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RESUMO 

VALADÃO, I. C. Matriz tridimensional de colágeno tipo I regulando células-tronco 
do câncer de mama. 2019. 91 f. Tese (Doutorado em Biologia Celular e Tecidual) - 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 
 
 O câncer de mama é o tipo mais freqüente e o segundo mais letal no mundo. 
Embora ass taxas de sobrevida dos pacientes tenham aumentado consideravelmente 
nas últimas décadas, indicadores prognósticos desfavoráveis são associados a 
pacientes com diagnóstico em fase avançada e presença de metástases, 
frequentemente associadas à existência de células-tronco tumorais (CTT). As CTT 
são indiferenciadas e capazes de autorrenovação e diferenciação, o que as torna 
fundamentais para a manutenção da heterogeneidade celular intratumoral. As CTTs 
são altamente invasivas, tumorigênicas e resistentes a tratamentos convencionais, 
sendo frequentemente associadas ao surgimento de metástase e recidiva após 
tratamento. O microambiente tumoral modula as CTT por meio de células e da matriz 
extracelular (MEC), uma estrutura biologicamente dinâmica, complexa e que regula 
processos celulares como migração, invasão e diferenciação. A MEC é composta por 
uma grande variedade de moléculas, peptídeos e macromoléculas, sendo o colágeno 
seu componente mais abundante. A alta densidade mamográfica é frequentemente 
associada a elevada rigidez da MEC e deposição aumentada de colágeno fibrilar, 
principalmente colágeno tipo I (Col I), e é um dos maiores fatores de risco 
independentes para o desenvolvimento do câncer de mama. A alta densidade de Col 
I e rigidez da MEC também está associada à maior agressividade tumoral e 
metástase. Col I também induz o fenótipo tronco tumoral em diversos tipos celulares 
tumorais, embora o papel da densidade sobre este efeito seja pouco esclarecido. 
Nosso estudo avaliou a hipótese de a alta densidade de Col I induzir o fenótipo 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 I. Também cultivamos 
células em superfície bidimensional (2D) e em suspensão para geração de 
mamoesferas (ME), representando o cultivo tradicional e de enriquecimento de CTTs, 
respectivamente. Avaliamos os níveis do imunofenótipo tronco (CD44+CD24-), 
expressão gênica e proteica de marcadores de CTTs e de resposta mecânica ao 
substrato (mecanotransdução), bem como potencial clonogênico, autorrenovação 
celular e alinhamento fibrilar de géis de Col I. Alta densidade de Col I elevou os níveis 
da subpopulação CD44+CD24- e inibiu o alongamento celular da linhagem MDA-MB-
231, porém não modulou a expressão de marcadores de CTT, bem como potencial 
clonogênico, autorrenovação celular e alinhamento fibrilar de géis de Col I. A alta 
densidade de Col I induziu aumento dos níveis totais da isoforma variante da 
glicoproteína CD44 (CD44v), receptor de estrógeno α (REα) e do fator de pluripotência 
Sox2 em linhagem MCF-7 derivada de ME. Entretanto, os níveis nucleares dos fatores 
de transcrição (REα e Sox2) permaneceram inalterados. Em comum, a alta densidade 
de Col I não elevou os níveis nucleares do mecanotransdutor YAP em linhagens MDA-
MB-231 e MCF-7 derivada de ME. Concluímos que a alta densidade de Col I induz 
parcialmente o fenótipo molecular, mas não o funcional, de células tumorais 
mamárias.   
 
 
Palavras-chave: Células-tronco tumorais. Matriz Extracelular. Colágeno tipo I. 
Rigidez. Mecanotransdução 

 



ABSTRACT 

VALADÃO, I. C. Matriz tridimensional de colágeno tipo I regulando células- 
tronco do câncer de mama. 2019. 91 p. PhD Thesis (Cell and Tissue Biology) - 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 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 I 
collagen (Coll I), and is one of the main independent risk factors for breast cancer 
development. High Coll I density and ECM stifness are also associated with increased 
tumor aggressiveness and metastasis. Coll I 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 I 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 I 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 I gels. High Coll I 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 I gels. High Coll I density increased total 
levels of the variant CD44 glycoprotein (CD44v), estrogen receptor α (ERα) and the 
pluripotency factor Sox2 in MS-derived MCF-7. However, the nuclear levels of the 
transcription factors (ERα and Sox2) remained unchanged. In common, high Coll I 
density did not increase nuclear levels of the mechanotransducer YAP in MDA-MB-
231 and MS-derived cell lines. We conclude that high Coll I density partially induces 
the molecular stemness, but not the functional, phenotype of mammary tumor cells. 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Cancer stem cells. Extracellular Matrix. Type I Collagen. Stiffness. 
Mechanotransduction 



