incubacgao formacgao dos SLNplexos com diferentes propor¢oes
de pDNA, as amostras foram carregadas em gel de agarose para corrida
eletroforética. Dessa maneira, observamos a atividade protetiva da formacédo dos
SLNplexos em comparacao ao pDNA na forma livre tratado e nado tratado com DNase
I. Os SLNplexos promoveram atividade protetiva parcial em todas as proporcoes
testadas. Utilizamos SDS 1% para soltar o pDNA do SLNplexo, dessa forma,

apresentarmos uma banda integra que permaneceu protegida enquanto ligada ao
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SLNplexo. Um arraste caracteristico da degradacao enzimatica por DNase | foi
observado a partir 0,15 nM, como ilustra a Figura 11. Isso indica que a residual de
DNA ou pontas mais distantes do SLNplexo foram degradadas. Ensaios semelhantes
com SLN formuladas a partir de DOTAP também demonstraram a protecdo do DNA
plasmidial frente ao tratamento com DNAse | (GOMEZ-AGUADO et al., 2020).

4.3 Propriedades funcionais de SLN para entrega de acidos nucleicos para
cultura de células
Para os ensaios bioldgicos, utilizamos as linhagens tumorais PC-3 (Figura
12), pois foi demonstrado que as SLN possuem influéncia na velocidade de migracao
(GARCIA-FOSSA; DE JESUS, 2024) e MCF-7 (Figura 13) como modelo de tumores
mamarios e de facil formacao de esferoides. As células foram entéo transfectadas
usando SLNplexos em diferentes proporcdes molares de pDNA-mKO2 e SLN. Como
resultado, obtivemos a raz&o de 0,8 nM de SLN para 2,8 nM de pDNA com a melhor
eficiéncia de transfeccdo, como demonstrado em ambas figuras. Os calculos de
molaridade de SLN foram baseados na quantidade total de lipidios presentes na
producéao, considerando um rendimento de 100% da reagao. Ja os célculos de pDNA
foram baseados no tamanho do plasmideo em pares de base. A eficiéncia absoluta
foi calculada utilizando a porcentagem de células que apresentaram fluorescéncia de
mKO2 dentro do numero total e células quantificado, enquanto que para o calculo de
eficiéncia relativa, os dados foram normalizados para o controle LF2K.
Na linhagem prostatica, a eficiéncia absoluta de transfec¢cdo chegou a
26,6% (Figura 12A) e a eficiéncia relativa 56,7% (Figura 12B), houve um aumento da
porcentagem de transfec¢cdo dose-dependente, entretanto, na maior concentracao,
observamos uma leve diminuicdo de eficiéncia, esse efeito foi visivel nas imagens
representativas de cada tratamento sobre células PC-3 (Figura 12C). Ja na linhagem
de mama MCF-7, ndo houve diferencga significativa entre os grupos. A eficiéncia total
ficou em torno de 19% (Figura 13A), enquanto a relativa maxima foi de 34,5% (Figura
13B). As imagens representativas de cada tratamento sobre MCF-7 encontram-se na
figura 13C, onde observamos que o numero de células expressando mKO2 nao variou

de forma significativa.
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Figura 12. Eficacia de entrega de pDNA por SLN em células de cancer de prostata PC-3.

A transfecgao de plasmideos carreados por SLN em células PC-3 foi avaliada ap6s 24h de incubagao.
Os graficos demonstram a transfecgao total (A) e relativa (B) considerando LF2K como 100% eficiente.
As imagens foram adquiridas na plataforma de microscopia com aquisigao automatizada de imagens
fluorescentes Operetta® CLS™ high throughput microplate imager for high-content analysis (Perkin
Elmer, US). A taxa de transfecgao foi avaliada por fluorescéncia de pDNA contendo uma sequéncia
para expressao de mKO2. Utilizamos diferentes concentragbes pDNA e SLN. Os ensaios foram
realizados em triplicata com n=4. As imagens representativas de cada tratamento (C) foram analisadas
no software Columbus™ Image Data Storage and Analysis System (Perkin Elmer, US), barra de escala
30 um. One-way ANOVA com post-test de Tukey foi utilizado para a andlise estatistica utilizando o
software GraphPad Prismv. 8.0.
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Figura 13. Eficacia de entrega de pDNA por SLN em células de cancer de mama MCF-7.

A transfecgao de plasmideos carreados por SLN em células MCF-7 foi avaliada apos 24h de incubagao.
Os graficos demonstram a transfecgao total (A) e relativa (B) considerando LF2K como 100% eficiente.
As imagens foram adquiridas na plataforma de microscopia com aquisigao automatizada de imagens
fluorescentes Operetta® CLS™ high throughput microplate imager for high-content analysis (Perkin
Elmer, US). A taxa de transfecgao foi avaliada por fluorescéncia de pDNA contendo uma sequéncia
para expressao de mKO2. Utlizamos diferentes concentragcbes pDNA e SLN. Os ensaios foram
realizados em triplicata com n=4. As imagens representativas de cada tratamento (C) foram analisadas
no software Columbus™ Image Data Storage and Analysis System (Perkin Elmer, US), barra de escala
30 um. One-way ANOVA com post-test de Tukey foi utilizado para a analise estatistica utilizando o
software GraphPad Prismv. 8.0.

Para avaliar se a diminuig¢ao na eficiéncia de transfeccao seria devido a alta
concentracdo de SLN e uma possivel citotoxicidade, utilizamos o software Columbus
(Perkin Elmer, US) para contagem de nucleos celulares corados com a sonda
fluorescente DAPI. Surpreendentemente, observamos um aumento no numero de

nucleos, especialmente na linhagem de mama MCF-7 (Figura 14B). O efeito
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proliferativo foi dose-dependente de SLN, chegando a ser 2,5 vezes maior que o

controle sem exposicdo aos SLNplexos. Ja a linhagem PC-3 teve aumento
proliferativo discreto como demonstra a Figura 14A.
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Figura 14. Contagem de nucleos marcados com DAPI+ para avaliagao de citotoxicidade.

As células PC-3 (A} e MCF-7 (B) foram tratadas com SLN e avaliadas apos 24h de incubagao. Os
graficos demonstram a porcentagem de nuicleos DAPI* em relagao ao controle nao tratado. As imagens
foram adquiridas em leitor de fluorescéncia Operetta® CLS™ high throughput microplate imager for
high-content analysis (Perkin Eimer, US). Os ensaios foram realizados em ftriplicata com n=4. As
imagens foram analisadas no software Columbus™ Image Data Storage and Analysis System (Perkin

Elmer, US). One-way ANOVA com post-test de Tukey foi utilizado para a analise estatistica utilizando
o software GraphPad Prismv. 8.0.

A migragéao celular é crucial para o espalhamento de células metastaticas,
recentemente dados da literatura demonstraram que as SLN sao capazes de alterar
a velocidade de migracao de células cancerigenas prostaticas (GARCIA-FOSSA; DE
JESUS, 2024). Assim, foi investigada se a motilidade celular seria afetada como efeito
colateral da SLN em células MCF-7. Para isso, a linhagem MCF-7 foi tratada com 0,04
nM de SLN e utilizamos também 0,1% de SFB para prevenir descolamento celular. As
imagens foram adquiridas a cada 15 min por aproximadamente 60h.

A velocidade de migragao (Figura 15A) foi calculada a partir da relacao
entre os valores de area (eixo y) e o tempo em minutos (eixo x), utilizando a féormula:
inclinagao da curva/ 2x o comprimento da imagem em pixels. O resultado, inicialmente
obtido em pixels/min, foi convertido para um/min com base no fator de converséo da

objetiva utilizada para capturar as imagens (1,6 um/pixel) (GARCIA-FOSSA; GAAL;
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DE JESUS, 2020). Por sua vez, a Figura 15B apresenta a migracdo apds 24 e 48
horas, nao havendo diferenca estatisticamente significativa entre o grupo controle e
os grupos tratados com SLN. Recentemente foi demonstrado que essa formulagéo de
SLN possui atividade na migragao em linhagem de adenocarcinoma prostatico PC-3,
entretanto 0 mesmo efeito nao foi observado em células de préstata nao tumorais
(PNT1A). Houve aumento da expressao de vimentina e foi observado que o fator de
transcricao ZEB1 (Zinc Finger E-box Binding Homeobox 1) foi translocado para o
nucleo das células. A vimentina e ZEB1 exercem fungbes na remodelacdo do
citoesqueleto celular e propiciam a EMT, afetando a migracao, entretanto, os autores
nao identificaram aumento de proliferacao (GARCIA-FOSSA; DE JESUS, 2024),
especulando-se que os efeitos adversos observados sejam célula-dependente.
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Figura 15. Avaliagao da migragao em celulas tratadas com SLN por scratch assay.

A migracao celular foi monitorada ao longo do tempo, observando como as células MCF-7 migram nas
bordas do sulco para preencher 0 espago vazio apds o tratamento com SLN. As imagens foram
adquiridas em contraste de fase na presenga de 5% CO2 a cada 15 min em leitor de multidetecgao

Cytation 5 (Biotek instruments, US) em aumento de 4x, por aproximadamente 60h. As imagens foram
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analisadas pelo software PyScratch afim de avaliar a velocidade de migracdo e One-way ANOVA com
post-test de Tukey foi utilizado para a analise estatistica utilizando o software GraphPad Prism v. 8.0.

Ainda no intuito de verificar se SLN tem capacidade de realizar a entrega
de acidos nucléicos, verificamos a expressdo de Cas9 na linhagem HEK293T. As
células foram transfectadas utilizando SLN ou LF2K com plasmideo contendo sgRNA
para TGIF1_1 e TGIF1_2. Um plasmideo de glutaminase C (GAC) expressando eGFP
foi utilizado como controle de transfecgéo para observar o momento em que as células
iniciaram a expressao da sequéncia contida no pDNA, os dados sdo mostrados na
figura 16. Como esperado, ndo houve expressao de Cas9 no controle GAC. A
vinculina foi utilizada como controle enddgeno. O plasmideo px459 possui a tag FLAG
ligada a sequéncia de Cas9, possibilitando a identificacdo da proteina com um
anticorpo anti-FLAG. Nossos dados demonstraram que a expressdo de Cas9 foi
induzida em todos os tratamentos com SLN e LF2K, com excecdo de GAC, que nao
possui Cas9-FLAG (Figura 16), esse ensaio foi realizado sem a selecao de clones,
sendo um pool de células transfectadas.

O préximo passo planejado foi a sele¢ao de clones para sequenciamento e
confirmacao do knockout do gene TGIF1. O plasmideo PX459 possui um cassete de
resisténcia a puromicina, entretanto, ao adicionar o antibidtico para selecao,
constatamos a morte celular massiva, ndo restando células viaveis para seguir com a
expansao clonal. Por esse motivo, verificou-se a expressao proteica de TGIF1 nas
células totais, sem selecdo por antibiético, utilizando o anticorpo anti-TGIF1 para
avaliar o knockout da proteina. Observou-se diminuicdo no nivel proteico de TGIF1
utilizando o sgRNA para TGIF1_1, entretanto esse dado pode gerar duvidas se

realmente houve o knockout pela impossibilidade de selecdo dos clones.
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Figura 16. Niveis de expressdo de TGIF1 em células HEK293T editadas por CRISPR/Cas9.

Os niveis da proteina TGIF1 foram avaliados na linhagem HEK293T por meio de Western blot. As
células foram transfectadas com plasmideo contendo sgRNA para TGIF1_1 e TGIF1_2, utilizando SLN
ou Lipofectamina como veiculos de entrega. Um plasmideo expressando GAC-eGFP foi incluido como

controle de transfeccéo, enquanto a vinculina foi utilizada como controle endégeno.

Interessados em determinar o modelo mais adequado para os estudos de
knockdown de TGIF1, foram avaliadas treze linhagens celulares de cancer de mama
triplo negativo quanto a expressdo de TGIF1. Os lisados celulares, fornecidos pela
Dra. Marilia Meira Dias, foram analisados por Western blot, permitindo identificar
variagoes na expressao de TGIF1 entre as linhagens. Os resultados sao apresentados
na Figura 17, indicando maiores niveis de TGIF1 nas linhagens MDA-MB-231, MDA-
MB-436, MDA-MB-157. Algumas linhagens celulares apresentam banda dupla de
TGIF1 no SDS-PAGE, sendo que a banda de migragdo mais lenta corresponde a
forma fosforilada do TGIF1 e foi descoberto que niveis mais altos de TGIF1 fosforilado
esta correlacionado a um aumento dos niveis de expressao de Twist?, um fator de
transcricdo também presente na EMT e atua regulando a supressao de genes
envolvidos na adesao celular e remodelacao do citoesqueleto, promovendo um
fenotipo de desdiferenciacdo, ou seja, com caracteristicas mesenquimais, importante
na progressao tumoral e formacdo de metastases (PARAJULI et al., 2019;
RAZZAQUE; ATFI, 2020). Das treze linhagens avaliadas, seis apresentaram bandas
fosforiladas: HCC1143, HCC70, HCC1806, BT-549, Hs578T e MDA-MB-157, esses
resultados destacam a relevancia investigacdo do papel funcional do TGIF1 para

carcinogénese.
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Figura 17. Analise dos niveis de expressao de TGIF1 em linhagens celulares TNBC

A analise de proteinas por Western blot foi utilizada para avaliar a expressao de TGIF1 em linhagens
celulares de cancer de mama triplo negativo. As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida e transferidas para membranas de nitrocelulose. A detecgdo da proteina TGIF1 foi
realizada utilizando anticorpos anti-TGIF1, enquanto a vinculina foi empregada como controle
endoégeno.

Por fim, com o intuito de estabelecer modelos esferoides, foram produzidos
cultivos celulares 3D para compreender a organizagao celular e assim mimetizar
condigdes mais proximas da realidade. Esses modelos sdo bastante utilizados para
melhorar a representagcdo de condigdes fisioldgicas, como as encontradas no
microambiente tumoral. Inicialmente, as SLN seriam testadas para avaliar a
capacidade de entrega em modelos esferoides e as padronizagbes ocorreram em
paralelo com os demais ensaios de transfeccdo em monocamada.

Para a producéao de esferoides, foi utilizada a linhagem MCF-7, por se tratar
de um modelo de mama, podem ser chamadas de mamoesferas. As mamoesferas
foram produzidos utilizando o tratamento da superficie com polimero que repele e
impede a adesao celular e mantendo-as em suspensao, o que possibilita a formacgéao
de agregados celulares. Utilizamos diferentes quantidades de células — de 500 a
15000, para avaliar a formacao dessas mamoesferas e acompanhamos o0 seu
desenvolvimento ao longo de 7 dias.
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Figura 18. Formagao de esferoides derivados da linhagem de cancer de mama MCF-7.

Modelos tridimensionais imitam melhor o TME, bem como as interagfes célula-célula permitindo uma
analise mais precisa. Foram desenvolvidas mamoesferas a partir da prevencao da aderéncia celular
utilizando placas com fundo arredondado revestidas com poly-HEMA. Essa abordagem foi adotada
para permitir a analise do crescimento celular em condigbes de suspensao. Diferentes quantidades de
células (500 a 15000 por pogo) foram acompanhadas ao longo de 7 dias. As imagens foram adquiridas

em magnitude de 4 X em microscépio 6ptico. Barra de escala: 500 ym.

Esses modelos permitem avaliar as trocas gasosas e a distribuicao de
nutrientes desiguais na extensao dos esferoides, visto que as células que estdo na
periferia recebem maior quantidade de nutrientes. Além disso, ha a formacao de um
nucleo necrdtico, pois ha uma grande dificuldade dessas células das camadas mais
internas em receber oxigénio e nutrientes e também eliminar CO2 e excretar
metabdlitos (HAN; KWON; KIM, 2021). Essas caracteristicas ficam bem evidentes
quando observamos a formacado das mamoesferas no decorrer dos 7 dias em que
foram avaliados (Figura 18). Mesmo os tamanhos menores, como 500 a 1000 células,
apresentam a formacao de nucleo enegrecido, no entanto, fica mais evidente quando
utilizamos 5000 células. Ademais, quando ha um aumento massivo do numero de
células, observa-se que ha um afrouxamento das camadas mais externas, levando as

células a se desprenderem da formagao inicial dos esferoides. Os ensaios de
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transfecgdo nas mamoesferas néo foi testado devido a baixa eficiéncia de transfeccéo

obtida em monocamada.

5. CONCLUSOES

A nanopatrticula lipidica sélida avaliada apresentou resultados promissores
em termos de eficiéncia de ligagdo com o DNA plasmidial e protecdo contra a
degradacao por endonuclease, demonstrando potencial como vetor para terapias
génicas. No entanto, foi constatado que as SLN nao proporcionam uma alta taxa de
transfeccdo em culturas celulares em monocamada, evidenciando limitagées em seu
desempenho in vitro. Além disso, os testes revelaram que o aumento da concentragao
de SLN esta correlacionado o aumento no numero de células, sugerindo um impacto
direto no crescimento celular. Esse achado levanta preocupacdes quanto aos
possiveis efeitos indesejaveis dessa nanoestrutura no contexto do cancer de mama,
especialmente considerando o0 objetivo de desenvolver novas abordagens
terapéuticas.

Dado o microambiente tumoral complexo caracteristico do cancer de
mama, o presente estudo propbs a realizacdo de transfecgcdes em culturas
tridimensionais. Essa abordagem mimetiza melhor as condi¢des in vivo, mas também
apresenta desafios adicionais, como a heterogeneidade celular, a barreira fisica
imposta pela matriz extracelular e a distribuicao desigual das nanoparticulas. Como a
taxa de transfeccdo em monocamada foi baixa, os ensaios em esferoides tornaram-
se inviaveis. Assim, iniciamos uma nova jornada para desvendar o papel de enzimas
glutaminases no microambiente tumoral e seu impacto sobre a apresentacdo de

antigenos pelo complexo de histocompatibilidade classe I.
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1. INTRODUCAO

As células tumorais desenvolveram diversas maneiras de permanéncia e
sobrevivéncia (HANAHAN, 2022), seja ignorando os sinais reguladores do
crescimento celular que as células normais obedecem, como a apoptose, a
capacidade de invasao e infiliragdo em tecidos adjacentes (HANAHAN, 2022),
estimulo da angiogénese para suprimento de oxigénio e nutrientes (CARMELIET;
JAIN, 2000), estratégias de escapar do reconhecimento do sistema imunolégico
suprimindo as células responsaveis pelo reconhecimento de anomalias (YANG et al.,
2023) e até mesmo capacidade de se desprender do tecido primario e colonizar outros
tecidos distantes (FARES et al, 2020). A juncdo desses fatores culmina na
proliferacdo celular exacerbada que leva a desordem tecidual e que aliada a
capacidade de captagdo de nutrientes, especialmente a glicose, € marca registrada
das neoplasias (CARMELIET; JAIN, 2000; HANAHAN; WEINBERG, 2011; PAVLOVA;
THOMPSON, 2016).

Apesar de inumeros esforcos para compreender 0S mecanismos
moleculares envolvidos no surgimento do cancer, a complexidade desta doencga é
bastante desafiadora, especialmente na compreensao da biologia envolvida e que
reflete nos tratamentos utilizados, e que por muitas vezes, apresentam pouco
beneficio clinico ou desencadeiam inumeros efeitos colaterais (PETERSON;
DENLINGER; YANG, 2022). Assim, a investigacdo de novos alvos terapéuticos
oncolégicos bem como novas estratégias e até mesmo regimes quimio ou
imunoterdpicos tem ganhado os holofotes da ciéncia e é de grande interesse mundial
(PETERSON; DENLINGER; YANG, 2022; SAPIO; NAVIGLIO, 2022).

1.1 O papel das Glutaminases no microambiente tumoral
A adaptacdo metabdlica dos tumores tem sido alvo de extensa pesquisa
nos ultimos anos. Na intrincada teia metabdlica humana, destaca-se a glutamindlise,
a qual apresenta um papel crucial no metabolismo celular e isso se deve a geracao
de moléculas intermediarias essenciais para o ciclo do acido tricarboxilico (ciclo TCA)
(ARNOLD; FINLEY, 2023). Este processo metabdlico é orquestrado pelas enzimas
glutaminases, que catalisam a conversao de glutamina em glutamato e aménia (Figura

19). O glutamato gerado por reacdo serve como substrato fundamental para a
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biossintese de varios aminoacidos, como asparagina e arginina, bem como varios
antioxidantes. Além disso, o glutamato sofre quebra para a-cetoglutarato (a-KG) pela
glutamato desidrogenase, fornecendo um substrato adicional para o ciclo TCA, assim
promovendo a producdo energética na forma de ATP (adenosina trifosfato), &cidos
graxos e nucleotideos (MATES et al., 2020).

O genoma humano contém dois genes paralogos, GLS e GLS2, que
codificam para isoformas distintas de glutaminase (CEDERKVIST et al., 2022;
MATES; CAMPOS-SANDOVAL; MARQUEZ, 2018), conforme ilustra a figura 19. Cada
um destes genes pode gerar duas isoformas principais por meio de splicing
alternativo: o gene GLS contém 19 exons e estd localizado no cromossomo 2 locus
2032.2 e da origem a Glutaminase kidney type (KGA) codificada pelos exons 1 a 14 e
16 a 19 e a Glutaminase C (GAC) pelos exons 1 a 15. Por outro lado, o gene GLS2 é
composta por 18 exons dentro do cromossomo 12 locus 12q13.3 e produz as
isoformas Glutaminase liver type (LGA) exon 2 a 18 e Glutaminase B (GAB) 1 a 18
utilizando um local alternativo de inicio de transcricdo (KATT; LUKEY; CERIONE,
2017).

Os niveis de mRNA de GAC sao frequentemente aumentados em células
cancerigenas para atender as demandas metabdlicas elevadas de células altamente
proliferativas (CEDERKVIST et al., 2022; SHANKAR et al., 2022). Embora GLS2 tenha
sido historicamente classificado como um supressor tumoral, descobertas recentes
sugerem a sua atividade protumorigénica (DIAS et al, 2020). No entanto, a
complexidade e o comportamento real da enzima na tumorigénese ainda nao é bem
compreendido (WANG et al.,, 2024). Esse papel ora supressor tumoral, ora
protumorigénico destacam a interacao dinamica entre a expressao de glutaminase e
o comportamento das células cancerigenas, enfatizando a necessidade de

investigacao mais profunda sobre os papéis de GLS e GLS2 no TME.
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Figura 19. llustracdo das isoformas das enzimas glutaminases KGA, GAC, GAB e LGA.

As isoformas das glutaminases. a) GLS codifica as enzimas KGA e GAC por meio de splicing
alternativo, enquanto b) GLS2 codifica para GAB e LGA através de inicio alternativo de transcrigdo. Os
exons sa@o representados em roxo, enquanto os introns em uma linha cinza. Todas as isoformas
possuem atividade glutaminolitica (verde) e motivo de interagdo com receptor nuclear (bege). KGA,
GAB e LGA possuem dominios anquirina (salmao). Ambas as isoformas de GLS2 possuem motivo de
interacdo PDZ (rosa). Com excegdo de LGA, as enzimas possuem peptideo sinal mitocondrial (azul
marinho). LGA possui sequéncia codificada pelo primeiro exon alternativo de GLS2 (bloco cinza) e GAC
tem sequéncia codificada pelo exon alternativo 15 (marrom), adicionalmente KGA possui motivos KEN
e D box (azul claro). A imagem foi traduzida e reproduzida de (BUCZKOWSKA; SZELIGA, 2023).
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As glutaminases desempenham outro papel fundamental na mediacao da
proliferagédo celular, fornecendo substratos essenciais € mantendo o metabolismo da
glutationa (GSH), importante para o mecanismo de reparo tecidual (JIN; ALESI;
KANG, 2016). Dessa forma, a inibicao da glutaminase pode prejudicar a sintese de
GSH levando a diminuicao dos niveis de cisteina, aumentando assim a suscetibilidade
celular a danos oxidativos por espécies reativas de oxigénio (ROS) (MATES et al.,
2020). Assim, a capacidade de modulagdo metabdlica das glutaminases em relacao
ao GSH que tem implicac6es significativas para o TME (KHRAMTSOV; GILLIES,
2014). Além disso, a atividade da glutaminolitica pode impactar a producédo de ROS
por células imunes e como consequéncia havera alteracdo da resposta imune a
inflamacao (JOHNSON et al., 2018), dado que a inflamacao crénica, muitas vezes
impulsionada pelo excesso de ROS, estd intimamente relacionada com a
carcinogénese (SIES; JONES, 2020).

Além de sua fungdo catalitica, estudos bioquimicos anteriores
estabeleceram ha muito tempo que as glutaminases podem formar polimeros ativos
(OLSEN et al., 1970). Mais recentemente, a formacgao de filamentos de glutaminase
foi implicada em desempenhar um papel fundamental na formagdo das redes
mitocondriais e na protecao contra a mitofagia (ADAMOSKI et al., 2023), o0 que poderia
ter consequéncias para multiplos disturbios de longo prazo e pode impactar
mecanismos ainda ndo descobertos na biologia tumoral. A intrincada interacao entre
o metabolismo celular, o estresse oxidativo, o destino mitocondrial e a resposta imune,
regulada em parte pela glutaminase, destaca o potencial estratégico dessas enzimas
na terapéutica do cancer (MATES et al., 2020; WU et al., 2019). Dado este cenério, a
atividade das glutaminases poderia ter um papel chave no TME, tornando-se um
potencial alvo terapéutico (CLAIBORNE; LEONE, 2022).

1.2 A diversidade celular do microambiente tumoral
Dentro da diversa composicao celular do TME, as células cancerigenas se
destacam devido a sua capacidade Unica de aumento da captagao intratumoral de
glutamina (REINFELD et al., 2021). Este processo metabdlico tem sido observado
para estimular reciprocamente a captacdo de glicose pelas células imunes
(REINFELD et al., 2021). Nesta orquestrada rede metabdlica, as glutaminases

desempenham um papel central, modulando a atividade tanto de células imunes
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guanto nao imunes em relagdo ao consumo de glutamina (WANG et al., 2024). Esta
modulagdo torna-se particularmente significativa no contexto de células que se
proliferam rapidamente, como aquelas encontradas em tumores e tecidos linfoides
(GURI; NORDMANN; ROSZIK, 2018). Apesar dos dados obtidos até agora, o papel
funcional das glutaminases em outros tipos celulares dentro do TME ainda néo é
totalmente conhecido.

