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RESUMO

VALADAQO, |. C. Matriz tridimensional de colageno tipo | regulando células-tronco
do cancer de mama. 2019. 91 f. Tese (Doutorado em Biologia Celular e Tecidual) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2019.

O cancer de mama é o tipo mais frequente e o segundo mais letal no mundo.
Embora ass taxas de sobrevida dos pacientes tenham aumentado consideravelmente
nas ultimas décadas, indicadores progndsticos desfavoraveis sdo associados a
pacientes com diagnostico em fase avangcada e presenca de metastases,
frequentemente associadas a existéncia de células-tronco tumorais (CTT). As CTT
sdo indiferenciadas e capazes de autorrenovagao e diferenciagdo, o que as torna
fundamentais para a manutengao da heterogeneidade celular intratumoral. As CTTs
sdo altamente invasivas, tumorigénicas e resistentes a tratamentos convencionais,
sendo frequentemente associadas ao surgimento de metastase e recidiva apds
tratamento. O microambiente tumoral modula as CTT por meio de células e da matriz
extracelular (MEC), uma estrutura biologicamente dindmica, complexa e que regula
processos celulares como migragao, invasao e diferenciacédo. A MEC é composta por
uma grande variedade de moléculas, peptideos e macromoléculas, sendo o colageno
seu componente mais abundante. A alta densidade mamogréfica é frequentemente
associada a elevada rigidez da MEC e deposi¢gao aumentada de colageno fibrilar,
principalmente colageno tipo | (Col 1), e € um dos maiores fatores de risco
independentes para o desenvolvimento do cancer de mama. A alta densidade de Col
| e rigidez da MEC também esta associada a maior agressividade tumoral e
metastase. Col | também induz o fendtipo tronco tumoral em diversos tipos celulares
tumorais, embora o papel da densidade sobre este efeito seja pouco esclarecido.
Nosso estudo avaliou a hipotese de a alta densidade de Col | induzir o fenétipo tronco
tumoral. Cultivamos linhagens “normais” (MCF-10A) e tumorais (MDA-MB-231 e MCF-
7) de mama em géis de baixa, média e alta densidade de Col |. Também cultivamos
células em superficie bidimensional (2D) e em suspensao para geragao de
mamoesferas (ME), representando o cultivo tradicional e de enriquecimento de CTTs,
respectivamente. Avaliamos os niveis do imunofenétipo tronco (CD44+*CD24),
expressao génica e proteica de marcadores de CTTs e de resposta mecéanica ao
substrato (mecanotransdugéo), bem como potencial clonogénico, autorrenovagao
celular e alinhamento fibrilar de géis de Col I. Alta densidade de Col | elevou os niveis
da subpopulagdo CD44*CD24- e inibiu 0 alongamento celular da linhagem MDA-MB-
231, porém ndo modulou a expressao de marcadores de CTT, bem como potencial
clonogénico, autorrenovacgéo celular e alinhamento fibrilar de géis de Col I. A alta
densidade de Col | induziu aumento dos niveis totais da isoforma variante da
glicoproteina CD44 (CD44v), receptor de estrégeno a (REa) e do fator de pluripoténcia
Sox2 em linhagem MCF-7 derivada de ME. Entretanto, os niveis nucleares dos fatores
de transcricdo (REa e Sox2) permaneceram inalterados. Em comum, a alta densidade
de Col | ndo elevou os niveis nucleares do mecanotransdutor YAP em linhagens MDA-
MB-231 e MCF-7 derivada de ME. Concluimos que a alta densidade de Col | induz
parcialmente o fendétipo molecular, mas ndo o funcional, de células tumorais
mamarias.

Palavras-chave: Células-tronco tumorais. Matriz Extracelular. Colageno tipo I.
Rigidez. Mecanotransducéo



ABSTRACT

VALADAO, |. C. Matriz tridimensional de colageno tipo | regulando células-
tronco do cancer de mama. 2019. 91 p. PhD Thesis (Cell and Tissue Biology) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2019.

Breast cancer is the most frequent and second deadliest cancer type worldwide.
Although patient survival rates have increased considerably in recent decades,
unfavorable prognostic indicators are associated with patients with advanced disease
stage at diagnosis and presence of metastases, frequently associated with the
existence of cancer stem cells (CSC). CSC are undifferentiated and capable of self
renewal and differentiation, making them fundamental for the maintenance of
intratumoral cellular heterogeneity. CTTs are highly invasive, tumorigenic and resistant
to conventional treatments, and are frequently associated with the onset of metastasis
and relapse after treatment. The tumor microenvironment modulates CTT by means of
cells and the extracellular matrix (ECM), a biologically complex and dynamic structure
that regulates cell processes such as migration, invasion and differentiation. ECM is
composed of a large variety of molecules, peptides and macromolecules, with collagen
being its most abundant component. High mammographic density is often associated
with high MEC stiffness and increased deposition of fibrillar collagen, mainly type |
collagen (Coll 1), and is one of the main independent risk factors for breast cancer
development. High Coll | density and ECM stifness are also associated with increased
tumor aggressiveness and metastasis. Coll | also induces tumor stemness in several
tumor cell types, although the role of its density on this effect is unclear. Our study
evaluated the hypothesis that high Coll | density induces the tumor stemness. We
cultured normal-like- (MCF-10A) and tumoral (MDA-MB-231 and MCF-7) breast cell
lines in low-, medium- and high-density Coll | gels. We also cultured cells in two-
dimensional (2D) surface and in suspension for the generation of mammospheres
(MS), representing the traditional cell culture and CSC enrichment, respectively. We
evaluated the levels of the CSC immunophenotype (CD44*CD24-), gene/protein
expression of CSC markers and mechanical response to the substrate
(mechanotransduction), as well as the clonogenic potential, cell self-renewal and
fibrillar alignment of Col | gels. High Coll | density increased the levels of the
CD44+CD24- subpopulation and inhibited cell elongation of the MDA-MB-231 cell line,
but did not modulate the expression of CSC markers as well as clonogenic potential,
cell self-renewal and fibrillar alignment of Col | gels. High Coll | density increased total
levels of the variant CD44 glycoprotein (CD44v), estrogen receptor a (ERa) and the
pluripotency factor Sox2 in MS-derived MCF-7. However, the nuclear levels of the
transcription factors (ERa and Sox2) remained unchanged. In common, high Coll |
density did not increase nuclear levels of the mechanotransducer YAP in MDA-MB-
231 and MS-derived cell lines. We conclude that high Coll | density partially induces
the molecular stemness, but not the functional, phenotype of mammary tumor cells.

Keywords: Cancer stem cells. Extracellular Matrix. Type | Collagen. Stiffness.
Mechanotransduction
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1 INTRODUGCAO
1.1 Epidemiologia do cancer de mama

O ultimo levantamento anual estimou aproximadamente 2,1 milhées de novos
casos de cancer de mama e mais de 600 mil &ébitos decorrentes da doenca.
Percentualmente, o cancer de mama representa cerca de 25% dos novos casos de
cancer e 15% do total de mortes relacionadas a doenga. Nesse cenario, o cancer de
mama figura como o tipo mais incidente e o segundo mais mortal no mundo,
excetuando-se o de pele ndo melanoma (BRAY et al., 2018). Nacionalmente, o cancer
de mama também é a neoplasia mais frequente dentre as mulheres, com cerca de
60000 novos casos previstos para 2018 e representando 1/3 dos casos de cancer
diagnosticados. E importante mencionar que, de cada 3 diagnésticos de cancer de
mama no Brasil, 1 é realizado no estado de Sao Paulo (INCA, 2017). Dessa maneira,
os dados epidemiolégicos caracterizam o cancer de mama como um dos mais
importantes problemas de saude publica, seja em ambito mundial, nacional ou

estadual.
1.2 Anatomia e histologia basica da glandula mamaria

A glandula mamaria é encontrada exclusivamente em mamiferos e atua na
producdo e secrecdo do leite, que consiste em rica mistura de macromoléculas
(lipideos, proteinas, carboidratos), horménios, anticorpos e uma gama de outras
moléculas necessarias para adequada nutricdo e desenvolvimento da prole apds o
nascimento (HASSIOTOU; GEDDES, 2013). Anatomicamente, a mama consiste de
vasos (linfaticos e sanguineos), lobos, sistema ductal e mamilo. Os lobos sé&o
constituidos de pequenos lobulos alveolares e representam a porcédo produtora de
leite. O sistema ductal transporta o leite dos lobos até o mamilo. Histologicamente, a
glandula mamaria consiste de parénquima funcional, composto pelos lobos e ductos
formados por tecido epitelial, e estroma, que apresenta tecido adiposo e conjuntivo e
atua na sustentacao do parénquima. Mais ainda, o estroma também ¢é alvo e promotor
de mudangas profundas durante o desenvolvimento da glandula mamaria e essencial
para o correto funcionamento desta (MEDINA, 1996; HASSIOTOU; GEDDES, 2013).

Os ductos sao formados por uma bicamada de células epiteliais. A células da
camada mais interna sdo denominadas luminais, por estarem em contato direto com

o lumen dos ductos. Algumas dessas células passam por determinadas modificagbes



22

e tornam-se capazes de produzir leite, durante a lactacdo. A camada externa
apresenta células com capacidade contratil semelhante a de células musculares lisas,
sendo entdo denominadas mioepiteliais. A camada mioepitelial externa apoia-se
firmemente sobre a camada luminal e produz a membrana basal, que delimita e
separa o parénquima epitelial do estroma adjacente (HASSIOTOU; GEDDES, 2013).

A imensa maioria dos tipos de cancer de mama tem origem no tecido epitelial
glandular, portanto referidos como adenocarcinomas. Os carcinomas mamarios
podem ser localizados, denominados in situ, ou invasivos, quando rompem a
membrana basal que reveste externamente a camada mioepitelial dos ductos e
I6bulos. Os ductos terminais e seus Ibbulos associados sdo denominados
coletivamente de unidades ductolobulares terminais (UDLT) (Figura 1). Os ductos e
I6bulos das UDLT s&o tidos como os principais sitios de origem de carcinomas
mamarios ductal e lobular, respectivamente (DIMRI; BAND; BAND, 2005).

Loébulo

Unidade ductolobular terminal (UDLT)

Ductos " ..
Células luminais
Coletores

Mamilo

Células mioepiteliais

Células-tronco
/ Progenitoras

Estroma

Fibroblastos
Membrana basal

Figura 1 - Estrutura anatémica e histolégica da glandula mamaria. A unidade ductolobular terminal
(UDLT) é tida como sitio de origem da maioria dos casos de cancer de mama. O sistema de ductos e
I6bulos encontra-se imerso no estroma, que contém uma gama variada de proteinas fibrosas, tecido
adiposo, vasos sanguineos e células, a exemplo dos fibroblastos. Histologicamente, é possivel
identificar células luminais, em contato direto com o l[umen, e mioepiteliais, em contato direto com a
membrana basal. Células tronco e progenitoras também séo encontradas. Adaptado de (DIMRI; BAND;
BAND, 2005).
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1.3 Classificagao molecular do cancer de mama

O cancer também pode ser classificado de acordo com a expressao combinada
de marcadores especificos. Por meio da técnica de imunoistoquimica, por exemplo,
avalia-se a expressao do receptor de estrogénio (RE), receptor de progesterona (RP),
receptor 2 do fator de crescimento epidermal humano (HER2) e o marcador de
proliferacdo celular Ki-67 (LAKHANI et al., 2012). Em destaque, o subtipo triplo
negativo (Triple Negative Breast Cancer, TNBC) caracteriza-se pela auséncia de
expressao de RE, RP e HERZ2, além de pior prognodstico quando em comparag¢ao aos
demais subtipos que apresentam esses receptores (LIEDTKE et al., 2008). Nas
ultimas décadas, entretanto, técnicas como microarranjo de DNA (“DNA microarray”)
e sequenciamento genético possibilitaram a criagdo de uma nova classificagao para o

cancer de mama, a nivel molecular.

A analise dos perfis de expressao génica do cancer de mama possibilitou
classificacdo molecular da doenca e de seus “subtipos intrinsecos”, denominados
luminal, basal simile (basal-like), normal simile (normal-like), e enriquecido em HER2
(HERZ2-enriched) (PEROU et al., 2000). Posteriormente, um novo subtipo foi
identificado e nomeado claudin-low, por expressar baixos niveis de genes associados
a juncdes de oclusao e adesao célula-célula (HERSCHKOWITZ et al., 2007). Este
subtipo intrinseco geralmente apresenta pior prognéstico, perfil molecular triplo
negativo (RE-/RP/HERZ2-) e perfis génicos com expressao enriquecida de marcadores
de resposta imune ao tumor, alta invasividade e de células tronco, normais e tumorais
(KOBOLDT et al., 2012).

1.4 Células tronco tumorais

As células-tronco tumorais (CTT) representam populagdes de células que
possuem ambas as capacidades de autorrenovacao e diferenciagao celular, além de
estarem amplamente associadas a resisténcia quimioterapica e, portanto, a recidiva
pos tratamento. Determinadas caracteristicas das CTT podem estar relacionadas a
sua resisténcia aumentada frente a regimes quimio e radioterapicos, dentre as quais
a elevada expressao de transportadores de drogas, resisténcia elevada a danos ao
DNA e reduzida taxa proliferativa (BORST, 2012; BATLLE; CLEVERS, 2017). Pelo
fendtipo imaturo e nao diferenciado, por exemplo, as CTT sdo tidas como

responsaveis pela manutengdo da heterogeneidade celular intratumoral e, portanto,
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capazes de recapitular a formagao original do tumor ainda que isoladas das demais

subpopulagdes representadas por células tumorais ndo tronco (LAPIDOT et al., 1994).

Estudos pioneiros de identificacdo das CTT consistiam basicamente na
inoculagdo de subpopulagdes distintas de células tumorais em camundongos
imunodeficientes. Em geral, apenas uma subpopulagéo apresentava alta capacidade
de gerar tumores (tumorigénese) contendo multiplas subpopulagbes (
heterogeneidade intratumoral) (LAPIDOT et al., 1994; AL-HAJJ et al., 2003). Por este
fendtipo nao diferenciado, essa subpopulagao foi denominada célula tronco tumoral.
Mais recentemente, a utilizacdo de camundongos transgénicos com rastreamento
celular confirmou a existéncia in situ de CTT (DRIESSENS et al., 2012; SCHWITALLA
et al., 2013; ZOMER et al., 2013). Estes estudos também demonstraram a existéncia
de grande plasticidade celular tumoral. Atualmente, tem-se que o fendtipo tronco
tumoral pode ser adquirido de forma dinémica e transitéria, em decorréncia de fatores
como niveis das subpopulacdes tumorais, localizacdo espacial e estimulos do
microambiente (Figura 2) (GUPTA et al., 2011; BATLLE; CLEVERS, 2017;
LAMPRECHT et al., 2017; LENOS et al., 2018).

ﬁ\ =
/N A3
oy

CTT l T Sinais do
\ microambiente

~__ Células

l T Progenitoras

Células do
microambiente

Células
Diferenciadas

Figura 2 - CTT e a heterogeneidade intratumoral. Na visdo classica (direita), as CTT sao raras,
relativamente quiescentes e com caracteristicas predominantemente intrinsecas. Por divisdo
assimétrica, ddo origem a outra CTT e uma célula progenitora. Esta ultima divide-se rapidamente, mas
nao se autorrenova e eventualmente torna-se diferenciada. Células diferenciadas ndo se autorrenovam
ou dividem, compondo basicamente toda a massa tumoral. Na viséo atual (esquerda), as CTT n&o s&o
necessariamente raras ou quiescentes. A existéncia de células progenitoras e diferenciadas também é
considerada, porém com interconversdo entre estes tipos celulares, bem como entre células
progenitoras e CTT. Essa plasticidade celular decorre de fatores como sinais do microambiente, niveis
das populagdes celulares e localizagdo espacial no tumor. Adaptado de (BATLLE; CLEVERS, 2017)
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1.4.1 Subpopulagéo de CTT CD44*CD24

Apds a comprovagao experimental da existéncia das CTT por Lapidot e
colaboradores em leucemia mieléide aguda (LAPIDOT et al., 1994), varios grupos de
pesquisa relataram a existéncia de células com propriedades semelhantes em
diversos outros tipos de cancer. Inclusive, a identificagao de tais células em tumores
solidos foi feita primeiramente no cancer de mama. Al-Hajj e colaboradores avaliaram
em um modelo murino a tumorigenicidade de células extraidas de tumores primarios
de mama. Para tanto, populacdes com expressdes variadas de diversas moléculas de
superficie celular foram injetadas em camundongos imunodeficiencites. Foi observado
que, a semelhanga do constatado para leucemia mieldéide aguda, o potencial
tumorigénico das células tumorais mamarios esta restrito a subpopulagdes
especificas. Especificamente, células que expressavam a glicoproteina CD44, na
auséncia da CD24 (CD44*CD24-) originavam tumores quando introduzidas em
camundongos imunodeficientes em propor¢ao muito maior as demais subpopulagdes
tumorais. Por fim, demonstrou-se que as células CD44*CD24- recuperadas de
tumores induzidos mantinham a propriedade de originar novos tumores quando
reinoculadas em outros animais, sendo que o0s novos tumores apresentavam
heterogeneidade celular semelhante a do tumor primario (AL-HAJJ et al., 2003).
Clinicamente, apesar de estar associada ao favorecimento de metastases a distancia
(ABRAHAM et al., 2005) e resisténcia elevada a quimioterapia (LI et al., 2008), a
presenca da subpopulacdo CD44*CD24- nao parece predizer piores indices
prognosticos da doenca (ABRAHAM et al., 2005; BANE et al., 2013).