 
 

1 INTRODUÇÃO  

1.1 Epidemiologia do câncer de mama 

O último levantamento anual estimou aproximadamente 2,1 milhões de novos 

casos de câncer de mama e mais de 600 mil óbitos decorrentes da doença. 

Percentualmente, o câncer de mama representa cerca de 25% dos novos casos de 

câncer e 15% do total de mortes relacionadas à doença. Nesse cenário, o câncer de 

mama figura como o tipo mais incidente e o segundo mais mortal no mundo, 

excetuando-se o de pele não melanoma (BRAY et al., 2018). Nacionalmente, o câncer 

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 câncer 

diagnosticados. É importante mencionar que, de cada 3 diagnósticos de câncer de 

mama no Brasil, 1 é realizado no estado de São Paulo (INCA, 2017). Dessa maneira, 

os dados epidemiológicos caracterizam o câncer de mama como um dos mais 

importantes problemas de saúde pública, seja em âmbito mundial, nacional ou 

estadual.  

1.2 Anatomia e histologia básica da glândula mamária 

 A glândula mamária é encontrada exclusivamente em mamíferos e atua na 

produção e secreção do leite, que consiste em rica mistura de macromoléculas 

(lipídeos, proteínas, carboidratos), hormônios, anticorpos e uma gama de outras 

moléculas necessárias para adequada nutrição e desenvolvimento da prole após o 

nascimento (HASSIOTOU; GEDDES, 2013). Anatomicamente, a mama consiste de 

vasos (linfáticos e sanguíneos), lobos, sistema ductal e mamilo. Os lobos são 

constituídos de pequenos lóbulos alveolares e representam a porção produtora de 

leite. O sistema ductal transporta o leite dos lobos até o mamilo. Histologicamente, a 

glândula mamária consiste de parênquima funcional, composto pelos lobos e ductos 

formados por tecido epitelial, e estroma, que apresenta tecido adiposo e conjuntivo e 

atua na sustentação do parênquima. Mais ainda, o estroma também é alvo e promotor 

de mudanças profundas durante o desenvolvimento da glândula mamária e essencial 

para o correto funcionamento desta (MEDINA, 1996; HASSIOTOU; GEDDES, 2013). 

Os ductos são formados por uma bicamada de células epiteliais. A células da 

camada mais interna são denominadas luminais, por estarem em contato direto com 

o lúmen dos ductos. Algumas dessas células passam por determinadas modificações 



 
 

e tornam-se capazes de produzir leite, durante a lactação. A camada externa 

apresenta células com capacidade contrátil semelhante à de células musculares lisas, 

sendo então denominadas mioepiteliais. A camada mioepitelial externa apoia-se 

firmemente sobre a camada luminal e produz a membrana basal, que delimita e 

separa o parênquima epitelial do estroma adjacente (HASSIOTOU; GEDDES, 2013). 

A imensa maioria dos tipos de câncer de mama tem origem no tecido epitelial 

glandular, portanto referidos como adenocarcinomas. Os carcinomas mamários 

podem ser localizados, denominados in situ, ou invasivos, quando rompem a 

membrana basal que reveste externamente a camada mioepitelial dos ductos e 

lóbulos. Os ductos terminais e seus lóbulos associados são denominados 

coletivamente de unidades ductolobulares terminais (UDLT) (Figura 1). Os ductos e 

lóbulos das UDLT são tidos como os principais sítios de origem de carcinomas 

mamários ductal e lobular, respectivamente (DIMRI; BAND; BAND, 2005). 

 

Figura 1 - Estrutura anatômica e histológica da glândula mamária. A unidade ductolobular terminal 
(UDLT) é tida como sítio de origem da maioria dos casos de câncer de mama. O sistema de ductos e 
lóbulos encontra-se imerso no estroma, que contém uma gama variada de proteínas fibrosas, tecido 
adiposo, vasos sanguíneos e células, a exemplo dos fibroblastos. Histologicamente, é possível 
identificar células luminais, em contato direto com o lúmen, e mioepiteliais, em contato direto com a 
membrana basal. Células tronco e progenitoras também são encontradas. Adaptado de (DIMRI; BAND; 
BAND, 2005).  