Outro componente significativo do TME sao os infiltrados leucocitarios. As
células imunes s&o atraidas através de citocinas e quimiocinas para locais de dano
tecidual, como ocorre nos tecidos tumorais, dando inicio a uma cascata reparadora
(KONDO, 2010). Tais atividades celulares demandam um reservatorio de nutrientes
substancial para sustentar a proliferagdo celular. E importante ressaltar que uma
notavel competicao por recursos surge entre células tumorais e imunes, envolvendo
elementos essenciais como nutrientes e oxigénio (CRUZAT et al., 2018; REINFELD
et al., 2021).

Dentre os leucdcitos presentes no TME, destacam-se os macréfagos
associados ao tumor (TAMs) que desempenham um papel critico na progressao
tumoral e nas estratégias de evasdo imunolégica das células malignas (OH et al.,
2020), como ilustra a figura 20. Os macréfagos podem ser funcionalmente polarizados
em dois principais fendtipos: macrofagos tipo M1, comumente induzidos pelo
interferon-y e lipopolissacarideo, e macrofagos tipo M2, induzidos pelas interleucinas-
4 (IL-4) e IL-13 (BOUTILIER; ELSAWA, 2021), e essa polarizagdo determina o perfil
pro-inflamatorio de M1, enquanto os M2 apresentam atividade imussupressora
(BOUTILIER; ELSAWA, 2021). Essa polarizacao e a reprogramacao metabdlica tém
sido objetos de intensa pesquisa, visando compreender seus papéis na formacao de
padrdes de infiliracdo de TAMs e seus efeitos subsequentes na progressao do tumor
(XIANG et al., 2023).

Os macroéfagos tipo M2 auxiliam na expans&o tumoral e formagédo de
metastases através da geracdao de um microambiente imunossupressivo (Figura 20)
que atua inibindo a apresentacao de antigenos e promovendo o escape da vigilancia
imunolégica (BOUTILIER; ELSAWA, 2021). Ainda, atua promovendo a exaustdo dos
linfocitos T citotdxicos (CTL) devido a estimulagao antigénica cronica, expressao de
receptores inibitérios da apresentacao de antigenos como PD-1 (BALANCA et al.,
2021), CTLA4 (SOBHANI et al., 2021), TIM-3 (AUSEJO-MAULEON et al., 2023) e
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LAG-3 (ADASHEK et al., 2022), além de alteracbes metabdlicas no consumo de
glicose e glutamina (LI et al., 2023). Adicionalmente, fibroblastos associados ao tumor
(CAF) (EIRO et al., 2018; HUANG; HUANG; LI, 2019), células endoteliais associadas
ao tumor (TAEC) e componentes da matriz extracelular (ECM) atuam como
imunossupressores e promotoras da angiogénese secretando VEGF (HUANG;
HUANG,; LI, 2019), HGF (DING et al., 2018), citocinas CXCL12 (ZHANG et al., 2023)
e CCL2 (PAUSCH et al., 2020). Os macrofagos M2 juntamente com CAF também
induzem as células Treg a modular a supressao de CTL por TGFp, IL-10 e CD25
(PLITAS; RUDENSKY, 2020; STOCKIS; ROYCHOUDHURI; HALIM, 2019). As células
derivadas mieloides supressoras (MDSC) também contribuem para o ambiente
imunossupressivo inibindo a agao de células NK (BRUNO et al., 2019; LI et al., 2009)
e linfocitos T (FLEMING et al.,, 2018) e induzindo a transicao epitélio mesenquimal
(ZHU et al., 2017).

Por outro lado, os macrofagos tipo M1 suportam o papel pro-inflamatério
secretando IL-6, IL-12, IL-23 e TNF-a (DUQUE; DESCOTEAUX, 2014) e contribuem
na vigilancia imunoldgica antitumoral das células T CD8+ (VERMARE et al., 2022) e
na secrecao de quimiocinas e citocinas, especialmente CXCL9 e CXCL10 (HOUSE et
al., 2020) além de liberar ROS e 6xido nitrico (SINGH; GAUTAM, 2023). Além disso,
séao fundamentais na apresentacéo de antigenos pelas células dendriticas (DC), que
tem o papel crucial na geragao de clones de linfécitos T citotoxicos combatentes do
tumor e que por sua vez, secretam granzima B, perforinas e IFN-y que contribuem
para a apoptose das células cancerosas (OBLEUKHOVA et al., 2018). Além disso, as
DCs trabalham em conjunto com os linfécitos TCD4 + para gerar a resposta imune
adaptativa ao tumor (priming de linfocitos) (DEL PRETE et al., 2023). Nesse caso, as
células apresentadoras de antigenos (APCs), fragmentam peptideos tumorais,
também chamados de neoantigenos tumorais, assim promovendo a producao de
anticorpos contra o tumor pelos linfécitos B (BENVENUTO et al., 2021; ZHANG et al.,
2023).
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Figura 20. O TME e a regulagao metabolica orquestram o crescimento ou o combate ao tumor.
Células tumorais liberam fatores pro-angiogénicos para nutricao e captagao de oxigénio, enquanto
células imunolégicas sao recrutadas para o local da injuria tecidual. A depender dos fatores sollveis,
como quimiocinas e citocinas, as células tumorais podem modular a atividade pro6 ou antitumoral. Neste
meio, € comum ocorrer a adaptacao e o disparo de mecanismos tumorais que levam a evasao do
sistema imune, garantindo assim 0 seu crescimento e promovendo o surgimento de metastases.
Adaptado de: (PETERSON; DENLINGER; YANG, 2022).

1.3 O Sistema ubiquitina-proteassomo e a apresentacdo de antigenos
tumorais

A biogénese do complexo principal de histocompatibilidade classe | (MHC

[} é iniciada com a degradacéao de proteinas intracelulares de importancia crucial para
a vigilancia imunoldgica, seja por infecgdes virais, mal formagbes de proteinas, em
especial é destacado aquelas que levam a condi¢des de malignidade (CETIN et al.,
2021). Dessa forma, as proteinas passam por um processo de ubiquitinacao (Figura
21), ou seja, essas proteinas sdao marcadas com uma fag pelo menos quatro
moléculas de ubiquitina (Ub) e encaminhadas para degradacdo no complexo
multiprotéico chamado proteassomo (CETIN et al., 2021; DENG et al., 2020; YANG et
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al., 2021). Esse sistema proteolitico é chamado de via de degradagdao Ub-
proteassomo e €& um importante mecanismo de regulacdo de proteinas. A
poliubiquitinacdo € iniciada através de uma cascata enzimatica em trés etapas
principais: ativagcao (MCHUGH et al., 2018), conjugacao (STEWART et al., 2016) e
ligacdo (YANG et al., 2021). Na primeira etapa, ocorre a ativacao da extremidade C-
terminal de Ub pela enzima de ativacao (E1) e é dependente de ATP para a formacao
de um grupo tioéster, em seguida a Ub é transferida do residuo de cisteina para a
enzima de conjugacao (E2) e mais um grupo tioéster é formado, por fim, a enzima E3
ligase (E3) realiza a ponte de ligacao entre o residuo de cisteina do complexo E2 e
com o residuo de lisina da proteina alvo (CETIN et al., 2021; STEWART et al., 2016;
YANG et al., 2021).
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Figura 21. Representacao esquematica do processo de ubiquitinagao de proteinas.
O processo de ubiquitinagado de proteinas. As enzimas E1, E2 e E3 reagem com a proteina alvo
promovendo a poliubiquitinagdo. Essa cauda fornece o sinal necessario para a proteina ser
encaminhada para a degradagéao via proteassomo, uma estrutura cilindrica responsavel pela protedlise.
Imagem traduzida e reproduzida de (MACKINNON; STONE, 2022).

A proxima etapa é orquestrada pelo proteassomo, um complexo
multiprotéico cilindrico com fungao proteolitica denominado 20S coberto por uma
particula reguladora chamada 19S (KAMBER KAYA; RADHAKRISHNAN, 2021). A
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figura 22A ilustra cada subunidade que compde esse complexo. Estruturalmente, ele
possui uma "tampa" sem atividade ATPase, que apresenta alta afinidade e avidez por
proteinas Ub (PSMD1, PSMD2, PSMD10 e PSMD13), essa estrutura € ilustrada em
laranja na figura 22A. Nesta fase, ocorre a desubiquitinacdo por enzimas
desubiquitinadoras (DUB, PSMD11) e as Ub sao recicladas para serem reutilizadas
em novas reagoes. Além disso, outras subunidades ligam a tampa a base, que é
composta por um anel com atividade ATPase (PSMC1-PSMC6) (GRICE; NATHAN,
2016; TYCHHON et al., 2023), ilustrado em rosa na figura 22A. O ATP é utilizado
para desdobrar a proteina, permitindo sua translocagao para a subunidade proteolitica
20S (BUDENHOLZER et al., 2017; RACKOVA; CSEKES, 2020).

A subunidade 20S é composta por cadeias organizadas em forma de anel.
Os anéis externos representados em azul na figura 22A, sdao formados por 7
subunidades a (a1-a7), controlam a abertura e fechamento do canal, regulando a
entrada das proteinas no nucleo proteolitico (BUDENHOLZER et al., 2017; TYCHHON
et al., 2023). Similar aos anéis a, os anéis 3, ou internos ilustrados em verde na figura
22A, também consistem em 7 subunidades (31-B7) e sao responsaveis pela clivagem
das proteinas (BUDENHOLZER et al., 2017; KAMBER KAYA; RADHAKRISHNAN,
2021). No entanto, apenas trés dessas subunidades possuem atividade proteolitica:
B1, que atua de forma semelhante a caspase e cliva apés residuos acidos como acido
glutdmico; B2, que é semelhante a tripsina e cliva apds residuos basicos como
arginina e lisina; e 5, que tem uma atividade catalitica semelhante a quimotripsina e
cliva apds residuos hidrofébicos como triptofano, fenilalanina e tirosina
(BUDENHOLZER et al., 2017; RACKOVA; CSEKES, 2020). Os peptideos gerados por
esse processo podem ser degradados no citosol, onde seus aminoacidos sao
reutilizados, ou podem ser conjugados a moléculas de MHC | (CETIN et al., 2021;
RACKOVA; CSEKES, 2020).
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Figura 22. Representacao molecular e estrutural do proteassomo 26S de mamiferos.

O proteassomo é composto por multiplas subunidades protéicas. A. As subunidades do complexo 19S5
ou regulatorio (laranja), também chamada de “tampa” é responsavel por reconhecer proteinas
poliubiquitinadas. Essa porgao € composta por proteinas nao-ATPase PSMD ou Rpn. A estrutura de
base (rosa), é codificada pelos genes PSMC ou Rpt, esta estrutura possui atividade ATPase e tem
funcao no desdobramento da proteina e a translocagao para o centro do proteassomo. O complexo
central ou 20S é composto por aneis subdivididos em 7 sububidades. Os anéis PSMA ou a1-a7 (azul)
controlam a entrada da proteina, ao passo que o anel 3, (PSMB, verde) possui efetivamente os sitios
cataliticos B1, B2 e B5. A unido da porcao reguladora 19S5 e o complexo central 20S foram a estrutura
completa denominada proteassomo 26S. Imagem reproduzida de (TYCHHON et al., 2023). B. Modelo
de predigao de estrutura protéica do proteassomo 26S, imagem reproduzida de (MOTOSUGI;
MURATA, 2019). C. Estrutura do proteassoma 26S avaliada por criomicroscopia eletronica colorida
computacionalmente, imagem reproduzida de (WEHMER; SAKATA, 2016).

A molécula de MHC | ¢ sintetizada em multiplas etapas como ilustrado na
figura 23. No citoplasma, € formada a cadeia pesada ou cadeia a composta de trés
dominios extracelulares (a1, a2, a3), um dominio transmembranar e uma cauda
citoplasmatica (DHATCHINAMOORTHY; COLBERT; ROCK, 2021). Em seguida, essa
estrutura é transportada para o reticulo endoplasmatico (RE) e € associada a (2-
microglobulina (2m) (DHATCHINAMOORTHY; COLBERT; ROCK, 2021;
DIRSCHERL et al., 2022). Concomitante a esse processo, 0s peptideos ou agora

chamados antigenos, gerados a partir da via Ub-proteassomo s&o transportados do
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citosol para o RE pelo transportador associado ao processo antigénico (TAP)
(MARGULIES; JIANG; NATARAJAN, 2020), dessa maneira os peptideos que contém
entre 9 e 13 aminoacidos podem ser conjugados ao MHC | (RAMMENSEE; FALK;
ROTZSCHKE, 1993). Ainda nesse processo a aminopeptidase do RE (ERAP) pode
auxiliar na produgéo dos fragmentos antigénicos para serem inseridos no sulco do
MHC | (COMPAGNONE; CIFALDI; FRUCI, 2019).

MHC I carregado
com peptidco

Membrana plasmatica

@ Vesicula
secretoria

Sintese de
proteinas
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ER
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Figura 23. O destino dos peptideos degradados pelo proteassomo é a apresentacio de antigenos.

As moléculas de MHC | sdo unidas aos peptideos derivados de proteinas intracelulares e os expdem
na superficie da célula. Esse processo permite o reconhecimento especifico pelos linfocitos T CD8+
que desencadeiam uma resposta imune direcionada e eficiente. Reproduzido de
(DHATCHINAMOORTHY; COLBERT; ROCK, 2021)

MHC | e peptideos no lumen do RE permanecem prdéximos para o momento
do carregamento dos antigenos, entretanto, o MHC | ainda é instavel e por esse
motivo, é estabilizado por chaperonas como a calreticulina (CALR) que estabiliza a
unido da cadeia pesada com B2m (LAM; LIM, 2021). A calnexina auxilia no
enovelamento da cadeia pesada (LAM; LIM, 2021), tapasin promove o carregamento
do peptideo de alta afinidade e também evita que moléculas de MHC | vazias saiam
do RE (MARGULIES; JIANG; NATARAJAN, 2020), proteina de ligagcao TAP (TAP-
BPR) também auxilia no carregamento antigénico (MARGULIES; JIANG;
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NATARAJAN, 2020; PORTER et al., 2014), ERp57 ou PDIA3 € uma oxidorredutase
envolvida no enovelamento, na formacdo da ponte dissulfeto do MHC |
(CHICHIARELLI et al., 2022; LAM; LIM, 2021). Com o MHC | estavel e funcional, as
chaperonas sao dissociadas e o complexo MHC | conjugado com o antigeno é
transportado para o aparelho de Golgi e enviado para a superficie celular através de
vesiculas de transporte para ser apresentado para as células T citotoxicas e dar inicio
a resposta imunolégica (DHATCHINAMOORTHY; COLBERT; ROCK, 2021; LAM,;
LIM, 2021).

Todas as células eucaridticas nucleadas apresentam antigenos por meio
do MHC | como forma de vigilancia ativa contra possiveis proteinas nocivas e
reconhecimento do que é préprio. No TME, o processo de apresentacao de antigenos
também ocorre, entretanto, a diferenca reside no fato que podem ser gerados
fragmentos que identifiquem o tumor, os chamados neoantigenos tumorais
(BENVENUTO et al., 2021; BRITO BALEEIRO et al., 2023). Esses peptideos tumorais
sao parte fundamental da imunidade antitumoral e € uma grande aposta terapéutica
(PANSY et al., 2021). A nova geragao de tratamentos oncolégicos ja em estudos
clinicos de fase lll, se baseia em neoantigenos individualizados, ou seja, é realizada
uma analise molecular do tumor para busca de uma assinatura génica tumoral
individual e posteriormente, a producdo de RNA mensageiros (mMRNA) sintéticos que
podem ser traduzidos em diversos neoantigenos tumorais que, por sua vez, serao
entregues ao sistema imune para serem processados e apresentados as células T
(WEBER et al., 2024). A imunidade contra os tumores acontece naturalmente no TME,
entretanto, as células tumorais possuem mecanismos para burlar o sistema de defesa
por diversas formas, seja diminuindo a expressao de MHC | na superficie celular,
expressando a molécula de MHC | sem a insercao do antigeno no sulco, expressando
MHC | nao classico, produzindo moléculas inibitérias da apresentacédo antigénica e
produzindo um ambiente imunossupressivo (PANSY et al., 2021), conforme ilustra a
figura 24.
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A evasao tumoral é um recurso utilizado para escapar da vigilancia imunologica. A) Imunidade
antitumoral onde as células T reconhecem o0s antigenos tumorais apresentados pelo MHC de classe |
gerando ativagdo de células T CD8. B) Deficiéncias na expressao de moléculas de MHC |: sem a
presenca de antigeno tumoral, células tumorais que nao expde MHC | na superficie ou a expressao de
MCH | nao classica, nesse caso, as células T CD8 nao sao capazes de reconhecer as células tumorais.
C) Inibigao das células T ocorre com a expressao de ligantes inibitérios e a secregao de citocinas
imunossupressivas, estimulando a expressao de receptores inibitorios por parte das células TCD8. D)
A produgao de um microambiente imunossuprevivo através de células T reguladoras e MDSC que

inibem a agao de células TCD8+ e T helpertipo 1. Traduzido e reproduzido de: (PANSY et al., 2021).

1.4 Resultados prévios

O papel de glutaminases foi investigado em modelo murino singénico de
cancer de mama induzido pela inoculacdo de células de cancer de mama murino
EO771 (MAFRA, 2021). Para isso, foram construidas trés linhagens a partir de EO771
contendo um cassete de superexpressdo de GAB murina (GAB"9"), utilizando o vetor
y-retroviral pQC modificado por membros da equipe (ADAMOSKI et al., 2023). O vetor
pQC_MCS_IRES_G418 (Addgene #110344) foi utilizado para gerar EO771 MCS
(Mock) ou pQC_V5 IRES_G418 (Addgene #110345) este vetor foi usado para a
construgdo das de duas linhagens GAB"9": GAB"9" wild type (GAB.wt) e GAB"9"
contendo uma mutagéo na posigao 219, substituindo 0 aminoacido serina (S) por uma
alanina (A), nomeada de GAB.S219A, essa mutagao preserva a estrutura da enzima,
porém nao ha atividade catalitica, além disso, conta a tag V5 para facilitar a
identificacao de GAB (ADAMOSKI et al., 2023).
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As células EO771 geneticamente modificadas MCS ou GAB"9" foram
inoculadas na glandula mamaria de camundongos fémeas e o crescimento tumoral foi
acompanhado. Ao final do experimento, foi observado que tumores GAB"9" tiveram
um crescimento significativamente maior quando comparado seu controle MCS. Além
disso, esses tumores apresentaram uma diferenca morfoldgica evidenciando fibrose,
necrose e processo hemorragico. Também foi avaliada a infiltragao de macrofagos de
forma qualitativa e observou-se que ha uma razdo M2/M1 mais acentuada em tumores
GAB"d" (MAFRA, 2021).

Para tentar elucidar o mecanismo pelo qual os tumores GAB™9"
apresentaram o perfil descrito acima, ensaios de co-imunoprecipitacéo (co-I1P) de GAB
de linhagens celulares de mama murina EO771 e humana MCF-7, foram avaliadas
por espectrometria de massas para verificar possiveis proteinas parceiras de
interacdo com GAB, porém nao foram realizados ensaios para a confirmacao das
interagdes (MAFRA, 2021).

1.5 Analises in silico da espectrometria de massas para identificacao de
possiveis mecanismos envolvidos no crescimento de tumores GAB"9h

Os dados gerados por co-IP de GAB e avaliado por espectrometria de

massas foram analisados a fim de investigar as interagbes de GAB com outras

proteinas para desvendar vias funcionais que poderiam estar associadas a respostas

metabdlicas da GABM9". Para isso, utiizamos as ferramentas MetaCore,

WikiPathways e Reactome para realizar um rastreio de vias biologicas envolvidas no
efeito de GAB"9" sobre os tumores singénicos avaliados por (MAFRA, 2021).

Os achados in silico revelaram que houve a interacado de GAB com vias
relacionadas ao processamento de antigenos pelo MHC I, além de proteinas das
subunidades do proteassomo, ou seja, antigenos provenientes da degradagao
peptidica interna das células podem estar envolvidos com o potencial de apresentagéo
de neoantigenos tumorais no TME. Os dados seguem na figura 25 e o detalhamento
das proteinas identificadas encontra-se na tabela 5.
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Tabela 5. Analise in silico de proteinas que interagiram com GAB

Célula Software Proteinas IP Vias relacionadas
TPP2; PSMET1; Immune response: Antigen
MetaCore Bleomycin hydrolase; presentation by MHC class |
EO771 Nardilysin, UGCGL1

PSMD6; PSMD9;

WikiPathways PSMC4; PSMET1; Proteasome Degradation
PSMC1; NEED4
PDIA3; PSMBS5; Immune response: Antigen

MetaCore CALR, presentation by MHC class |
PDIA3; PSMBS5; Antigen processing-cross
CALR presentation
MCF-7 ReactomePA PDIA3; CALR Calnexin/calreticulin cycle

Antigen presentation: folding,
PDIAS3; CALR assembly, peptide loading of
MHC class |
TPP2= Tripeptidyl Peptidase 2; PSME1= Proteasome Activator Subunit 1; Bleomycin hydrolase;

Nardilysin, UGCGL1= UDP-Glucose Glycoprotein Glucosyltransferase 1; PDIA3= protein disulfide
isomerase family A member 3; PSMB5= proteasome 20S subunit beta 5; CALR= calreticulin; PSMD6=
proteasome 2685 subunit, non-ATPase 6; PSMD9= 26S subunit, non-ATPase 9; PSMC4= 26S subunit
ATPase 4; PSMC1= 26S subunit ATPase 1; NEED4= neural precursor cell expressed, developmentally
down-regulated 4.
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Figura 25. Analise interacOes de proteinas obtidos por co-imunoprecipitagdao de GLS2

Os dados foram processados utilizando as plataformas de analise de interagdes biologicas. Os dados obtidos EQ771 por espectrometria de massas foram

analisados pelas plataformas: A. MetaCore e B. WikiPathways e MCF-7 C. Metacore e D. ReactomePA destacando vias metabdlicas mais significantes. Em

todas as analises, um ponto comum foi a presencga de vias relacionadas ao processamento e apresentacao de antigenos por meio de proteassomo e MCH |.
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O enriquecimento de vias bioldgicas, sugeriu que ha uma relacéo entre as
subunidades do proteassomo, organela intimamente envolvida na degradacédo de
proteinas e a apresentacao de antigenos mediadas por MHC I. Possivelmente, essa
relacdo esta entre o proteassomo e a apresentacdo de neoantigenos tumorais para
células T. Dessa forma, nossa hipotese inicial foi de que tumores com alta expressao
de GAB poderiam desenvolver peptideos menos imunogénicos ou menos peptideos
ou ainda diminuir a expressdao de MHC |, o que levaria ao desenvolvimento
progressivo dos tumores GAB"" que passaria despercebido pelo sistema de
vigilancia imunoldgica e aperfeigoando as vias de progressao.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Esse estudo tem por objetivo elucidar o papel da modulagédo da expressao
de GAB e na sua influéncia na degradacéo de peptideos via proteassomo e o impacto
na expressao MHC |.

2.2 Objetivos especificos

a. Obter linhagens de cancer de mama murinas com o silenciamento de GAB
endogena (GAB™);

b. Avaliar o perfil de proliferacao das células de cancer de mama murino GAB"9"
e GAB™" para avaliar a repercussdo da modulagéo da expressdo de GAB;

c. Elucidar as implicagcbes da modulagdo da expressdo de GAB sobre a
expressao de moléculas de MHC | na superficie de células de cancer de
mama GAB/9" ¢ GAB/ov;

d. Analisar o efeito da privacdo do aminoacido cistina e seu papel na proliferacao
e expressdo de MHC | na superficie de células de cancer de mama GAB"9" e
GAB/OW
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura de células

As linhagens celulares de carcinoma de mama murino EQ771 (ATCC®
CRL-3461™) foram mantidas em meio de cultura completo: meio DMEM (Dubelcco’s
Modified Eagle’s Medium - Thermo Fisher Scientific, US) high glucose suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB - Thermo Fisher Scientific, US)) e 20 mM de
HEPES (Thermo-Fischer Scientific, US) ou RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Institute, Thermo-Fischer Scientific, US). As culturas foram mantidas a 37°C e sob
atmosfera de 5% CO2 em incubadora (Panasonic Healthcare, US), em placas de 60,
100 ou 150 mm até atingir 80% de confluéncia da monocamada. As linhagens EO771
contendo superexpressdo ectdpica de GAB (GAB"9") foram previamente
estabelecidas por membros da equipe. Para avaliar o efeito de modulacao de GAB,
foram construidas trés linhagens a partir de EO771 contendo o knockdown de GAB
enddgena que sera chamado de GAB”, os detalhes da geragédo dessas linhagens
serdo descritos abaixo. Para facilitar o entendimento, a tabela 6 mostra as
nomenclaturas utilizadas para a construgdo das linhagens EQ771 GAB"9"e GAB/ v,

Tabela 6. Nomenclatura para identificacdo das linhagens GAB"9"e GAB"

Célula Plasmideo Nomenclatura estendida Abreviatura
pQC MCS Controle pQC MCS MCS
GAB"9" wild type V5 GAB.wt
PQC GAB™V5 & pBfioh mutada S219A V5 GAB.S219A
Sl pLKO.1 shGFP Controle pLKO.1 shGFP shGFP
GAB shRNA 3'UTR shGAB.3’'UTR

low
PLKO.TGAB® 5 ABiow shRNA CDS2 shGAB.CDS2

Além das linhagens celulares de mama, utilizamos também outras
linhagens celulares para transfecgéo e transdugdo como a HEK293T (ATCC® CRL-
3216™) e NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™), para essa linhagem utilizamos o meio
DMEM high glucose suplementado com 10% de SFB. Todos os cultivos celulares
foram realizados sem a utilizacdo de antibiéticos ou antimicéticos a fim de minimizar

a interferéncia metabdlica desses farmacos.
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3.2 Construcao do short hairpin RNA (shRNA) para silenciamento de GAB
O silenciamento por shRNA utiliza estruturas na forma de grampos para
interferir na expressao de genes de forma duradoura. O silenciamento de GAB foi
realizado para compreender o impacto dessa enzima no microambiente tumoral,

especialmente sobre as moléculas de MHC I.