1.4.2 Perfil molecular das CTT mamarias

Apods o primeiro relato da existéncia das CTT em cancer de mama, diversos
outros trabalhos contribuiram para melhor caracterizacdo e compreensao acerca da
importancia destas na homeostasia tumoral. Neste contexto, a glicoproteina EPCAM
(LIM et al., 2009), bem como as Integrinas a6 (LIM et al., 2009), B1 (ZHANG et al.,
2008) e B3 (VAILLANT et al., 2008), além do marcador enzimatico Aldeido
Desidrogenase 1 (ALDH1) (GINESTIER et al., 2007) identificam outras subpopulagbes
de CTT mamarias. A heterogeneidade fenotipica das CTT pode ser justificada, por
exemplo, pelos diferentes modelos de estudo utilizados nos trabalhos supracitados. A
presenca das CTT em pacientes com cancer de mama também foi importante para a

identificacdo dos marcadores de maior relevancia clinica. Park e colaboradores
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avaliaram a heterogeneidade de marcadores relacionados as CTT em relagdo aos
diferentes subtipos moleculares e histolégicos do cancer de mama. A populagao de
células ALDH1* apresentou-se mais frequente nos subtipos basal simile e HER2*
quando em comparacao ao subtipo luminal. Ainda, o tipico fenétipo CD44+CD24- foi
detectado em cerca de 70% das amostras de tumor analisadas e em todos os tumores
do tipo basal simile (PARK et al., 2010). Portanto, a hipotese de que existem diversas

subpopulagbées de CTT no cancer de mama deve ser considerada.

Marcadores de pluripoténcia sao fundamentais na manutencdo do estado
indiferenciado de células tronco normais. Fatores de transcricdo como Nanog, Sox2 e
Oct4 regulam uma magquinaria molecular complexa envolvida em processos bioldgicos
como diferenciacdo, desenvolvimento e manutengdo da pluripoténcia (YOUNG,
2011). Estudos recentes indicam que esses fatores de transcrigdo atuam nao apenas
na manutencdo do fenétipo de células tronco, mas também de células tumorais. E
sabido que a expressdo de Sox2 em células tumorais mamarias € necessaria para
autorrenovacgao e formacao de coldénias em suspensdo, habilidades marcadamente
pronunciadas em CTT. Sox2 também é crucial em estagios iniciais da formagao de
tumores in vivo (LEIS et al., 2012; STOLZENBURG et al., 2012). Células que
expressam conjuntamente Sox2 e Oct4 apresentam maior perfil de CTT, evidenciado
por maior proporg¢ao de divisdo assimétrica, formacao de colénias, autorrenovacéao e
tumorigenicidade em camundongos (TANG et al., 2015). Por fim, a redugao dos niveis
de Nanog em células tumorais mamarias resulta em perda do fenétipo tronco tumoral
in vitro e in vivo (JETER et al., 2009).

Como mencionado anteriormente, a geracao de metastase esta relacionada a
péssimo prognostico do cancer de mama. A metastase ocorre pela aquisicdo de
fenotipo invasivo pelas células tumorais, fundamentalmente por meio do fenébmeno de
transicao epitélio mesenquimal (TEM). Inicialmente, durante o processo de TEM, as
células epiteliais perdem suas jungdes célula-célula (i.e.!, jungdes oclusivas,
aderentes, desmossomos e tipo Gap) e a tipica polaridade apico basal.
Molecularmente, essa etapa resulta na perda de marcadores epiteliais, como
Ocludina, Zonula Occludens-1 e E-caderina. Em seguida, as células apresentam
reorganizacao de seu citoesqueleto, com aquisicdo das capacidades de migracéo e
invasao evidenciadas pela formagao de variadas protrusées celulares e degradacao

e remodelamento do estroma adjacente. Essas células, agora com

do latim “id est” (isto é; ou seja)
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fendtipo mesenquimal, passam a expressar altos niveis de marcadores como N-
caderina, Vimentina e Snai1, além de proteases que degradam a matriz extracelular
(MEC) e deposicéo diferenciada de componentes fibrilares do estroma, como
colageno e fibronectina (LAMOUILLE; XU; DERYNCK, 2014). Essas células agora
possuem um fendtipo mesenquimal invasivo, sendo capazes de ganhar a corrente
sanguinea e, eventualmente, extravasar e estabelecer-se em um novo sitio para
formacao de tumor. Estudos recentes indicam que o perfil mesenquimal e tronco
tumoral sao molecularmente semelhantes. Em relagdo ao cancer de mama, células
que sao induzidas a TEM passam também a expressar marcadores e comportamento
funcional de CTT (MANI et al., 2008). Além disso, a subpopulacdo de CTT
CD44*CD24- é mais frequentemente encontrada na porgao frontal e invasiva do tumor
mamario, com expressio elevada do marcador mesenquimal Vimentina, sugerindo
fendtipo invasivo (LIU et al., 2014). Esses indicios indicam que células altamente
migratérias e invasivas teriam também a capacidade de divisdo assimétrica,
necessarias para a manutengao da heterogeneidade e homeostasia tumoral no sitio
metastatico. Ainda, as CTT participam ativamente do estabelecimento do nicho
metastatico por meio da interacdo com demais populacbes celulares do
microambiente local. Essa interacdo ocorre, por exemplo, pela expressao ou liberacao
de determinadas moléculas ou microvesiculas (LIU et al., 2011; JAISWAL et al., 2013).
Dessa forma, as CTT ndo apenas migrariam para sitios inerentemente mais aptos a
instalagdo de um novo tumor, mas também contribuiriam decisivamente para a
formagao de um microambiente propicio ao seu estabelecimento (SHIOZAWA et al.,
2013). Finalmente, é importante frisar que a associagdo entre metastase e CTT
mamarias € de fundamental importancia clinica, uma vez que pouco mais de 25% das
pacientes com metastase a distancia sobrevive por pelo menos 5 anos apos
diagnostico (NOONE AM, HOWLADER N, KRAPCHO M, MILLER D, BREST A, YU
M, RUHL J, TATALOVICH Z, MARIOTTO A, LEWIS DR, CHEN HS, FEUER EJ, 2018).

1.5 Microambiente tumoral

Outro fator de extrema importancia na manutengcao da homeostasia tumoral é
a contribuicao proveniente do microambiente, seja em fendmenos iniciais, como a
tumorigénese, ou tardios, a exemplo da metastase. Dentre os tipos celulares nao
tumorais mais associados a efeitos oncomodulatorios estdo as células endoteliais,

células do sistema imune e fibroblastos associados ao cancer (FAC). Inclusive, a
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comunicacao entre este tipo celular e as células tumorais pode levar a aquisi¢cao do
fendtipo tronco por estas ultimas (PLAKS; KONG; WERB, 2015). Entretanto, a forma
pela qual os componentes néo celulares do estroma contribuem para a manutengao

do fendtipo tronco tumoral permanece menos esclarecida.

Da-se o nome de Matriz Extracelular (MEC) ao conjunto dos componentes nao
celulares do estroma. A MEC é constituida por uma combinagdao extremamente
complexa de macromoléculas (glicoproteinas, proteoglicanos, glicosaminoglicanos,
proteinas fibrilares) e diversas classes de moléculas biologicamente ativas, como
fatores de crescimento, hormdnios, citocinas, quimiocinas e proteases. Por sua ampla
variedade biolégica de componentes, a MEC é moduladora essencial de diversos
processos celulares, como crescimento, nutricdo, divisdo, migracdo e invaséo.
Enquanto todos os tipos celulares sdo fontes extremamente importantes de moléculas
bioativas, o fibroblasto é o principal responsavel pela deposicao das proteinas fibrosas
da MEC. As proteinas fibrosas mais comuns na MEC sao a elastina, que confere
resisténcia e elasticidade aos tecidos, e o colageno, que é a proteina mais abundante
no organismo humano e desempenha uma série de fungdes, que variam desde a
sustentacdo mecanica das células até a modulacdo de processos celulares como

crescimento, migracao e diferenciagdo (THEOCHARIS et al., 2016).
1.6 Colageno e cancer de mama

No céncer de mama, o colageno apresenta importancia consideravel. O
colageno fibrilar, especialmente o colageno tipo | (Col |), € componente majoritario da
MEC e contribui enormemente para a rigidez da glandula mamaria. A alta densidade
de Col | induz a proliferagcao de células epiteliais mamarias in vitro (PROVENZANO et
al., 2008). Clinicamente, a elevada deposicédo de colageno no estroma mamario esta
associada a maior densidade mamografica (i.e. densidade da mama avaliada por
mamografia) (HUO et al., 2015). Por sua vez, a elevada densidade mamografica € um
dos maiores fatores de risco independentes associados ao desenvolvimento do
cancer de mama (BOYD et al., 2007). Além desta associagado, o colageno também
parece contribuir para a progressao e metastase da doenca. Utilizando um modelo de
camundongo transgénico, Provenzano e colaboradores (PROVENZANO et al., 2008)
avaliaram o efeito da densidade elevada de Col | sobre a génese e desenvolvimento
de tumores mamarios. Para tanto, foram utilizados camundongos com tumores

espontaneos na glandula mamaria com alta deposi¢éo de Col |. Estes camundongos
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apresentaram formacao de tumores mais precocemente, com células tumorais mais
migratorias, agressivas e metastaticas, quando em comparagédo aos camundongos
com deposicdao normal de Col |. Recentemente, resultados semelhantes foram
observados quando células tumorais mamarias foram injetadas em glandulas
mamarias com alta deposicéo de Col | (BARCUS et al., 2017; SHEA et al., 2018). Por
fim, a associagao entre deposicao de Col | tumoral e metastase tem relevancia clinica.
Pacientes com metastase no linfonodo apresentam maiores niveis de deposi¢ao de
Col I no tumor mamario (KAKKAD et al., 2012).

A organizacao fibrilar do colageno também sofre alteragcbes durante a
progressao tumoral. Como mencionado anteriormente, as células tumorais com
fendtipo mesenquimal invasivo aumentam a produgdo de proteases que clivam a
matriz extracelular, inicialmente da membrana basal e em seguida da matriz adjacente
(i.e. intersticial). Esse processo € potencializado pelos FAC que, além de também
secretarem proteases, aumentam a deposi¢cédo, cross-linking (reticulagdo) e
linearizagdo do Col |. O cross-linking consiste basicamente de ligagdes covalentes
entre residuos especificos da estrutura fibrilar de Col I. Em camundongos, € sabido
que a indugdo de cross-linking do Col | eleva a rigidez do tumor mamario e é
acompanhada de progressao tumoral. Além disso, ocorre maior linearizagao das fibras
de Col | especialmente na periferia do tumor, facilitando a invasao das células tumorais
no estroma adjacente (Figura 3) (PROVENZANO et al., 2006; LEVENTAL et al., 2009).
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Figura 3 - Modificdo da MEC na progressao tumoral e metastase. Componentes da MEC da
glandula mamaria normal s&o significativamente alterados no cancer de mama. Células tumorais e
fibroblastos ativados (FAC) aumentam a produgdo de MEC fibrosa. A membrana basal ao redor do
epitélio da glandula mamaria é degradada por proteases da MEC, como MMPs, heparanase e outras.
O aumento da deposigéo e cross-linking de colageno enrijece a MEC. Isto, associado ao aumento da
producéo de fibrobronectina e peptideos bioativos da MEC (i.e. matriquinas) tornam as células tumorais
mais agressivas e invasivas. Algumas dessas células podem originar metastases. Para isso, entram
em vasos (intravasamento), se disseminam, saem (extravasamento) e estabelecem nova col6nia em
locais distantes. Para esse estabelecimento, também é necessario preparo do novo microambiente por
ceélulas tumorais e componentes celulares e acelulares do estroma local. Adaptado de (INSUA-
RODRIGUEZ; OSKARSSON, 2016)

Em pacientes humanos, a deposicéo alterada de colageno provoca mudanca
gradual na rigidez da glandula mamaria afetada pelo processo tumoral. O tumor
invasivo apresenta rigidez superior a do tumor localizado (in situ), enquanto este é
mais rigido que a glandula mamaria normal (SAMANI; ZUBOVITS; PLEWES, 2007).
Também seguem essa tendéncia a deposicdo, retiddo e orientacdo do colageno
perpendicularmente a periferia tumoral (ACERBI et al.,, 2015). Em comparagédo a
porcao central do tumor, a porgao invasiva apresenta maior rigidez e proporgéo de
fibras colagenas lineares (ACERBI et al., 2015). Essas observagdes apresentam
relevancia clinica. Conklin e colaboradores (CONKLIN et al., 2011) demonstraram que

a deposicao elevada de fibras de Col | lineares e alinhadas perpendicularmente a
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periferia tumoral esta associada a menor sobrevida e maior chance de recidiva em

pacientes com cancer de mama.
1.7 Mecanotransducéao e cancer

A células também percebem e respondem a variacdo de rigidez que
acompanha a progressao tumoral. Para tanto, as células realizam mecanotransdugao,
que consiste na conversdao de estimulos mecanicos em sinais bioquimicos e,
consequentemente, modulacdo de processos bioldgicos. Mecanisticamente, os
estimulos mecanicos alteram a conformacdo de proteinas mecanossenssiveis
distribuidas pela membrana, citoesqueleto e nucleo. Dessa forma, reorganizagéo do
citoesqueleto e modulagdo da expressdo génica sdo moduladas por
mecanotransduc¢ao, interferindo diretamente em diversos processos celulares, como
contragdo, migragado, invasao e diferenciagdo (WANG, 2017). Ainda que a
compreensao sobre a mecanotransducdo esteja em expansdo ha décadas, a
descoberta do “elo” entre a mecanocepgao e a modulagéo da expressao génica &
relativamente recente. Dupont e colaboradores identificaram que a modulagdo na
rigidez e arquitetura do microambiente celular é acompanhada de alteracdo na
translocacgao nuclear e regulagao transcricional de YAP e TAZ (DUPONT et al., 2011).
Atualmente, sabe-se que sinais mecanicos como esticamento, tensdo e fluxo
sanguineo também modulam a ativadade de YAP e TAZ (MA et al., 2019).