 
 

1.3 Classificação molecular do câncer de mama 

 O câncer também pode ser classificado de acordo com a expressão combinada 

de marcadores específicos. Por meio da técnica de imunoistoquímica, por exemplo, 

avalia-se a expressão do receptor de estrogênio (RE), receptor de progesterona (RP), 

receptor 2 do fator de crescimento epidermal humano (HER2) e o marcador de 

proliferação celular Ki-67 (LAKHANI et al., 2012). Em destaque, o subtipo triplo 

negativo (Triple Negative Breast Cancer, TNBC) caracteriza-se pela ausência de 

expressão de RE, RP e HER2, além de pior prognóstico quando em comparação aos 

demais subtipos que apresentam esses receptores (LIEDTKE et al., 2008). Nas 

últimas décadas, entretanto, técnicas como microarranjo de DNA (“DNA microarray”) 

e sequenciamento genético possibilitaram a criação de uma nova classificação para o 

câncer de mama, a nível molecular. 

A análise dos perfis de expressão gênica do câncer de mama possibilitou 

classificação molecular da doença e de seus “subtipos intrínsecos”, denominados 

luminal, basal símile (basal-like), normal símile (normal-like), e enriquecido em HER2 

(HER2-enriched) (PEROU et al., 2000). Posteriormente, um novo subtipo foi 

identificado e nomeado claudin-low, por expressar baixos níveis de genes associados 

a junções de oclusão e adesão célula-célula (HERSCHKOWITZ et al., 2007). Este 

subtipo intrínseco geralmente apresenta pior prognóstico, perfil molecular triplo 

negativo (RE-/RP-/HER2-) e perfis gênicos com expressão 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 populações de células que 

possuem ambas as capacidades de autorrenovação e diferenciação celular, além de 

estarem amplamente associadas à resistência quimioterápica e, portanto, à recidiva 

pós tratamento. Determinadas características das CTT podem estar relacionadas à 

sua resistência aumentada frente a regimes quimio e radioterápicos, dentre as quais 

a elevada expressão de transportadores de drogas, resistência elevada a danos ao 

DNA e reduzida taxa proliferativa (BORST, 2012; BATLLE; CLEVERS, 2017). Pelo 

fenótipo imaturo e não diferenciado, por exemplo, as CTT são tidas como 

responsáveis pela manutenção da heterogeneidade celular intratumoral e, portanto, 



 
 

capazes de recapitular a formação original do tumor ainda que isoladas das demais 

subpopulações representadas por células tumorais não tronco (LAPIDOT et al., 1994).  

Estudos pioneiros de identificação das CTT consistiam basicamente na 

inoculação de subpopulações distintas de células tumorais em camundongos 

imunodeficientes. Em geral, apenas uma subpopulação apresentava alta capacidade 

de gerar tumores (tumorigênese) contendo múltiplas subpopulações ( 

heterogeneidade intratumoral) (LAPIDOT et al., 1994; AL-HAJJ et al., 2003). Por este 

fenótipo não diferenciado, essa subpopulação foi denominada célula tronco tumoral. 

Mais recentemente, a utilização de camundongos transgênicos com rastreamento 

celular confirmou a existência in situ de CTT (DRIESSENS et al., 2012; SCHWITALLA 

et al., 2013; ZOMER et al., 2013). Estes estudos também demonstraram a existência 

de grande plasticidade celular tumoral. Atualmente, tem-se que o fenótipo tronco 

tumoral pode ser adquirido de forma dinâmica e transitória, em decorrência de fatores 

como níveis das subpopulações tumorais, localização espacial e estímulos do 

microambiente (Figura 2) (GUPTA et al., 2011; BATLLE; CLEVERS, 2017; 

LAMPRECHT et al., 2017; LENOS et al., 2018).    