3.2.1 Estratégia de clonagem de shRNA para silenciamento de GAB

Para os silenciamentos, utilizamos duas sequéncias distintas do mRNA de
GAB murina, uma que compreende a regidao 3-UTR (untranslated region)
(TRCNO0000198217) que contém regides reguladoras e exerce atividade pos-
transcricional da expressao génica, além de garantir uma especificidade adicional pois
tende a ser mais variavel entre isoformas de um gene, como as glutaminases,
permitindo o desenho de shRNAs que atinjam isoformas especificas sem afetar outras
variantes e uma na regiao coding sequence (CDS) 2 (TRCN0000177991). Ao contrario
das regides UTR, a CDS geralmente ndo esta associada a interacdes regulatérias de
proteinas e RNAs nao codificantes, reduzindo a interferéncia funcional, a regido CDS
esta diretamente envolvida na traducdao do gene, tornando-a um alvo eficaz
(KOCABAS et al., 2015).

As sequéncias foram conferidas no The RNAi Consortium (TRC),
sintetizadas pela Integrated DNA Technologies (IDT-sintese) e estdo listadas na
tabela 7. O presente projeto foi aprovado pelo Comité Interno de Biosseguranca
(CIBio) do Laboratorio Nacional de Biociéncias (LNBio) do Centro Nacional de
Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) sob numero de registro 2017-09. As
sequéncias foram inseridas no backbone do vetor lentiviral pLKO.1 conforme o mapa
da figura 26. Dois plasmideos foram clonados, um inserto contendo a sequéncia na
regido 3’'UTR (Figura 26A) e outro com sequéncia na regido CDS2 (Figura 26B) para
knockdown de GAB, a nomenclatura utilizada para se referir a cada uma das linhagens

esta listada mais acima na tabela 6.
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Tabela 7. Sequéncias dos shRNAs sintetizados para construgéo plasmidial
Identificacao Sequéncia
CCG GCA TCA TGC CAA CAA GCA ACT TCT CGA
GAA GTT GCT TGT TGG CAT GATGTTTTT G
AAT TCA AAA ACA TCA TGC CAA CAA GCA ACT
TCT CGA GAAGTT GCT TGT TGG CAT GAT G
CCG GGAACC TGC TAT TTG CTG CAT ACT CGA
GTATGC AGC AAATAGCAGGTTCTTTTITG
AAT TCA AAA AGA ACC TGC TAT TTG CTG CAT
ACT CGA GTATGC AGC AAATAG CAG GTTC

mGAB_shRNA_3'UTR_fow
mGAB_shRNA_3'UTR_rev
mGAB_shRNA_CDS2_fow

mGAB_shRNA_CDS2_rev

A. B.

(6874) EcoRL EPPT/CTS (6874) EcoRI EPPT/CTS
shANA_mGAB_3'UTR_TRC hPGK promoter ShRNA_mGAB_CDS2_TRC| hPGK promaoter:

3 LTR (U3} 3 LTR (U3}
1 i
| | 5Va0 poly(A) signal || SV40 pely(A) signal
pLKO.1_shGAB.3'UTR_TRC ¥ Meol (1763) L pLKO.1_shGAB.CDS2_TRC ¥, Neal (1763)
Tossbp SV ofi HIV-1 7084 bp 40 ori

w SVa v
: I : I

SUR STUR

& §
& &
4 *
AmpR promater AmpR promaoter
- a5
A

Figura 26. Mapa dos plasmideos contendo sequéncias de shRNA para knockdown de GAB murina
A. shRNA desenhado para regido 3'UTR, destacado em laranja e B. para a regido CDS2, em roxo. Os

mapas e predi¢des de clonagem foram analisados no software snapgene (GSL Biotech LLC).

Inicialmente, foi realizado o anelamento e fosforilacdo de ambos
oligonucleotideos de mGAB, 3’'UTR e CDS2, adicionalmente foi utilizado um controle
negativo de silenciamento. Os primers foward e reverse foram ressuspensos a
concentracao final de 100 uM e preparamos a reacao de fosforilacao e anelamento
dos shRNA utilizando 1X tampé&o de ligacdo T4, 1X T4 PNK (ambos de New England
Biolabs, US).

A digestdao enzimatica proporciona a abertura do plasmideo em locais
especificos para inserir sequéncias de DNA. Para clonar o shRNA para GAB, foi
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necessario fazer a digestdo enzimatica sequencial do plasmideo pLKO.1 com as
enzimas de restricdo Agel e EcoRI (New England Biolabs, US). Para isso, 2 ug de
plasmideo pLKO.1 foram digeridos com 1X NEB buffer 1.1 e 1X Agel, essa reacao foi
incubada em microtubo por 2h a 37 °C, apos inativada por 10 min a 65 °C.
Sequencialmente, foi adicionado 50 mM de cloreto de sédio, 1x NEB buffer 1.1 e 1X
EcoRI e novamente incubada por 2h a 37 °C, seguido de inativagao por 10 min a 65
2C. A confirmacao da digestao foi realizada por eletroforese em gel de agarose 1,5%
contendo 0,5 ug/mL de brometo de etidio e as amostras correram a 80 mV por 1h. As
imagens foram capturadas por transiluminador UV. A banda unica do gel foi removida
com bisturi e depositada em microtubo para extragdo do DNA através do kit QIAEX 1]
Gel Extraction (Qiagen, Germany) seguindo as instrucdes do fabricante.

Bactérias podem captar plasmideos externos, ajudando na adaptacao e
sobrevivéncia. Isso permite que bactérias competentes recebam e repliquem DNA
plasmidial, gerando muitas coépias rapidamente. Apés a reagcdo de ligagao,
transformamos bactérias quimicamente competentes da linhagem NEB Stable
competent E. coli (New England Biolabs, US, #C3040H). Ap6s ambientacao, 2 uL da
reacdo de ligacdo foram adicionados gentilmente e incubados por 10 min no gelo.
Apos, realizamos o choque térmico em banho-maria a 42 °C por 45 segundos e
rapidamente elas foram reincubadas no gelo por 2 min, para incorporagdo do
plasmideo pela bactéria. Em seguida, adicionamos meio de cultura super optimal
broth com glicose - SOC (0,5% extrato de levedura; 2% triptona; 10 mM NaCl; 2,5 mM
KCI; 10 mM MgClz; 10 mM MgSOs4; 20 mM glicose) e incubamos a 37 °C por 1h.
Posteriormente, inoculamos as bactérias sobre uma placa de LB agar (1% Bacto-
triptona; 0,5% extrato de levedura; 1% NaCl; 1,5% agar) com o auxilio de uma alga de
Drigalski e incubamos a 37 °C overnight.

3.2.2 Triagem de colénias positivas

A insercao de plasmideos em bactérias as transforma em fabricas de DNA,
mas € preciso selecionar as que recebem o DNA desejado. Apds o crescimento
bacteriano, seguimos o screening das coldnias positivas. Utilizamos deep well
contendo meio LB e ampicilina para as coletas e ap6s selamos com filme respiravel,
seguido de incubacgao a 30 °C overnight sob agitagcdo. Em seguida, foi realizado com
a reagdo de PCR \utilizando os primers: foward pLKO.1 -
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(GGACTATCATATGCTTACCG) e o reverse de cada uma das regides 3UTR e CDS2
a 0.5 uM, juntamente com 200 uM dNPT, 1U enzima Phusion, 1x Phusion buffer e 200
ng de DNA. As reagbes foram levadas ao termociclador por um ciclo de 95 °C por 2
min, 2 ciclos de 95 °C por 20 seg; 60 °C por 20 seg; 72 °C por 20 seg e um ciclo final
de 72 °C por 3 min. Em seguida, produto da amplificacao foi avaliado por eletroforese
em gel de agarose 2% contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio e as amostras
correram a 80 mV por 1h. As imagens foram capturadas por transiluminador UV

(Carestream, Onex Corporation, Canada).

3.2.3 Sequenciamento

A fim de verificar se as colbnias positivas tiveram a correta insercdo dos
shRNA, foram selecionadas amostras de cada shRNA (3’'UTR e CDS2) para produgéo
plasmidial e posterior sequenciamento para confirmacéao da insercao do shRNA. Para
isso, adicionamos 5 mL de meio LB liquido em um tubo contendo ampicilina (1:1000),
seguido de transferéncia do pré-inéculo do poco selecionado e incubacao a 37 °C sob
agitacao constante overnight.

No dia seguinte, transferimos o meio para um tubo cénico e centrifugamos
a 300 x g por 10 min, descartamos o0 sobrenadante e seguimos com o protocolo de
purificacdo de plasmideos Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep Kit (Cellco Biotech, BR)
seguindo as instrug¢des do fabricante e enviadas para o laboratério de sequenciamento
de DNA do Laboratério Nacional de Biociéncias, CNPEM.

3.3 Geracao de células com knockdown de GAB por shRNA

3.3.1 Producao lentiviral

A interferéncia génica de shRNA é realizada através de vetor lentiviral, esse
vetor contém a sequéncia codificadora do shRNA junto com as sequéncias
necessarias para a transcricao e producdo do shRNA. Para a producéao lentiviral,
células HEK293T/16 foram previamente plaqueadas a uma densidade de 2,5x10% em
placas de 60 mm em meio DMEM high glucose suplementado com 10% de SFB. No
dia seguinte, a transfeccao foi preparada utilizando uma solucéo de polietilenoimina
(PEI) a 1pg/uL em 150 mM de NaCl. Adicionalmente, utilizamos 4U plasmideo de
transferéncia, contendo as sequéncias de shRNA de interesse, 3U de empacotamento
de 22 geracao (psPAX2), 1U de plasmideo de envelope (pMD2.G), que foram diluidos
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em solucdo salina. As solugdes foram agitadas vigorosamente, seguido de incubacgao
por 5 min. Apos, misturamos as solugdes de PEI com as solugbes contendo os
plasmideos, seguido de 20 min de incubagédo e em seguida gotejado sobre as células
e incubados em atmosfera umida a 37 °C e saturacdo de 5% de CO:z por 8 h. Na
sequéncia o meio de transfeccao foi trocado por meio fresco e realocadas na estufa.
Em condicdes de biosseguranca nivel 2, foram realizadas 6 coletas de sobrenadantes
virais a cada 12 h e apés congelados a -80° C para posterior ensaio de titulagao viral.

3.3.2 Titulacao viral

Células NIH/3T3 foram plagueadas a densidade de 1x10%células em placa
de 6 pocos. No dia seguinte, o meio foi aspirado e substituido pelo meio de titulagao
contendo 8 pug/mL de polibreno contendo as particulas virais produzidas. Apds 24h,
adicionamos 5 pg/mL do agente de selecao puromicina, o meio foi trocado a cada 48h
por aproximadamente 7 dias. Ao final do periodo, o meio foi descartado e a placa
fixada com etanol absoluto e corada com Giemsa 0,4% seguido de 3 lavagens com
agua destilada. As colbnias de células foram contadas para determinacao do titulo

viral.

3.3.3 Transducao viral para silenciamento de GLS2

Para garantir a qualidade e a eficiéncia de virus produzidos foi realizada a
quantificacado do numero de particulas virais infecciosas. As células de carcinoma
mamario murino EO771 foram plagueadas em placa de 6 pogcos a uma densidade de
2x10% por poco e mantidas em atmosfera imida a 37°C e saturagdo de 5% de COz2
overnight. No dia seguinte, o meio de transdugao viral foi preparado utilizando
multiplicity of infection, MOIl=4 suplementado com polibreno (8 pg/mL) por 8 h. Apoés,
o meio de transducao foi aspirado e substituido por meio de cultivo celular fresco.
Apbs 24 h, o meio foi aspirado e substituido por meio de selecdo contendo puromicina
a 5 pug/mL e trocado a cada 48 h até a formagcao de monocamada. Um controle sem
adicao de particulas foi utilizado para a selegéo. As células selecionadas foram entao
expandidas para crioconservacdo e confirmacdo do silenciamento de GLS2 por
Western blot.
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3.4 Isolamento de proteasomos por centrifugacao diferencial em EO771

Para entender se a GAB exerce algum tipo de funcdo sobre os
proteassomos, realizamos a tentativa de isolamento por centrifugagao diferencial.
Lisados celular das linhagens EO771 GAB"9" (GAB.wt e GAB.S219A) e a linhagem
controle MCS foram utilizadas para essa técnica. As células foram cultivadas em
placas de 150 mm até atingir 90% da confluéncia, entdo o meio foi aspirado e a
monocamada foi lavada 2 vezes com PBS 1X gelado. O protocolo foi adaptado de
(TAl et al., 2010). A lise celular foi realizada com o auxilio de cell scraper e tampéo de
lise (20 mM HEPES; 0,32 m sacarose; 5 mM MgClz; 2 mM ATP; 2 mM DTT; 1 mm
PMSF; 1 mm NaF; 1mM leupeptina, 1 mM pepstatina, 1 pg/mL aprotinina, 10 mM
ortovanadato; pH 7,2), seguido de congelamento em nitrogénio liquido. Os lisados
foram descongelados no gelo e foram realizadas as centrifugagbes diferenciais. A
cada passo, uma pequena aliquota foi coletada para posterior analise por Western
blot. Todas as etapas foram realizadas no gelo e centrifugas refrigeradas a 4°C. Para
sintetizar a metodologia, um esquema representativo foi ilustrado na figura 27.

LISADO CELULAR -+ buffer A

‘ 1000 x g por 10°

S1 Pl
‘IZOOOXgpor 207
S12  + 1%NP-40 P12 +buffer A
100000 x g por 1h ‘IZOOOxgpor 200
S100C P100C S12° P12’ +1%NP-40
18000 x g por 15°
S18 P18

| 100000 x g por 1h

S100 P100

Figura 27. Fluxograma de isolamento de proteassomo 26S por centrifugagao diferencial.

A metodologia foi adaptada de Tai e colaboradores para isolamento de proteassomo 26S. Os lisados
foram centrifugados e separados em sobrenadantes (S) e pellets (P) sequencialmente e uma amostra
foi separada em cada etapa para posterior analise (TAIl et al., 2010).
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3.5 Analise da taxa de proliferacao celular em resposta a modulacao da
expressao de GAB em células EO771
Células EO771 geneticamente modificadas foram avaliadas por sua
capacidade proliferativa. Para isso, EO771, MCS, GAB.wt, GAB.S219A,
shGAB.3'UTR, shGAB.CDS2 e shGFP foram plaqueadas a uma densidade de 1000
células por poco e mantidas por 24 h para aderéncia em atmosfera imida a 37°C e
saturacao de 5% de CO2. A seu tempo, as placas foram fixadas (4% de
paraformaldeido; 4% de sacarose diluidos em PBS 1X, PFA-S) e permeabilizadas
com 0,2% de triton X-100, seguida de marcacao dos nucleos com DAPI (4'6-
diamidino-2-phenylindole, 300 nM). As imagens foram obtidas por fluorescéncia (**/em:
350/465) no leitor Operetta® High Content Analysis System (Perkin Elmer, US) e
analisadas no software Columbus™ Image Data Storage and Analysis system (Perkin
Elmer, US).

3.6 Ensaio de privacao de cistina para avaliacao do impacto de GAB sobre o
crescimento de células EO771
O déficit de nutrientes pode gerar inumeras disfuncdes celulares, inclusive
alterar o balanco redox das células. A privacdo de cistina pode interferir no
metabolismo das glutaminases, induzindo mecanismos de morte celular por ferroptose
(SHIN et al., 2020), o que poderia promover a interacdo entre a GAB e os
proteassomos, para isso, avaliamos o impacto de privacdo de cistina nas células
EO771. As células EO771, MCS, GAB.wt e GAB.S219A foram plaqueadas em meio
completo a uma densidade de 1000 células em placa de 96 pogos e mantidas em
atmosfera imida a 37°C e saturagéo de 5% CO:2 overnight. No dia seguinte, foi dado
seguimento a privacdo do aminoéacido, o meio foi aspirado, as células lavadas com
PBS 1X aquecido, finalmente adicionamos os meios modificados DMEM high glucose
(Thermo Fisher Scientific, US) e RPMI1640 (Thermo Fisher Scientific, US),
suplementados com 4mM L-glutamina, 0,1 mM L-metionina, 10% SFB e 20 mM
HEPES, para os controles adicionamos 0,208 mM L-cistina. As células foram
acompanhadas para avaliacao da proliferacao celular por até 96h, seguindo o mesmo
protocolo de marcagéo do item anterior.
Adicionalmente, buscamos entender em qual horario as células entrariam

no processo de morte celular, observando-se o descolamento das células do fundo da
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placa. Este ensaio serviu para determinar o ponto em que as células seriam avaliadas
por citometria de fluxo, verificando a expressao de moléculas de MHC | e se GAB com
ou sem a privacao de cistina teria algum impacto nessa expressao. As imagens foram
obtidas em campo claro no leitor Operetta® High Content Analysis System (Perkin
Elmer) com atmosfera a 37°C e saturacdo de 5% de CO:2 e analisadas no software

Columbus™ Image Data Storage and Analysis system.

3.7 Avaliacdo de GAB"9"e GAB/°* na expressdo de MHC | por citometria de
fluxo

A expressédo de MHC de classe | foi avaliada a fim de verificar alteracoes
celulares nas linhagens construidas. Inicialmente, semeamos 2,5x10* células GAB"9"
(GAB.wt e GAB.S219A e o seu respectivo controle MCS) e células GAB "
(shGAB.3UTR, shGAB.CDS2 e seu respectivo controle shGFP), em placas de 6
pocos, mantendo overnight para aderéncia. No dia seguinte, a monocamada foi lavada
com PBS 1X e adicionamos o meio para o tratamento de privacdo de L-cistina e as
células foram mantidas por 24h, como controle, utilizamos meio completo.

As células foram tripsinizadas seguido de neutralizacdo com tampao PBS
1x contendo 10% de SFB, o meio foi evitado para n&o haver influéncia de L-cistina em
nenhuma das etapas. As células foram coletadas em tubos para citometria e
centrifugados a 500 x g por 5 min seguido de mais uma lavagem com wash buffer
(wash B — 0,13 M NaCl; 7 mM Na2HPO4; 3 mM NaH2POg4; 0,5% BSA; 0,01% azida
sédica; pH 7,4). Foi realizada a marcacao extracelular com MHC | murino conjugado
com aloficocianina (APC anti-mouse H-2KP/H-2D®, BioLegend, US, #114614) por 30
min ao abrigo de luz e 4°C seguido de 2 lavagens com wash B. Seguimos o protocolo
de marcagéao intramitocondrial de GAB, através do anticorpo anti-V5 conjugado com
ficoeritrina (V5 Tag Monoclonal, PE, Thermo Fischer Scientific, US #12-6796-42).
Utilizamos o kit True-Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set (BioLegend, US,
#424401), seguindo as instrucées do fabricante. As amostras foram adquiridas na
sequéncia em citbmetro de fluxo BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences, US) com o
software FACSDiva™ (BD Biosciences, US) e os dados analisados no software

FlowJo™ versao 10 (BD Biosciences, US).
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3.8 Analise de interacoes proteicas de GAB por co-imunoprecipitacao

Previamente, preparamos os granulos de agarose para proteina A/G plus
(Santa Cruz Biotechnology, US, #sc-2003), para cada 20 pL de granulos, adicionamos
1 ug de anticorpo anti-V5 (Thermo Fischer Scientific, US, #R960CUS), seguido de
incubacédo de 1 a 4h a 4°C sob agitacdo constante, conforme instrugdes do fabricante.
Os gréanulos foram lavados 3 vezes com PBS 1X gelado e centrifugadas a 1500 x g
por 2 min a 4°C. Os granulos ligados a anti-V5 puderam finalmente ser utilizados para
a IP ou guardados em tampao de lise a 4°C para uso posterior.

As células MCS, GAB.wt e GAB.S219A foram plaqueadas a densidade de
5x108 em placas de 150 mm e mantidas até atingir 95% de confluéncia. A fim de testar
se a acidificagcdo do meio de cultivo teria influéncia na interacdo entre GAB e
proteassomos, 12 h antes da coleta, o meio foi aspirado e substituido por meio
completo fresco. Para a lise, as placas foram mantidas no gelo, o meio foi aspirado e
a monocamada lavada 2 vezes com PBS 1X gelado. As células foram lisadas com
auxilio de cell scraper e tampao de lise (50 mM tris-HCI; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA;
1% NP-40; 5% glicerol; 10 uM leupeptina; 1 uM pepstatina e 1 mM PMSF). Para
auxiliar no processo de lise, as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido ou
agitadas de forma constante por 40 min no gelo, em ambiente refrigerado a 4°C. Os
lisados foram centrifugados a 12000 x g por 10 min a 4°C e o sobrenadante foi
coletado para a quantificacdo de proteinas totais por ensaio de Bradford (Bio-Rad
Laboratories, Inc., US, #5000002) com curva padrao para calibracdo, utilizando BSA
a 2 mg/mL em diluigdo seriada. A leitura da absorbéncia foi realizada em 595 nm em
leitor de placas EnSpire (PerkinElmer, US).

Em microtubos, foram incubados 1 mg dos lisados de MCS, GAB.wt e
GAB.S219A e os granulos conjugados com anti-V5 overnight a 4°C sob agitacao
constante. Na sequéncia, foram realizadas 3 lavagens com PBS 1X gelado e a uma
rotacdo a 1500 x g por 2 min em centrifuga refrigerada a 4 °C. Ao final, os granulos
contendo as proteinas imunoprecipitadas foram ressuspendidos em tampao de
amostra (Tris-HCI 0,25 mol/L; 2% SDS; 10% glicerol; 0,001% azul de bromofenol e
5% B-mercaptoetanol) e aquecidos a 95°C por 5 min seguido de uma centrifugacao
breve para separacao da agarose residual. A corrida de SDS-PAGE foi realizada em
gel contendo gradiente de bis-acrilamida, corrido a 80 mV por 20 min e voltagem foi
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aumentada para 120 mV por aproximadamente 2h e seguimos com o protocolo para
andlise de proteinas por Western blot.

3.9 Preparo de amostras de cultivo para analise de proteinas

Amostras de células em cultura foram coletadas para analise a nivel
proteico por Western blot. Para isso, as placas foram conservadas sobre o gelo e os
sobrenadantes foram aspirados, em seguida a monocamada foi lavada 2 vezes com
PBS 1x gelado. A lise foi feita com tampao de lise contendo 1% de triton X-100 (100
mM Tris-HCI pH 7,4; 150 mM cloreto de sodio; 10 mM pirofosfato de sédio; 20 mM
fluoreto de sédio; 5 mM EDTA pH 8,0; 10 mM ortovanadato de sédio; 1 mM PMSF em
isopropanol; 10 mM B-glicerofosfato; 10 uM leupeptina; 1 uM pepstatina; 4 mM
benzamidina HCI hidratada; 2 pg/mL aprotinina; 1% triton X-100; agua deionizada)
com o auxilio de cell scraper e a quantificacéo de proteinas foi obtida por reagente de
Bradford com curva padrao para calibragdo de BSA a 2 mg/mL em diluigdo seriada. A
leitura da absorbancia foi realizada em 595 nm em leitor de placas EnSpire
(PerkinElmer, US). As amostras foram entao armazenadas em tampao Laemmli (Tris-
HCl 0,25 mol/L; 2% SDS; 10% glicerol; 0,001% azul de bromofenol e 5% [3-

mercaptoetanol) e congeladas a -20°C para uso futuro, caso necessario.

3.10 Western blot

A corrida de SDS-PAGE foi realizada em gel contendo gradiente de bis-
acrilamida, a corrida foi iniciada a 80 mV por 20 min e apdés 120 mV por
aproximadamente 2h. Em seguida, foi realizada a transferéncia para membrana de
PVDF (difluoreto de polivinilideno), gel e membrana foram acomodados entre uma
cama tecidos embebidos em tampao de transferéncia 1X (2,5 mM Tris base; 19,2 mM
glicina). A transferéncia semi-seca foi realizada no Trans-blot turbo (Bio-Rad
Laboratories, Inc., US) por 7 mina 25 V.

Entdo, a membrana foi bloqueada com leite em pd com baixo teor de
gorduras a 5% por 1h e lavada 3 vezes com tampao TBS-T (20 mM Tris; 150 mM
NaCl; 0,1% Tween 20) e incubada com os anticorpos primarios overnight em camara
fria (4°C) sob agitagdo constante. Os anticorpos primarios utilizados foram os
seguintes: anti-GLS2 (Abcam, UK #ab113509), anti-B actina (ThermoFischer
Scientific, US, #A5441), Proteasomo 26S S2/PSMD2 (Abcam, UK #ab26078), este
ultimo foi gentilmente doado pela prof. Dra. Leticia Ignacio de Souza Zimmermann do
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laboratério de disturbios do metabolismo (LABDIME) alocado na Faculdade de
Ciéncias Aplicadas da Unicamp campus Limeira. No dia seguinte, o excesso de
anticorpos foi lavado 3 vezes com TBS-T. A contra-marcacéo foi feita com o anticorpo
secundario da respectiva linhagem em que foi feita a produgao do anticorpo primario,
incubando a temperatura ambiente por 1h ou 2h. Novamente, lavamos a membrana
3X com TBS-T e revelamos as bandas com luminol SuperSignal™ West Pico PLUS
(ThermoFischer Scientific, US). A membrana foi levada a um leitor de
qguimioluminescéncia ImageQuant™ 500 LAS (GE HealthCare Technologies, Inc, US)
ou Chemidoc Imaging system (Bio-Rad Laboratories, Inc., US).