YAP/TAZ sao coativadores transcricionais € modulam a via de sinalizagao de
Hippo, envolvida na regulagdo de processos bioldégicos como crescimento,
especificagdo e autorrenovacgao celular, bem como controle do tamanho de érgaos e
regeracgao tecidual. Em adigdo aos sinais mecanicos, a via de Hippo é regulada por
fatores de crescimento e estresse, além de proteinas associadas a polarizacéo e
adeséo celular. Em humanos, a via de Hippo consiste basicamente de uma cascata
de proteinas quinases, com destaque para MST1/2 e LATS1/2. Na via ativa, YAP/TAZ
é fosforilado e ndo acessa o nucleo. Na via inativa, YAP encontra-se desfosforilado e
acessa 0 nucleo para otimizar a transcricdo dos genes da via (Figura 4) (MA et al.,
2019). Como exemplo, o aumento da rigidez do substrato celular provoca translocacao
nuclear e atividade de YAP/TAZ (DUPONT et al., 2011). Apesar de pouco esclarecido,
sabe-se que esse processo envolve agrupamento de receptores de proteinas da MEC

(Integrinas) na membrana e remodelamento do citoesqueleto celular (MA et al., 2019).
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Figura 4 - Via de sinalizagado de Hippo. A via de Hippo integra varios tipos de sinais para modular a
localizagao e atividade de YAP/TAZ. Hormonios e privagado de glicose modulam por meio do receptor
de membrana GPCR e da quinase AMPK, respectivamente. Em contrapartida, a modulagéo por jungdes
oclusivas e aderentes é independente das quinases da via de Hippo. A rigidez elevada provoca tenséo
e remodelamento de F-actina, levando a inativagao de LATS1/2 e consequente translocagdo nuclear
de YAP/TAZ. Adicionalmente, esse remodelamento pode resultar em maior abertura de poros
nucleares e permissividade a entrada de YAP/TAZ. Setas retas, achatadas e tracejadas indicam
ativacgéo, inibicdo e regulacéo indireta, respectivamente. Adaptado de (MA et al., 2019).

A via de Hippo apresenta-se desregulada em diversos tipos de cancer. Nestes,
a translocacdo nuclear de YAP/TAZ controla diversas caracteristicas, como
proliferacdo descontrolada, inibicao da apoptose, reprogramagdo metabdlica,
formacgado de vasos (neoangiogénese), TEM e geracdo de CTT (MA et al., 2019).
YAP/TAZ induzem o fenétipo tronco tumoral em modelos in vitro e in vivo de cancer
de mama (CORDENONSI et al., 2011; KIM et al., 2015b), além de apresentarem
atividade aumentada em estagios avancados da doenca e metastases
(CORDENONSI et al., 2011).
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1.8 Densidade de colageno, mecanotransdugéo e CTT

O enriquecimento de colageno no estroma mamario esta associado a génese,
progressdo e invasdo de células tumorais. E razodavel, portanto, supor que tal
enriquecimento resulte na indugao do fenoétipo tronco tumoral. Empregando modelos
in vitro, alguns estudos indicaram o Col | como indutor de CTT em carcinoma colorretal
(KIRKLAND, 2009) e glioma (MOTEGI et al., 2014). No caso do cancer de mama,
entretanto, o Col | ja foi apontado tanto como indutor absoluto (CHEN et al., 2012)
quanto parcial (REYNOLDS et al., 2017) do fenoétipo tronco tumoral. Além disso, ainda
que modelos in vivo sugiram correlacdo positiva entre densidade de Col |,
mecanotransducao e fendtipo tronco tumoral (PANG et al., 2016; SHEA et al., 2018),

ainda nao é possivel confimar uma relagao causa-efeito entre estas variaveis.
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2 OBJETIVOS

Com o intuito de melhor compreendermos o efeito da alta densidade de Col |
sobre o fendtipo tronco tumoral e mesenquimal, cultivamos células tumorais mamarias

em géis de densidades variadas de Col |. Em seguida, optamos por:
- Avaliar os niveis da subpopulagdo CD44*CD24- de fendtipo tronco mamario;

- Avaliar a expressao génica e proteica de marcadores associados ao fendtipo tronco

tumoral;
- Avaliar o potencial clonogénico e de autorrenovacgao de células extraidas dos géis;

- Avaliar a morfologia celular e arquitetura fibrilar dos géis de Col |;



3 METODOLOGIA
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Figura 5 - Esquematizagdo dos modelos de cultura empregados no estudo. Apds cultivo celular
por 7 dias, procedemos com a realizagdo dos experimentos citados na tabela abaixo.

Quadro 1 — Guia de técnicas, modelos de cultura e linhagens celulares utilizadas no estudo

Modelos de cultura

Linhagem celular

fibrilar de Col |

Reflectancia confocal

Objetivo - Técnicas -
utilizados utilizada
Analise dos niveis 2D MCF-10A
da subpopulacao Col | Citometria de fluxo MCF-7
CD44*CD24- Matrigel MDA-MB-231
Avaliar a expressao 2D PCR array, R:I'-qPCR MDA-MB-231
de marcadores de Col | Imunofluorescéncia (IF) MCF-7 (IF.IB)
CTT Mamoesferas Immunoblotting (1B) ’
Avaliar capacidade 2D Ensaio clonogénico
de proliferagao e Col | Ensaio de formacao de MDA-MB-231
autorrenovacéao Mamoesferas mamoesferas
Avaliar morfologia Imageamento de células vivas
celular e arquitetura Col | MDA-MB-231
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3.2 Cultivo das linhagens celulares

A linhagem celular MCF-10 foi isolada de tecido mamario fibrocistico humano
e em cultura originou espontaneamente a linhagem imortalizada MCF-10A. MCF-10A
€ uma linhagem epitelial ndo tumorigénica e é fenotipicamente semelhante as células
do epitélio mamario normal (SOULE et al., 1990). As linhagens MCF-7 (SOULE et al.,
1973) e MDA-MB-231 (CAILLEAU et al., 1974) foram derivadas de efusdes pleurais
de pacientes com carcinoma mamario metastatico. A linhagem MCF-7 expressa
marcadores de células luminais, apresenta morfologia poligonal e caracteristicas de
células epiteliais mamarias diferenciadas, como capacidade de formar colbénias de
células justapostas e expressao do receptor de estrégeno. Por sua vez, a linhagem
MDA-MB-231 apresenta aspecto fusiforme, expressa marcadores mesenquimais (
Vimentina) e fendtipo molecular triplo negativo (RE/RP-/HERZ2-). A linhagem NTERA2
foi isolada de amostra de carcinoma embrionario humano (PLEASURE; LEE, 1993) e
utilizada como controle positivo da expressao dos marcadores de pluripoténcia Sox2

e Nanog.

As linhagens MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231 foram obtidas comercialmente
do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ, Brasil). A linhagem NTERA-2 foi
gentiimente cedida pelo Prof. Dr. Rodrigo Alexandre Panepucci (Fundacéao
Hemocentro de Ribeirdo Preto, FUNDHERP, Brasil). As células foram mantidas em
placas de cultura de 100mm (Corning®, EUA) a 37°C, em estufa contendo 5% de COa.
MCF-10A foi cultivada em meio DMEM/F-12 (Sigma®, EUA) suplementado com 5%
(v/v) de soro de cavalo (Gibco®, EUA), 20ng/ml de fator de crescimento epidérmico
(EGF), 0,5ug/ml de hidrocortisona (Sigma®, EUA), 10ug/ml de insulina (Sigma®,
EUA), 100ng/ml de toxina colérica (Sigma®, EUA) e antibidticos Penicilina-
Estreptomicina (Gibco®, EUA) 100U-ug/mL. As linhagens MCF-7, MDA-MB-231 e
NTERA-2 foram cultivadas em meio DMEM/F-12 (Sigma®, EUA) suplementado com
10% (v/v) de soro fetal bovino (Cultilab, Brasil; Gibco®, EUA) e Penicilina-
Estreptomicina 100U-ug/mL. O crescimento celular foi monitorado diariamente com
auxilio de microscépio invertido de contraste de fase, e o meio de cultura trocado a
cada 2 ou 3 dias, de acordo com o metabolismo celular. Ao atingirem subconfluéncia
(~70-80%), as células foram subcultivadas, congeladas ou utilizadas em
experimentos. Para congelamento, as células (10%/ml) foram inicialmente adicionadas

a criotubos (Sigma, EUA) em solugado composta de 90% de meio de cultura completo
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e 10% do crioprotetor dimetilsulféxido (DMSO, Sigma, EUA). Os criotubos foram
colocados em recipientes de congelamento Mr. Frosty™ (ThermoFisher, EUA) a -80°C

por 1 dia e em seguida armazenados em tanque de nitrogénio liquido.
3.3 Cultivo celular tridimensional
3.3.1 Coleta das células de superficie 2D

Células subconfluentes em placas de 100mm foram lavadas duas vezes com
tampéao fosfato salino (PBS) 1X e deslocadas com auxilio de Tripsina (Sigma, EUA)
0,05% (w/v) suplementada com EDTA 0,5mM. Em seguida, as placas permaneceram
por 2 (MDA-MB-231, MCF-7) ou 15 (MCF-10A) minutos a 37°C em estufa de COz,
para otimizar a atividade da tripsina. Depois, meio de cultura completo foi adicionado
as placas, para inativacao da tripsina. As células foram coletadas em tubos cdnicos,
centrifugadas a 800 rotagdes por minuto (rpm) durante 5 minutos e o pellet de células
foi ressuspendido em meio de cultura completo. A concentracdao de células na
suspensao foi determinada manualmente, por meio de contagem em camara de
Neubauer, ou automaticamente, com uso do contador de células automatizado
Countess™ Il (ThermoFisher, EUA). As etapas a seguir correspondem ao preparo de
Matrigel e géis de Col, bem como sua incorporagdo com células. Em comum, todas
as etapas foram realizadas a 4°C, para prevenir polimerizacdo antecipada das
matrizes. Ainda, as concentragdes finais de Matrigel e Col | foram determinadas
desconsiderando-se o volume de suspensao celular, por este ser proporcionalmente

negligenciavel (<3% do volume final da matriz).
3.3.2 Expanséo de células em Matrigel

O Matrigel consiste em membrana basal reconstituida de sarcoma murino. Sua
composigao e rigidez (PASZEK et al., 2005) se assemelham as da membrana basal

associada ao tecido epitelial mamario saudavel (Figura 1).

Para inclusédo das células em Matrigel, aliquotas de Matrigel (BD Biosciences,
EUA) ~11mg/ml e suspenséao de células foram misturadas em proporgao volumétrica
de 35:1, a 4°C. Ap6s homogeneizagao breve da mistura, aliquotas (175ul/pogo) foram
rapidamente adicionados em pocos de placa de cultura de 24 pogos. As placas foram
levadas a estufa de CO2 a 37°C por 1 hora, para permitir polimerizacdo da matriz,

antes da adicdo de meio de cultura completo (500uL/pogo). Células em Matrigel
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(Figura 5) foram cultivadas por 7 dias, com renovagao de meio de cultura completo a

cada dois dias.
3.3.3 Dissociagéo de Matrigel e coleta de células

Para a coleta das células em Matrigel, todas as etapas foram realizadas a 4°C.
Apds remogao do meio de cultura, o Matrigel foi lavado trés vezes com PBS gelado.
Aliquota (500uL) de solugédo ndo enzimatica (Cell Recovery Solution, Corning®, EUA)
foi adicionada aos pogos e o Matrigel foi triturado mecanicamente com auxilio de
ponteira. O conteudo do poco foi coletado e adicionado em microtubo previamente
lavado com solugédo de albumina sérica bovina (BSA, Amresco®, EUA) 0,5% (m/v) em
PBS, com intuito de prevenir a adesao celular a superficie do microtubo. Os tubos
foram mantidos sob leve agitagado e monitorados a cada 15 minutos para confirmagéao
da dissolugéao/despolimerizagdo do Matrigel. Apds dissolvicao completa do Matrigel
(~1 hora), as células foram centrifugadas a 800rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado, o pellet de células foi lavado com PBS 1X e centrifugado, sendo esta
etapa realizada mais duas vezes. O pellet resultante foi utilizado em experimentos

subsequentes.
3.3.4 Expanséo de células em géis de Col |

O cultivo em géis de densidades variadas de Col | busca mimetizar o
progressivo acumulo de Col | do estroma mamario durante desenvolvimento do cancer
de mama. Utilizamos géis com densidade de Col | igual a 1,5 (Baixa Densidade; BD),
3,0 (Média Densidade; MD) e 4,5 (Alta Densidade, AD) mg/ml, cuja rigidez
corresponde a da glandula normal, tumor localizado e tumor invasivo, respectivamente
(PASZEK et al., 2005; LEVENTAL et al., 2009).

Os géis de Col | foram produzidos a partir de solugdo estoque comercial de
colageno tipo | extraido de cauda de rato (Corning® Collagen |, High Concentration,
Rat Tail, cat. 354249, EUA), que possui concentragdo variavel (8-11mg/ml), de acordo
com o lote. Os géis foram compostos de tampao de reconstituicao, para manutencao
de pH fisioldgico (7,2-7,4), meio DMEM/F-12, para fornecimento de nutrientes basicos
(glicose, aminoacidos, vitaminas) e Col | de cauda de rato. Inicialmente, tampao de
reconstituicdo 10X (Bicarbonato de Sddio 0,26M, HEPES 0,2M; pH 7,2) foi misturado
a meio DMEM/F-12 10X e homogeneizado brevemente. Em outros tubos, Col |

estoque foi diluido em volumes diferentes de acido acético 0,02M, para variagao da
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concentracao final de Col I. O Col I diluido foi entdo adicionado e homogeneizado a
mistura de tampéao de reconstituicao e DMEM/F-12, em proporcao volumétrica final de
8:1:1. Ap6s breve homogeneizagao, aliquotas (175ul) foram rapidamente adicionadas
em pocgos de placa de cultura de 24 pogos. Em seguida, as placas foram levadas a
estufa de CO2 a 37°C por 1 hora, para permitir polimerizagdo da matriz. Mesmo apos
a polimerizagdo dos géis, algumas células migram e aderem ao fundo da placa,
constituindo um modelo parcialmente tridimensional de cultura celular. Para prevenir
esse evento, os géis polimerizados foram deslocados do fundo da placa com auxilio
de uma ponteira, anteriormente a adicdo meio de cultura completo (500uL). Os géis
de Col | suspensos (Figura 5) foram cultivados por 7 dias, com renovagao de meio de

cultura a cada 2 dias.
3.3.56 Dissociagéo de géis de Col | e coleta de células

Apos remocgao do meio de cultura, os géis foram lavados trés vezes com PBS
1X e divididos em pequenos pedagos com auxilio de estilete estéril. Os géis
fragmentados foram adicionados em microtubos contendo 500uL de solugédo de
enzima colagenase tipo | (Worthington-Biochem®, EUA) 2mg/ml em meio de cultura
completo, a 37°C. Os géis foram agitados a 37°C, sendo ressuspendidos a cada 10
minutos com auxilio de ponteira, para auxiliar em sua fragmentacao. Apods dissociagcao
completa dos géis (~30 minutos), as células foram centrifugadas a 800rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado, o pellet de células foi lavado com PBS 1X e
centrifugado, sendo esta etapa repetida mais duas vezes. O pellet resultante foi

utilizado em experimentos subsequentes.
3.3.6 Suspenséo (Mamoesferas)

Quando cultivadas em superficies ndo aderentes e com meio suplementado
com fatores de crescimento definidos, algumas células epiteliais mamarias proliferam
e originam coldnias suspensas de células em formato esférico, denominadas
mamoesferas. A capacidade de geracdo de mamoesferas é atribuida a células nao
diferenciadas e com fendétipo tronco (DONTU et al., 2003). Neste contexto, o ensaio
de formacgao de mamoesferas é comumente utilizado para enriquecimento do fenétipo
tronco tumoral, bem como avaliacdo deste fendtipo em determinada populacao

celular.
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Pellets de células obtidos de superficie 2D (segéo 3.3.1) ou géis de Col | (3.3.5)
foram ressuspendidos em meio DMEM/F-12. As células foram desagregadas
mecanicamente, com auxilio de seringa com agulha de calibre 26G (BD Biosciences®,
EUA). A suspensao foi aspirada e expelida pela seringa, de 1 a 3 vezes, a depender
do grau de agregacio celular observado ao microscépio apos cada repeticdo do
processo. A suspensao de células individualizadas foi centrifugada a 800rpm por 5
minutos. O pellet resultante foi ressuspendido em meio de cultura de mamoesferas,
contendo fator de crescimento de fibroblasto basico (bFGF) 20ng/mL, fator de
crescimento epidermal (EGF) 20ng/mL (Sigma®, EUA), suplemento B-27™ (Gibco®,
EUA) 1X e Penicilina-Estreptomicina 100U-ug/mL em meio DMEM/F-12. Aliquotas de
2mL contendo 5x1032 células foram adicionadas a pogos de placas de 6 pogos de baixa
adesao celular (Costar® Ultra-Low Attachment Plate, Corning®, EUA). As placas
foram incubadas em estufa de CO2 e mantidas por 10 dias sem qualquer tipo de
manipulacado, de modo a prevenir a formacao de esferdides por agregacao celular e

que poderiam ser confundidos com mamoesferas.
3.3.7 Dissociagdo das mamoesferas e coleta de células

Apos cultivo, mamoesferas foram coletadas e adicionadas em tubo conico. Os
pocos foram posteriormente lavados com PBS 1X para coleta de eventuais
mamoesferas remanescentes. As mamoesferas foram centrifugadas a 400rpm por 5
minutos e o pellet resultante foi ressuspendido em Tripsina. Apds agitagao (5 minutos,
37°C), a suspensao de células foi dissociada mecanicamente com auxilio de seringa
acoplada a agulha 26G. Em seguida, a suspenséo celular foi passada por um filtro
estéril de poro 40um (Cell Strainer, Corning®, EUA) acoplado a tubo cénico. Por fim,
a suspensao de células individualizadas foi centrifugada (800rpm, 5 minutos) e o pellet

resultante utilizado em experimentos subsequentes.
3.4 Analise dos niveis da subpopulagado de CTT CD44*CD24- por citometria de fluxo

Células foram adicionadas a placas de 60mm (superficie 2D; 5x103 céls/placa)
ou pogos de placa de 24 pogos (Matrigel e géis de Col I; 25x103 céls/gel). O inéculo
de células ideal para ambientes 2D e 3D foi determinado para se atingir
subconfluéncia apds cultivo por 7 dias nos diferentes modelos. As células foram
coletadas, dissociadas, contabilizadas e aliquotas de suspensao celular (2x10° céls)

foram adicionadas a dois microtubos e centrifugadas (11000 rpm, 20 segundos, 18°C).
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O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em tampao de marcagao,
composto de BSA 0,5% (m/v) em BSA. Apds duas repeticdes da ultima etapa, foi
adicionada a um dos microtubos uma mistura de anticorpos anti-CD44 conjugado ao
fluorocromo FITC (cat. 555478, BD Biosciences, EUA) e anti-CD24 conjugado ao
fluorocromo PE (cat. 555428, BD Biosciences, EUA), ambos em diluicdo 1:50. Outro
microtubo recebeu apenas o diluente dos anticorpos (PBS-BSA 0,5%), sendo
considerado o controle negativo e utilizado na determinagdo da autofluorescéncia
celular. Dois microtubos adicionais, contendo beads magnéticas (BD™ CompBead,
EUA), receberam apenas um dos dois anticorpos e foram utilizados para
compensacao dos lasers do citdbmetro. Todos os microtubos foram incubados por 20
minutos, a 4°C e abrigo da luz. Depois, as células foram lavadas e centrifugadas com
tampéao de marcacao, por trés vezes. Por fim, os pellets de células foram fixados com
tampdo de marcacdo contendo Paraformaldeido 2% (m/v) e armazenados em
geladeira por 1 a 5 dias, até o momento da analise. As amostras foram lidas em
citbmetro de fluxo BD FACSCalibur™ (BD Biosciences, EUA) do Centro de Facilidade
Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa (CEFAP-USP). Os ajustes de /asers do
equipamento e leitura das amostras foram feitas em workstation software
FACSDIVA™ (BD Biosciences, EUA), sob supervisdo do técnico responsavel. Os
softwares FlowJo v8.7 (LLC, EUA) e FCSalyzer v.0.9.13-a (Dr. Sven Mostbdck,
Boehringer Ingelheim®, Alemanha) foram utilizados na compensacao final e

determinagao dos quadrantes populacionais.

3.5 Andlise da expressao génica de marcadores associados ao fendtipo tronco

tumoral
3.5.1 PCR array

Ap0ds cultivo por 7 dias, o RNA total de células em superficie 2D (5x103/placa)
e géis de Col | (25x103/gel) foi extraido e isolado por meio do kit RNeasy Mini (Qiagen,
EUA), de acordo com protocolo do fabricante. Células em géis de Col | foram
inicialmente coletadas para extracao do RNA. A quantificagdo do RNA total foi
realizada por leitura de absorbancia em 260nm e 280nm no espectrofotémetro Epoch
(BioTek, EUA) e a integridade do RNA e eventual contaminagdo com DNA genémico
(gDNA) foi verificada através de corrida em gel de agarose e analise de bandas em
transiluminador UV BioDoc-It (UVP, EUA). O DNA complementar (cDNA) foi

sintetizado com o kit RT2 First Strand e misturado com RT2 SYBR Green mastermix.
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A mistura foi adicionada aos pogos das placas do kit RT? Profiler™ PCR Array Human
Cancer Stem Cells (cat. 330231, Qiagen, EUA). Basicamente, o PCR array consiste
de placa com 96 pogos contendo: primers (1 par/pogo) para amplificagédo de genes
associados ao fendtipo tronco tumoral (84 pogos) e genes de controle endégeno (5
pocos); controle de contaminagdo com gDNA (1 poco); controles de transcrigdo
reversa (3 pogos) e reacao de PCR positiva (3 pogos). A reacéao foi lida em sistema
de PCR em tempo real (qQPCR) StepOnePlus™ (ThermoFisher®, EUA) de acordo com
recomendagdes do fabricante do PCR array para este equipamento. Os dados obtidos
foram carregados em site de analise (PCR Array Data Analysis Web Portal, Qiagen),
sendo a expressao génica dos 84 genes de interesse normalizada em relacdo a média
aritimética da expressado dos genes de controle endégeno (ACTB, B2M, GAPDH,
HPRT1, RPLPO). O heatmap da expressdo génica e agrupamento dos genes
baseados em semelhanga da modulagdo de expressao também foram gerados por

meio da plataforma online de analise.
3.5.2 Validagcao por RT-gPCR

Cultivo celular, extracdo e analise do RNA total foram realizados conforme
descrito na secao anterior. Em seguida, o cDNA foi sintetizado a partir de 0,5ug de
RNA total com o kit QuantiNova™ Reverse Transcription (Qiagen, EUA), de acordo
com instrugdes do fabricante, e entdo amplificado com o kit Power SYBR Green PCR
Master Mix (ThermoFisher Scientific, EUA) e primers especificos (Quadro 2) em

sistema de qPCR StepOnePlus.

Quadro 2 - Lista de primers utilizados para RT-gPCR

Gene alvo Sequéncia Forward (5'-3’) Sequéncia Reverse (5'-3’) Pr(ctn)c:)L;to
NANOG TTTGTGGGCCTGAAGAAAACT | AGGGCTGTCCTGAATAAGCAG 116
POU5F1/0CT4 | GTGTTCAGCCAAAAGACCATCT GGCCTGCATGAGGGTTTCT 156
SNAI1 TAGCGAGTGGTTCTTCTGCG TTAGGCTTCCGATTGGGGTC 114
GAPDH ACCCACTCCTCCACCTTTGA CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT 101

Inicialmente, a concentracéo ideal dos pares de primers e sua eficiéncia foi
determinada. Foi escolhida a menor concentracdo de primers que ndo resultou em
formagao de dimeros e nao diferiu significativamente da amplificagdo nas demais
concentragdes. Posteriormente, a concentragao ideal de primers foi testada com

diluigdes seriadas de cDNA, gerando curva-padrao cujo coeficiente angular da reta (a)
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foi utilizado na determinagao da eficiéncia de amplificacao (e) seguindo-se a formula
e=10-12, A expressdo génica relativa foi calculada de acordo com o método de Pfaffl
(PFAFFL, 2001) (Figura 6) utilizando GAPDH como controle enddégeno para a

normalizagao dos niveis de RNA mensageiro (mMRNA).

(Ealvo ) ACt2D-Col )

E-
(Eendo ) A Ct(2D-Col

Figura 6 - Formula para calculo da expressao génica relativa. E; = expressao relativa (2D/Col |);
Eano = Eficiéncia do gene alvo; Eendo = Eficiéncia do gene enddgeno; A Ct = Variagéo de Cycle threshold'
entre amostras de 2D e Col |, referente ao gene alvo (numerador) e endégeno (denominador).

3.6 Andlise da expressao proteica de marcadores associados ao fenotipo tronco

tumoral

3.6.1 Lista de anticorpos utilizados (ordem alfabética)

Quadro 3 - Lista de anticorpos utilizados em Imunofluorescéncia (IF) e Immunoblotting (IB)

Diluicao
Anticorpos (Anti-) Espécie Fonte Ne de catalogo B IF
2D, ME| Coll
B-Actina Camundongo|  Santa Cruz sc-47778 1:2000
CD44 Camundongo| Cell Signaling #3570 1:1000 | 1:200 | 1:100
E-caderina Camundong Cell Signalling #14472 1:1000 | 1:200 | 1:100
Santa Cruz sc-8426 1:500 | 1:100 | 1:50
Integrina-a6 Coelho Cell Signaling #3750 1:1000
Ki-67 Coelho Cell Signaling #12202 1:200
Mouse IgG (H+L), ThermoFischer . .
Alexa Fgluof' 568) Cabra Scientific A-11004 1:500 | 1:250
Mouse IgG (HL)-HRP Cabra Bio-Rad #172-1011 1:3000
NANOG Coelho Cell Signaling #3580 1:1000 | 1:100 | 1:50
PCNA Camundongo|  Santa Cruz sc-56 1:200
PP2A Camundongo|  Santa Cruz sc-374380 1:500
Rabbit IgG (H+L), ThermoFischer . .
Alexa Fgluo(r 568) Cabra Scientific A-11011 1:500 | 1:250
Rabbit IgG (HL)-HRP Cabra Bio-Rad #172-1019 1:3000
REa Camundongo|  Santa Cruz sc-8002 1:1000 | 1:100 | 1:50
SAV1 Camundongo|  Santa Cruz sc-374366 1:500
Sox2 Coelho Cell Signalling #3579 1:500 | 1:100 | 1:50
WBP2 Camundongo|  Santa Cruz sc-514247 1:500
Santa Cruz sc-271134 1:500 | 1:100 | 1:50
YAP Camundongo|  Santa Cruz sc-376830 1:500 | 1:100 | 1:50
Cell Signaling #12395 1:1000 | 1:100 | 1:50
3.6.2 Immunoblotting

Células foram cultivadas por 7 dias em superficie 2D (5x108 céls/placa) e géis
de Col | (25x103 céls/gel), ou 10 dias em suspensao (5x103 céls/pogo). Todo o
"Numero do ciclo no qual a fluorescéncia gerada dentro de uma reagéo ultrapassa o limiar (threshold)

de fluorescéncia, que é significativamente superior ao ruido (background). E inversamente proporcional
ao nivel de expressao relativa do gene de interesse.
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processo de extragdo e coleta de proteinas foi realizado a 4°C e com reagentes
refrigerados. Células em superficie 2D foram lavadas trés vezes com PBS 1X e em
seguida lisadas com tampéao de lise RIPA (Cloreto de Sédio 150mM, NP-40 1,0% vl/v,
Deoxicolato de Sédio 0,5% m/v, Dodecil sulfato de sddio 0,1% m/v em Tris 50 mM pH
8,0). O fundo das placas foi raspado com auxilio de Cell Scraper (Greiner Bio-One,
Austria) e o lisado foi transferido para microtubo. No caso de géis de Col |, os mesmos
foram coletados, pressionados levemente contra parede dos pogos para remogao de
excesso de meio de cultura, e lavados trés vezes com PBS 1X. Em seguida os géis
foram brevemente centrifugados (11000rpm, 10 segundos, 4°C) para remocao de
excesso de PBS 1X. Os géis foram transferidos para microtubos contendo tampao de
lise, triturados com auxilio de ponteira com ponta afiada e mantidos em gelo.
Mamoesferas (ME) foram coletadas e centrifugadas (1000rpm, 3 minutos, 4°C). O
pellet foi ressuspendido em PBS 1X gelado, homogeneizado e centrifugado
(11000rpm, 10 segundos, 4°C). Apds duas repeticdes da ultima etapa, o pellet de ME

fol ressuspendido em tampao de lise e transferido para microtubo.

Todos os microtubos foram mantidos sob agitagdo por 20 minutos, sendo
vortexados a cada 5 minutos para facilitar a lise celular. Por fim, os lisados foram
centrifugados (11000rpm, 20 minutos) e o sobrenadante (extrato proteico) foi coletado.
A concentracao proteica dos lisados de células em 2D e ME foi determinada com kit
Pierce™ BCA Protein Assay (ThermoFisher, EUA), conforme protocolo do fabricante.

Esta etapa foi omitida para lisados de Col I, pela interferéncia deste no ensaio.

Inicialmente, 15ug-30ug (2D, ME) ou 20%-40% do volume de lisado (Col I)
foram aliquotados em microtubos e misturados a tampao de corrida 10X (Tris-base
0,5M, Dodecil Sulfato de Sédio 0,87M e Azul de Bromofenol 0,3mM em solugdo 70%
glicerol/30% agua, pH 6,8) e B-mercaptoetanol (5% do volume final). As amostras
foram aquecidas por 10 minutos a 95°C e suas proteinas foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE 10%). Depois, as proteinas do
gel foram transferidas para membranas de nitrocelulose de 0,45um (Bio-Rad, EUA)
em aparelho Trans-Blot® SD Semi-Dry (Bio-Rad, EUA). As membranas foram
marcadas com Ponceau 1% (m/v), fotografadas, lavadas por 10 minutos com tampao
tris salino TBS-T (tamp&o TBS com Tween® 20 0,1% v/v) e incubadas por 1 hora em
tampao de bloqueio (Leite em p6 desnatado 5% m/v em TBS-T). As membranas foram

incubadas (overnight, 4°C, sob agitagdo) com anticorpo primario de interesse diluido
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em tampao de bloqueio. Apés 4 lavagens em TBS-T (5 minutos/cada), as membranas
foram incubadas (1 hora, 23°C, sob agitagdo) com anticorpo secundario adequado
diluido em tampédo de bloqueio. Apds lavagens com TBS-T, as membranas foram
incubadas por 5 minutos com substrato Clarity™ Western ECL (Bio-Rad, EUA) e as
bandas foram detectadas em fotodocumentador MF-ChemiBIS 3.2 (DNR Bio-Imaging,
EUA). As membranas foram lavadas e armazenadas ou, para remarcagoes,
inicialmente agitadas por 20 minutos a 37°C em solugcado de stripping Restore™
(ThermoFischer, EUA), lavadas com TBS-T e submetidas ao bloqueio. A analise
densitométrica das bandas de interesse foi realizada em software Fiji (SCHINDELIN
et al., 2012).

3.6.3 Imunofluorescéncia

Células foram cultivadas por 7 dias em laminulas de vidro de didmetro 13mm
(100 céls/laminula) e géis de Col | (1x103 céls/gel), ou 10 dias em suspensdo (5x103
céls/pogo). O processo de imunomarcagao das células nos trés modelos de cultura foi
feito de forma distinta, considerando aspectos como densidade celular (ME>2D, Col
I) e acesso dos componentes dos reagentes as células (2D, ME>Col |). Em comum,
todos as etapas foram realizadas a temperatura ambiente, exceto durante incubacao
com anticorpo primario e bloqueio de géis de Col | (4°C, overnight). Para géis de Col
I, todas as etapas foram realizadas sob agitagdo. Cada lavagem dos géis também foi
prolongada (10 minutos) em relacao a de laminulas e ME (5 minutos). Etapas a partir
da adicdo de anticorpo secundario foram realizadas ao abrigo da luz. Controle
negativo consistiu na omissao do anticorpo primario durante a marcagao e foi utilizado
em todos os modelos. Eventualmente, a marcacao nuclear por DAPI foi substituida
pela de Hoechst 33342 (ThermoFisher, EUA) ou Sytox® Green (Molecular Probes,
EUA).

Laminulas de vidro (superficie 2D) foram lavadas com PBS 1X, fixadas
(Paraformaldeido 4% m/v) por 10 minutos, lavadas e permeabilizadas com solugao de
Triton X-100 (Sigma, EUA) 0,2% (v/v) em PBS 1X. Depois, foram incubadas por 1 hora
sob agitacdo em tampao de bloqueio, contendo BSA 1% (m/v), Triton X-100 0,2%
(v/v), azida de sédio 0,05% (m/v) e Soro de cabra (KPL, EUA) 10% (v/v) em PBS 1X.
Em seguida, as laminulas foram incubadas com anticorpo primario em tampao de
bloqueio, lavadas (3x) com PBS-T e incubadas com anticorpo secundario em tampao

de bloqueio por 1 hora, sob agitagdo. Apds lavagens com PBS-T (3x) e agua destilada
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(1x), as laminulas foram montadas em ladminas de vidro com meio de montagem
SlowFade® Gold ou ProLong® Gold com ou sem DAPI (ThermoFisher, EUA) e

seladas com esmalte.