3.11 Avaliacao da funcao mitocondrial e metabolismo celular por Seahorse

A GAB é uma enzima presente na mitocondria e tem um papel de grande
relevancia na producao energética, incluindo o metabolismo tumoral. Dessa maneira,
entendimento da modulacdo de GAB e o seu impacto no metabolismo celular &
imprescindivel para desvendar alteracdoes energéticas que podem influenciar o
comportamento celular. Para avaliacao do estresse mitocondrial em células EO771,
utilizamos o kit Seahorse XF Cell Mito Stress (Agilent Technologies, US, #103015-
100). No dia anterior ao ensaio, foram semeadas 3x10* células em Seahorse XF Cell
Culture Microplate (Agilent Technologies, US), para a avaliar o estresse mitocondrial
gerado por GAB"9" (GAB.wt, GAB.S219A e controle MCS) ou GAB " (shGAB.3'UTR,
shGAB.CDS2 e controle shGFP), as células foram mantidas overnight em camara
umida a 37°C e saturacdo de 5% de CO.2. Adicionalmente, o cartucho contendo os
sensores foi hidratado em Seahorse XF Calibrant (Agilent Technologies, US) a 37°C
em incubadora livre de CO:2 overnight e o equipamento permaneceu ligado overnight
para estabilizacao.

No dia seguinte, o meio de ensaio Seahorse XF DMEM (Agilent
Technologies, US) foi suplementado com 1 mM de piruvato, 2 mM glutamina e 10 mM
de glicose. Com 0 meio de ensaio preparado, diluimos os compostos inibidores 1 uM
de oligomicina (complexo V), 1 uM Carbonyl cyanide-4 (trifluoromethoxy)
phenylhydrazone (FCCP —complexo V) e 0,5 uM de rotenona /antimicina A (complexo
| e Ill, respectivamente), que serdo carregados no cartucho e injetados sobre as

células nesta ordem.
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As placas tiveram seus meios aspirados e substituidos pelo meio de
ensaio aquecido, apds as células foram incubadas por 1h em atmosfera imida a 37°C
e sem injecao de CO: seguido de analise metabdlica de células em tempo real em
leitor Seahorse XFe24 Analyzer (Agilent Technologies, US). Ao final da leitura, as
células foram fixadas com PFA 4% e marcadas com DAPI e analisadas no Operetta®
High Content Analysis System (Perkin Elmer, US) e analisadas no software
Columbus™ Image Data Storage and Analysis system (Perkin Elmer, US) para
normalizacao dos dados.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Construcao das linhagens EO771 contendo knockdown de GAB

Com objetivo de elucidar os efeitos mecanisticos observados no estudo
previo de (MAFRA, 2021), em que modelos singénicos de cancer de mama induzidos
por células EO771 GAB"9" apresentaram um maior crescimento tumoral, fibrose e
necrose tecidual e posteriormente avaliar quais os parceiros de interacdo com GAB
poderiam estar envolvidos nesse efeito, foi constatada que a modulacao da expressao
génica de GAB tem um papel importante na biologia tumoral. Dessa maneira,
construimos vetores plasmidiais contendo shRNA para knockdown dos niveis de GAB
endbgena para compreender melhor o papel de GAB em células de cancer de mama

murino.

Figura 28. Titulacdo das particulas virais dos vetores de silenciamento de GAB.

(A.) shGAB.3’UTR e (B.) shGAB.CDS2. Os virus produzidos foram titulados em células NIH/3T3
contendo meio de selegdo puromicina. As células foram fixadas e entdao coradas com Giemsa para
posterior contagem de colénias. Obtemos o titulo de 5x10® UFC/mL para shGAB.3'UTR e 4x10°
UFC/mL para shGAB.CDS2. A imagem foi capturada utilizando a camera fotografica disponivel em
celular particular da autora.
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Para isso, foi realizada a clonagem do plasmideo pLKO.1 contendo shRNA
para duas regides do mRNA de GAB, 3UTR e CDS2. Os plasmideos foram
transfectados para células HEK293T para a producdo das particulas virais que
transportam a maquinaria de silenciamento genético. Apds a confirmacdo do
sequenciamento dos vetores e produgcdo das particulas virais, foi determinada a
titulagao viral para determinagdo do MOI de transdugado. A imagem representativa da
titulacao é ilustrada na figura 28. A linha (A.) representa a titulacdo do vetor
shGAB.3'UTR com titulo viral de 5x108 UFC/mL e a linha (B.) shGAB.CDS2 com titulo
viral de 4x10% UFC/mL.

Apos a titulagéo viral, as células EO771 foram transduzidas e selecionadas
com puromicina e entdo os lisados foram coletados para confirmacdo do
silenciamento por Western blot. A figura 29A ilustra as bandas obtidas pela técnica e
a figura 29B mostra a quantificagao relativa das bandas. Observamos a diminuicdo da
expressdo de GAB em ambos, shGAB.3’'UTR e shGAB.CDS2 quando comparado com
seu controle shGFP, o que confirma o knockdown de GAB em nivel protéico e além
disso, nao houve diferenca quando comparamos shGAB.3'UTR versus shGAB.CDS2.
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Figura 29. Analise dos niveis de expressdo de GAB apo6s silenciamento génico.

(A) Imagem representativa de membrana de Western blot, ilustrando a diminuigdo da expressao de
GAB e (B) quantificagcéo relativa ao controle B-actina por analise de densitometria com o software
Imaged. As imagens foram adquiridas por quimioluminescéncia em ImageQuant™ LAS 500 (GE
HealthCare Technologies, Inc, US). One-way ANOVA com post-test de Tukey foi utilizado para a analise
estatistica utilizando o software GraphPad Prism v. 8.0. as significancias de p estdo representadas no
quadro de cores ao lado onde branco é nao significante (ns); verde p<0,05; amarelo p<0,01, laranja
p<0,001 e vinho p<0,0001, n=3.

4.2 Isolamento de proteassomos a partir de células EO771

Para investigar a interacéo entre o proteassomo e GAB, realizamos uma
tentativa de isolar de proteassomos por centrifugacéao diferencial. Essa metodologia
foi utilizada para separar componentes celulares por diferentes tempos e velocidades
de rotagdo com base em seus tamanhos e densidade, dessa forma, as fragdes foram
separadas a partir das linhagens GAB.wt e MCS. O processo inicia com centrifugacao
a baixa velocidade para separar particulas grandes como o nucleo e células inteiras,
seguido de centrifugacao intermediaria para separar organelas que por ventura
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permaneceram intactas e por ultimo a ultracentrifugacéo para sedimentar particulas
como os ribossomos (~4,5 MDa), o proteassomo 26S possui aproximadamente 2,2
MDa e espera-se encontrar no sobrenadante da fracdo S100C, entretanto, realizamos
mais etapas de centrifugacées como ilustrado no fluxograma da Figura 30D para
garantir detec¢cdo em todas fragdes em caso de perda entre as etapas.

Inicialmente, foi verificado que é possivel detectar GAB nas coletas de cada
etapa da centrifugagédo e constatamos que utilizando o lisado de EO771 GAB.wt, os
niveis de GAB foram detectaveis até a porgao 12’ (12000 x g) tanto no sobrenadante
(S) quanto no pellet (P) conforme ilustra a figura 30 A. Algumas tentativas foram
realizadas buscando comparar as linhagens MCS e GAB.wt. Para verificar se ha
interacao entre GAB e PSMD2, analisamos a combinacao do painel de anticorpos anti-
PSMD2 com anti-GAB (figura 30B) ou anti-V5 (figura 30C), e pode ser observada a
marcacao de PSMD2 na fracdo S100, onde era esperado encontrar proteassomo,
entretanto nao foi possivel detectar GAB simultaneamente.

Existem poucos estudos na literatura que relacionam a interagao entre GAB
e proteassomos, entretanto, dados obtidos em hepatocarcinoma celular, sugerem que
a superexpressao de GAB estabiliza Dicer, uma enzima com fung¢ao de ribonuclase
(RNAse lll), envolvida na clivagem de RNA dupla fita. Essa enzima faz parte da
biogénese dos microRNA (miRNA ou miR) e siRNA (small interfering RNA) que por
sua vez atuam na regulacdo génica de diversas vias. A enzima Dicer apresenta-se
desregulada em diversas neoplasias. Os dados mostram que o knockdown de GAB
promoveu a degradacao de Dicer, entretanto as amostras foram tratadas com inibidor
de proteassomo houve diminuicdo do efeito. Esses dados sugerem que GAB tem um
papel importante na regulacao da transcricdo de miR34-a (envolvido na regulacao da
EMT) e essa regulacdo ocorre com o auxilio da via Ub-proteassomo (KUO et al.,
2016). Esse estudo demonstra que, apesar de nao ser uma interagéo 6bvia, existem
indicios consistentes da funcdo de GAB sobre a via Ub-proteassomo.



102

GAB.wt

o)

¥ -

& @ \ SR S T A, A O &
oD 0 S A AT A A

VAN D TS A R o oS

A. H
kDa +
170-
130-
100- ——
70- W —‘;:—-- -GAB
55 ——
40- -—— - B-actin
35
” D. LISADO CELULAR + buffer A
15-
‘ 1000 x g por 10’
B. > S = .\le S G:.\B‘\\:
l\'—Da \.\‘\‘ « f\\‘\ & o® Q\\‘\ o ;\“ o a® \~\\*\ Sl P]
170 - ' "’
10- SN J 12000 x g por 20°
= - - Proteasome 265
I?Z, : * = ;)sxroz
-GAB
551 . S12  + 1%NP-40 P12 + buffer A
- B-actin
> B 100000 x g por 1h 12000 x g por 20°
& S100C P100C S12 P12’ +1%NP-40
18000 x g por 15
MCSs GAB.wt
B o & =3
Y MW o @ & 318 PIS
KDa A T vy
170- [ 100000 x g por Lh
130 - S
= . - Proteasome 265
ey ,L--a. - teasome 26 S100 P100
s -V5Tag
40 - - - B-actin

now
B &

Figura 30. Tentativa de isolamento de proteassomos utilizando centrifugacgao diferencial.

As imagens sao representativas de verificagao de proteinas por Western blof. A) verificagao proteica
de todas as etapas das centrifugacOes do lisado de células GAB.wt, B) avaliando as fragoes finais de
MCS vs GAB.wt e revelado com anticorpo anti-GAB e C) revelado com anticorpo anti-V5. As setas em
vermelho apontam as fragbes S100C em que esperavamos encontrar interagao proteassomo-GAB. D)
fluxograma seguido para a centrifugagao diferencial. As imagens foram adquiridas por
quimioluminescéncia em /mageQuant™ LAS 500 (GE HealthCare Technologies, Inc, US). Utilizamos
anticorpo anti-B-actina como controle e verificamos a presenga de proteassomo com o anticorpo anti-
PSMD2.

4.3 Imunoprecipitacao de GAB
Para determinar a interacdo entre GAB e proteassomo, realizamos a
imunoprecipitacéo ligando o anticorpo anti-V5 em beads de agarose A/G, seguido de
incubagao com os respectivos lisados celulares MCS, GAB.wt e GAB.S219A. Nossa
andlise prévia por espectrometria de massas demonstrou interagdo com as
subunidades: PSMD6, PSMD9, PSMC1, PSMC4, PSME1 e PSMB5, porém néo houve
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evidéncias de interacdo com PSMD2. Nés hipotetizamos que o proteassomo possa
ter sofrido fragmentacéo total, visto que é composto por diversas subunidades, por
esse motivo, o anticorpo anti-PSMD2 nao teve interacdo com GAB em nossos
ensaios, conforme ilustra a figura 31. Mais estudos seréo necessarios para comprovar

a interacao GAB/proteassomo.

MC5 GAB.wt GAB.5219A
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Figura 31. Imunoprecipitagdo de GAB utilizando a tag V5 conjugada com pérolas de agarose A/G.

Os lisados de células EO771 contendo a GAB"9" (GAB.wt e GAB.S219A), bem como seu controle MCS,
foram imunoprecipitados e as proteinas analisadas por Western blot para verificacdo de interacao entre
PSMD2 (proteassomo) e GAB (V5 tag). As imagens foram adquiridas por quimioluminescéncia em
ImageQuant™ LAS 500 (GE HealthCare Technologies, Inc, US).

4.4 A modulacao da expressao de GAB impacta na proliferacao celular

A taxa de proliferacao celular foi uma questéo intrigante de nosso grupo de
pesquisa, pois as linhagens GAB.wt e GAB.S219A ndo demonstram grande diferenca
no perfil proliferativo quando comparado com MCS, entretanto, quando comparamos
as linhagens shGAB, observamos a diminuicdo da taxa proliferativa tanto em 72h
quanto 96h de andlise, sendo aproximadamente a metade da proliferacao encontrada
no controle shGFP (figura 32). As células EO771 tém um crescimento bastante
acelerado e apesar e GAB"9" nao causar grandes alterages no perfil proliferativo, a
deplecao dos niveis de GAB demonstraram um efeito significativo na diminuicdo da
taxa proliferativa.

A literatura tem evidenciado que a elevacao da expressdo de GAB tem
desempenha um papel protumorigénico importante. Quando GAB foi silenciada em
linhagens celulares em tumores de pulmao do tipo ndo pequenas células (A459) e

carcinoma hepatocelular (HepG2) foi observada a diminuicdo da taxa proliferativa
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(LEE et al., 2014), além de diminuir a viabilidade em células QG-56 (carcinoma de
células escamosas de pulméao) (YE et al., 2016), mostrando um efeito bastante
semelhante ao encontrado no ensaio de proliferacdo em células de cancer de mama
murino EOQ771. Além disso, a diminuicdo da expressdao de GAB em células de
carcinoma cervical resistentes a radia¢do resultou na mudanca no perfil de resisténcia
tornando-as sensiveis ao tratamento (XIANG et al., 2013).

Os altos niveis de expressdao de GAB em neoplasias de mama tem se
mostrado como uma resposta pré-tumorigénica. Dados obtidos pela equipe,
demonstraram que altos niveis de GAB foram detectados em TNBC, evidenciando
marcadores envolvidos na EMT, propiciando o surgimento de invasao e metastases,
entretanto o silenciamento de GAB promoveu diminuicdo da taxa replicativa (DIAS et
al., 2020). No subtipo luminal, também foram encontrados altos niveis de GAB
correlacionados com o aumento GATA-3, um fator de transcricdo de grande
importancia na regulacao da diferenciagao celular (LUKEY et al., 2019). A andlise dos
resultados apresentados na figura 32 seguem alinhados ao perfil de resposta
observado na literatura e destacam a importancia de GAB no metabolismo tumoral.

40+
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Figura 32. Proliferagdo de células EO771 GAB"9" e GAB" ao longo do tempo.

As células GAB"9" e GAB" ", juntamente com seus respectivos controles foram analisadas ao longo de
96h. As imagens foram adquiridas por fluorescéncia de DAPI em Operetta® CLS™ high throughput
microplate imager for high-content analysis (Perkin Elmer, US) e analisadas no software Columbus™
Image Data Storage and Analysis System (Perkin Elmer, US). One-way ANOVA com post-testde Tukey
foi utilizado para a andlise estatistica utilizando o software GraphPad Prism v. 8.0. A andlise estatistica
esta representada no quadro de cores ao lado, onde branco é nio significante (ns); verde p<0,05;
amarelo p<0,01, laranja p<0,001 e vinho p<0,0001, n=3.
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4.5 A privacao de cistina influencia na viabilidade de células com baixa
expressao de GAB

Buscamos explorar o mecanismo pelo qual GAB pudesse estar diminuindo
a resposta imune e dados da literatura apontam o papel da ferroptose mediada por
privagdo de cistina (SHIN et al., 2020). Células que entram em ferroptose, liberam
sinais de perigo como padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) e
metabdlitos que podem recrutar células imunes (SHI et al., 2022) e GAB parece ter
um papel central em promover a ferroptose (SUZUKI et al, 2023). A cistina é
precursora de um potente antioxidante, a GSH e, com a deplecédo deste aminoacido,
alguns tipos de tumores, como os de mama, perdem o balango redox, levando a morte
celular mediada por ferroptose (GAO et al., 2015; GAO et al., 2019; SHIN et al., 2020).
Além disso, a glutamindlise pode ser indutora de ferroptose, um fenébmeno que
somente acontece quando ha disponibilidade de glutamina e privacao de cistina (SHIN
et al., 2020).

A proliferagao das células MCS, GAB.wt e GAB.S219A foi avaliada para a
elucidar o efeito da deplecao dos niveis de cistina. Para entender até que ponto as
células suportam a privacdo do aminodacido, foi realizado um ensaio preliminar
acompanhando as células hora a hora durante 24h para verificarmos os efeitos da
privacdo de aminoacido, nessa analise, ndo observamos diferencas significativas
(dados nao mostrados). Dessa maneira, seguimos com a avaliacdo da taxa
proliferativa e ndo observamos diferencas significativas em 24 e 48h. Entretanto, a
partir de 72h observamos uma diminui¢ao significativa na taxa proliferativa (figura 33)
e em 96h essa diferenca foi ainda maior. Se a diminuicdo no numero de células foi
devido a ferroptose, de fato, ndo foi avaliada, entretanto, expressdao de GAB.S219A
ou GAB.wt ndo afetou este processo.
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Figura 33. Proliferacao celular na privagéo de cistina sobre as células MCS, GAB.wt e GAB.S219A.

A proliferacéo celular ao longo de tempo, acompanhada por 96h. As imagens foram obtidas em campo
claro e fluorescéncia de DAPI, em Operetta® CLS™ high throughput microplate imager for high-content
analysis (Perkin Elmer, US) e analisadas no software Columbus™ Image Data Storage and Analysis
System (Perkin Elmer, US). One-way e two-way ANOVA com post-test de Tukey foram utilizados para
as andlises estatisticas utilizando o software GraphPad Prism v. 8.0. A analise estatistica esta
representada no quadro de cores ao lado, onde branco é nao significante (ns); verde p<0,05; amarelo
p<0,01, laranja p<0,001 e vinho p<0,0001, n=3.

4.6 A modulacao de GAB impacta a expressao de MHC | em células de cancer
de mama murino

Para confirmarmos os dados prévios de co-IP, analisamos a exposi¢cao de
MHC | na superficie das linhagens GAB"9" e GAB/*" em relagio aos seus respectivos
controles. Realizamos a marcagédo extracelular de MHC | (APC) e apés as células
foram permeabilizadas e a tag V5 foi marcada com PE. A estratégia de gatting esta
ilustrada na figura 34 A, onde excluimos os dublets e selecionando apenas single cells.
Separamos as populagdes V5 negativas (V5-) e V5 positivas (V5+) para a analise,
comparamos a marcacao de MHC | na populagéo V5+ (GAB.wt e GAB.S219A) com
seu respectivo controle MCS que nao possui a tag V5 e o mesmo foi feito para as
células GAB", porém, essas sdo V5-.

A figura 34 B ilustra os histogramas representativos da comparagao entre
0os grupos analisados. Os histogramas foram normalizados pela moda e a média
geométrica foi calculada, para assim quantificarmos a diferenca entre as linhagens e
o tratamento de privagéao de cistina e o resultado esta representado na figura 34 C.
Os resultados demonstram que houve um aumento significativo de fluorescéncia de
MHC | na superficie das células GAB"9" (GAB.wt e GAB.S219A) quando comparamos
com o controle MCS, aliado a diminuicao significativa da fluorescéncia de MHC | nas
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células GAB" (shGAB.3'UTR e shGAB.CDS2) e esse efeito foi independente da
privacao de cistina. Uma vez que MHC | expostos na membrana sao carregados de
antigeno (DHATCHINAMOORTHY; COLBERT; ROCK, 2021), estes resultados foram
na contramao da nossa hipétese de que superexpressdao de GAB estaria relacionada
a menor exposicdo de antigenos por MHC | na superficie das células tumorais
mamarias.

A superexpressao de GAB promove um aumento do metabolismo podendo
levar a maior producdo de ATP, fornecendo mais intermediarios metabdlicos como o
glutamato e o a-KG, além da regulagéo de vias de sinalizacao ligados a proliferacéo
e sobrevivéncia, como o oncogene MYC (XIAO et al., 2015) e ao gene supressor
tumoral p53 (MATES et al, 2013; SUZUKI et al., 2010). Além disso, o reticulo
endoplasmatico tem papel fundamental no empacotamento de proteinas, em especial
o MHC | e os dados demonstrados indicam que GAB desempenha atividade de
regulagdo de estresse do reticulo endoplasmatico de linfécitos T cultivados com
células tumorais (WANG et al., 2022). Os dados aqui obtidos, demonstram que GAB
possui um papel importante na modulacéo da expressao de MHC I, indicando uma
integracédo do metabolismo da glutamina o seu papel regulador de MHC |, sugerindo
que a GAB atua como um elo entre o metabolismo tumoral e a modulagao imunoldgica
do TME.
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Figura 34. Investigacdo da expressdo de MHC | na superficie de células EO771 GAB"9" e GAB™"

(A) estratégia de gatting utilizada na analise dos dados e (B) histogramas representativos da aquisicao

e (C) andlise estatistica das células com superexpressao ou silenciamento de GAB e seus respectivos

controles. As células foram marcadas superficialmente com MHC | (APC) e apds permeabilizadas e

marcadas com anti-V5 (PE). A analise foi dividida entre células V5- ou V5+ e a marcagédo de MHC | foi

avaliada dentro deste gate, seguido de medida média geométrica dos histogramas normalizados pela

moda. A aquisi¢éo foi feita em citémetro de fluxo FACS Canto II™ (BD Biosciences, US) e analisadas

no software FlowJo™ v.10 (BD Biosciences, US). One-way ANOVA com post-test de Tukey foi utilizado

para a andlise estatistica utilizando o software GraphPad Prism v. 8.0. A andlise estatistica esta

representada no quadro de cores ao lado, onde branco é nao significante (ns); verde p<0,05; amarelo

p<0,01, laranja p<0,001 e vinho p<0,0001, n=3.
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4.7 Consumo de oxigénio e acidificacdo extracelular por células GAB"9"

As glutaminases exercem um papel central nas reagdes anapleréticas para
alimentar o TCA e sao essenciais para organismos que utilizam a aerobiose (CRUZAT
et al.,, 2018; LI et al., 2023). Nesse sentido, realizamos ensaios preliminares para
compreender as alteragbes que as células possam apresentar quanto a GAB"9" ou
GAB™”. Para isso, analisamos a taxa de consumo de oxigénio (OCR) e a taxa de
acidificacao extracelular do meio de cultivo (ECAR). Entretanto, ndo foram observadas
diferencas significativas entre as linhagens (figura 35). Mais ensaios sao necessarios
para determinar o real efeito de GAB sobre o OCR e ECAR das linhagens derivadas
de EO771.

Tumores frequentemente exibem adaptacdo metabdlica sob condigdes
adversas, como a falta de oxigénio e de nutrientes (PAVLOVA; THOMPSON, 2016).
O consumo de oxigénio € um indicador-chave do metabolismo energético celular,
onde a atividade de GAB impacta a cadeia transportadora de elétrons nas
mitocondrias e consequentemente na geragao de ATP (WANG et al., 2024). Por outro
lado, a acidificacdo do meio de cultivo celular revela a produgédo de acido lactico,
principal subproduto da glicélise aerdbica, um fendmeno comum em células tumorais
conhecido como efeito Warburg (WANG; PATTI, 2023), destacando ainda mais o
papel de GAB no TME.
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Figura 35. Analise do consumo de oxigénio e acidificagdo do meio de EO771 GAB"9" e GABP”

Efeito da inibicdo da cadeia de transporte de elétrons com oligomicina, FCCP e rotenona sobre a taxa
de consumo de oxigénio (OCR) e acidificacdo extracelular (ECAR) de células EO771 (A) GABP™
(shGAB.3'UTR, shGAB.CDS2) e controle shGFP e (B) GAB"9" (GAB.wt e GAB.S219A) e o controle
MCS. A aquisicao dos dados foi realizada em leitor de placas Seahorse XF (Agilent Technologies, US)

e os dados normalizados pelo nimero de células.
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5. CONCLUSOES

A compreensao do papel do GAB no microambiente tumoral foi motivada
por dados prévios obtidos em modelo murino que indicaram um aumento do volume
tumoral. Através de andlises in silico, determinamos que esse efeito poderia estar
associado ao processamento e a apresentacao de antigenos por MHC 1.

Contrariando a hip6tese inicial, foi observado de forma inédita que a
modulacao da expressao de GAB promove um aumento na exposigao de moléculas
de MHC | em células de cancer de mama GAB". Em contraste, células GAB/"
apresentaram reducdao significativa da expressdao de MHC I. Esses achados sugerem
um elo entre a atividade metabdlica modulada pela GAB e a regulacdo da
apresentacao antigénica no contexto tumoral.

Esses resultados abrem novas perspectivas para investigar os mecanismos
moleculares que conectam o metabolismo tumoral a modulagdo de infiltrados
imunoldgicos. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer os
processos bioldgicos responsaveis pela regulacdo da exposicdo de MHC | e para
determinar se essa modulacao esta diretamente relacionada ao aumento do volume

tumoral observado em camundongos no estudo prévio.



111

REFERENCIAS
ABBASI KAJANI, A.; HAGHJOOY JAVANMARD, S.; ASADNIA, M.; RAZMJOU, A.
Recent Advances in Nanomaterials Development for Nanomedicine and Cancer. ACS
Applied Bio Materials, vol. 4, no. 8, 2021. https://doi.org/10.1021/acsabm.1c00591.

ABUBAKAR, M.; FIGUEROA, J.; ALI, H. R.; BLOWS, F.; LISSOWSKA, J.; CALDAS,
C.; EASTON, D. F.; SHERMAN, M. E.; GARCIA-CLOSAS, M.; DOWSETT, M.;
PHAROAH, P. D. Combined quantitative measures of ER, PR, HER2, and KI67
provide more prognostic information than categorical combinations in luminal breast
cancer. Modern Pathology, vol. 32, no. 9, 2019. https://doi.org/10.1038/s41379-019-
0270-4.