Géis de Col | foram lavados, fixados (15 minutos), incubados com Glicina 0,15M
(10 minutos), lavados, permeabilizados com Triton X-100 0,5% (15 minutos) e
incubados em solugao de bloqueio. Depois, os géis foram divididos em 4 ou 6 partes
iguais e cada fragmento foi incubado com um anticorpo primario. Apos lavagens (6x)
com PBS-T, fragmentos foram incubados com anticorpo secundario, lavados com
PBS-T (6x) e agua destilada (1x), montados sobre lamina com meio de montagem e

cobertos com laminula de vidro, que foram posteriormente seladas.

Mamoesferas (ME) foram coletadas com ponteira com ponta cortada e
adicionadas em microtubo, ambos previamente lavados com PBS-BSA 0,5%. Apds
centrifugacao (500rpm, 5 minutos), o pellet foi ressuspendido em PBS 1X e aliquotas
(~25uL) foram pipetadas em areas sobre lamina de vidro demarcadas com caneta
hidrofébica (Super PAP Pen). As laminas foram secadas em estufa (37°C, 5 minutos),
fixadas (10 minutos), incubadas com Glicina 0,15M (10 minutos), permeabilizadas
com Triton X-100 0,5% (15 minutos), lavadas (2x) e incubadas em tampdo de
blogueio. Depois, essas laminas foram incubadas com anticorpos primarios, lavadas
com PBS-T (3x), incubadas com anticorpo secundario, lavadas com PBS-T (3x),

montadas com meio de montagem e laminula de vidro e posteriormente seladas.

Imagens foram adquiridas em microscopio de fluorescéncia Axio Vert A.1 e
microscopio Axio Observer Z.1 com sistema de fluorescéncia de reflexao interna total
(TIRF; Carl Zeiss, Alemanha), ambos operados pelo software Zen Blue 2.0 e
localizados no CEFAP-USP. Imagens foram adquiridas e posteriormente processadas
para analise quantitativa da positividade de marcacdo ou intensidade média de
fluorescéncia (IMF) de alguns marcadores. As imagens sequenciais (z-stacks) obtidas
pelo TIRF foram processadas para reduzir distorgoes, por meio do Fiji (SCHINDELIN
et al., 2012). Inicialmente, o plugin PSF generator (Ecole polytechnique fédérale de
Lausanne, EPFL, Suiga), gerou uma fungcao de propagacédo de ponto (PSF), que
consiste basicamente em representacao 3D de um objeto ao microscopio. Este PSF
tedrico foi utilizado para deconvolugdo das imagens por meio do plugin
DeconvolutionLab2 (EPFL, Suiga), utilizando-se o algoritmo Richardson-Lucy Total

Variation.
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Para andlise de marcagéao positiva para Ki-67 e PCNA, o filtro gaussian blur foi
utilizado para melhor determinagédo da area ocupada por nucleos positivos, seguido
da aplicagao de autothreshold para identificacdo destes. Em seguida, para otimizar a
segmentacao nuclear, a fungdo watershed foi aplicada. Por fim, a fungcdo analyze
particles foi acionada para geracao de lista contendo numero total de nucleos positivos
identificados. Este valor foi dividido pelo numero total de nucleos identificados no canal
referente a marcacao nuclear (DAPI/Hoechst 33342). Para o caso de marcadores
nucleares associados a CTT (Nanog, Sox2, YAP, REq), os nucleos foram delineados
manualmente e a intensidade média de fluorescéncia (IMF) dos marcadores nestas
areas foi derterminado. Para marcadores de jungdes celulares (CD44 e E-caderina),
o background foi reduzido de forma a destacar estas, com exclusao da marcagao
superficial difusa e de baixa intensidade. Em seguida, a funcado autothreshold foi
utilizada e as regides de interesse identificadas (ROIs) pela fungao analyze particles
foram combinadas para geracéo da area total ocupada por jungdes. A IMF desta area,
referente a um esferdide celular, foi determinada para cada uma das imagens

analisadas.

3.7 Analise do potencial clonogénico de células cultivadas previamente em superficie
2D e géis de Col |

Células MDA-MB-231 previamente cultivadas em superficie 2D (5x103
céls/placa) ou géis de Col | (25x103 céls/gel) foram coletadas, dissociadas e as
suspensdes de células individuais foram plaqueadas em baixa densidade (250
células) em placas de cultura 60 mm e cultivadas durante 21 dias, com reposigdo do
meio de cultura completo a cada 3 dias. Apds descarte do meio, as células foram
lavadas com PBS 1X, fixadas com Paraformaldeido 10% (m/v) por 10 minutos e
coradas com solugao de cristal violeta 0,1% (m/v) em metanol 20% (v/v) durante 2
minutos. Depois, foram lavadas cuidadosamente com agua destilada e secadas
overnight a temperatura ambiente. As imagens digitais das col6nias foram adquiridas
utilizando o sistema de imagem BioDoc-It (UVP, EUA) e em seguida contabilizadas
no software Fiji (SCHINDELIN et al., 2012) apds subtracao de background, selegao
de area da placa e aplicacao de threshold adequado para segmentacao das colénias
(CAl et al., 2011).

3.8 Analise do potencial de autorrenovacido de células cultivadas previamente em

superficie 2D e géis de Col |
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Células MDA-MB-231 previamente cultivadas em superficie 2D (5x103
céls/placa) ou géis de Col | (25x103 céls/gel) foram coletadas, dissociadas e as
suspensodes de células individuais foram cultivadas em suspensao para geragao de
mamoesferas (ME), conforme descrito anteriormente (segéo 3.3.6). Fotomicrografias
de pelo menos 25 campos utilizando lente objetiva de menor aumento (4X) por pogo
foram feitas. A quantificagdo e analise dos parametros de area e didmetro das ME
foram feitas no software Fiji (SCHINDELIN et al., 2012). Para tanto, o background das
imagens foi reduzido e o filtro gaussian blur foi utilizado para auxiliar na segmentacao
das ME. Em seguida, o autothreshold foi selecionado e a fungao analyze particles foi
acionada para contagem e determinacdo da area e didmetro das ME. Foram
consideradas apenas particulas (ME) com mais de 50um de didmetro e circularidade

maior do que 0,5 (faixa: 0-1), com o objetivo de excluir agregados celulares.

3.9 Andlise da morfologia celular e arquitetura fibrilar de Col | por imageamento de

células vivas e reflectancia confocal
3.9.1 Imageamento

Células MDA-MB-231 foram incorporadas em géis de Col | (250 céls/gel) e
plagueadas em pogos de placas de 24 pogos com fundo de vidro (Glass Bottom
Culture Plates, MatTek, USA). Apés cultivo por 7 dias, as células foram coradas com
o corante CellTracker™ Green (ThermoFisher, USA) de acordo com protocolo
previamente publicado (UEDA et al., 2004). Em resumo, apds descarte do meio de
cultura e lavagens (2x) em meio DMEM/F-12, os géis foram corados com solugéo do
corante diluida (25uM) em DMEM/F-12. Apos incubacéao por 45 minutos em estufa de
COz2 a 37°C, o corante foi descartado e os géis foram lavados (2x) em meio DMEM/F-
12 e retornados a estufa de CO2 apds adigdo de meio de cultura completo. Para
imageamento, parte do meio de cultura dos géis foi retirado com o intuito de permitir
a deposicao dos géis no fundo do pogo, dotada de laminula de vidro ideal para o

imageamento.

As imagens foram feitas em microscopio confocal de varredura a laser Zeiss
700 em Axio Observer.Z1 invertido (Carl Zeiss, Alemanha) e equipado de incubadora
com regulagao de temperatura (37°C), teor de CO2(5%) e umidade, para manutengao
do ambiente adequado ao imageamento de células vivas. O microscépio possui beam

splitter principal intercambiavel, que possibilita o imageamento sequencial por
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fluorescéncia (células) e reflectancia (Col 1). Para aquisi¢ao da reflectancia confocal,
as amostras foram iluminadas através de espelho dicroico 80/20 com /aser de baixa
poténcia, que foi refletido de fibras coldgenas e detectado por tubo fotomultiplicador
(PMT) (KRANING-RUSH et al., 2012). Foi utilizada lente 40X de imersao em agua (C-
Apochromat 40/1.2 W Corr, Zeiss) para aquisicdo de z-stack (0.31um x 0.31um X
0.95um; x y z ), especificamente da regido central dos géis, com baixa densidade

celular e distanciada da extremidade inferior.
3.9.2 Analise da morfologia celular e microarquitetura fibrilar de Col |

Para analise de parametros descritivos da morfologia celular, as imagens foram
abertas em software Fiji (SCHINDELIN et al., 2012), background foi reduzido e a
superficie de cada célula foi delimitada manualmente por meio da ferramenta wand
(tracing) tool apos conversao do z-stack em projecao maxima (Max Intensity
ZProjection). Depois, cada célula foi identificada como uma regido de interesse (ROI)
e diversos parametros morfoldgicos foram obtidos apds ativagao da fungdo measure.
Parametros descritivos fibrilares de Col | foram obtidos por meio do software CT-FIRE,
conforme instru¢ées encontradas em seu manual. CT-FIRE é uma ferramenta
direcionada a extracdo automatica de fibras de Col individuais de imagens, para
avaliacdo quantitativa de diversos parametros como comprimento, espessura e
linearidade (BREDFELDT et al., 2014). Alternativamente, a area porosa dos géis foi
determinada a partir de analise no Fiji (SCHINDELIN et al., 2012). Ap6s conversao do
z-stack em projecdo maxima, a fungado autothreshold foi utilizada para segmentar a
area fibrilar da imagem. A area ocupada pelo restante da imagem (background) foi

designada como area porosa (Area porosa = Area total — Area fibrilar).
3.9.3 Identificacdo da distribuicdo angular das fibras de Col |

O método descrito por Franco-Barraza e colaboradores foi utilizado para
analise da orientagdo angular das fibras de Col | (FRANCO-BARRAZA et al., 2016).
As imagens foram abertas no software Fiji (SCHINDELIN et al., 2012) e processadas
em seu plugin Orientationd (REZAKHANIHA et al., 2012). A fungdo Dominant Direction
do plugin foi utilizada para determinar o angulo fibrilar mais observado na imagem (
moda). Depois, a fungao Distribution do plugin foi empregada para gerar grafico xy do
numero de objetos (fibras) encontradas (y) para cada orientagdo/angulo entre -90° e

+90° (x). A fungao Analysis foi utilizada em seguida para atribuir tonalidades (hue) aos
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angulos das fibras identificadas, com o angulo 0° representado pela cor ciano. Em
seguida, os resultados foram exportados para o Microsoft Excel e os angulos foram
corrigidos pela subtragdo do angulo encontrado em Dominant Direction (moda) e
posteriormente para retornarem a faixa de -90° a +90°. Apds essa normalizagao, as
orientagdes angulares de todas as imagens passaram a apresentar o angulo de Q°
como o mais frequente (moda). Em seguida, as imagens de tonalidade (hue) foram
normalizadas no software Photoshop CC (Adobe Systems, EUA) para que

apresentassem a faixa angular normalizada (i.e. 0° = ciano).
3.9.4 Grau de alinhamento das fibras de Col |

A anisotropia (dependéncia direcional) das fibras de Col | foi avaliada conforme
descrito anteriormente (WANG et al., 2018). Basicamente, a distribuigdo de orientagao
angular das fibras foi aproximada a uma distribuicdo normal (Gaussiana), por meio do
software GraphPad Prism v.7 (GraphPad, EUA). A razao entre a altura maxima (Alt.
Max.) e largura total & média altura (LTMA=2.355x0 ; 0 = desvio padréo) da Gaussiana
foi utilizada como razéo anisotrépica. A proporcao de fibras com angulos proximos a
0° (moda) foi determinada dividindo-se a quantidade total de fibras em intervalos de
100 (-5° a +5°), 200 (-10° a +10°) e 30° (-15° a +15°) pela quantidade total de fibras
encontradas em cada imagem (FRANCO-BARRAZA et al., 2016).

3.10 Andlise estatistica

O software GraphPad Prism v.7 foi utilizado para analise estatistica. Teste
ANOVA de uma via foi utilizado na comparagao entre trés ou mais grupos, com uma
variavel sob consideragao, seguido de teste de comparag¢des multiplas de Bon Ferroni.
Teste ANOVA de duas vias foi utilizado na comparagao de trés ou mais grupos, com
duas variaveis sob consideragao, seguido de teste de comparagées multiplas de
Tukey. Para ambos, um valor de p<0,05 foi considerado como estatisticamente
significativo. Nos resultados apresentados abaixo, a auséncia de indicagao grafica (*)

indica auséncia de diferenga estatisticamente significativa entre os grupos.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise dos niveis da subpopulagao de fendtipo tronco CD44*CD24- em linhagens

células mamarias cultivadas em matrizes tridimensionais e superficie 2D

Inicialmente, avaliamos os niveis da subpopulagdo de fendtipo tronco
CD44+*CD24- por citometria de fluxo, apos cultivo das linhagens celulares MCF-10A,
MDA-MB-231 e MCF-7 em superficie 2D, Matrigel e Col I.

Observamos que as linhagens apresentaram niveis variaveis da subpopulacao
de interesse (Figura 7). A analise quantitativa indicou niveis semelhantes dessa
subpopulagéo entre os grupos avaliados, tanto para a linhagem MCF-10A quanto para
a MCF-7 (Figura 8). Em contrapartida, a linhagem MDA-MB-231 apresentou maior
proporcao de células CD44+*CD24- em géis de alta e média densidades de Col |, em
comparagao a baixa (Figura 8). Devido a essas observagoes, optamos por prosseguir
0s ensaios apenas com as linhagens tumorais MDA-MB-231 e MCF-7, sem o modelo

de cultura em Matrigel.
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Figura 7 - Analise por citometria de fluxo dos niveis da subpopulagdo CD44*CD24" em linhagens
celulares mamarias cultivadas em ambiente bidimensional (2D) de placa de cultura, géis de baixa
(BD), média (MD) e alta (AD) densidade de Col I, além de Matrigel. Linhagens celulares (MCF-10A,
MCF-7 e MDA-MB-231) foram cultivadas durante 7 dias em superficie 2D ou matrizes 3D, coletadas,
fixadas e imunomarcadas com CD44-FITC e CD24-PE. Quadrantes dos graficos dot-plot demarcam
subpopulagbes com marcagdo negativa e positiva para uma ou ambas as moléculas analisadas.
Destaque para o quadrante inferior direito (Q3), contendo a subpopulagao de interesse (CD44*CD24-).
Cada linhagem celular apresenta uma intensidade especifica de autofluorescéncia, resultando em
divisdo igualmente especifica dos quadrantes.
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Figura 8 - Andlise quantitativa dos niveis da subpopulagcdo CD44*CD24". Analise referente ao
ensaio de citometria de fluxo, cujo resultado representativo encontra-se na Figura 7. Graficos de barras
apresentam a média + erro da média de pelo menos trés experimentos independentes. (Teste ANOVA
de uma via seguido de pos teste de Bonferroni, * p <0,05).
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4.2 Avaliagado da expressédo de genes relacionados ao fenétipo tronco tumoral em
células MDA-MB-231

Técnicas de alto rendimento séo ideais para avaliar os diversos componentes
moleculares que regulam as propriedades funcionais das CTT. Com base nisso,
avaliamos a expressao génica de dezenas de genes relacionados ao fendtipo tronco
tumoral na linhagem MDA-MB-231, por meio de kit de PCR array (RT? Profiler,
Qiagen).

Dos 84 genes analisados pelo array, 29 apresentaram expressdo modulada
pelo cultivo em Col |. Desses 29 genes, 13 apresentaram expressao reduzida e 16
apresentaram expressdo aumentada, em relagao ao cultivo em superficie 2D (Figura
9A). Dentre os genes regulados positivamente estdo os marcadores classicos de
pluripoténcia (NANOG, LIN28A, POU5F1/0CT4). Entretanto, os géis de diferentes
densidades de Col | modularam a expressao génica de forma semelhante, indicando
que tal modulacao independe da densidade de Col I. Posteriormente, selecionamos
para validacédo por RT-gPCR genes com altos indices de variagdo de expressao,

menores valores de Ct e relevancia para o campo de estudo.

Células MDA-MB-231 cultivadas em géis de Col | apresentaram niveis maiores
de NANOG em comparagdao as cultivadas em superficie 2D. Os niveis de
POU5F1/0CT4 nao foram modulados pelo cultivo em Col | e menor expressao de
SNAI1 foi observada em baixa densidade de Col | (Figura 9B). Células em diferentes

densidades de Col | apresentaram niveis semelhantes dos genes avaliados.
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Figura 9 - Analise da expressdo génica de marcadores associados ao fenétipo tronco tumoral
em linhagem MDA-MB-231. A) Agrupamento hierarquico de 29 genes diferencialmente expressos em
células MDA-MB-231 cultivadas em géis de Col I. A crescente subdivisdo do ramo inicial (da esquerda
para a direita) aproxima genes com similaridade crescente da modulagéo da expressao génica. O
heatmap representa uma unica replicata experimental. A magnitude a expressao génica é representada
em escala de cor, do verde (menor magnitude) ao vermelho (maior magnitude). B) Analise por
transcricdo reversa quantitativa (RT-gPCR) da expressdao de mRNA de NANOG, POU5F1/0CT4 e
SNAI1 em células MDA-MB-231 cultivadas em superficie 2D e géis de Col |. Os resultados sao
apresentados em termos da variagcdo da expressdo em relagdo ao cultivo em superficie 2D (linha
tracejada), ap6s normalizacdo com RNAmM de GAPDH. Os gréficos de barras representam a média
erro da média de trés replicatas biologicas. (Teste ANOVA de uma via seguido de pos-teste de
Bonferroni (*p<0,05, **p<0,01).
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4.3 Andlise da expressao proteica de marcadores de CTT e proliferagdo em linhagem
MDA-MB-231

Além da validagao dos resultados obtidos no PCR array através de RT-qPCR,
avaliamos alguns dos marcadores de CTT por meio das técnicas de immunoblotting e

imunofluorescéncia.
4.3.1 Immunoblotting

Em relacao a NANOG, néo foi possivel detectar expressao significativa em
nenhum dos grupos avaliados, mesmo extendendo-se consideravelmente o tempo de
exposi¢cao das membranas a luz (Figura 10A). Os niveis de CD44 e Integrina-a6 nao
foram modulados por Col | (Figura 10A, B). Em contrapartida, células cultivadas em
superficie 2D apresentaram altos niveis de YAP e seu regulador positivo (PP2A) em
comparagao as cultivadas em Col | (Figura 10A, B). SAV1 e WBP2, respectivamente
inibidor e indutor da ativdade de YAP, ndo apresentaram niveis alterados (Figura 10A,
B).

4.3.2 Imunofluorescéncia

Nanog e YAP apresentaram marcacao predominantemente citoplasmatica nos
grupos avaliados (Figura 11a,b), e a densidade de Col | ndo modulou os niveis
nucleares de YAP (Figura 11B). Células cultivadas em superficie 2D e Col |
apresentaram CD44 marcadamente na periferia celular e juncdes célula-célula (Figura
11c), como esperado. Os niveis de CD44 também nao foram modulados pela
densidade de Col | (Figura 11B). Similarmente, a densidade de Col | ndo alterou a

porcentagem de células MDA-MB-231 positivas para PCNA (Figura 11d, B).
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Figura 10 - Analise por immunoblotting da expressdao de marcadores de CTT e
mecanotransdugdo celular em linhagem MDA-MB-231. A) /mmunoblotting representativo dos
marcadores de CTT mamarias e mecanotransdugao celular. A linhagem de carcinoma embrionario
humano NTERA-2 foi utilizada como controle positivo para a expressdo da Nanog. B-actina foi utilizada
como controle endégeno de carregamento de proteina no gel. B) Graficos representam média + erro
da média de ao menos dois experimentos independentes. (Teste ANOVA de uma via seguido de poés
teste de Bon-Ferroni; **p <0,01, relativo ao grupo 2D da respectiva proteina de interesse).



58

<
Z
O
o
o}
o
O
=]
P

101 30~ 150
- 9

s o < E’:
3 S 20 < 100 T
w w z
= = &
~ 4. -
% 3 101 3 s0]
> 2 Q 2

X £ 3

0 y y v 0 . , . 0 .

BD MD AD BD MD AD BD MD AD

Figura 11 - Analise por imunofluorescéncia da expressao de marcadores de CTT,

mecanotransdugio e proliferagcao em linhagem MDA-MB-231. A) Imagens representativas da
expressao de marcadores de CTT (Nanog e CD44), mecanotransdugéo (YAP) e proliferagdo (PCNA)
em escala de cinza, com evidenciagdo de nucleo celular, em azul. Em “a@” e “b”, nucleos celulares
foram substituidos por seus contornos (branco tracejado) para melhor visualizacdo dos pixels
nucleares em escala de cinza. Barra de escala: 20um. B) Graficos de quantificagcdo da intensidade
média de fluorescéncia (IMF) dos marcadores avaliados e de porcentagem de células que expressam
o marcador de proliferagdo PCNA (PCNA+). A excecdo do grafico de PCNA, que apresenta valores de
média * desvio padrao, os demais graficos apresentam quartis, mediana e valores minimo e maximo.
Dados sé&o referentes a pelo menos dois experimentos independentes, com numero de células (n)
avaliado variando de 50 a 800. Objetivas utilizadas: “a” e “b”, 63x (2D) e 40x (Col I); “c”, 63x; “d”, 10x.
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4.4 Andlise de parametros funcionais das células MDA-MB-231

Em sequéncia a analise de marcadores caracteristicos de CTT, iniciamos a
caracterizacédo funcional das células cultivadas em superficie 2D e géis de Col I.
Escolhemos avaliar a capacidade de formacao de col6nias de células MDA-MB-231
em placas de poliestireno (ensaio clonogénico) e em suspensao com meio enriquecido

para manutencao de CTT (ME).
4.4.1 Clonogenicidade de células cultivadas em supetrficie 2D e géis de Col |

A capacidade de formacao de colbnias foi semelhante entre células
previamente cultivadas em superficie 2D e géis de Col I. Além disso, a densidade de

Col | nao alterou o potencial de formacéao de colbnias (Figura 12A, B).

4.4.2 Formagdo de mamoesferas de células cultivadas em superficie 2D e géis de Col
/

O potencial de formacdo de mamoesferas de células previamente cultivadas
em superficie 2D e géis de Col | foi semelhante. A densidade de Col | ndo alterou o
potencial em questao (Figura 13A, B). A area e o didmetro das mamoesferas também

foram semelhantes entre os grupos avaliados (Figura 13A,B).
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Figura 12 - Avaliagdo da capacidade clonogénica da linhagem MDA-MB-231 previamente
cultivada em superficie 2D ou géis de Col I. Apds cultivo, células foram coletadas e processadas
para obtencao de suspensdo de células individualizadas. Apds plaqueamento (500 células/placa de
35mm), procedeu-se com cultivo por 21 dias e posterior lavagem, fixagdo e coloragdo com cristal
violeta. As imagens foram adquiridas com transluminador. A) Replicatas técnicas representativas de
uma replicata experimental. B) Graficos representam média + erro da média de cinco experimentos
independentes, realizados em quadruplicata técnica.
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Figura 13 - Avaliagdo da formagdo de mamoesferas (ME) pela linhagem MDA-MB-231
previamente cultivada em superficie 2D ou géis de Col I. Apos cultivo, células foram coletadas e
processadas para obtengao de suspenséo de células individualizadas. As células foram cultivadas em
placa de 6 pogos de baixa adesdo celular (5000 células/pogo) com meio de cultura
enriquecido para formacdo de ME. Apods cultivo por 10 dias, imagens (A) de ao menos 25
campos por pogo foram obtidas. A) Setas destacam ME, que apresentam didmetro minimo
de 50um (escala), compactagao e bordas irregulares caracteristicas. B) Grafico em barras apresentam
média £ erro da média de cinco experimentos independentes, realizados em triplicata técnica. Graficos
de coluna em dispersao apresentam valores individuais das ME analisadas e média dos grupos.
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4.5 Avaliacédo de parametros morfolégicos de géis de Col | e células MDA-MB-231

ApoOs a caracterizagdo molecular e funcional das células MDA-MB-231
cultivadas em superficie 2D e géis de Col I, prosseguimos com a caracterizagao de
diversos parametros morfologicos das células e fibras de Col I. Para este fim, células
vivas e a estrutura fibrilar de Col | foram imageadas com microscépio confocal por

coloragao com corante Cell Tracker Green® e reflectancia confocal, respectivamente.

Observamos que a espessura (Figura 14a), comprimento (Figura 14b) e
linearidade (Figura 14c) das fibras de Col | foram semelhantes em todos os géis
avaliados, celularizados ou ndo. Como esperado, entretanto, géis acelulares com alta
densidade de Col | apresentaram maior area porosa quando em comparagao a geéis
de baixa densidade (Figura 14d).

Em relacdo as células MDA-MB-231, a alta densidade de Col | resultou em
maior alongamento celular, mensurado pelo aspect ratio, quando em comparagao a
baixa densidade de Col | (Figure 14g). Em contrapartida, perimetro (Figura 14e), area
(Figura 14f), solidez (Figura 14h) e circularidade (Figura 14i) celular ndo foram

alterados pela densidade de Col I.
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Figura 14 - Analise de parametros descritivos individuais das fibras de Col | e de células MDA-
MB-231. Gréficos a-d apresentam média + erro da média da espessura (a), comprimento (b),
linearidade (c) de fibras de Col | e area porosa (nao fibrilar) dos géis. Os sinais “-’ e “+” identificam géis
acelulares e celularizados, respectivamente. Graficos da quantificagdo de perimetro (e), area (f), aspect
ratio (g), solidez (h) e circularidade (i) das células avaliadas. A excegao dos descritores perimetro e
area, os demais apresentam valores em unidades arbitrarias (u.a.). Os graficos de coluna em disperséo
apresentam valores individuais das células (n=24-29) bem como a média de cada grupo. A analise
estatistica foi realizada por meio de teste ANOVA uma via (d, e-i) ou duas vias (a-c) seguido de pos
teste de Bon Ferroni (d e g; *p<0.05, relativo ao grupo BD).
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4.6 Avaliagéo do remodelamento dos géis de Col |

Apos a analise de parametros individuais fibrilares e celulares, prosseguimos
com a analise do grau de remodelamento extracelular exercido pelas células em
diferentes densidades de Col |. Para tanto, avaliamos de diferentes formas a
orientagéo das fibras de Col |. Especificamente, tal analise teve como objetivo avaliar
se células em alta densidade de Col | possuem maior capacidade de alinhar fibras de

Col | umas as outras e, dessa forma, favorecer eventos como migracao e invasao.

Identificamos células com aspecto mesenquimal em géis das variadas
densidades de Col | e sua interagdo com fibras de Col | adjacentes. As células nao
apresentaram orientagao preferencial (Figura 15a). Nao identificamos orientagao
preferencial evidente das fibras de Col I, tanto em géis acelulares (Figura 15d,e,f)
quanto celularizados (Figura 15,h,i). Apds normalizagdo angular e atribuicdo de cores
aos angulos, uma gama variada de cores foi observada em todos os géis avaliados
(Figura 15j-0). A variedade de cores reflete variedade de orientagcdes angulares e

consequentemente, auséncia de orientacao preferencial evidente.
4.6.1 Distribuicdo angular das fibras de Col |

Apds andlise qualitativa da reorganizagdo de fibras de Col |, analisamos

quantitativamente a distribuicdo da orientagdo angular das fibras.

Observamos inicialmente que os géis de Col | apresentaram frequéncias de
distribuicdo angular das fibras bastante semelhantes, independentemente da
densidade de Col | avaliada e da presenga ou ndo de células (Figura 16A). Para
realizarmos uma analise comparativa e quantitativa dessa diferenga entre os grupos,
calculamos a razao anisotropica dos mesmos (Figura 16B). Como esperado, os
grupos avaliados apresentaram valores similares de razdo anisotropica, indicando
alinhamento semelhante das fibrilas de Col |. Optamos também por quantificar a
propor¢cdo de fibras com orientagdo angular proxima a mais frequentemente
observada (moda). A densidade de Col | e a presenca de células ndao afetou a
proporcao de fibras com orientagao proxima a moda, quer seja considerando intervalo
de 10° (Figura 17A), 20° (Figura 17B) ou 30° (Figura 17C) em relagcéo a esta medida.
Nossos resultados apontam que o alinhamento fibrilar global de géis de Col | por
células MDA-MB-231 independe da densidade de Col I.
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Figura 16 - Analise da distribuicao de fibras de Col | por orientagao angular e razdo anisotropica
dos géis. A) Graficos apresentam dados de géis acelulares com densidade baixa (a), média (b) e alta
(c) de Col I, aléem dos respectivos geis correspondentes celularizados (d, e, f). B) a. Evidenciagao
esquematica dos parametros de altura maxima e largura total a meia altura (LTMA). b. A raz&o Altura
maxima/LTMA é denominada anisotropica e seu aumento indica maior alinhamento de orientacao
angular das fibras. Os graficos apresentam média + erro da média de trés experimentos independentes,
com pelo menos 20 campos analisados por grupo.
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Figura 17 - Analise da proporgao de fibras de Col | com dngulos em intervalos préoximos ao de
0° (moda). A-C) Graficos a esquerda apresentam a distribuigdo normalizada da frequéncia de fibras
de Col | pela orientagdo angular normalizada. Linhas tracejadas verticais apontam diferentes
intervalos angulares em relagao a 0°. As proporgoes de fibras de Col | contendo orientagéo angular
dentro dos intervalos em questdo estdo apresentadas nos graficos a direita. Graficos de caixa
apresentam quartis, intervalo entre minimo e maximo, e mediana dos grupos. Valores sao referentes a
imagens (n=20-26) de trés experimentos independentes.
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4.7 Andlise da expressao proteica de marcadores de CTT e proliferagdo em linhagem
MCF-7

Prosseguimos nosso estudo com a analise molecular de células MCF-7
cultivadas em geéis de Col I. No caso desta linhagem, optamos por inicialmente
enriquecer a populacdo de CTT por meio do cultivo de mamoesferas. Essas
mamoesferas foram entdo dissociadas e a suspensao de células cultivada em géis de
baixa, média ou alta densidade de Col I. Além disso, o cultivo em géis de Col | foi
realizado com o mesmo tipo de meio de cultura utilizado no cultivo de mamoesferas.
O objetivo dessa abordagem foi maximizar a manutencao dos marcadores de fenétipo

tronco.
4.7.1 Immunoblotting

Avaliamos a expressdo do marcador de pluripoténcia Sox2, além dos
marcadores de CTT mamarias, como CD44, YAP e Integrina a6, e proteinas
expressas em abundancia por MCF-7, como E-caderina e REa. A densidade de Col |
nao modulou a expressao de Sox2 e Integrina-a6 (Figura 18A,B). A expressao da
isoforma padrdao de CD44 (CD44s) ndo foi detectada em nenhum dos grupos
avaliados (Figura 18A). A expressao das isoformas variantes (CD44v), entretanto, foi
regulada negativamente pelo aumento da densidade de Col | (Figura 18A,B). De forma
semelhante, a E-caderina também foi mais expressa por células cultivadas em baixa
densidade de Col | (Figura 18A,B). Em contrapartida, o aumento da densidade de Col
| regulou positivamente a expressao de REa (Figura 18A,B). Por fim, a semelhanga
do observado em células MDA-MB-231, niveis totais de YAP n&o foram modulados
pela densidade de Col | (Figura 18A,B).