ADAMOSKI, D.; DIAS, M. M.; QUESNAY, J. E. N.; YANG, Z.; ZAGORIY, |.; STEVYER,
A. M.; RODRIGUES, C. T.; DA SILVA BASTOS, A. C.; DA SILVA, B. N.; COSTA, R.
K. E.; DE ABREU, F. M. O.; ISLAM, Z.; CASSAGO, A.; VAN HEEL, M. G.; CONSONNI,
S. R.; MATTEI, S.; MAHAMID, J.; PORTUGAL, R. V.; AMBROSIO, A. L. B.; DIAS, S.
M. G. Molecular mechanism of glutaminase activation through filamentation and the
role of filaments in mitophagy protection. Nature Structural and Molecular Biology,
vol. 30, no. 12, 2023. https://doi.org/10.1038/s41594-023-01118-0.

ADASHEK, J. J.; KATO, S.; PABLA, S.; NESLINE, M.; CONROQY, J. M.; SUBBIAH, V_;
DEPIETRO, P.; KURZROCK, R. LAGS transcriptomic expression correlates with high
levels of PD-1, PD-L1, PD-L2, and CTLA-4 checkpoints and with high tumor mutational
burden across cancers. Journal of Clinical Oncology, vol. 40, no. 16_suppl, 2022.
https://doi.org/10.1200/jc0.2022.40.16_suppl.2561.

AFTAB, S.; SHAH, A.; NADHMAN, A.; KURBANOGLU, S.; AYSIL OZKAN, S;
DIONYSIOU, D. D.; SHUKLA, S. S.; AMINABHAVI, T. M. Nanomedicine: An effective
tool in cancer therapy. International Journal of Pharmaceutics, vol. 540, no. 1-2,
2018. https://doi.org/10.1016/].ijpharm.2018.02.007.

ALEIXO, G. F. P.; SHACHAR, S. S.; DEAL, A. M.; NYROP, K. A.; MUSS, H. B.; CHEN,
Y. T.; YU, H.; WILLIAMS, G. R. The association of body composition parameters and



112

adverse events in women receiving chemotherapy for early breast cancer. Breast
Cancer Research and  Treatment, vol. 182, no. 3, 2020.
https://doi.org/10.1007/s10549-020-05731-1.

ARNOLD, P. K.; FINLEY, L. W. S. Regulation and function of the mammalian
tricarboxylic acid cycle. Journal of Biological Chemistry, vol. 299, no. 2, 2023.
https://doi.org/10.1016/j.jbc.2022.102838.

ARROYO-OLARTE, R. D.; BRAVO RODRIGUEZ, R.; MORALES-RIOS, E. Genome
editing in bacteria: Crispr-cas and beyond. Microorganisms, vol. 9, no. 4, 2021.
https://doi.org/10.3390/microorganisms9040844.

AUSEJO-MAULEON, |.; LABIANO, S.; DE LA NAVA, D.; LASPIDEA, V.; ZALACAIN,
M.; MARRODAN, L.; GARCIA-MOURE, M.; GONZALEZ-HUARRIZ, M.; HERVAS-
CORPION, 1.; DHANDAPANI, L.; VICENT, S.; COLLANTES, M.; PENUELAS, I
BECHER, O. J.; FILBIN, M. G.; JIANG, L.; LABELLE, J.; DE BIAGI-JUNIOR, C. A. O;
NAZARIAN, J.; ... ALONSO, M. M. TIM-3 blockade in diffuse intrinsic pontine glioma
models promotes tumor regression and antitumor immune memory. Cancer Cell, vol.
41, no. 11, 2023. https://doi.org/10.1016/j.ccell.2023.09.001.

BAKIR, B.; CHIARELLA, A. M.; PITARRESI, J. R.; RUSTGI, A. K. EMT, MET,
Plasticity, and Tumor Metastasis. Trends in Cell Biology, vol. 30, no. 10, 2020.
https://doi.org/10.1016/j.tcb.2020.07.003.

BALANCA, C. C.; SALVIONI, A.; SCARLATA, C. M.; MICHELAS, M.; MARTINEZ-
GOMEZ, C.; GOMEZ-ROCA, C.; SARRADIN, V.; TOSOLINI, M.; VALLE, C.; PONT,
F.; FERRON, G.; GLADIEFF, L.; VERGEZ, S.; DUPRET-BORIES, A.; MERY, E.;
ROCHAIX, P.; FOURNIE, J. J.; DELORD, J. P.; DEVAUD, C.; ... AYYOUB, M. PD-1
blockade restores helper activity of tumor-infiltrating, exhausted PD-1hiCD39+ CD4 T
cells. JCI Insight, vol. 6, no. 2, 2021. https://doi.org/10.1172/jci.insight.142513.



113

BARENHOLZ, Y. Doxil® - The first FDA-approved nano-drug: Lessons learned.
Journal of Controlled Release, vol. 160, no. 2, 2012.
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2012.03.020.

BARUA, D.; GUPTA, A.; GUPTA, S. Targeting the IRE1-XBP1 axis to overcome
endocrine resistance in breast cancer: Opportunities and challenges. Cancer Letters,
vol. 486, 2020. https://doi.org/10.1016/j.canlet.2020.05.020.

BASSI, M.; SANTINELLO, I.; BEVILACQUA, A.; BASSI, P. Nanotechnology: a big
revolution from the small world. Urologia, vol. 80, no. 1, 2013.
https://doi.org/10.5301/RU.2013.10620.

BENACKA, R.; SZABOOVA, D.; GULASOVA, Z.; HERTELYOVA, Z.; RADONAK, J.
Classic and New Markers in Diagnostics and Classification of Breast Cancer. Cancers,
vol. 14, no. 21, 2022. https://doi.org/10.3390/cancers14215444.

BENVENUTO, M.; FOCACCETTI, C.; IZZl, V.; MASUELLI, L.; MODESTI, A.; BEI, R.
Tumor antigens heterogeneity and immune response-targeting neoantigens in breast
cancer. Seminars in Cancer Biology, vol. 72, 2021.
https://doi.org/10.1016/j.semcancer.2019.10.023.

BHATTACHARJEE, S. DLS and zeta potential - What they are and what they are not?
Journal of Controlled Release, vol. 235, 2016.
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2016.06.017.

BIGANZOLI, L.; CINIERI, S.; BERARDI, R.; PEDERSINI, R.; MCCARTNEY, A,
MINISINI, A. M.; CAREMOLI, E. R.; SPAZZAPAN, S.; MAGNOLFI, E.; BRUNELLO,
A.; RISI, E.; PALUMBO, R.; LEO, S.; COLLEONI, M.; DONATI, S.; DE PLACIDO, S.;
ORLANDO, L.; PISTELLI, M.; PAROLIN, V.; ... MOTTINO, G. EFFECT: a randomized
phase Il study of efficacy and impact on function of two doses of nab-paclitaxel as first-
line treatment in older women with advanced breast cancer. Breast Cancer Research,
vol. 22, no. 1, 2020. https://doi.org/10.1186/s13058-020-01319-1.



114

BILARDO, R.; TRALDI, F.; VDOVCHENKO, A.; RESMINI, M. Influence of surface
chemistry and morphology of nanoparticles on protein corona formation. Wiley
Interdisciplinary Reviews: Nanomedicine and Nanobiotechnology, vol. 14, no. 4,
2022. https://doi.org/10.1002/wnan.1788.

BOORJIAN, S. A.; ALEMOZAFFAR, M.; KONETY, B. R.; SHORE, N. D.; GOMELLA,
L. G.; KAMAT, A. M.; BIVALACQUA, T. J.; MONTGOMERY, J. S.; LERNER, S. P;
BUSBY, J. E.; POCH, M.; CRISPEN, P. L.; STEINBERG, G. D.; SCHUCKMAN, A. K;;
DOWNS, T. M.; SVATEK, R. S.; MASHNI, J.; LANE, B. R.; GUZZO, T. J.; ... DINNEY,
C. P. N. Intravesical nadofaragene firadenovec gene therapy for BCG-unresponsive
non-muscle-invasive bladder cancer: a single-arm, open-label, repeat-dose clinical
trial. The Lancet Oncology, vol. 22, no. 1, 2021. https://doi.org/10.1016/S1470-
2045(20)30540-4.

BOUTILIER, A. J.; ELSAWA, S. F. Macrophage polarization states in the tumor
microenvironment. International Journal of Molecular Sciences, vol. 22, no. 13,
2021. https://doi.org/10.3390/ijms22136995.

BRITO BALEEIRO, R.; LIU, P.; CHARD DUNMALL, L. S.; DI GIOIA, C.; NAGANO, A;
CUTMORE, L.; WANG, J.; CHELALA, C.; NYAMBURA, L. W.; WALDEN, P;
LEMOINE, N.; WANG, Y. Personalized neoantigen viro-immunotherapy platform for
triple-negative breast cancer. Journal for ImmunoTherapy of Cancer, vol. 11, no. 8,
2023. https://doi.org/10.1136/jitc-2023-007336.

BRUNO, A.; MORTARA, L.; BACI, D.; NOONAN, D. M.; ALBINI, A. Myeloid Derived
Suppressor Cells Interactions With Natural Killer Cells and Pro-angiogenic Activities:
Roles in Tumor Progression. Frontiers in immunology, vol. 10, 2019.
https://doi.org/10.3389/fimmu.2019.00771.

BUCKER, L.; LEHMANN, U. CDH1 (E-cadherin) Gene Methylation in Human Breast
Cancer: Critical Appraisal of a Long and Twisted Story. Cancers, vol. 14, no. 18, 2022.
https://doi.org/10.3390/cancers14184377.



115

BUCZKOWSKA, J.; SZELIGA, M. Two Faces of Glutaminase GLS2 in Carcinogenesis.
Cancers, vol. 15, no. 23, 2023. https://doi.org/10.3390/cancers15235566.

BUDENHOLZER, L.; CHENG, C. L.; LI, Y.; HOCHSTRASSER, M. Proteasome
Structure and Assembly. Journal of Molecular Biology, vol. 429, no. 22, 2017.
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2017.05.027.

CAPUOZZO, M.; CELOTTO, V.; SANTORSOLA, M.; FABOZZI, A.; LANDI, L.;
FERRARA, F.; BORZACCHIELLO, A.; GRANATA, V.; SABBATINO, F.; SAVARESE,
G.; CASCELLA, M.; PERRI, F.; OTTAIANO, A. Emerging treatment approaches for
triple-negative breast cancer. Medical Oncology, vol. 41, no. 1, 2024.
https://doi.org/10.1007/s12032-023-02257-6.

CARLINO, M. S.; KHATTAK, A.; WEBER, J. S.; MENIAWY, T.; SULLIVAN, R. J;
TAYLOR, M. H.; KIM, K. B.; MCKEAN, M.; FARIES, M. B.; COWEY, C. L.; GIBNEY,
G.T.; LUKE, J. J.; THOMAS, S. S.; SEHGAL, V.; FELDMAN, |.; AANUR, P.; BROWN,
M.; MEEHAN, R. S.; ROBERT-TISSOT, C.; LONG, G. V. Minimal residual disease by
circulating tumor DNA as a biomarker of recurrence free survival in resected high-risk
melanoma patients treated with mRNA-4157/V940, a personalized cancer vaccine,
and pembrolizumab. Journal of Clinical Oncology, vol. 41, no. 17_suppl, 2023.
https://doi.org/10.1200/jc0.2023.41.17_suppl.lba9515.

CARMELIET, P.; JAIN, R. K. Angiogenesis in cancer and other diseases. Nature, vol.
407, no. 6801, 2000. https://doi.org/10.1038/35025220.

CEDERKVIST, H.; KOLAN, S. S.; WIK, J. A.; SENER, Z.; SKALHEGG, B. S.
Identification and characterization of a novel glutaminase inhibitor. FEBS Open Bio,
vol. 12, no. 1, p. 163-174, 1 Jan. 2022. https://doi.org/10.1002/2211-5463.13319.

CELIA-TERRASSA, T.; KANG, Y. How important is EMT for cancer metastasis? PLoS
Biology, vol. 22, no. 2 February, 2024. https://doi.org/10.1371/journal.pbio.3002487.



116

CETIN, G.; KLAFACK, S.; STUDENCKA-TURSKI, M.; KRUGER, E.; EBSTEIN, F. The
ubiquitin—proteasome system in immune cells. Biomolecules, vol. 11, no. 1, 2021.
https://doi.org/10.3390/biom11010060.

CHEN, W.; QIN, Y.; LIU, S. Cytokines, breast cancer stem cells (BCSCs) and
chemoresistance. Clinical and Translational Medicine, vol. 7, no. 1, 2018.
https://doi.org/10.1186/s40169-018-0205-6.

CHEN, Y. C.; LOU, X.; ZHANG, Z.; INGRAM, P.; YOON, E. High-Throughput Cancer
Cell Sphere Formation for Characterizing the Efficacy of Photo Dynamic Therapy in
3D Cell Cultures. Scientific Reports, vol. 5, 2015. https://doi.org/10.1038/srep12175.

CHEN, Z.; WANG, Y.; LU, X.; CHEN, H.; KONG, Y.; RONG, L.; WANG, G. The immune
regulation and therapeutic potential of the SMAD gene family in breast cancer.
Scientific Reports, vol. 14, no. 1, 2024. https://doi.org/10.1038/s41598-024-57189-6.

CHEUKFAI, L. I.; ZHANG, G.; WANG, Y.; CHEN, B.; LI, K.; CAO, L.; REN, C.; WEN,
L.; JIA, M.; MOK, H.; LAI, J.; XIAO, W.; LI, X.; LIAO, N. Spectrum of MAP3K1 mutations
in breast cancer is luminal subtype-predominant and related to prognosis. Oncology
Letters, vol. 23, no. 2, 2022. https://doi.org/10.3892/01.2022.13187.

CHICHIARELLI, S.; ALTIERI, F.; PAGLIA, G.; RUBINI, E.; MINACORI, M.; EUFEMI,
M. ERp57/PDIA3: new insight. Cellular and Molecular Biology Letters, vol. 27, no.
1, 2022. https://doi.org/10.1186/s11658-022-00315-x.

CHIRIO, D.; GALLARATE, M.; PEIRA, E.; BATTAGLIA, L.; MUNTONI, E.; RIGANTI,
C.; BIASIBETTI, E.; CAPUCCHIO, M. T.; VALAZZA, A.; PANCIANI, P.; LANOTTE, M;
ANNOVAZZI, L.; CALDERA, V.; MELLAI, M.; FILICE, G.; CORONA, S.; SCHIFFER,
D. Positive-charged solid lipid nanoparticles as paclitaxel drug delivery system in
glioblastoma  treatment. @~ European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, vol. 88, no. 3, 2014. https://doi.org/10.1016/j.ejpb.2014.10.017.



117

CICIRO, Y.; SALA, A. MYB oncoproteins: emerging players and potential therapeutic
targets in human cancer. Oncogenesis, vol. 10, no. 2, 2021.
https://doi.org/10.1038/s41389-021-00309-y.

CLAIBORNE, M. D.; LEONE, R. Differential glutamine metabolism in the tumor
microenvironment — studies in diversity and heterogeneity: A mini-review. Frontiers in
Oncology, vol. 12, 20 Sep. 2022. https://doi.org/10.3389/fonc.2022.1011191.

COMPAGNONE, M.; CIFALDI, L.; FRUCI, D. Regulation of ERAP1 and ERAP2 genes
and their disfunction in human cancer. Human Immunology, vol. 80, no. 5, 2019.
https://doi.org/10.1016/j.humimm.2019.02.014.

CONG, L.; RAN, F. A.; COX, D.; LIN, S.; BARRETTO, R.; HABIB, N.; HSU, P. D.; WU,
X.; JIANG, W.; MARRAFFINI, L. A.; ZHANG, F. Multiplex genome engineering using
CRISPR/Cas systems. Science, vol. 339, no. 6121, 2013.
https://doi.org/10.1126/science.1231143.

CRUZAT, V.; ROGERO, M. M.; KEANE, K. N.; CURI, R.; NEWSHOLME, P. Glutamine:
Metabolism and immune function, supplementation and clinical translation. Nutrients,
vol. 10, no. 11, 2018. https://doi.org/10.3390/nu10111564.

DARAMY, K.; PUNNABHUM, P.; HUSSAIN, M.; MINELLI, C.; PEI, Y.; RATTRAY, N.
J. W.; PERRIE, Y.; RATTRAY, Z. Nanoparticle Isolation from Biological Media for
Protein Corona Analysis: The Impact of Incubation and Recovery Protocols on
Nanoparticle Properties. Journal of Pharmaceutical Sciences, vol. 113, no. 9, 2024.
https://doi.org/10.1016/j.xphs.2023.12.021.

DAVEY, M. G.; HYNES, S. O.; KERIN, M. J.; MILLER, N.; LOWERY, A. J. Ki-67 as a
prognostic biomarker in invasive breast cancer. Cancers, vol. 13, no. 17, 2021.
https://doi.org/10.3390/cancers13174455.

DE JESUS, Marcelo B.; RADAIC, A.; HINRICHS, W. L. J.; FERREIRA, C. V.; DE
PAULA, E.; HOEKSTRA, D.; ZUHORN, I. S. Inclusion of the helper lipid dioleoyl-



118

phosphatidylethanolamine in solid lipid nanoparticles inhibits their transfection
efficiency. Journal of Biomedical Nanotechnology, vol. 10, no. 2, 2014.
https://doi.org/10.1166/jon.2014.1804.

DE JESUS, Marcelo Bispo; FERREIRA, C. V.; DE PAULA, E.; HOEKSTRA, D.;
ZUHORN, I. S. Design of solid lipid nanoparticles for gene delivery into prostate
cancer. Journal of controlled release : official journal of the Controlled Release
Society, vol. 148, no. 1, 2010. https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2010.07.065.

DE JESUS, Marcelo Bispo; RADAIC, A.; ZUHORN, I. S.; DE PAULA, E. Microemulsion
extrusion technique: A new method to produce lipid nanoparticles. Journal of
Nanoparticle Research, vol. 15, no. 10, 2013. https://doi.org/10.1007/s11051-013-
1960-3.

DE LUCA, A.; ABATE, R. E.; RACHIGLIO, A. M.; MAIELLO, M. R.; ESPOSITO, C.;
SCHETTINO, C.; 1ZZO, F.; NASTI, G.; NORMANNO, N. FGFR fusions in cancer: From
diagnostic approaches to therapeutic intervention. International Journal of
Molecular Sciences, vol. 21, no. 18, 2020. https://doi.org/10.3390/ijms21186856.

DEL POZO-RODRIGUEZ, A.; DELGADO, D.; SOLINIS, M. A.; GASCON, A. R;
PEDRAZ, J. L. Solid lipid nanoparticles for retinal gene therapy: Transfection and
intracellular trafficking in RPE cells. International Journal of Pharmaceutics, vol.
360, no. 1-2, 2008. https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2008.04.023.

DEL PRETE, A.; SALVI, V.; SORIANI, A.; LAFFRANCHI, M.; SOZIO, F.; BOSISIO, D.;
SOZZANI, S. Dendritic cell subsets in cancer immunity and tumor antigen sensing.
Cellular and Molecular Immunology, vol. 20, no. 5, 2023.
https://doi.org/10.1038/s41423-023-00990-6.

DELGADO, D.: GASCON, A. R.; DEL POZO-RODRIGUEZ, A.: ECHEVARRIA, E.:
RUIZ DE GARIBAY, A. P.; RODRIGUEZ, J. M.; SOLINIS, M. A. Dextran-protamine-
solid lipid nanoparticles as a non-viral vector for gene therapy: In vitro characterization

and in vivo transfection after intravenous administration to mice. International Journal



119

of Pharmaceutics, vol. 425, no. 1-2, 2012.
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2011.12.052.

DENG, L.; MENG, T.; CHEN, L.; WEI, W.; WANG, P. The role of ubiquitination in
tumorigenesis and targeted drug discovery. Signal Transduction and Targeted
Therapy, vol. 5, no. 1, 2020. https://doi.org/10.1038/s41392-020-0107-0.

DERYNCK, R.; ZHANG, Y. E. Smad-dependent and Smad-independent pathways in
TGF-B family signalling. Nature, vol. 425, no. 6958, 2003.
https://doi.org/10.1038/nature02006.

DHATCHINAMOORTHY, K.; COLBERT, J. D.; ROCK, K. L. Cancer Immune Evasion
Through Loss of MHC Class | Antigen Presentation. Frontiers in Immunology, vol.
12, 2021. https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.636568.

DI SPIRITO, N. A.; GRIZZUTI, N.; LUTZ-BUENO, V.; URCIUOLI, G.; AURIEMMA, F_;
PASQUINO, R. Pluronic F68 Micelles as Carriers for an Anti-Inflammatory Drug: A
Rheological and Scattering Investigation. Langmuir, vol. 40, no. 2, 2024.
https://doi.org/10.1021/acs.langmuir.3c03682.

DIAS, M. M.; ADAMOSKI, D.; DOS REIS, L. M.; ASCENCAOQ, C. F. R.; DE OLIVEIRA,
K. R. S.; MAFRA, A. C. P.; DA SILVA BASTOS, A. C.; QUINTERO, M.; DE G.
CASSAGO, C.; FERREIRA, I. M.; FIDELIS, C. H. V.; ROCCO, S. A.; BAJGELMAN, M.
C.; STINE, Z.; BERINDAN-NEAGOE, I.; CALIN, G. A.; AMBROSIO, A. L. B.; DIAS, S.
M. G. GLS2 is protumorigenic in breast cancers. Oncogene, vol. 39, no. 3, p. 690-
702, 16 Jan. 2020. https://doi.org/10.1038/s41388-019-1007-z.

DING, X.; XI, W.; JI, J.; CAl, Q.; JIANG, J.; SHI, M.; YU, Y.; ZHU, Z.; ZHANG, J. HGF
derived from cancer-associated fibroblasts promotes vascularization in gastric cancer
via PIBK/AKT and ERK1/2 signaling. Oncology Reports, vol. 40, no. 2, 2018.
https://doi.org/10.3892/0r.2018.6500.



120

DIRSCHERL, C.; LOCHTE, S.; HEIN, Z.; KOPICKI, J. D.; HARDERS, A. R.; LINDEN,
N.; KARNER, A.; PREINER, J.; WEGHUBER, J.; GARCIA-ALAI, M.; UETRECHT, C.;
ZACHARIAS, M.; PIEHLER, J.; LANZERSTORFER, P.; SPRINGER, S. Dissociation
of B2m from MHC class | triggers formation of noncovalent transient heavy chain
dimers. Journal of Cell Science, vol. 135, no. 9, 2022.
https://doi.org/10.1242/jcs.259498.

DIZAJ, S. M.; JAFARI, S.; KHOSROUSHAHI, A. Y. A sight on the current nanopatrticle-
based gene delivery vectors. Nanoscale Research Letters, vol. 9, no. 1, 2014.
https://doi.org/10.1186/1556-276X-9-252.

DOLAI, J.; MANDAL, K.; JANA, N. R. Nanoparticle Size Effects in Biomedical
Applications. ACS Applied Nano Materials, vol. 4, no. 7, 2021.
https://doi.org/10.1021/acsanm.1c00987.

DONEPUDI, M. S.; KONDAPALLI, K.; AMOS, S. J.; VENKANTESHAN, P. Breast
cancer statistics and markers. Journal of Cancer Research and Therapeutics, vol.
10, no. 3, 2014. https://doi.org/10.4103/0973-1482.137927.

DOUDNA, J. A.; CHARPENTIER, E. The new frontier of genome engineering with
CRISPR-Cas9. Science, vol. 346, no. 6213, 2014.
https://doi.org/10.1126/science.1258096.

DUFFY, M. J.; SYNNOTT, N. C.; CROWN, J. Mutant p53 in breast cancer: potential
as a therapeutic target and biomarker. Breast Cancer Research and Treatment, vol.
170, no. 2, 2018. https://doi.org/10.1007/s10549-018-4753-7.

DUQUE, G. A.; DESCOTEAUX, A. Macrophage cytokines: Involvement in immunity
and infectious diseases. Frontiers in Immunology, vol. 5, no. OCT, 2014.
https://doi.org/10.3389/fimmu.2014.00491.

EIRO, N.; GONZALEZ, L.; MARTINEZ-ORDONEZ, A.; FERNANDEZ-GARCIA, B.;
GONZALEZ, L. O.; CID, S.; DOMINGUEZ, F.; PEREZ-FERNANDEZ, R.; VIZOSO, F.



121

J. Cancer-associated fibroblasts affect breast cancer cell gene expression, invasion
and angiogenesis. Cellular Oncology, vol. 41, no. 4, 2018.
https://doi.org/10.1007/s13402-018-0371-y.

FABREGAS, A.; SANCHEZ-HERNANDEZ, N.; TICO, J. R.; GARCIA-MONTOYA, E;
PEREZ-LOZANO, P.; SUNE-NEGRE, J. M.; HERNANDEZ-MUNAIN, C.; SUNE, C.;
MINARRO, M. A new optimized formulation of cationic solid lipid nanoparticles
intended for gene delivery: Development, characterization and DNA binding efficiency
of TCERG1 expression plasmid. International Journal of Pharmaceutics, vol. 473,
no. 1-2, 2014. https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2014.06.022.

FARES, J.; FARES, M. Y.; KHACHFE, H. H.; SALHAB, H. A.; FARES, Y. Molecular
principles of metastasis: a hallmark of cancer revisited. Signal Transduction and
Targeted Therapy, vol. 5, no. 1, 2020. https://doi.org/10.1038/s41392-020-0134-x.

FARHEEN, J.; HOSMANE, N. S.; ZHAO, R.; ZHAO, Q.; IQBAL, M. Z.; KONG, X.
Nanomaterial-assisted CRISPR gene-engineering — A hallmark for triple-negative
breast cancer therapeutics advancement. Materials Today Bio, vol. 16, 2022.
https://doi.org/10.1016/j.mtbio.2022.100450.

FERHAN, A. R.; PARK, S.; PARK, H.; TAE, H.; JACKMAN, J. A.; CHO, N. J. Lipid
Nanoparticle Technologies for Nucleic Acid Delivery: A Nanoarchitectonics
Perspective. Advanced Functional Materials, vol. 32, no. 37, 2022.
https://doi.org/10.1002/adfm.202203669.

FLEMING, V.; HU, X.; WEBER, R.; NAGIBIN, V.; GROTH, C.; ALTEVOGT, P.;
UTIKAL, J.; UMANSKY, V. Targeting myeloid-derived suppressor cells to bypass
tumor-induced immunosuppression. Frontiers in Immunology, vol. 9, no. MAR, 2018.
https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.00398.

FLISTER, M. J.; BERGOM, C. Genetic Modifiers of the Breast Tumor
Microenvironment. Trends in Cancer, vol. 4, no. 6, 2018.
https://doi.org/10.1016/j.trecan.2018.04.003.



122

FOROOZANDEH, P.; AZIZ, A. A. Insight into Cellular Uptake and Intracellular
Trafficking of Nanoparticles. Nanoscale Research Letters, vol. 13, 2018.
https://doi.org/10.1186/s11671-018-2728-6.

FRANGOUL, H.; ALTSHULER, D.; CAPPELLINI, M. D.; CHEN, Y.-S.; DOMM, J.;
EUSTACE, B. K.; FOELL, J.; DE LA FUENTE, J.; GRUPP, S.; HANDGRETINGER, R.;
HO, T. W.; KATTAMIS, A.; KERNYTSKY, A.; LEKSTROM-HIMES, J.; LI, A. M,;
LOCATELLI, F.; MAPARA, M. Y.; DE MONTALEMBERT, M.; RONDELLI, D.; ...
CORBACIOGLU, S. CRISPR-Cas9 Gene Editing for Sickle Cell Disease and -
Thalassemia. New England Journal of Medicine, vol. 384, no. 3, 2021.
https://doi.org/10.1056/nejmoa2031054.

FU, X.; TAN, W.; SONG, Q.; PEI, H.; LI, J. BRCA1 and Breast Cancer: Molecular
Mechanisms and Therapeutic Strategies. Frontiers in Cell and Developmental
Biology, vol. 10, 2022. https://doi.org/10.3389/fcell.2022.813457.

GAO, M.; Y1, J.; ZHU, J.; MINIKES, A. M.; MONIAN, P.; THOMPSON, C. B.; JIANG,
X. Role of Mitochondria in Ferroptosis. Molecular Cell, vol. 73, no. 2, 2019.
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2018.10.042.

GARCIA-FOSSA, F.; DE JESUS, M. B. Cationic solid lipid nanoparticles (SLN)
complexed with plasmid DNA enhance prostate cancer cells (PC-3) migration.
Nanotoxicology, vol. 18, no. 1, 2024.
https://doi.org/10.1080/17435390.2024.2307616.

GARCIA-FOSSA, F.; GAAL, V.; DE JESUS, M. B. PyScratch: An ease of use tool for
analysis of scratch assays. Computer Methods and Programs in Biomedicine, vol.
193, 2020. https://doi.org/10.1016/j.cmpb.2020.105476.

GATOO, M. A.; NASEEM, S.; ARFAT, M. Y.; MAHMOOD DAR, A.; QASIM, K
ZUBAIR, S. Physicochemical properties of nanomaterials: Implication in associated



123

toxic manifestations. BioMed Research International, vol. 2014, 2014.
https://doi.org/10.1155/2014/498420.

GHASEMIYEH, P.; MOHAMMADI-SAMANI, S. Solid lipid nanoparticles and
nanostructured lipid carriers as novel drug delivery systems: Applications, advantages
and disadvantages. Research in Pharmaceutical Sciences, vol. 13, no. 4, 2018.
https://doi.org/10.4103/1735-5362.235156.

GILLERON, J.; QUERBES, W.; ZEIGERER, A.; BORODOVSKY, A.; MARSICO, G.;
SCHUBERT, U.; MANYGOATS, K.; SEIFERT, S.; ANDREE, C.; STOTER, M;
EPSTEIN-BARASH, H.; ZHANG, L.; KOTELIANSKY, V.; FITZGERALD, K.; FAVA, E,;
BICKLE, M.; KALAIDZIDIS, Y.; AKINC, A.; MAIER, M.; ZERIAL, M. Image-based
analysis of lipid nanoparticle-mediated siRNA delivery, intracellular trafficking and
endosomal escape. Nature Biotechnology, vol. 31, no. 7, 2013.
https://doi.org/10.1038/nbt.2612.

GOKCE, E. H.; KORKMAZ, E.; DELLERA, E.; SANDRI, G.; CRISTINA BONFERONI,
M.; OZER, O. Resveratrol-loaded solid lipid nanopatrticles versus nanostructured lipid
carriers: Evaluation of antioxidant potential for dermal applications. International
Journal of Nanomedicine, vol. 7, 2012. https://doi.org/10.2147/IJN.S29710.

GOMEZ-AGUADO, |.; RODRIGUEZ-CASTEJON, J.; VICENTE-PASCUAL, M.;
RODRIGUEZ-GASCON, A.; POZO-RODRIGUEZ, A. Del; ASPIAZU, M. A. S. Nucleic
Acid Delivery by Solid Lipid Nanopatrticles Containing Switchable Lipids: Plasmid DNA
VS. Messenger RNA. Molecules, vol. 25, no. 24, 2020.
https://doi.org/10.3390/MOLECULES25245995.

GOROVITS, B.; AZADEH, M.; BUCHLIS, G.; FISCELLA, M.; HARRISON, T.;
HAVERT, M.; JANETZKI, S.; JAWA, V.; LONG, B.; MAHNKE, Y. D.; MCDERMOTT,
A.; MILTON, M.; NELSON, R.; VETTERMANN, C.; WU, B. Evaluation of Cellular
Immune Response to Adeno-Associated Virus-Based Gene Therapy. AAPS Journal,
vol. 25, no. 3, 2023. https://doi.org/10.1208/s12248-023-00814-5.



124

GRICE, G. L.; NATHAN, J. A. The recognition of ubiquitinated proteins by the
proteasome. Cellular and Molecular Life Sciences, vol. 73, no. 18, 2016.
https://doi.org/10.1007/s00018-016-2255-5.

GURI, Y.; NORDMANN, T. M.; ROSZIK, J. mTOR at the transmitting and receiving
ends in tumor immunity. Frontiers in Immunology, vol. 9, no. MAR, 27 Mar. 2018.
https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.00578.

GUTTERY, D. S.; PAGE, K.; HILLS, A.; WOODLEY, L.; MARCHESE, S. D.; RGHEBI,
B.; HASTINGS, R. K.; LUO, J.; PRINGLE, J. H.; STEBBING, J.; COOMBES, R. C.;
ALI, S.; SHAW, J. A. Noninvasive detection of activating estrogen receptor 1 (ESR1)
mutations in estrogen receptor-positive metastatic breast cancer. Clinical Chemistry,
vol. 61, no. 7, 2015. https://doi.org/10.1373/clinchem.2015.238717.

HAN, M.; YAMAGUCHI, S.; ONISHI, M.; FUJII, T.; HOSOYA, M.; WEN, X.; KIDO, H.;
KATO, S. The MDM2 and CDKN2A Copy-number-variation Influence the TP53-
signature-score in Wild-type TP53 Luminal Type Breast Cancer. Anticancer
Research, vol. 42, no. 5, 2022. https://doi.org/10.21873/anticanres.15707.

HAN, S. J.; KWON, S.; KIM, K. S. Challenges of applying multicellular tumor spheroids
in preclinical phase. Cancer Cell International, vol. 21, no. 1, 2021.

https://doi.org/10.1186/s12935-021-01853-8.

HANAHAN, D. Hallmarks of Cancer: New Dimensions. Cancer Discovery, vol. 12, no.
1, 2022. https://doi.org/10.1158/2159-8290.CD-21-1059.

HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A. Hallmarks of cancer: The next generation. Cell, vol.
144, no. 5, 2011. https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.02.013.

HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A. The Hallmarks of Cancer. [S. /.: s. n.], 2000.



125

HINTON, K.; KIRK, A.; PAUL, P.; PERSAD, S. Regulation of the Epithelial to
Mesenchymal Transition in Osteosarcoma. Biomolecules, vol. 13, no. 2, 2023.
https://doi.org/10.3390/biom13020398.

HOUSE, I. G.; SAVAS, P.; LAl, J.; CHEN, A. X. Y.; OLIVER, A. J.; TEO, Z. L.; TODD,
K. L.; HENDERSON, M. A.; GIUFFRIDA, L.; PETLEY, E. V.; SEK, K.; MARDIANA, S.;
GIDE, T. N.; QUEK, C.; SCOLYER, R. A.; LONG, G. V.; WILMOTT, J. S.; LOI, S;
DARCY, P. K.; BEAVIS, P. A. Macrophage-derived CXCL9 and CXCL10 are required
for antitumor immune responses following immune checkpoint blockade. Clinical
Cancer Research, vol. 26, no. 2, 2020. https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-19-
1868.

HSU, P. D.; LANDER, E. S.; ZHANG, F. Development and applications of CRISPR-
Cas9 for genome engineering. Cell, vol. 157, no. 6, 2014.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2014.05.010.

HUANG, B.; HUANG, M.; LI, Q. Cancer-Associated Fibroblasts Promote Angiogenesis
of Hepatocellular Carcinoma by VEGF-Mediated EZH2/VASH1 Pathway. Technology
in Cancer Research and Treatment, vol. 18, 2019.
https://doi.org/10.1177/1533033819879905.

HUYNH, L. K.; HIPOLITO, C. J.; DIJKE, P. Ten. A perspective on the development of
TGF-B inhibitors for cancer treatment. Biomolecules, vol. 9, no. 11, 2019.
https://doi.org/10.3390/biom9110743.

JIN, L.; ALESI, G. N.; KANG, S. Glutaminolysis as a target for cancer therapy.
Oncogene, vol. 35, no. 28, 2016. https://doi.org/10.1038/onc.2015.447.

JINEK, M.; CHYLINSKI, K.; FONFARA, I.; HAUER, M.; DOUDNA, J. A;
CHARPENTIER, E. A programmable dual-RNA-guided DNA endonuclease in adaptive
bacterial immunity. Science, vol. 337, no. 6096, 2012.

https://doi.org/10.1126/science.1225829.



126

JOHNSON, K. S.; CONANT, E. F.; SOO, M. S. Molecular Subtypes of Breast Cancer:
A Review for Breast Radiologists. Journal of Breast Imaging, vol. 3, no. 1, 2021.
https://doi.org/10.1093/jbi/wbaai10.

JOHNSON, M. O.; WOLF, M. M.; MADDEN, M. Z.; ANDREJEVA, G.; SUGIURA, A;
CONTRERAS, D. C.; MASEDA, D.; LIBERTI, M. V.; PAZ, K.; KISHTON, R. J;
JOHNSON, M. E.; DE CUBAS, A. A.; WU, P; LI, G.; ZHANG, Y.; NEWCOMB, D. C.;
WELLS, A. D.; RESTIFO, N. P.; RATHMELL, W. K.; ... RATHMELL, J. C. Distinct
Regulation of Th17 and Thi Cell Differentiation by Glutaminase-Dependent
Metabolism. Cell, vol. 175, no. 7, p. 1780-1795.e19, 13 Dec. 2018. DOI
10.1016/j.cell.2018.10.001. Available at:
http://www.cell.com/article/S0092867418313096/fulltext. Accessed on: 18 Mar. 2023.

JONCKHEERE, S.; ADAMS, J.; DE GROOTE, D.; CAMPBELL, K.; BERX, G;
GOOSSENS, S. Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT) as a Therapeutic Target.
Cells Tissues Organs, vol. 211, no. 2, 2022. https://doi.org/10.1159/000512218.

KAMBER KAYA, H. E.; RADHAKRISHNAN, S. K. Trash Talk: Mammalian Proteasome
Regulation at the Transcriptional Level. Trends in Genetics, vol. 37, no. 2, 2021.
https://doi.org/10.1016/j.tig.2020.09.005.

KATT, W. P.; LUKEY, M. J.; CERIONE, R. A. A tale of two glutaminases: Homologous
enzymes with distinct roles in tumorigenesis. Future Medicinal Chemistry, vol. 9, no.
2, 2017. https://doi.org/10.4155/fmc-2016-0190.

KHALIQ, N. U.; LEE, J.; KIM, S.; SUNG, D.; KIM, H. Pluronic F-68 and F-127 Based
Nanomedicines for Advancing Combination Cancer Therapy. Pharmaceutics, vol. 15,
no. 8, 2023. https://doi.org/10.3390/pharmaceutics15082102.

KHRAMTSOV, V. V.; GILLIES, R. J. Janus-Faced Tumor Microenvironment and
Redox. Antioxidants & Redox Signaling, vol. 21, no. 5, p. 723-729, 10 Aug. 2014.
https://doi.org/10.1089/ars.2014.5864.



127

KOCABAS, A.; DUARTE, T.; KUMAR, S.; HYNES, M. A. Widespread Differential
Expression of Coding Region and 3’ UTR Sequences in Neurons and Other Tissues.
Neuron, vol. 88, no. 6, 2015. https://doi.org/10.1016/j.neuron.2015.10.048.

KONDO, M. Lymphoid and myeloid lineage commitment in multipotent hematopoietic
progenitors. Immunological Reviews, vol. 238, no. 1, p. 37-46, 1 Nov. 2010. DOI
10.1111/J.1600-065X.2010.00963.X. Available at:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1600-065X.2010.00963.x. ~ Accessed
on: 18 Mar. 20283.

KUO, T. C.; CHEN, C. K.; HUA, K. T.; YU, P.; LEE, W. J.; CHEN, M. W.; JENG, Y. M.;
CHIEN, M. H.; KUO, K. T.; HSIAO, M.; KUO, M. L. Glutaminase 2 stabilizes Dicer to
repress Snail and metastasis in hepatocellular carcinoma cells. Cancer Letters, vol.
383, no. 2, 2016. https://doi.org/10.1016/j.canlet.2016.10.012.

KUQ, Y. C.; KO, H. F. Targeting delivery of saquinavir to the brain using 83-14
monoclonal antibody-grafted solid lipid nanoparticles. Biomaterials, vol. 34, no. 20,
2013. https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2013.03.013.

KUQO, Y. C.; WANG, I. H. Enhanced delivery of etoposide across the blood—brain
barrier to restrain brain tumor growth using melanotransferrin antibody- and tamoxifen-
conjugated solid lipid nanoparticles. Journal of Drug Targeting, vol. 24, no. 7, 2016.
https://doi.org/10.3109/1061186X.2015.1132223.

KWOK, G.; YAU, T. C. C.; CHIU, J. W.; TSE, E.; KWONG, Y. L. Pembrolizumab
(Keytruda). Human Vaccines and Immunotherapeutics, vol. 12, no. 11, 2016.
https://doi.org/10.1080/21645515.2016.1199310.

LACROIX, M.; LECLERCQ, G. About GATA3, HNF3A, and XBP1, three genes co-
expressed with the oestrogen receptor-a gene (ESR1) in breast cancer. Molecular
and Cellular Endocrinology, vol. 219, no. 1-2, 2004.
https://doi.org/10.1016/j.mce.2004.02.021.



128

LAM, S. T. T.; LIM, C. J. Cancer Biology of the Endoplasmic Reticulum Lectin
Chaperones Calreticulin, Calnexin and PDIA3/ERp57. Progress in Molecular and
Subcellular Biology. [S. I.: s. n.], 2021. vol. 59, . https://doi.org/10.1007/978-3-030-
67696-4_9.

LAMB, Y. N. BNT162b2 mRNA COVID-19 Vaccine: First Approval. Drugs, vol. 81, no.
4, 2021. https://doi.org/10.1007/s40265-021-01480-7.

LE TOURNEAU, C.; HOFFMANN, C.; TAKACSI-NAGY, Z.; LIEM, X.; SALAS, S,;
DEBARD, A.; FINZI, L.; FARBER, L. A.; GOGISHVILI, M.; KRISTESASHVILI, G.;
MAKHARADZE, T.; YOM, S. S. NANORAY-312: A phase Il pivotal study of NBTXR3
activated by investigator’s choice of radiotherapy alone or radiotherapy in combination
with cetuximab for platinum-based chemotherapy-ineligible elderly patients with locally
advanced head and neck squamous cell carcinoma. Journal of Clinical Oncology,
vol. 40, no. 16_suppl, 2022. https://doi.org/10.1200/jc0.2022.40.16_suppl.tps6110.

LEE, Y. Z.; YANG, C. W.; CHANG, H. Y.; HSU, H. Y.; CHEN, I. S.; CHANG, H. S;;
LEE, C. H.; LEE, J. chyi; KUMAR, C. R.; QIU, Y. Q.; CHAO, Y. S.; LEE, S. J. Discovery
of selective inhibitors of Glutaminase-2, which inhibit mTORC1, activate autophagy
and inhibit proliferation in cancer cells. Oncotarget, vol. 5 no. 15, 2014.
https://doi.org/10.18632/oncotarget.2173.

LEU, J. S.; CHANG, S. Y.; MU, C. Y.; CHEN, M. L.; YAN, B. S. Functional domains of
SP110 that modulate its transcriptional regulatory function and cellular translocation.
Journal of Biomedical Science, vol. 25, no. 1, 2018. https://doi.org/10.1186/s12929-
018-0434-4.

LI, H.; HAN, Y.; GUO, Q.; ZHANG, M.; CAO, X. Cancer-Expanded Myeloid-Derived
Suppressor Cells Induce Anergy of NK Cells through Membrane-Bound TGF-B1. The
Journal of Immunology, vol. 182, no. 1, 2009.
https://doi.org/10.4049/jimmunol.182.1.240.



129

LI, H. L.; ZHAOQO, X. Bin; MA, Y. K.; ZHAI, G. X.; LI, L. B.; LOU, H. X. Enhancement of
gastrointestinal absorption of quercetin by solid lipid nanoparticles. Journal of
Controlled Release, vol. 133, no. 3, 20009.
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2008.10.002.

LI, S.; ZENG, H.; FAN, J.; WANG, F.; XU, C.; LI, Y.; TU, J.; NEPHEW, K. P.; LONG,
X. Glutamine metabolism in breast cancer and possible therapeutic targets.
Biochemical Pharmacology, vol. 210, 2023.
https://doi.org/10.1016/j.bcp.2023.115464.

LI, Z. H.; HU, P. H.; TU, J. H.; YU, N. S. Luminal B breast cancer: Patterns of
recurrence and clinical outcome. Oncotarget, vol. 7, no. 40, 2016.
https://doi.org/10.18632/oncotarget.11344.

LIU, B.; ZHOU, H.; TAN, L.; SIU, K. T. H.; GUAN, X. Y. Exploring treatment options in
cancer: Tumor treatment strategies. Signal Transduction and Targeted Therapy,
vol. 9, no. 1, 1 Dec. 2024. https://doi.org/10.1038/s41392-024-01856-7.

LIU, Sanhong; WANG, Z.; LIU, Z.; SHI, S.; ZHANG, Z.; ZHANG, J.; LIN, H.; LU, H.
MiR-221/222 activate the Wnt/B-catenin signaling to promote triple-negative breast
cancer. Journal of Molecular Cell Biology, vol. 10, no. 4, 2018.
https://doi.org/10.1093/jmcb/mjy041.

LIU, Shu; HUANG, J.; ZHANG, Y.; LIU, Y.; ZUO, S.; LI, R. MAP2K4 interacts with
Vimentin to activate the PISK/AKT pathway and promotes breast cancer pathogenesis.
Aging, vol. 11, no. 22, 2019. https://doi.org/10.18632/aging.102485.

LIU, Y.; NENUTIL, R.; APPLEYARD, M. V.; MURRAY, K.; BOYLAN, M.; THOMPSON,
A. M.; COATES, P. J. Lack of correlation of stem cell markers in breast cancer stem
cells. British journal of cancer, vol. 110, no. 8, 2014.
https://doi.org/10.1038/bjc.2014.105.



130

LOCATELLI, F.; LANG, P.; LI, A.; CORBACIOGLU, S.; DE LA FUENTE, J.; WALL, D.
A.; LIEM, R.; MEISEL, R.; MAPARA, M. Y.; SHAH, A. J.; CAPPELLINI, M. D. D.;
KATTAMIS, A.; SHETH, S.; BOBRUFF, Y.; BOWER, L.; ZHANG, L.; SHARMA, A.;
SONG, Y.; HOBBS, W.; FRANGOUL, H. Efficacy and Safety of a Single Dose of
Exagamglogene Autotemcel for Transfusion-Dependent B-Thalassemia. Blood, vol.
140, no. Supplement 1, 2022. https://doi.org/10.1182/blood-2022-166881.

LUKEY, M. J.; CLUNTUN, A. A.; KATT, W. P.; LIN, M. chong J.; DRUSO, J. E;
RAMACHANDRAN, S.; ERICKSON, J. W.; LE, H. H.; WANG, Z. E.; BLANK, B;
GREENE, K. S.; CERIONE, R. A. Liver-Type Glutaminase GLS2 Is a Druggable
Metabolic Node in Luminal-Subtype Breast Cancer. Cell Reports, vol. 29, no. 1, 2019.
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2019.08.076.

LV, D.; LAN, B.; ZHANG, L.; SUN, X.; YANG, M.; MA, F. Association between
depression and anxiety status of breast cancer patients before adjuvant chemotherapy
and chemotherapy-induced adverse events. Cancer Medicine, vol. 12, no. 4, 2023.
https://doi.org/10.1002/cam4.5283.

MACKINNON, E.; STONE, S. L. The Ubiquitin Proteasome System and Nutrient Stress
Response. Frontiers in Plant Science, vol. 13, 2022.
https://doi.org/10.3389/fpls.2022.867419.

MAFRA, A. C. P. Entendimento do papel de glutaminase 2 para a progressao
tumoral. 2021. 103 f. Tese — Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2021.
Available at: https://hdl.handle.net/20.500.12733/1250. Accessed on: 28 Nov. 2024.

MAGUIRE, A. M.; RUSSELL, S.; WELLMAN, J. A.; CHUNG, D. C.; YU, Z. F;
TILLMAN, A.; WITTES, J.; PAPPAS, J.; ELCI, O.; MARSHALL, K. A.; MCCAGUE, S.;
REICHERT, H.; DAVIS, M.; SIMONELLI, F.; LEROY, B. P.; WRIGHT, J. F.; HIGH, K.
A.; BENNETT, J. Efficacy, Safety, and Durability of Voretigene Neparvovec-rzyl in
RPE65 Mutation—Associated Inherited Retinal Dystrophy: Results of Phase 1 and 3
Trials. Ophthalmology, vol. 126, no. 9, 2019.
https://doi.org/10.1016/j.0phtha.2019.06.017.



131

MAO, J. J.; PILLAI, G. G.; ANDRADE, C. J.; LIGIBEL, J. A.; BASU, P.; COHEN, L.;
KHAN, I. A.; MUSTIAN, K. M.; PUTHIYEDATH, R.; DHIMAN, K. S.; LAO, L,;
GHELMAN, R.; CACERES GUIDO, P.; LOPEZ, G.; GALLEGO-PEREZ, D. F;
SALICRUP, L. A. Integrative oncology: Addressing the global challenges of cancer
prevention and treatment. CA: A Cancer Journal for Clinicians, vol. 72, no. 2, 2022.
https://doi.org/10.3322/caac.21706.

MARGULIES, D. H.; JIANG, J.; NATARAJAN, K. Structural and dynamic studies of
TAPBPR and Tapasin reveal the mechanism of peptide loading of MHC-I molecules.
Current Opinion in Immunology, vol. 64, 2020.
https://doi.org/10.1016/j.c0i.2020.04.004.

MASSAGUE, J. TGFbeta in Cancer. Cell, vol. 134, no. 2, 2008. .

MATES, J. M.; CAMPOS-SANDOVAL, J. A.; DE LOS SANTOS-JIMENEZ, J.;
MARQUEZ, J. Glutaminases regulate glutathione and oxidative stress in cancer.
Archives of Toxicology, vol. 94, no. 8, p. 2603-2623, 1 Aug. 2020. DOI
10.1007/S00204-020-02838-8/TABLES/1. Available at:
https://link.springer.com/article/10.1007/s00204-020-02838-8. Accessed on: 17 Mar.
2023.

MATES, J. M.; CAMPOS-SANDOVAL, J. A.; MARQUEZ, J. Glutaminase isoenzymes
in the metabolic therapy of cancer. Biochimica et Biophysica Acta - Reviews on
Cancer, vol. 1870, no. 2, 2018. https://doi.org/10.1016/j.bbcan.2018.07.007.

MATES, J. M.; SEGURA, J. A.; MARTIN-RUFIAN, M.; CAMPOS-SANDOVAL, J. A;;
ALONSO, F. J.; MARQUEZ, J. Glutaminase Isoenzymes as Key Regulators in
Metabolic and Oxidative Stress Against Cancer. Current Molecular Medicine, vol. 13,
no. 4, 2013. https://doi.org/10.2174/1566524011313040005.

MCHUGH, A.; FERNANDES, K.; SOUTH, A. P.; MELLERIO, J. E.; SALAS-ALANIS,
J. C.; PROBY, C. M.; LEIGH, I. M.; SAVILLE, M. K. Preclinical comparison of



132

proteasome and ubiquitin E1 enzyme inhibitors in cutaneous squamous cell
carcinoma: The identification of mechanisms of differential sensitivity. Oncotarget, vol.
9, no. 29, 2018. https://doi.org/10.18632/oncotarget.24750.

MIATMOKO, A.; ASMORO, F. H.; AZHARI, A. A.; ROSITA, N.; HUANG, C. S. The
effect of 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium propane (DOTAP) Addition on the physical
characteristics of B-ionone liposomes. Scientific Reports, vol. 13, no. 1, 2023.
https://doi.org/10.1038/s41598-023-31560-5.

MIHAILESCU, M.; WORCESTER, D. L.; CARROLL, C. L.; CHAMBERLIN, A. R.;
WHITE, S. H. DOTAP: Structure, hydration, and the counterion effect. Biophysical
Journal, vol. 122, no. 6, 2023. https://doi.org/10.1016/j.bpj.2023.01.031.