4.7.2 Imunofluorescéncia

Nao foi possivel detectar expresséao visivel de Sox2 em nenhum dos géis de
Col | avaliados. Ainda, a expressdo de Sox2 em mamoesferas foi detectada
predominantemente no citoplasma (Figura 19A). A expressao nuclear de YAP e REa
também nao foi modulada pela densidade de Col | (Figura 19A,B). CD44 e E-caderina
foram detectadas em todos os grupos avaliados (Figura 19A) e com intensidade de
fluorescéncia membranar semelhante (Figura 19B). Além disso, a densidade de Col |

nao influenciou significativamente a proliferagao celular (Figura 19A,B).
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Figura 18 - Analise por immunoblotting da expressao de marcadores de CTT mamarias em
células MCF-7 derivadas de mamoesferas (ME). ME de MCF-7 foram coletadas apds 7 dias de cultivo
e lisadas para extragdo de proteinas. ME também foram dissociadas enzimatica e mecanicamente,
sendo a suspensao de células resultante embebida em géis de Col I. Apos 7 dias de cultivo, os géis de
Col | foram lisados para extragéo de proteinas. A linhagem de carcinoma embrionario humano NTERA2
foi utilizada como controle positivo da expressdo do marcador de pluripoténcia Sox2. A)
Immunoblottings representativos de trés experimentos independentes. B) Andlise densitémetrica dos
immunoblottings. Graficos de barra representam média + erro da média de ao menos dois experimentos
independentes.
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5 DISCUSSAO

A MEC ¢é importante moduladora de diversos processos fisiologicos e
patolégicos. Além disso, sua composicdo estrutural € extremamente variada e
complexa (BONNANS; CHOU; WERB, 2014). Tendo isso em vista, faz-se necessario
compreender a funcdo de cada um de seus componentes em processos bioldgicos
diversos, como por exemplo o cancer. Sob a ética da doenga, as CTT sao também
evidente foco de atencéo, muito em funcao de sua alta resiliéncia e contribuicao na
génese e manutencao tumoral (NASSAR; BLANPAIN, 2016). Dessa forma, o presente
estudo avaliou a hipétese de a elevacgao de Col | induzir o fenétipo tronco tumoral em

células de carcinoma mamario humano.

Identificamos inicialmente um aumento da subpopulacdo de CTT mamaria
CD44+*CD24- em células MDA-MB-231, decorrente do aumento na densidade de Col
I. Em contrapartida, a densidade de Col | ndo teve efeito sobre a expressdo dos mRNA
de marcadores de CTT. Ainda assim, em comparacao ao cultivo em superficie 2D, o
cultivo em géis de Col | modulou positivamente a expressdao génica de diversos
marcadores de CTT. Este efeito, entretanto, ndo foi observado a nivel proteico. Em
ambiente propicio para potencializacdo do fendtipo tronco de células MCF-7, o
aumento na densidade de Col | reduziu niveis totais de CD44v e E-caderina, mas nio
foi suficiente para induzir maior expressdo nuclear de REa e Sox2. Em comum aos
dois tipos celulares, o aumento da densidade de Col | ndo provocou aumento de YAP
nuclear. Funcionalmente, o aumento da densidade de Col | ndo modulou as
capacidades clonogénica, de formagdo de mamoesferas e de alinhamento global de

fibras colagenas.

A subpopulagdo CD44+*CD24- foi a primeira identificada como CTT em cancer
de mama (AL-HAJJ et al., 2003). Nossos resultados nao apontam diferenga nos niveis
da subpopulacdo CD44+*CD24- entre células cultivadas em superficie 2D e géis de Col
. E sabido que Col | induz o aumento de diversas subpopulacdes com fenétipo tronco
tumoral, quando em comparacéao ao cultivo em superficie 2D. Mais especificamente,
o Col | induz subpopulagdes ALDH*, em células de adenocarcinoma pancreatico
ductal (BEGUM et al., 2017), e CD133*, em células de glioblastoma (MOTEGI et al.,
2014) e carcinoma colorretal (KIRKLAND, 2009). E importante salientar que nesses
estudos as células foram cultivadas em placas de cultura cobertas com fina camada

de Col I. Sabe-se que a resposta celular ao cultivo em superficie coberta com Col |
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(2D) e geéis de Col | (3D) pode ser distinta. Comparado ao cultivo bidimensional com
Col |, o cultivo em géis de Col | reduz niveis de proteinas do complexo de adeséao focal
(WANG et al., 2003). Também modula diferentemente a diferenciacdo de células
tronco mesenquimais (PARK et al., 2011) e potencializa ativagao da via de Wnt em
células de carcinoma ovariano (BARBOLINA et al., 2013). Dessa forma, & possivel
que fatores associados a dimensionalidade e rigidez do ambiente de cultivo celular

estejam associados a indugéo do fenoétipo tronco tumoral.

Identificamos que o aumento na densidade de Col | eleva os niveis do
imunofenétipo CD44*CD24-, em células MDA-MB-231. O mesmo efeito, entretanto,
nao foi observado em células MCF-7 e MCF-10A. Um estudo recente ja havia
demonstrado que células MCF-7 cultivadas em matriz esponjosa de Col | apresentam
niveis elevados da subpopulacdo CD44*CD24-, em comparagcao ao cultivo em
superficie 2D (CHEN et al., 2012). O estudo em questao difere do nosso por néo fazer
referéncia a densidade de Col | da matriz utilizada. Além disso, sua estrutura se
aproxima a de um arcabouc¢o, com topografia distinta da do gel de Col I. Em resumo,
entendemos que nosso estudo faz uso de um ambiente tridimensional estruturalmente
mais fiel a glandula mamaria. Mais importante, aponta que o efeito indutor de Col |
sobre o imunofenodtipo CD44*CD24- é dependente da densidade e especifico para

cada tipo celular.

Nosso estudo também indica que o Matrigel ndo modula a subpopulacdo
CD44*CD24-, em comparagao ao cultivo em superficie 2D. Esse achado esté alinhado
ao de James e colaboradores, que demonstrou que a incorporagéo de Matrigel com
CTT de carcinoma colorretal metastatico nao potencializa a formacao de tumor-
esferas (JAMES et al., 2015). Além disso, o cultivo em Matrigel n&o eleva a expresséo
de marcadores de CTT em tumor-esferas prostaticas, em comparagao ao cultivo em
superficie 2D (HARMA et al., 2010). Por fim, apesar de o Matrigel elevar os niveis do
marcador CD271 em células de melanoma (VALYI-NAGY et al., 2012), a validade

deste como marcador clinico foi recentemente descartada (BOYLE et al., 2016).

Em seguida a analise da subpopulagdo CD44+*CD24-, avaliamos se o0 aumento
na densidade de Col | regula positivamente a expressdo de marcadores moleculares
associados ao fenoétipo tronco tumoral. Em relacao ao cultivo em superficie 2D, o
cultivo em géis de Col | regulou positivamente a expressao de 17 marcadores de CTT.
Por RT-gPCR, validamos a superexpressdao de NANOG, mas nao de OCT4 e SNAI1.
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Esses dados encontram-se alinhados aos da literatura. Recentemente foi
demonstrado que células MDA-MB-231 cultivadas em géis de alta densidade de Col |
(4,0mg/ml) apresentam expressao semelhante de OCT4 e elevada de NANOG, em
comparagao ao cultivo em superficie 2D (REYNOLDS et al., 2017). Um manuscrito
em formato preprint, recentemente depositado, apontou que o aumento na densidade
de Col | ndo impacta os niveis nucleares de Nanog em células de carcinoma colorretal
(PANKOVA et al., 2018). Em relagao a Snai1, é sabido que densidades elevadas de
Col | elevam seus niveis em células MDA-MB-231 (ZHANG et al., 2013) e tumor
mamario murino (ZHANG et al., 2016), sem consequente aumento da expressao de
SNAI1. Em resumo, nossos resultados corroboram os da literatura e acrescentam que
a densidade Col | nao modula a expresséo de OCT4 e NANOG, bem como os niveis
de Nanog, em células MDA-MB-231.

Além de marcadores de pluripoténcia, avaliamos os niveis de marcadores de
superficie celular associados ao fenoétipo tronco tumoral. Nas células MDA-MB-231,
nao observamos diferenga nos niveis totais de CD44. A distribuicdo celular de CD44
também foi semelhante entre os grupos avaliados. Pang e colaboradores (PANG et
al., 2016) demonstraram recentemente que regides de tumor mamario humano com
altos niveis de Col | apresentam maiores niveis de CD44. Ainda assim é possivel que
o aumento de CD44 seja provocado por outros fatores. A deposicéo elevada de Col |
no estroma do tumor mamario humano esta associada a quantidades elevadas do
macrofago associado ao tumor (MAT) (ESBONA et al., 2018). Além disso, céluas
tumorais mamarias sdo capazes de reprogramar fibroblastos normais em FAC,
associados a maior deposi¢cao de Col | (SHARON et al., 2015). Em comum, ambos
MAT e FAC secretam grandes quantidades de osteopontina, uma glicoproteina que
interage com CD44 e eleva seus niveis celulares (RAO et al., 2013; SHARON et al.,
2015). E possivel, portanto, que os altos niveis de CD44 tumoral em regides de alta
densidade de Col | (PANG et al.,, 2016) sejam induzidos por células do estroma,

ausentes em nosso modelo de estudo.

Diferentemente das células MDA-MB-231, que apresentam altos niveis da
isoforma padrdao CD44s, as células MCF-7 apresentam isoformas variantes CD44v
(ZHAOQ et al., 2016). Dados da literatura divergem quanto ao papel de CD44s e CD44v
na tumorigénese e metastase. Alguns estudos indicam que células tumorais CD44v*

s&o altamente metastaticas, porém sem fendtipo tronco tumoral evidente (YAE et al.,
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2012; HU et al.,, 2017). Em contrapartida, a expressao de CD44s é associada a
formagao de invadopddios, relacionados a invasividade celular, bem como maior
potencial metastatico e associagao a recorréncia (BROWN et al., 2011; ZHAO et al.,
2016). Observamos por immunoblotting que o aumento da densidade de Col | reduz
os niveis celulares de CD44v em células MCF-7 derivadas de ME. Ainda assim, essa
reducdo em CD44v nao foi acompanhada por aumento de CD44s. Ensaios funcionais
futuros nos auxiliardo a determinar se a redugcao de CD44v tem impacto no fendétipo
tronco tumoral dessas células. Além disso, € necessario avaliar se fatores
relacionados ao splicing de CD44, como ESPR1 (WARZECHA et al., 2009), também

sdo modulados pela densidade de Col I.

Integrina-a6 € um receptor transmembrana que se associa as subunidades 31
e B4 e se liga preferencialmente a laminina. E também um importante marcador de
diversos tipos de células tronco (KREBSBACH; VILLA-DIAZ, 2017). Um estudo
recente avaliou os niveis de mRNA de Integrina a6 em células MDA-MB-231
cultivadas em placas cobertas com Col | e dotadas de baixa (100Pa) e elevada
(4000Pa) rigidez. Células cultivadas em alta rigidez apresentaram niveis maiores do
transcrito de Integrina-a6 (PANG et al., 2016). Em nosso estudo, observamos que a
densidade de Col | ndo modula significativamente a expressao de Integrina-a6 (Anexo
1) em células MDA-MB-231. E possivel que essa diferenca se dé pela forma de cultivo,
gue em nosso estudo é realizada em géis de Col |, bem como pelos valores de rigidez,
que provavelmente estdo aquém e além aos dos nossos géis. Em um trabalho
classico, Paszek e colaboradores (PASZEK et al., 2005) demonstraram que aumento
na densidade de Col | em géis de Col I/Matrigel eleva os niveis de Integrina a6. E
razoavel supor que este aumento se deve a presenga de Matrigel, que é rico em
laminina, principal ligante de Integrina-a6 e ausente em nosso modelo. Cumpre
salientar que nao avaliamos especificamente os niveis das principais isoformas de
Integrina-a6 (a6A e a6B). No cancer de mama, a subpopulagéo de CTT CD44*CD24-
apresenta células com fendétipo epitelial e mesequimal, que expressam altos niveis de
a6A e a6B, respectivamente. A elevada expressao de a6B esta associada ao fenétipo
tronco (GOEL et al., 2014). Uma vez que a glandula mamaria normal expressa
majoritariamente a isoforma a6A (HOGERVORST et al., 1993), a isoforma a6B pode
ser importante alvo terapéutico no cancer de mama. Portanto, demonstramos que a

densidade de Col | ndo modula a expressao e niveis de Integrina-a6 total, e
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entendemos ser fundamental avaliar futuramente se a densidade de Col | modula os

niveis das variantes de splicing desta integrina.

As CTT frequentemente apresentam fenotipo mesenquimal (MANI et al., 2008).
A expressdo de E-caderina, caracteristica de células epiteliais, é reduzida no cultivo
celular em géis de Col | (CHENG; LEUNG, 2011). Nossos resultados estdo de acordo,
além de indicarem que tal reducao é dependente da densidade de Col I. Ainda que
nao tenhamos observado reduc¢do dos niveis de E-caderina nas jungdes célula-célula,
€ possivel que outros parametros, como descontinuidade das juncdes célula-célula e
expressao de E-caderina citoplasmatica difusa, também sejam modulados pelo
aumento na densidade de Col | e reforcem sua funcao com indutor da TEM. Nesse
caso, uma nova analise quantitativa das imagens devera ser realizada para avaliar

essas hipoteses.

O componente hormonal é de fundamental importancia no desenvolvimento da
glandula mamaria, mas também estimula a progressdo do cancer de mama. Tal
influéncia ocorre por sinalizagdo direta e também de forma paracrina, portanto
influenciando tumores REa* e REa- (ALFEREZ et al., 2018). Em relagcéo ao efeito da
densidade de Col | sobre a expressao de REaq, Barcus e colaboradores (BARCUS et
al., 2015) demonstraram que o aumento da densidade de Col | (1.2mg/ml vs 2.8mg/ml)
nao modula os niveis de REa em células MCF-7, porém altera a resposta
transcricional ao estrégeno. Estudos recentes demonstraram que o aumento da
deposicédo de Col | in vivo, especificamente na glandula mamaria, ndo altera a
expressdo nuclear de REa em tumores mamarios REa* (BARCUS et al., 2017; SHEA
et al., 2018). Ao encontro desses resultados, observamos aumento nos niveis totais
de REa acompanhando o aumento na densidade de Col |, porém sem alteracdo nos
niveis nucleares de REa. Por este motivo, € necessario avaliarmos futuramente a

atividade transcricional de REa em nosso modelo de estudo.

A expressdo de REa também vem sendo associada a de Sox2 no cancer de
mama. Clinicamente, a expressdo de Sox2 é mais frequentemente associada a
tumores mamarios RE- (RODRIGUEZ-PINILLA et al., 2007). Em contrapartida,
estudos in vitro demonstraram que células MCF-7 com Sox2 ativo apresentam maior
capacidade de formagao de colénias e mamoesferas, sendo estas caracteristicas
dependentes de Sox2 (WU et al., 2012). O’Shea e colaboradores avaliaram o fenétipo

de tumores gerados a partir da inoculagao de células RE* em camundongos normais



76

ou com deposigao elevada de Col | na glandula mamaria. Células do tumor com
estroma enriquecido em Col | apresentaram maior expressdo de Sox2 e Bmi1, outro
fator de pluripoténcia caracteristico de CTT, bem como maior capacidade de formagao
de mamoesferas (SHEA et al., 2018). Nossos ensaios apontaram niveis de Sox2
ligeiramente maiores em géis de alta densidade de Col |, porém com niveis nucleares
nao detectaveis por imunofluorescéncia convencional. Para otimizarmos esse ensaio,
planejamos testar outros anticorpos anti-Sox2 e utilizar sistemas de deteccdo mais
sensiveis, como o0s que envolvem polimeros de HRP do amplificador tiramida (SMITH
et al., 2017). Em resumo, entendemos que ainda é preciso ter cautela sobre a fungao
de Sox2 no aumento do fendtipo tronco mediado por alta densidade de Col |. Mais
ainda, é necessario esclarecer se o aumento de Sox2 tem influéncia também de outros

componentes do estroma, celulares ou nao.