MILLER, D. S. J.; HILL, C. S. TGF- Family Signaling. Encyclopedia of Cell Biology:
Volume 1-6, Second Edition. [S. /.: s. n.], 2022. vol. 4, . https://doi.org/10.1016/B978-
0-12-821618-7.00242-X.

MISHRA, A. K.; DAS, R.; SAHOO, S.; BISWAL, B. Global regulations and legislations
on nanoparticles usage and application in diverse horizons. Comprehensive
Analytical Chemistry. [S. L S. n., 2022. vol. 99,
https://doi.org/10.1016/bs.coac.2021.12.004.

MISHRA, R. K.; AHMAD, A.; VYAWAHARE, A.; ALAM, P.; KHAN, T. H.; KHAN, R.
Biological effects of formation of protein corona onto nanoparticles. International
Journal of Biological Macromolecules, vol. 175, 2021.
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2021.01.152.

MISSAQOUI, W. N.; ARNOLD, R. D.; CUMMINGS, B. S. Toxicological status of
nanoparticles: What we know and what we don’t know. Chemico-Biological
Interactions, vol. 295, 2018. https://doi.org/10.1016/].cbi.2018.07.015.

MIYAZAWA, K.; ITOH, Y.; FU, H.; MIYAZONO, K. Receptor-activated transcription
factors and beyond: multiple modes of Smad2/3-dependent transmission of TGF-8



133

signaling. Journal of Biological Chemistry, vol. 300, no. 5, 1 May 2024.
https://doi.org/10.1016/j.jbc.2024.107256.

MORE, S.; BAMPIDIS, V.; BENFORD, D.; BRAGARD, C.; HALLDORSSON, T
HERNANDEZ-JEREZ, A.; HOUGAARD BENNEKOU, S.; KOUTSOUMANIS, K.
LAMBRE, C.; MACHERA, K.; NAEGELI, H.; NIELSEN, S.; SCHLATTER, J
SCHRENK, D.; SILANO, V.; TURCK, D.; YOUNES, M.; CASTENMILLER, J
CHAUDHRY, Q.; ... SCHOONJANS, R. Guidance on risk assessment of
nanomaterials to be applied in the food and feed chain: human and animal health.
EFSA Journal, vol. 19, no. 8, 2021. https://doi.org/10.2903/j.efsa.2021.6768.

MOTOSUGI, R.; MURATA, S. Dynamic regulation of proteasome expression.
Frontiers in Molecular Biosciences, vol. 6, no. MAY, 2019.
https://doi.org/10.3389/fmolb.2019.00030.

MOUSTAKAS, A.; SOUCHELNYTSKYI, S.; HELDIN, C. H. Smad regulation in TGF-8
signal transduction. Journal of Cell Science, vol. 114, no. 24, 2001.
https://doi.org/10.1242/jcs.114.24.4359.

MUSIELAK, E.; FELICZAK-GUZIK, A.; NOWAK, |. Synthesis and Potential
Applications of Lipid Nanoparticles in Medicine. Materials, vol. 15, no. 2, 2022.
https://doi.org/10.3390/ma15020682.

NASR, S.; RADY, M.; GOMAA, |.; SYROVET, T.; SIMMET, T.; FAYAD, W.; ABDEL-
KADER, M. Ethosomes and lipid-coated chitosan nanocarriers for skin delivery of a
chlorophyll derivative: A potential treatment of squamous cell carcinoma by
photodynamic therapy. International Journal of Pharmaceutics, vol. 568, 2019.
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2019.118528.

OBLEUKHOVA, I.; KIRYISHINA, N.; FALALEEVA, S.; LOPATNIKOVA, J.; KURILIN,
V.; KOZLOV, V.; VITSIN, A.; CHERKASOV, A.; KULIKOVA, E.; SENNIKOV, S. Use of

antigen-primed dendritic cells for inducing antitumor immune responses in vitro in



134

patients with non-small cell lung cancer. Oncology Letters, vol. 15, no. 1, 2018.
https://doi.org/10.3892/01.2017.7403.

ODA, H.; HEDAYATI, E.; LINDSTROM, A.; SHABO, |. GATA-3 expression in breast
cancer is related to intratumoral M2 macrophage infiltration and tumor differentiation.
PLoS ONE, vol. 18, no. 3 March, 2023. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0283003.

OH, M. H.; SUN, I. H.; ZHAO, L.; LEONE, R. D.; SUN, I. M.; XU, W.; COLLINS, S. L;
TAM, A. J.; BLOSSER, R. L.; PATEL, C. H.; ENGLERT, J. M.; ARWOOD, M. L.; WEN,
J.; CHAN-LI, Y.; TENORA, L.; MAJER, P.; RAIS, R.; SLUSHER, B. S.; HORTON, M.
R.; POWELL, J. D. Targeting glutamine metabolism enhances tumor-specific immunity
by modulating suppressive myeloid cells. Journal of Clinical Investigation, vol. 130,
no. 7, 2020. https://doi.org/10.1172/JCI131859.

OLSEN, B. R.; SVENNEBY, G.; KVAMME, E.; TVEIT, B.; ESKELAND, T. Formation
and ultrastructure of enzymically active polymers of pig renal glutaminase. Journal of
Molecular Biology, vol. 52, no. 2, 1970. https://doi.org/10.1016/0022-2836(70)90028-
8.

PALAKURTHI, B.; FROSS, S. R.; GULDNER, I. H.; ALEKSANDROVIC, E.; LIU, X;;
MARTINO, A. K.; WANG, Q.; NEFF, R. A.; GOLOMB, S. M.; LEWIS, C.; PENG, Y_;
HOWE, E. N.; ZHANG, S. Targeting CXCL16 and STAT1 augments immune
checkpoint blockade therapy in triple-negative breast cancer. Nature
Communications, vol. 14, no. 1, 2023. https://doi.org/10.1038/s41467-023-37727-y.

PANSY, K.; UHL, B.; KRSTIC, J.; SZMYRA, M.; FECHTER, K.; SANTISO, A
THUMINGER, L.; GREINIX, H.; KARGL, J.; PROCHAZKA, K.; FEICHTINGER, J.;
DEUTSCH, A. J. Immune regulatory processes of the tumor microenvironment under
malignant conditions. International Journal of Molecular Sciences, vol. 22, no. 24,
2021. https://doi.org/10.3390/ijms222413311.

PANTELIDOU, C.; SONZOGNI, O.; TAVEIRA, M. D. O.; MEHTA, A. K.; KOTHARI, A.;
WANG, D.; VISAL, T.; LI, M. K,; PINTO, J.; CASTRILLON, J. A.; CHENEY, E. M.;



135

BOUWMAN, P.; JONKERS, J.; ROTTENBERG, S.; GUERRIERO, J. L.; WULF, G. M.;
SHAPIRO, G. I. Parp inhibitor efficacy depends on CD8+ T-cell recruitment via
intratumoral sting pathway activation in brca-deficient models of triple-negative breast
cancer. Cancer Discovery, vol. 9, no. 6, 2019. https://doi.org/10.1158/2159-8290.CD-
18-1218.

PARAJULI, P.; SINGH, P.; WANG, Z.; LI, L.; ERAGAMREDDI, S.; OZKAN, S;
FERRIGNO, O.; PRUNIER, C.; RAZZAQUE, M. S.; XU, K.; ATFI, A. TGIF 1 functions
as a tumor suppressor in pancreatic ductal adenocarcinoma . The EMBO Journal, vol.
38, no. 13, 2019. https://doi.org/10.15252/embj.2018101067.

PARIDA, P. K.; MARQUEZ-PALENCIA, M.; NAIR, V.; KAUSHIK, A. K.; KIM, K;;
SUDDERTH, J.; QUESADA-DIAZ, E.; CAJIGAS, A.; VEMIREDDY, V.; GONZALEZ-
ERICSSON, P. I.; SANDERS, M. E.; MOBLEY, B. C.; HUFFMAN, K.; SAHOO, S;
ALLURI, P.; LEWIS, C.; PENG, Y.; BACHOO, R. M.; ARTEAGA, C. L.; ... MALLADI,
S. Metabolic diversity within breast cancer brain-tropic cells determines metastatic
fitness. Cell Metabolism, vol. 34, no. 1, 2022.
https://doi.org/10.1016/j.cmet.2021.12.001.

PARUMS, D. V. Editorial: First Regulatory Approvals for CRISPRCas9 Therapeutic
Gene Editing for Sickle Cell Disease and Transfusion-Dependent b-Thalassemia.
Medical Science Monitor, vol. 30, 2024. https://doi.org/10.12659/MSM.944204.

PATRI, S. V; RAVULA, V.; MURIPITI, V.; KUMAR, A.; WANG, L.-F.; PATRI, S. V;
VEMULA, P. K. DOTAP Modified Formulations of Aminoacid Based Cationic
Liposomes for Improved Gene Delivery and Cell Viability. ChemMedChem, 21 Oct.
2024. https://doi.org/10.1002/cmdc.202400324.

PATTI, A.; LECOCQ, H.; SERGHEI, A.; ACIERNO, D.; CASSAGNAU, P. The universal
usefulness of stearic acid as surface modifier: applications to the polymer formulations
and composite processing. Journal of Industrial and Engineering Chemistry, vol.
96, 2021. https://doi.org/10.1016/j.jiec.2021.01.024.



136

PAUSCH, T. M.; AUE, E.; WIRSIK, N. M.; FREIRE VALLS, A.; SHEN, Y.
RADHAKRISHNAN, P.; HACKERT, T.; SCHNEIDER, M.; SCHMIDT, T. Metastasis-
associated fibroblasts promote angiogenesis in metastasized pancreatic cancer via the
CXCL8 and the CCL2 axes. Scientific Reports, vol. 10, no. 1, 2020.
https://doi.org/10.1038/s41598-020-62416-x.

PAVLOVA, N. N.; THOMPSON, C. B. The Emerging Hallmarks of Cancer Metabolism.
Cell Metabolism, vol. 23, no. 1, 2016. https://doi.org/10.1016/j.cmet.2015.12.006.

PETERSON, C.; DENLINGER, N.; YANG, Y. Recent Advances and Challenges in
Cancer Immunotherapy. Cancers, vol. 14, no. 16, 2022.
https://doi.org/10.3390/cancers14163972.

PLITAS, G.; RUDENSKY, A. Y. Regulatory T Cells in Cancer. Annual Review of
Cancer Biology, vol. 4, 2020. https://doi.org/10.1146/annurev-cancerbio-030419-
033428.

PORTER, K. M.; HERMANN, C.; TRAHERNE, J. A.; BOYLE, L. H. TAPBPR isoforms
exhibit altered association with MHC class |. Immunology, vol. 142, no. 2, 2014.
https://doi.org/10.1111/imm.12258.

PUCCI, C.; MARTINELLI, C.; CIOFANI, G. Innovative approaches for cancer
treatment: Current perspectives and new challenges. ecancermedicalscience, vol.
13, 2019. https://doi.org/10.3332/ecancer.2019.961.

RACKOVA, L.; CSEKES, E. Proteasome biology: Chemistry and bioengineering
insights. Polymers, vol. 12, no. 12, 2020. https://doi.org/10.3390/polym12122909.

RADAIC, A.; DE JESUS, M. B. Solid lipid nanoparticles release DNA upon endosomal
acidification in human embryonic kidney cells. Nanotechnology, vol. 29, no. 31, 2018.
https://doi.org/10.1088/1361-6528/aac447.



137

RADAIC, Allan; DE PAULA, E.; DE JESUS, M. B. Factorial design and development
of solid lipid nanoparticles (SLN) for gene delivery. Journal of Nanoscience and
Nanotechnology, vol. 15, no. 2, 2015. https://doi.org/10.1166/jnn.2015.9002.

RAMMENSEE, H. G.; FALK, K.; ROTZSCHKE, O. Peptides naturally presented by
MHC class | molecules. Annual Review of Immunology, vol. 11, 1993.
https://doi.org/10.1146/annurev.iy.11.040193.001241.

RAN, F. A.; HSU, P. D.; WRIGHT, J.; AGARWALA, V.; SCOTT, D. A.; ZHANG, F.
Genome engineering using the CRISPR-Cas9 system. Nature Protocols, vol. 8, no.
11, 2013. https://doi.org/10.1038/nprot.2013.143.

RASSU, G.; SODDU, E.; POSADINO, A. M.; PINTUS, G.; SARMENTO, B
GIUNCHEDI, P.; GAVINI, E. Nose-to-brain delivery of BACE1 siRNA loaded in solid
lipid nanoparticles for Alzheimer’s therapy. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces,
vol. 152, 2017. https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2017.01.031.

RAZZAQUE, M. S.; ATFI, A. TGIF function in oncogenic Wnt signaling. Biochimica et
Biophysica Acta - Reviews on Cancer, vol. 1865, no. 2, 2016.
https://doi.org/10.1016/j.bbcan.2015.10.003.

RAZZAQUE, M. S.; ATFI, A. TGIF1-Twist1 axis in pancreatic ductal adenocarcinoma.
Computational and Structural Biotechnology Journal, vol. 18, 2020.
https://doi.org/10.1016/j.csbj.2020.09.023.

REINFELD, B. I.; MADDEN, M. Z.; WOLF, M. M.; CHYTIL, A.; BADER, J. E;
PATTERSON, A. R.; SUGIURA, A.; COHEN, A. S.; ALI, A.; DO, B. T.; MUIR, A;;
LEWIS, C. A;; HONGO, R. A.; YOUNG, K. L.; BROWN, R. E.; TODD, V. M;
HUFFSTATER, T.; ABRAHAM, A.; O'NEIL, R. T.; ... RATHMELL, W. K. Cell-
programmed nutrient partitioning in the tumour microenvironment. Nature 2021
593:7858, vol. 593, no. 7858, p. 282-288, 7 Apr. 2021. DOI 10.1038/s41586-021-
03442-1.  Available at: https://www.nature.com/articles/s41586-021-03442-1.
Accessed on: 26 Mar. 2023.



138

RIBOVSKI, L.; JOSHI, B. S.; GAO, J.; ZUHORN, I. S. Breaking free: endocytosis and
endosomal escape of extracellular vesicles. Extracellular Vesicles and Circulating
Nucleic Acids, vol. 4, no. 2, 2023. https://doi.org/10.20517/evcna.2023.26.

RIGGINS, G. J.; THIAGALINGAM, S.; ROZENBLUM, E.; WEINSTEIN, C. L.; KERN,
S. E.; HAMILTON, S. R.; WILLSON, J. K. V.; MARKOWITZ, S. D.; KINZLER, K. W;
VOGELSTEIN, B. Mad-related genes in the human. Nature Genetics, vol. 13, no. 3,
1996. https://doi.org/10.1038/ng0796-347.

RUIZ DE GARIBAY, A. P.; SOLINIS, M. A.; DEL POZO-RODRIGUEZ, A.; APAOLAZA,
P. S.; SHEN, J. S.; RODRIGUEZ-GASCON, A. Solid lipid nanoparticles as non-viral
vectors for gene transfection in a cell model of fabry disease. Journal of Biomedical
Nanotechnology, vol. 11, no. 3, 2015. https://doi.org/10.1166/jon.2015.1968.

SAKAI-KATO, K.; YOSHIDA, K.; IZUTSU, K. ichi. Effect of surface charge on the size-
dependent cellular internalization of liposomes. Chemistry and Physics of Lipids,
vol. 224, 2019. https://doi.org/10.1016/j.chemphyslip.2019.01.004.

SALATIN, S.; MALEKI DIZAJ, S.; YARI KHOSROUSHAHI, A. Effect of the surface
modification, size, and shape on cellular uptake of nanoparticles. Cell Biology
International, vol. 39, no. 8, 2015. https://doi.org/10.1002/cbin.10459.

SANTOS, M. de O.; LIMA, F. C. da S. de; MARTINS, L. F. L.; OLIVEIRA, J. F. P;;
ALMEIDA, L. M. de; CANCELA, M. de C. Estimativa de Incidéncia de Cancer no Brasil,
2023-2025. Revista Brasileira de Cancerologia, vol. 69, no. 1, 2023.
https://doi.org/10.32635/2176-9745.rbc.2023v69n1.3700.

SAPIO, L.; NAVIGLIO, S. Innovation through Tradition: The Current Challenges in
Cancer Treatment. International Journal of Molecular Sciences, vol. 23, no. 10,
2022. https://doi.org/10.3390/ijms23105296.



139

SARKAR, P.; GHOSH, S.; SARKAR, K. Folic acid based carbon dot functionalized
stearic acid-g-polyethyleneimine amphiphilic nanomicelle: Targeted drug delivery and
imaging for triple negative breast cancer. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces,
vol. 197, 2021. https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2020.111382.

SAVAGE, C.; DAS, P.; FINELLI, A. L.; TOWNSEND, S. R.; SUN, C. Y.; BAIRD, S. E;
PADGETT, R. W. Caenorhabditis elegans genes sma-2, sma-3, and sma-4 define a
conserved family of transforming growth factor B pathway components. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America, vol. 93, no.
2, 1996. https://doi.org/10.1073/pnas.93.2.790.

SCHETTINI, F.; PRAT, A. Dissecting the biological heterogeneity of HER2-positive
breast cancer. Breast, vol. 59, 2021. https://doi.org/10.1016/j.breast.2021.07.019.

SEALE, K. N.; TKACZUK, K. H. R. Circulating Biomarkers in Breast Cancer. Clinical
Breast Cancer, vol. 22, no. 3, 2022. https://doi.org/10.1016/j.clbc.2021.09.006.

SEKELSKY, J. J.; NEWFELD, S. J.; RAFTERY, L. A.; CHARTOFF, E. H.; GELBART,
W. M. Genetic characterization and cloning of mothers against dpp, a gene required
for decapentaplegic function in Drosophila melanogaster. Genetics, vol. 139, no. 3,
1995. https://doi.org/10.1093/genetics/139.3.1347.

SEOQ, S. R.; FERRAND, N.; FARESSE, N.; PRUNIER, C.; ABECASSIS, L.; PESSAH,
M.; BOURGEADE, M. F.; ATFI, A. Nuclear Retention of the Tumor Suppressor cPML
by the Homeodomain Protein TGIF Restricts TGF- Signaling. Molecular Cell, vol. 23,
no. 4, 2006. https://doi.org/10.1016/j.molcel.2006.06.018.

SERRANO-LOTINA, A.; PORTELA, R.; BAEZA, P.; ALCOLEA-RODRIGUEZ, V.;
VILLARROEL, M.; AVILA, P. Zeta potential as a tool for functional materials
development. Catalysis Today, vol. 423, 2023.
https://doi.org/10.1016/j.cattod.2022.08.004.



140

SHALEM, O.; SANJANA, N. E.; HARTENIAN, E.; SHI, X.; SCOTT, D. A.; MIKKELSEN,
T. S.; HECKL, D.; EBERT, B. L.; ROOT, D. E.; DOENCH, J. G.; ZHANG, F. Genome-
scale CRISPR-Cas9 knockout screening in human cells. Science, vol. 343, no. 6166,
2014. https://doi.org/10.1126/science.1247005.

SHANKAR, S.; RAMACHANDRAN, S.; TULSIAN, N.; RADHAKRISHNAN, S.;
JOBICHEN, C.; SIVARAMAN, J. A novel allosteric site employs a conserved inhibition
mechanism in human kidney-type glutaminase. The FEBS Journal, 2022. DOI
10.1111/FEBS.16658. Available at:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/febs.16658. Accessed on: 17 Mar.
2023.

SHEEHAN, K.; SCHALPER, K. A. Tumor Microenvironment: Immune Effector and
Suppressor Imbalance. Current Cancer Research. [S. [: s. n], 2021.
https://doi.org/10.1007/978-3-030-74028-3_1.

SHI, L.; LIU, Y.; LI, M.; LUO, Z. Emerging roles of ferroptosis in the tumor immune
landscape: from danger signals to anti-tumor immunity. FEBS Journal, vol. 289, no.
13, 2022. https://doi.org/10.1111/febs.16034.

SHIN, D.; LEE, J.; YOU, J. H.; KIM, D.; ROH, J. L. Dihydrolipoamide dehydrogenase
regulates cystine deprivation-induced ferroptosis in head and neck cancer. Redox
Biology, vol. 30, 2020. https://doi.org/10.1016/j.redox.2019.101418.

SIEGEL, R. L.; MILLER, K. D.; WAGLE, N. S.; JEMAL, A. Cancer statistics, 2023. CA:
A Cancer Journal for Clinicians, vol. 73, no. 1, 2023.
https://doi.org/10.3322/caac.21763.

SIES, H.; JONES, D. P. Reactive oxygen species (ROS) as pleiotropic physiological
signalling agents. Nature Reviews Molecular Cell Biology, vol. 21, no. 7, p. 363—
383, 1 Jul. 2020. https://doi.org/10.1038/s41580-020-0230-3.



141

SINGH, K.; GAUTAM, P. K. Macrophage infiltration in 3D cancer spheroids to
recapitulate the TME and unveil interactions within cancer cells and macrophages to
modulate chemotherapeutic drug efficacy. BMC Cancer, vol. 23, no. 1, 2023.
https://doi.org/10.1186/s12885-023-11674-9.

SOBHANI, N.; TARDIEL-CYRIL, D. R.; DAVTYAN, A.; GENERALI, D.; ROUDI, R.; LI,
Y. CTLA-4 in regulatory T cells for cancer immunotherapy. Cancers, vol. 13, no. 6,
2021. https://doi.org/10.3390/cancers13061440.

SONG, X.; LIU, Z.; YU, Z. EGFR promotes the development of triple negative breast
cancer through JAK/STATS signaling. Cancer Management and Research, vol. 12,
2020. https://doi.org/10.2147/CMAR.S225376.

SORLIE, T.; PEROU, C. M.; TIBSHIRANI, R.; AAS, T.; GEISLER, S.; JOHNSEN, H.;
HASTIE, T.; EISEN, M. B.; VAN DE RIJN, M.; JEFFREY, S. S.; THORSEN, T.; QUIST,
H.; MATESE, J. C.; BROWN, P. O.; BOTSTEIN, D.; LONNING, P. E.; BIRRESEN-
DALE, A. L. Gene expression patterns of breast carcinomas distinguish tumor
subclasses with clinical implications. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, vol. 98, no. 19, 2001.
https://doi.org/10.1073/pnas.191367098.

STADTMAUER, E. A.; FRAIETTA, J. A.; DAVIS, M. M.; COHEN, A. D.; WEBER, K. L.;
LANCASTER, E.; MANGAN, P. A.; KULIKOVSKAYA, |.; GUPTA, M.; CHEN, F.; TIAN,
L.; GONZALEZ, V. E.; XU, J.; JUNG, I. young; JOSEPH MELENHORST, J.; PLESA,
G.; SHEA, J.; MATLAWSKI, T.; CERVINI, A,; ... JUNE, C. H. CRISPR-engineered T
cells in patients with refractory cancer. Science, vol. 367, no. 6481, 2020.
https://doi.org/10.1126/science.aba7365.

STEWART, M. D.; RITTERHOFF, T.; KLEVIT, R. E.; BRZOVIC, P. S. E2 enzymes:
More than just middle men. Cell Research, vol. 26, no. 4, 2016.
https://doi.org/10.1038/cr.2016.35.



142

STOCKIS, J.; ROYCHOUDHURI, R.; HALIM, T. Y. F. Regulation of regulatory T cells
in cancer. Immunology, vol. 157, no. 3, 2019. https://doi.org/10.1111/imm.13064.

SUNE-POU, M.; PRIETO-SANCHEZ, S.; EL YOUSFI, Y.; BOYERO-CORRAL, S;
NARDI-RICART, A.; NOFRERIAS-ROIG, |.; PEREZ-LOZANO, P.; GARCIA-
MONTOYA, E.; MINARRO-CARMONA, M.; TICO, J. R.; SUNE-NEGRE, J. M.;
MUNAIN, H.; SUNE, C. Cholesteryl oleate-loaded cationic solid lipid nanoparticles as
carriers for efficient gene-silencing therapy. International Journal of Nanomedicine,
vol. 13, 2018. https://doi.org/10.2147/1IUN.S158884.

SUNG, H.; FERLAY, J.; SIEGEL, R. L.; LAVERSANNE, M.; SOERJOMATARAM, |.;
JEMAL, A.; BRAY, F. Global Cancer Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of
Incidence and Mortality Worldwide for 36 Cancers in 185 Countries. CA: A Cancer
Journal for Clinicians, vol. 71, no. 3, 2021. https://doi.org/10.3322/caac.21660.

SUZUKI, S.; TANAKA, T.; POYUROVSKY, M. V.; NAGANO, H.; MAYAMA, T,;
OHKUBO, S.; LOKSHIN, M.; HOSOKAWA, H.; NAKAYAMA, T.; SUZUKI, Y.;
SUGANO, S.; SATO, E.; NAGAO, T.; YOKOTE, K.; TATSUNO, I.; PRIVES, C.
Phosphate-activated glutaminase (GLS2), a p53-inducible regulator of glutamine
metabolism and reactive oxygen species. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, vol. 107, no. 16, 2010.
https://doi.org/10.1073/pnas.1002459107.

SUZUKI, S.; VENKATESH, D.; TANAKA, T.; PRIVES, C. GLS2 shapes ferroptosis in
hepatocellular carcinoma. Oncotarget, vol. 14, 2023.
https://doi.org/10.18632/oncotarget.28526.

TAI, H. C.; BESCHE, H.; GOLDBERG, A. L.; SCHUMAN, E. M. Characterization of the
brain 26S proteasome and its interacting proteins. Frontiers in Molecular
Neuroscience, vol. 3, 2010. https://doi.org/10.3389/fnmol.2010.00012.

TANG, Y.; SONG, G.; LIU, H.; YANG, S.; YU, X.; SHI, L. Silencing of long non-coding

rna hotair alleviates epithelial-mesenchymal transition in pancreatic cancer via the



143

wnt/B-catenin signaling pathway. Cancer Management and Research, vol. 13, 2021.
https://doi.org/10.2147/CMAR.S265578.

THAKUR, C.; QIU, Y.; FU, Y.; BIl, Z.; ZHANG, W.; JI, H.; CHEN, F. Epigenetics and
environment in breast cancer: New paradigms for anti-cancer therapies. Frontiers in
Oncology, vol. 12, 2022. https://doi.org/10.3389/fonc.2022.971288.

TIAN, J.; QUEK, C. Understanding the Tumor Microenvironment in Melanoma Patients
with In-Transit Metastases and lts Impacts on Immune Checkpoint Immunotherapy
Responses. International Journal of Molecular Sciences, vol. 25, no. 8, 1 Apr. 2024.
https://doi.org/10.3390/ijms25084243.

TORRES-VANEGAS, J. D.; CRUZ, J. C.; REYES, L. H. Delivery systems for nucleic
acids and proteins: Barriers, cell capture pathways and nanocarriers. Pharmaceutics,
vol. 13, no. 3, 2021. https://doi.org/10.3390/pharmaceutics13030428.

TOSCANO, F.; TORRES-ARIAS, M. Nanoparticles cellular uptake, trafficking,
activation, toxicity and in vitro evaluation. Current Research in Immunology, vol. 4,
2023. https://doi.org/10.1016/j.crimmu.2023.100073.

TRAXLER, E. A.,; YAQ, Y.; WANG, Y. D.; WOODARD, K. J.; KURITA, R.; NAKAMURA,
Y.; HUGHES, J. R.; HARDISON, R. C.; BLOBEL, G. A.; LI, C.; WEISS, M. J. A
genome-editing strategy to treat B-hemoglobinopathies that recapitulates a mutation
associated with a benign genetic condition. Nature Medicine, vol. 22, no. 9, 2016.
https://doi.org/10.1038/nm.4170.

TUPAL, A.; SABZICHI, M.; RAMEZANI, F.; KOUHSOLTANI, M.; HAMISHEHKAR, H.
Dermal delivery of doxorubicin-loaded solid lipid nanoparticles for the treatment of skin
cancer. Journal of Microencapsulation, vol. 33, no. 4, 2016.
https://doi.org/10.1080/02652048.2016.1200150.

TYCHHON, B.; ALLEN, J. C.; GONZALEZ, M. A.; OLIVAS, I. M.; SOLECKI, J. P.;
KEIVAN, M.; VELAZQUEZ, V. V.; MCCALL, E. B.; TAPIA, D. N.; RUBIO, A. J,;



144

JORDAN, C.; ELLIOTT, D.; EIRING, A. M. The prognostic value of 19S ATPase
proteasome subunits in acute myeloid leukemia and other forms of cancer. Frontiers
in Medicine, vol. 10, 2023. https://doi.org/10.3389/fmed.2023.1209425.

VERMARE, A.; GUERIN, M. V.; PERANZONI, E.; BERCOVICI, N. Dynamic CD8+ T
Cell Cooperation with Macrophages and Monocytes for Successful Cancer
Immunotherapy. Cancers, vol. 14, no. 14, 2022.
https://doi.org/10.3390/cancers14143546.

WALCHER, L.; KISTENMACHER, A. K.; SUO, H.; KITTE, R.; DLUCZEK, S.;
STRAUSS, A.; BLAUDSZUN, A. R.; YEVSA, T.; FRICKE, S.; KOSSATZ-BOEHLERT,
U. Cancer Stem Cells—Origins and Biomarkers: Perspectives for Targeted
Personalized Therapies. Frontiers in Immunology, vol. 11, 2020.
https://doi.org/10.3389/fimmu.2020.01280.

WANG, B.; PEI, J.; XU, S.; LIU, J.; YU, J. A glutamine tug-of-war between cancer and
immune cells: recent advances in unraveling the ongoing battle. Journal of
Experimental and Clinical Cancer Research, vol. 43, no. 1, 2024.
https://doi.org/10.1186/s13046-024-02994-0.

WANG, P.; ZHANG, L.; PENG, H.; LI, Y.; XIONG, J.; XU, Z. The formulation and
delivery of curcumin with solid lipid nanoparticles for the treatment of on non-small cell
lung cancer both in vitro and in vivo. Materials Science and Engineering C, vol. 33,
no. 8, 2013. https://doi.org/10.1016/j.msec.2013.07.047.

WANG, Q.; XIONG, F.; WU, G.; WANG, D.; LIU, W.; CHEN, J.; Ql, Y.; WANG, B.;
CHEN, Y. SMAD Proteins in TGF-B Signalling Pathway in Cancer: Regulatory
Mechanisms and Clinical Applications. Diagnostics, vol. 13, no. 17, 2023.
https://doi.org/10.3390/diagnostics13172769.

WANG, R.; HUSSAIN, A.; GUO, Q. Q.; JIN, X. W.; WANG, M. M. Oxygen and Iron
Availability Shapes Metabolic Adaptations of Cancer Cells. World Journal of
Oncology, vol. 15, no. 1, 2024. https://doi.org/10.14740/wjon1739.



145

WANG, Wei; GUO, M.; BAI, Z.; BAI, W.; CHEN, W.; SU, Y.; WU, J. Dysfunction of
Cytotoxic T Lymphocyte Induced by Hepatoma Cells through the GiIn-GLS2-
Endoplasmic Reticulum Stress Pathway. Frontiers in Bioscience - Landmark, vol.
27, no. 8, 2022. https://doi.org/10.31083/].fbl2708243.

WANG, Wenrui; CHEN, T.; XU, H.; REN, B.; CHENG, X.; Ql, R.; LIU, H.; WANG, Y _;
YAN, L.; CHEN, S.; YANG, Q.; CHEN, C. Curcumin-loaded solid lipid nanoparticles
enhanced anticancer efficiency in breast cancer. Molecules, vol. 23, no. 7, 2018.
https://doi.org/10.3390/molecules23071578.

WANG, Yadong; LI, L.; WANG, H.; LI, J.; YANG, H. Silencing TGIF suppresses
migration, invasion and metastasis of MDA-MB-231 human breast cancer cells.
Oncology Reports, vol. 39, no. 2, 2018. https://doi.org/10.3892/0r.2017.6133.

WANG, Yahui; PATTI, G. J. The Warburg effect: a signature of mitochondrial overload.
Trends in Cell Biology, vol. 33, no. 12, 2023.
https://doi.org/10.1016/j.tcb.2023.03.013.

WEBER, J. S.; CARLINO, M. S.; KHATTAK, A.; MENIAWY, T.; ANSSTAS, G;
TAYLOR, M. H.; KIM, K. B.; MCKEAN, M.; LONG, G. V.; SULLIVAN, R. J.; FARIES,
M.; TRAN, T. T.; COWEY, C. L.; PECORA, A.; SHAHEEN, M.; SEGAR, J.; MEDINA,
T.; ATKINSON, V.; GIBNEY, G. T.; ... ZAKS, T. Individualised neoantigen therapy
mRNA-4157 (V940) plus pembrolizumab versus pembrolizumab monotherapy in
resected melanoma (KEYNOTE-942): a randomised, phase 2b study. The Lancet, vol.
403, no. 10427, 2024. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(23)02268-7.

WEHMER, M.; SAKATA, E. Recent advances in the structural biology of the 26S
proteasome. International Journal of Biochemistry and Cell Biology, vol. 79, 2016.
https://doi.org/10.1016/j.biocel.2016.08.008.



146

WEYHERS, H.; EHLERS, S.; HAHN, H.; SOUTO, E. B.; MULLER, R. H. Solid lipid
nanoparticles (SLN) - Effects of lipid composition on in vitro degradation and in vivo
toxicity. Pharmazie, vol. 61, no. 6, 2006. .

WOTTON, D.; LO, R. S.; LEE, S.; MASSAGUE, J. A Smad transcriptional corepressor.
Cell, vol. 97, no. 1, 1999. https://doi.org/10.1016/S0092-8674(00)80712-6.

WOTTON, D.; LO, R. S.; SWABY, L. A. C.; MASSAGUE, J. Multiple modes of
repression by the Smad transcriptional corepressor TGIF. Journal of Biological
Chemistry, vol. 274, no. 52, 1999. https://doi.org/10.1074/jbc.274.52.37105.

WU, Q.; BA-ALAWI, W.; DEBLOIS, G.; CRUICKSHANK, J.; DUAN, S.; LIMA-
FERNANDES, E.; HAIGHT, J.; TONEKABONI, S. A. M.; FORTIER, A. M.; KUASNE,
H.; MCKEE, T. D.; MAHMOUD, H.; KUSHIDA, M.; CAMERON, S.; DOGAN-ARTUN,
N.; CHEN, W. J.; NIE, Y.; ZHANG, L. X.; VELLANKI, R. N.; ... ARROWSMITH, C. H.
GLUT1 inhibition blocks growth of RB1-positive triple negative breast cancer. Nature
Communications, vol. 11, no. 1, 2020. https://doi.org/10.1038/s41467-020-18020-8.

WU, W. C.; SUN, H. W.; CHEN, J.; OUYANG, H. Y.; YU, X. J.; CHEN, H. T.; SHUANG,
Z. Y.; SHI, M.; WANG, Z.; ZHENG, L. Immunosuppressive immature myeloid cell
generation is controlled by glutamine metabolism in human cancer. Cancer
Immunology Research, vol. 7, no. 10, 2019. https://doi.org/10.1158/2326-6066.CIR-
18-0902.

WU, X.; CHEN, H.; WU, C.; WANG, J.; ZHANG, S.; GAO, J.; WANG, H.; SUN, T;
YANG, Y. G. Inhibition of intrinsic coagulation improves safety and tumor-targeted drug
delivery of cationic solid lipid nanoparticles. Biomaterials, vol. 156, 2018.
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2017.11.040.

XIANG, H.; YANG, R.; TU, J.; X1, Y.; YANG, S.; LV, L.; ZHAI, X.; ZHU, Y.; DONG, D.;
TAO, X. Metabolic reprogramming of immune cells in pancreatic cancer progression.
Biomedicine and  Pharmacotherapy, vol. 157, 1 Jan. 2023.
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2022.113992.



147

XIANG, L.; XIE, G.; LIU, C.; ZHOU, J.; CHEN, J.; YU, S.; LI, J.; PANG, X.; SHI, H.;
LIANG, H. Knock-down of glutaminase 2 expression decreases glutathione, NADH,
and sensitizes cervical cancer to ionizing radiation. Biochimica et Biophysica Acta -
Molecular Cell Research, vol. 1833, no. 12, 2018.
https://doi.org/10.1016/j.obamcr.2013.08.003.

XIAO, D.; REN, P.; SU, H.; YUE, M.; XIU, R.; HU, Y.; LIU, H.; QING, G. Myc promotes
glutaminolysis in human neuroblastoma through direct activation of glutaminase 2.
Oncotarget, vol. 6, no. 38, 2015. https://doi.org/10.18632/oncotarget.5821.

XU, X.; ZHANG, L.; HE, X.; ZHANG, P.; SUN, C.; XU, X.; LU, Y.; LI, F. TGF-B plays a
vital role in triple-negative breast cancer (TNBC) drug-resistance through regulating
stemness, EMT and apoptosis. Biochemical and Biophysical Research
Communications, vol. 502, no. 1, 2018. https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2018.05.139.

XUE, W.; YANG, L.; CHEN, C.; ASHRAFIZADEH, M.; TIAN, Y.; SUN, R. Wnt/B-
catenin-driven EMT regulation in human cancers. Cellular and Molecular Life
Sciences, vol. 81, no. 1, 2024. https://doi.org/10.1007/s00018-023-05099-7.

YANG, L.; LI, A.; WANG, Y.; ZHANG, Y. Intratumoral microbiota: roles in cancer
initiation, development and therapeutic efficacy. Signal Transduction and Targeted
Therapy, vol. 8, no. 1, 2023. https://doi.org/10.1038/s41392-022-01304-4.

YANG, Q.; ZHAO, J.; CHEN, D.; WANG, Y. E3 ubiquitin ligases: styles, structures and
functions. Molecular Biomedicine, vol. 2, no. 1, 2021.
https://doi.org/10.1186/s43556-021-00043-2.

YE, X.; ZHOU, Q.; MATSUMOTO, Y.; MORIYAMA, M.; KAGEYAMA, S.; KOMATSU,
M.; SATOH, S.; TSUCHIDA, M.; SAIJO, Y. Inhibition of glutaminolysis inhibits cell
growth via down-regulating Mtorc1 signaling in lung squamous cell carcinoma.
Anticancer Research, vol. 36, no. 11, 2016.
https://doi.org/10.21873/anticanres.11191.



148

YIN, L.; DUAN, J. J.; BIAN, X. W.; YU, S. C. Triple-negative breast cancer molecular
subtyping and treatment progress. Breast Cancer Research, vol. 22, no. 1, 2020.
https://doi.org/10.1186/s13058-020-01296-5.

YU, F.; YU, C; LI, F.; ZUO, Y.; WANG, Y.; YAO, L.; WU, C.; WANG, C,; YE, L. Wnt/B-
catenin signaling in cancers and targeted therapies. Signal Transduction and
Targeted Therapy, vol. 6, no. 1, 2021. https://doi.org/10.1038/s41392-021-00701-5.

ZHANG, E.; DING, C.; LI, S.; ZHOU, X.; AIKEMU, B.; FAN, X.; SUN, J.; ZHENG, M.;
YANG, X. Roles and mechanisms of tumour-infiltrating B cells in human cancer: a new
force in immunotherapy. Biomarker Research, vol. 11, no. 1, 2023.
https://doi.org/10.1186/s40364-023-00460-1.

ZHANG, M. Z.; FERRIGNO, O.; WANG, Z.; OHNISHI, M.; PRUNIER, C.; LEVY, L;
RAZZAQUE, M.; HORNE, W. C.; ROMERO, D.; TZIVION, G.; COLLAND, F.; BARON,
R.; ATFI, A. TGIF governs a feed-forward network that empowers wnt signaling to drive
mammary  tumorigenesis. @ Cancer Cell, vol. 27, no. 4, 2015.
https://doi.org/10.1016/j.ccell.2015.03.002.

ZHANG, S.; WANG, Y.; MAO, D.; WANG, Y.; ZHANG, H.; PAN, Y.; WANG, Y.; TENG,
S.; HUANG, P. Current trends of clinical trials involving CRISPR/Cas systems.
Frontiers in Medicine, vol. 10, 2023. https://doi.org/10.3389/fmed.2023.1292452.

ZHANG, Z.; YU, Y.; ZHANG, Z.; LI, D.; LIANG, Z.; WANG, L.; CHEN, Y.; LIANG, Y.;
NIU, H. Cancer-associated fibroblasts-derived CXCL12 enhances immune escape of
bladder cancer through inhibiting P62-mediated autophagic degradation of PDLI.
Journal of Experimental and Clinical Cancer Research, vol. 42, no. 1, 2023.
https://doi.org/10.1186/s13046-023-02900-0.

ZHU, H.; GU, Y.; XUE, Y.; YUAN, M.; CAO, X.; LIU, Q. CXCR2+ MDSCs promote
breast cancer progression by inducing EMT and activated T cell exhaustion.
Oncotarget, vol. 8, no. 70, 2017. https://doi.org/10.18632/oncotarget.23020.



149

ZHU, K.; WU, Y.; HE, P.; FAN, Y.; ZHONG, X.; ZHENG, H.; LUO, T. PISK/AKT/mTOR-
Targeted Therapy for Breast Cancer. Cells, vol. 11, no. 16, 2022.
https://doi.org/10.3390/cells11162508.

ZHU, S.; ZHANG, T.; ZHENG, L.; LIU, H.; SONG, W.; LIU, D.; LI, Z.; PAN, C. xian.
Combination strategies to maximize the benefits of cancer immunotherapy. Journal
of Hematology and Oncology, vol. 14, no. 1, 2021. https://doi.org/10.1186/s13045-
021-01164-5.

ZOU, Z.; LIN, H.; LI, M.; LIN, B. Tumor—associated macrophage polarization in the
inflammatory tumor microenvironment. Frontiers in Oncology, vol. 13, 2023.
https://doi.org/10.3389/fonc.2023.1103149.



150

ANEXOS

Uso exclusivo da CIBio:

Formuldrio de encaminhamento de projetos de pesquisa com OGMs para andlise da CIBio - CNPEM

1. Titulo do projeto: Investiga¢io dos mecanismos moleculares induzidos por vetores nanoestruturados para
transfeccio de genes em culturas tumorais esferoides

2. Pesquisador responsavel: Sandra Martha Gomes Dias
3. Experimentador(es): Raquel Bester Liszbinski

Nivel do treinamento do experimentador: [ |-Iniciac¢do cientifica, [ |-mestrado, [ X ]-doutorado,
| ]-doutorado direto, | ]-pés-doutorado, | |-nivel téenico, [ |-outro, especifique:

4. Unidade operativa: [ JILNLS [ ]LNNano [ ]LNBR [ X ]LNBio

5. Maior Classe de risco de OGM deste projeto: [ X JRiscol [ JRiscoll | JRiscolll [ ]RiscolIV
6. O projeto é confidencial? [ X | ndo[ [sim

7. No caso de projeto confidencial, o titulo do projeto pode constar em lista aberta no CNPEM? [ | ndo [ | sim

8. Qual é o objetivo do projeto?

Produgiio de esferoides (3D) a partir de linhagens tumorais de cncer de mama triplo negativo bem como co-culturas
com macrofagos. Realizaremos edigdo de gene por CRISPR/Cas9 com krockout de TGIF, avaliando a entrega do
sistema por vetores ndo-virais (nanoparticulas lipidicas solidas), observando a eficiéncia de entrega, assim como os
diversos efeitos bioldgicos sobre as culturas em 3D. Serdo realizadas transducdes de proteinas fluorescentes em
linhagens celulares que serdo utilizadas para caracterizagio ¢ aquisi¢do de imagens dos modelos 3D.

9. Informe um nimero e nome para cada OGM, organismo receptor, organismo doador, o transgene e classe
de risco do OGM.

(1) Transfecciio de genes fluorescentes - OR: diversas linhagens celulares de cincer de mama triplo negativo: [MDA-
MB-(231; 436; 157; 453; 468); HCC (1143; 38; 1937; 70); BT549; Hs578T]; OD: E. coli; Transgene: eGFP ou
mCherry/RFP; Risco 1.

(2) Expressdo de CRISPR/Cas9 - OR: diversas linhagens celulares de céncer de mama triplo negativo [MDA-MB-
(231; 436; 157: 453; 468), HCC (1143; 38; 1937, 70); BT549; Hs578T]; OD: E. coli; Transgene: Knockout de TGIF;
Riseo .

(3) Knockout de TGIF - OR: diversas linhagens celulares de cdncer de mama triplo negativo [MDA-MB-(231; 436;
157; 453; 468); HCC (1143; 38; 1937; 70); BT549; Hs578T]; OD: O sistema CRISPR/Cas9 seré entregue por vetores
nio-virais (Nanoparticulas lipidicas solidas); Transgene: Knockout de TGIF; Risco [

10. Descreva brevemente a funcio dos transgenes de cada OGM:
(1) GFP: proteina fluorescente verde usada como reporter;

(2) mCherry/RFP: proteina fluorescente vermelha usada como reporter;
(3) CRISPR/Cas9 sistema de edigiio genética para knockout de genes especificos (TGIF).

11. Algum OGM produz proteina téxica, oncogénica ou pode gerar produtos deletérios para saiide humana,
animal ou meio ambiente? O sistema CRISPR-Cas9 serd utilizado como knockour. Nosso gene de interesse é o TGIF
e cle esta envolvido na sinalizagiio celular da Wnt/fi-catenina. Sua delegiio possivelmente provocaré a permanéncia da
f-catenina no nicleo celular o que terd implicagdes na transi¢dio epitélio-mesenquimal ¢ adesdo célula-célula. Além
disso, a transformagdo de linhagens com genes que expressam fluorescéneia como GFP ou mCherry/RFP conferem
coloragio as células de interesse.

12. Algum OGM é agente patogénico esporulante? [ X |Nido [ | Sim:

13. Algum OGM ¢ agente patogénico e pode se propagar pelo ar? [ X | Ndo [ | Sim:

14, Algum transgene confere infectividade ou patogenicidade para os OGMs? Descreva.
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O knockout de TGIF por CRISPR/Cas9 pode ter impactos na transicdio epitélio mesenquimal e adesio celular. Esse
gene tem sido reportado como superexpresso em cincer de mama triplo negativo e ao desliga-lo esperamos que a via
de sinalizacio Wnt/B-catenina seja interrompida. Todos os OGMs apresentam resisténcia aos antibidticos puromicina
ou kanamicina. Dessa forma, tanto a transformagio para linhagens fluorescentes quanto o sistema CRISPR/Cas9 nio
conferem infectividade ou patogenicidade aos OGMs.

15. Com relagfio aos cuidados preventivos associados a manipulagiio dos organismos, serd necessaria alguma
avaliaciio médica periodica para experimentadores? [ X | Nio | | Sim. Que tipo de avaliacio? (Ex: consulta
com médico, exames laboratoriais ete...) Qual periodicidade? Onde sera realizada esta avaliacio?

16. Com relagiio aos cuidados preventivos associados a manipulagiio dos organismos, seri necessiria alguma
vacinac¢iio preventiva para experimentadores? [ X | Ndo [ ] Sim. Qual periodicidade? Onde seri realizada
esta vacinacio?

17. No caso de uma eventual contaminagio com organismos patogénicos vu toxinas, descreva medidas
emergenciais para tratamento de pessoas envolvidas, descontaminacio de equipamentos, instala¢des e meio
ambiente. Os organismos nio causam patogenicidade e nem liberam toxinas. Para descontaminagéio de superficies
e equipamentos utiliza-se hipoclorito por 20 minutos e alcool 70%. As nanoparticulas utilizadas nesse estudo terdo
descarte apropriado a fim de evitar impm:tus ambientais, caso tenhamos contaminaciio por elas, serd adicionado
detergente comum por 20 minutos, pois sua base ¢ produzida a partir de lipideos solidos a temperatura ambiente,
essa medida ¢ o suficiente para eliminar as nanoestruturas.

18. Projetos que fagam uso de organismos ou genes associados ao patriménio genético brasileiro precisam de
cadastro na plataforma SISGEN (www. sisgen.gov.br). E de total responsabilidade do pesquisador
responsavel esse cadastramento e cumprimento da legislagiio. O projeto envolve manipulagio, transferéncia,
modificac¢iio, armazenamento, coleta de Organismos e derivados relativos ao patrimonio genético brasileiro?
( ) SIM, ( X ) Niio. No caso de responder sim, mencionar a seguir quais os codigos de acesso do cadastro no
SISGEN, caso ja tenha realizado .

O pesquisador principal tem conhecimento de que conforme a RDC 50 de 21/02/2002 da Anvisa, ¢é responsavel
por determinar a classificacdio de riscos de seu projeto, assim como determinar EPIs e medidas de seguranca
necessirias para prevenir a contaminag¢iio de experimentadores, equipamentos, instalagdes, terceiros e meio
ambiente. O pesquisador responsiavel também precisara providenciar rotina para realizacio de exames
médicos e laboratoriais para sua equipe, bem como vacinagdes quando aplicivel. Todos os experimentadores
envolvidos devem ser supervisionados pelo pesquisador principal, que ¢ o responsavel pelo treinamento de
biosseguranca adequado as suas necessidades para a manipulagio, armazenamento, descarte e transporte de
OGMs, atendendo a legislagio e normativas preconizadas pela CTNBio, Anvisa e outros drgins e agéncias
regulamentadoras e fiscalizadoras.
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comentirios da CIBio:

s ¢ Pygidwi

Presidente da CIBio CNPEM
Marcio Chaim Bajgelman

[Cﬁ-ﬂzfiuud({f%f

Membro da CIBio CNPEM
Celso Eduardo Benedetti

Ausente

Membro da CIBio CNPEM

facl Elias arqu%ierglva

A ClIBio analisou este projeto em reunido realizada no dia: _ 29/10/2020 :

Parecer final: [ X]-projeto aprovado, [ [-projeto recusado, [ |-projeto com deficiéncias.

Membro da CIBio CNPEM

J\J'Sna Velasco de Castro Oliveira

Membro da CIBio CNPEM
iel Kolling

M&&M

Membro da (IBio CNPEM
Douglas Galante

[¥fembro da CIBio CNPEM
Juliana Conceigéo Teodoro

)

Membro'da CIBio CNPEM
Mateus Borba Cardoso

v.120619-1310h

3/3

152



153

) cnPem
e

Campinas, 01 de marco de 2023

Ao Programa de Pés-Graduacdo em Genética e Biologia Molecular

Ref. Declaragdo de Biosseguranca

Prezada coordenagdo, declaramos para fins do programa de pos-graduacdo em
Genética e Biologia Molecular que Raquel Bester Liszbinski, desenvolveu seu projeto de
pesquisa associado a sua tese, intitulada "Investigagdo dos mecanismos moleculares
induzidos por vetores nanoestruturados para transfeccdao de genes em culturas
tumorais esferoides”, sob orientagdo da Dra. Sandra Martha Gomes Dias. O projeto
utilizou organismos classe de risco Il, cumprindo os requisitos de biosseguranca
necessarios, que integra o protocolo ClIBio 2017-09, o qual foi APROVADO para execucao
no CNPEM.

Atenciosamente,

%&M&MD

Dra. Sandra Martha Gomes Dias
Orientadora

Mol (- }\Ol_)ﬁi\ Pl
Dr. Matcio Chaim Bajgelman
Presidente da CIBio - CNPEM

CNPEM é uma Organizagdo Social qualificada pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagédo (MCTI)
Campus: Rua Giuseppe Maximo Scolfaro, 10.000 - Polo || de Alta Tecnologia - Caixa Postal 6192 - 13083-870 - Campinas/SP
Fone: +55.19.3512.1010 | Fax: +55.19.3512.1004 | www.cnpem.br
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As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou
submetidos para publicagdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem, que constam da minha Dissertac&o/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada
ESTUDO DE NOVAS ALTERNATIVAS PARA TRATAMENTO DO CANCER DE MAMA
TRIPLO-NEGATIVO: NANOTECNOLOGIA, METABOLISMO E MICROAMBIENTE
TUMORAL, né&o infringem os dispositivos da Lei n.° 9.610/98, nem o direito autoral de
qualquer editora.
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