A avaliacdo de marcadores de proliferacdo também é frequentemente utilizada
na identificacdo das CTT. Foi demonstrado que tumores de mama positivos para o
marcador de fendtipo tronco ALDH apresentam maior proporcao de células PCNA* e
pior quadro clinico (GONG et al., 2010). Ki-67*, outro marcador de proliferagao, foi
inclusive apontado como essencial para as caracteristicas funcionais das CTT
mamarias (CIDADO et al., 2016). Barcus e colaboradores demonstraram que o
aumento na densidade de Col | (1.2mg/ml vs 2.8mg/ml) nao altera os niveis de Ki-67
em células Ki-67 (BARCUS et al., 2015). Adicionalmente, a deposicédo exacerbada de
Col | in vivo, especificamente na glandula mamaria, também nao altera a proporgao
de células Ki-67 em tumores mamarios REa* (BARCUS et al., 2017; SHEA et al.,
2018). Em células MDA-MB-231, entretanto, o aumento na densidade de Col | parece
ter efeito oposto. Kim e colaboradores (KIM et al., 2015a) demonstraram que células
MDA-MB-231 apresentam proliferagao reduzida quando cultivadas em géis de Col |
com densidades de 2.5 e 3.5mg/ml, em comparagao a 1.5mg/ml. Em nossos ensaios
observamos, de fato, manutencao nos niveis de Ki-67 em células MCF-7 com o
aumento da densidade de Col I. Para MDA-MB-231, em contrapartida, detectamos
uma tendéncia na reducao do marcador PCNA. Nossos resultados corroboram que a
manutencido da proliferacao pela densidade de Col | é especifica para cada tipo
celular, e permitem inferir que sao independentes de alteracdes profundas no fendtipo

tronco tumoral.
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Assim como fatores quimicos e biologicos, os fatores mecanicos sao
fundamentais na modulagédo do fendtipo molecular e funcional das células. A via de
Hippo intermedeia a resposta celular a estes fatores mecéanicos (DUPONT et al.,
2011), além de estar associada ao fenoétipo tronco tumoral (HAYASHI et al., 2015;
SUN et al., 2016). Nukuda e colaboradores demonstraram que células de carcinoma
colorretal cultivadas em géis de Col | apresentam expresséao reduzida de YAP total e
nuclear, em comparacao a células cultivadas em superficie 2D (NUKUDA et al., 2015).
Nossos ensaios também apontaram maior expressao génica e proteica de YAP em
células cultivadas em superficie 2D, porém com YAP nuclear semelhante ao cultivo
em Col |. Quanto ao efeito da densidade de Col I, células tronco mesenquimais
apresentam aumento de YAP nuclear quando em alta densidade de Col | (ISHIHARA
et al., 2017), ao passo que fibroblastos ndo apresentam diferenca nesse parametro
(ALI; CHUANG; SAIF, 2014). No estudo de O’shea (SHEA et al., 2018), tumores
mamarios RE* em ambiente com alta densidade de Col | demonstraram maior
proporcdo de células com expressdo nuclear de YAP. Em contrapartida, Lee e
colaboradores demonstraram recentemente que a densidade de Col | e rigidez do
ambiente ndo modulam a localizagao e atividade de YAP durante a progressao do
cancer de mama (LEE et al., 2018). Apresentamos evidéncias de que a expressao
nuclear de YAP em células tumorais mamarias nao € modulada pela densidade de
Col I. Além disso, a densidade de Col | também nao modula a expressao de SAV1 e
WBP2, respectivamente inibidor e indutor da atividade de YAP. Ainda, os niveis
reduzidos de fosfatase PP2A sugerem que YAP fosforilado (pYAP) e inativo esta
potencialmente elevado nas células cultivadas em Col |. Esses resultados sugerem
qgue ferramentas terapéuticas modernas voltadas a erradicagcao de tecido tumoral com
YAP ativado (LIU et al., 2017) podem nao ser efetivos no tratamento de tumores

mamarios.

E necessario fazer uma ressalva com relacdo aos dados obtidos por
immunoblotting. Um estudo demonstrou que lisados de células em géis de Col |
apresentam contaminagao com proteina de peso de aproximadamente 66 kilodaltons
(kDa), potencialmente albumina. A presenca dessa proteina dificulta a detecgédo da
proteina p65, que possui 65kDa. Albumina esta presente em grande quantidade no
soro fetal bovino no suplemento e ficaria retida nos géis de Col | (ISHIHARA et al.,

2016). De fato, observamos uma banda intensa em altura aproximada de 66kDa,
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mediante coloracdo da membrana de nitrocelulose com ponceau. As bandas sdo mais
fortes nos lisados de maiores densidades de Col I, provavelmente por maior retencao
da albumina nesses géis. Em resumo, é provavel que a fraca detec¢cao de YAP nos
lisados de células em Col | se deva, em parte, por interferéncia da proteina

contaminante.

As CTT tem capacidade proliferativa diferenciada, além da capacidade
exclusiva de formar coldénias em suspensdao (mamoesferas). N6s observamos que
células MDA-MB-231 cultivadas em géis de Col | ndo apresentam maior capacidade
clonogénica ou de formacado de mamoesferas, em comparacgéao as células cultivadas
em superficie 2D. Nossos resultados corroboram parcialmente os de Reynolds e
colaboradores (REYNOLDS et al., 2017), em que células MDA-MB-231 cultivadas em
superficie 2D e géis de Col | (4.0mg/ml) apresentavam capacidade semelhante de
formacao de mamoesferas. Nosso estudo indica que a densidade de Col | também

nao modula esse parametro.

Avaliamos a arquitetura de géis de colageno e parametros individuais das fibras
e células que os compdem. Apesar de haver claramente uma maior concentracéo de
fibras decorrente do aumento da densidade de Col I, seus parametros individuais
(comprimento, espessura e linearidade) permaneceram constantes. Mais ainda, a
presenca de células também ndo alterou significativamente os parametros em
questdo. Em relagdo a morfologia celular, observamos que células cultivadas em alta
densidade de Col | possuem menor Aspect ratio (grau de alongamento) do que células
cultivadas em baixa densidade de Col |. Tal comportamento ja foi descrito em estudo
semelhante e pode ter origem no menor espagamento entre fibras colagenas dos géis
mais densos, resultando em poros menores e que dificultam o alongamento celular.
Esta caracteristica pode ser responsavel pela similaridade de geracéo e polarizacéo
de forgca contratil celular em ambientes com densidades variadas de Col |
(STEINWACHS et al., 2016)

Um fendtipo invasivo e pior prognéstico do cancer esta associado ao maior grau
de alinhamento entre fibras colagenas (PROVENZANO et al., 2006; CONKLIN et al.,
2011). Nossos dados indicam que tal parametro ndo é modulado significativamente
pela densidade de Col | ou mesmo pela presenca de células MDA-MB-231. Esses
dados corroboram parcialmente os de Sun e colaboradores. Neste estudo, géis

acelulares de variadas densidades de Col | apresentaram graus semelhantes de
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alinhamento entre fibras colagenas. Em contrapartida, a adigdo de células MDA-MB-
231 aos géis elevou o grau de alinhamento, porém independentemente da densidade
de Col | (SUN; BLOOM; ZAMAN, 2015). Convém destacar que no estudo em questao
foram escolhidas para analise, e propositalmente, regides com alto grau de
alinhamento. Em nosso estudo, a analise foi realizada em toda a extensido da matriz
ao redor da célula, e com imagens em menor aumento (40x vs 60x). Dessa forma,
nossa analise considera um maior numero de fibras mais distantes a célula e, portanto,
sob menor efeito remodelador da mesma. Considerando a nossa anadlise limitada
neste caso, é importante avaliarmos futuramente o alinhamento das fibras colagenas
exclusivamente proximas as maiores projecoes celulares. Alternativamente, géis com
alta densidade celular, com remodelamento mais pronunciado, podem ser

decelularizados e submetidos a analise do grau de alinhamento.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, concluimos que o aumento da
densidade de Col I:

- Modula positivamente os niveis da subpopulagédo CD44+*CD24- em linhagem MDA-
MB-231, mas nao em MCF-7 e MCF-10A

- Nao modula consideravelmente a expressao génica de marcadores associados as
CTT na linhagem MDA-MB-231;

- Nao modula expressao proteica de marcadores associados as CTT em linhagem
MDA-MB-231;

- Induz aumento dos niveis totais de CD44v, REa e Sox2 em MCF-7 derivada de ME;

- Nao modula a sublocalizagéo celular de YAP em linhagens MDA-MB-231 e MCF-7
derivada de ME;

- Nao modula a capacidade clonogénica e de autorrenovagao em linhagem MDA-MB-
231;

- Inibe 0 alongamento, porém ndo modula a area, perimetro, solidez e circularidade
da linhagem MDA-MB-231;

- N&o induz o alinhamento fibrilar global pela linhagem MDA-MB-231;
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ANEXOS

Anexo A - Lista de genes analisados por "PCR array"

(continua)
. Densidade de Col |
Posicao na Refseq ,Gene BD MD AD Comentarios
placa (simbolo) o _ )
Variagao de expressao (relativa ao 2D)

AO01 NM_178559 ABCB5 5.6834 5.5189 5.4745 C
A02 NM_004827 ABCG2 0.5071 0.1235 0.4485 B
A03 NM_001627 ALCAM 0.7727 0.7998 0.7377 OKAY
A04 NM_000689 ALDH1A1 5.0944 0.5476 2.3082 B
A05 NM_000051 ATM 3.2318 2.6416 2.0199 OKAY
A06 NM_000332 ATXN1 3.4481 3.9224 2.4147 OKAY
A07 NM_001699 AXL 1.1149 1.4571 1.2845 OKAY
A08 NM_005180 BMI1 1.0967 0.9989 0.9749 OKAY
A09 NM_001719 BMP7 5.6834 5.5189 5.4745 C
A10 NM_013230 CD24 49.3261 25.3935 29.7586 B
A11 NM_001773 CD34 5.6834 5.5189 5.4745 C
A12 NM_001775 CD38 2.8076 0.2616 0.2595 B
BO1 NM_000610 CD44 3.2322 3.7338 3.9291 OKAY
B02 NM_001274 CHEK1 0.7498 1.1234 0.8167 OKAY
B03 NM_004392 DACH1 0.0724 0.0577 0.0536 A
B04 NM_001954 DDR1 0.5331 0.5873 0.2919 A
B05 NM_012242 DKK1 0.1891 0.2432 0.2732 OKAY
B06 NM_005618 DLL1 0.7802 0.5971 0.1379 B
BO7 NM_019074 DLL4 9.8022 9.7474 5.3783 B
B08 NM_001379 DNMT1 0.2637 0.6191 0.3002 OKAY
B09 NM_001963 EGF 0.5334 0.4784 1.0389 B
B10 NM_000118 ENG 2.2413 6.0592 1.7641 B
B11 NM_002354 EPCAM 0.8024 1.079 1.0096 OKAY
B12 NM_004448 ERBB2 0.348 0.8473 0.3354 A
Cco1 NM_000126 ETFA 0.9551 1.1515 1.2077 OKAY
Cco02 NM_000141 FGFR2 5.6834 5.5189 5.4745 C
Co3 NM_004475 FLOT2 0.5744 0.7381 0.5654 OKAY
C04 NM_021784 FOXA2 0.5179 0.6617 0.4959 OKAY
CO05 NM_032682 FOXP1 1.1316 0.6102 0.6542 OKAY
Co6 NM_003507 FzD7 0.7072 0.8116 0.3986 OKAY
co7 NM_002051 GATA3 0.1261 0.2551 0.3223 B
C08 NM_002093 GSK3B 1.1913 0.967 1.0171 OKAY
C09 NM_004964 HDAC1 0.4373 0.4105 0.4379 OKAY
C10 NM_002165 ID1 4.2998 3.0475 3.9642 OKAY
C11 NM_001556 IKBKB 1.3511 1.3422 1.2539 OKAY
Cc12 NM_000584 CXCL8 1.9588 2.012 1.962 OKAY
D01 NM_002203 ITGA2 1.3403 1.9542 1.4105 OKAY
D02 NM_000885 ITGA4 5.6834 5.5189 5.4745 C
D03 NM_000210 ITGA6 1.8589 2.3049 2.3618 OKAY
D04 NM_002211 ITGB1 0.653 0.8002 0.6863 OKAY
D05 NM_000214 JAG1 1.6908 1.1482 1.3051 OKAY
D06 NM_004972 JAK2 0.9955 0.5054 0.5731 A
D07 NM_000222 KIT 5.6834 5.5189 5.4745 C
D08 NM_003994 KITLG 0.021 0.1125 0.0202 A
D09 NM_173484 KLF17 9.5777 1.3509 4.6123 B
D10 NM_004235 KLF4 1.1534 0.9604 0.9439 OKAY
D11 NM_004690 LATS1 1.2668 0.8959 0.9358 OKAY
D12 NM_024674 LIN28A 34.0645 15.7398 22.4146 B
EO1 NM_00100431 LIN28B 5.6834 5.5189 5.4745 C
EO02 NM_014757 MAMLA1 0.3962 0.3819 0.3235 A



Tabela 1 - Lista de genes analisados por "PCR array"

(concluséo)

Densidade de Col |

Posicdo na Refseq Qene BD MD AD Comentarios
placa (simbolo) o N )
Variagdo de expressao (relativa ao 2D)

EO03 NM_006343 MERTK 0.1681 0.2282 0.1591 OKAY
EO4 NM_021950 MS4A1 5.6834 5.5189 5.4745 C
EO05 NM_00101801 MUCA1 2.3148 1.841 1.1913 OKAY
EO06 NM_002467 MYC 0.4881 0.5097 0.5105 OKAY
EQ7 NM_005378 MYCN 5.6834 5.5189 5.4745 C
E08 NM_024865 NANOG 105.6878 24.0278 40.5926 B
E09 NM_003998 NFKB1 0.3304 0.3171 0.2995 A
E10 NM_000625 NOS2 2.8291 1.0932 2.6347 B
E11 NM_017617 NOTCH1 1.7953 2.3226 1.4867 A
E12 NM_024408 NOTCH2 2.2178 2.4478 1.5079 OKAY
FO1 NM_000442 PECAM1 1.7502 0.8969 1.3685 B
F02 NM_000930 PLAT 3.3842 2.8615 3.2684 OKAY
FO3 NM_002659 PLAUR 9.4456 9.9732 9.7354 OKAY
F04 NM_002701 POU5F1 23.3705 66.4514 19.8901 B
FO5 NM_006017 PROM1 1.2866 1.2494 1.2393 B
FO6 NM_000264 PTCH1 0.0645 0.0632 0.0967 B
FO7 NM_002838 PTPRC 5.6834 5.5189 5.4745 C
FO08 NM_021818 SAV1 0.8414 0.6336 0.6544 OKAY
F09 NM_012238 SIRT1 0.6858 0.5566 0.6518 OKAY
F10 NM_005631 SMO 5.6834 5.5189 5.4745 C
F11 NM_005985 SNAI1 5.2018 6.112 4.7397 B
F12 NM_003106 SOX2 0.22 0.8498 0.0529 B
GO01 NM_003150 STAT3 0.8223 0.768 0.6445 OKAY
G02 NM_000116 TAZ 0.6157 0.6691 0.3664 OKAY
G03 NM_004612 TGFBR1 0.6049 0.5007 0.5613 OKAY
G04 NM_006288 THY1 5.6834 5.5189 5.4745 C
G05 NM_000474 TWIST1 5.6834 5.5189 5.4745 C
G06 NM_057179 TWIST2 24.0529 5.5189 5.4745 C
G0o7 NM_003390 WEEA1 0.6418 0.7584 0.5046 OKAY
G08 NM_005430 WNT1 2.6525 2.5757 2.555 B
G09 NM_015238 WWC1 0.186 0.3392 0.3503 A
G10 NM_006106 YAP1 0.458 0.5483 0.429 OKAY
G11 NM_030751 ZEB1 0.8204 0.7788 0.6229 OKAY
G12 NM_014795 ZEB2 3.7462 4.5587 3.6373 OKAY
HO1 NM_001101 ACTB 0.7402 0.6844 0.7424 OKAY
HO02 NM_004048 B2M 0.807 0.7678 0.7983 OKAY
HO3 NM_002046 GAPDH 1.608 2.0345 1.3893 OKAY
HO4 NM_000194 HPRT1 0.9596 1.0102 1.091 OKAY
HO5 NM_ 001002 RPLPO 1.0851 0.926 1.1132 OKAY

“OKAY”: indica valores de Ct inferiores a 30 nos grupos controle (2D) e teste (Col I);

“A”: indica valores de Ct superiores a 30 no grupo controle ou teste;
“B”: indica valores de Ct superiores a 30 nos grupos controle e teste;

“C”: indica valores de Ct indeterminados ou superiores a 35 nos grupos controle e teste.