 

Figura 2 - CTT e a heterogeneidade intratumoral. Na visão clássica (direita), as CTT são raras, 
relativamente quiescentes e com características predominantemente intrínsecas. Por divisão 
assimétrica, dão origem a outra CTT e uma célula progenitora. Esta última divide-se rapidamente, mas 
não se autorrenova e eventualmente torna-se diferenciada. Células diferenciadas não se autorrenovam 
ou dividem, compondo basicamente toda a massa tumoral. Na visão atual (esquerda), as CTT não são 
necessariamente raras ou quiescentes. A existência de células progenitoras e diferenciadas também é 
considerada, porém com interconversão entre estes tipos celulares, bem como entre células 
progenitoras e CTT. Essa plasticidade celular decorre de fatores como sinais do microambiente, níveis 
das populações celulares e localização espacial no tumor. Adaptado de (BATLLE; CLEVERS, 2017) 



 
 

1.4.1 Subpopulação de CTT CD44+CD24- 

Após a comprovação experimental da existência das CTT por Lapidot e 

colaboradores em leucemia mielóide aguda (LAPIDOT et al., 1994), vários grupos de 

pesquisa relataram a existência de células com propriedades semelhantes em 

diversos outros tipos de câncer. Inclusive, a identificação de tais células em tumores 

sólidos foi feita primeiramente no câncer de mama. Al-Hajj e colaboradores avaliaram 

em um modelo murino a tumorigenicidade de células extraídas de tumores primários 

de mama. Para tanto, populações com expressões variadas de diversas moléculas de 

superfície celular foram injetadas em camundongos imunodeficiencites. Foi observado 

que, à semelhança do constatado para leucemia mielóide aguda, o potencial 

tumorigênico das células tumorais mamários está restrito a subpopulações 

específicas. Especificamente, células que expressavam a glicoproteína CD44, na 

ausência da CD24 (CD44+CD24-) originavam tumores quando introduzidas em 

camundongos imunodeficientes em proporção muito maior às demais subpopulações 

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 os novos tumores apresentavam 

heterogeneidade celular semelhante à do tumor primário (AL-HAJJ et al., 2003). 

Clinicamente, apesar de estar associada ao favorecimento de metástases à distância 

(ABRAHAM et al., 2005) e resistência elevada à quimioterapia (LI et al., 2008), a 

presença da subpopulação CD44+CD24- não parece predizer piores índices 

prognósticos da doença (ABRAHAM et al., 2005; BANE et al., 2013).  

1.4.2 Perfil molecular das CTT mamárias 

Após o primeiro relato da existência das CTT em câncer de mama, diversos 

outros trabalhos contribuíram para melhor caracterização e compreensão acerca da 

importância destas na homeostasia tumoral. Neste contexto, a glicoproteína EPCAM 

(LIM et al., 2009), bem como as Integrinas α6 (LIM et al., 2009), β1 (ZHANG et al., 

2008) e β3 (VAILLANT et al., 2008), além do marcador enzimático Aldeído 

Desidrogenase 1 (ALDH1) (GINESTIER et al., 2007) identificam outras subpopulações 

de CTT mamárias. A heterogeneidade fenotípica das CTT pode ser justificada, por 

exemplo, pelos diferentes modelos de estudo utilizados nos trabalhos supracitados. A 

presença das CTT em pacientes com câncer de mama também foi importante para a 

identificação dos marcadores de maior relevância clínica. Park e colaboradores 



 
 

1do latim “id est” (isto é; ou seja) 

avaliaram a heterogeneidade de marcadores relacionados às CTT em relação aos 

diferentes subtipos moleculares e histológicos do câncer de mama. A população de 

células ALDH1+ apresentou-se mais frequente nos subtipos basal símile e HER2+ 

quando em comparação ao subtipo luminal. Ainda, o típico fenótipo CD44+CD24- foi 

detectado em cerca de 70% das amostras de tumor analisadas e em todos os tumores 

do tipo basal símile (PARK et al., 2010). Portanto, a hipótese de que existem diversas 

subpopulações de CTT no câncer de mama deve ser considerada. 

Marcadores de pluripotência são fundamentais na manutenção do estado 

indiferenciado de células tronco normais. Fatores de transcrição como Nanog, Sox2 e 

Oct4 regulam uma maquinaria molecular complexa envolvida em processos biológicos 

como diferenciação, desenvolvimento e manutenção da pluripotência (YOUNG, 

2011). Estudos recentes indicam que esses fatores de transcrição atuam não apenas 

na manutenção do fenótipo de células tronco, mas também de células tumorais. É 

sabido que a expressão de Sox2 em células tumorais mamárias é necessária para 

autorrenovação e formação de colônias em suspensão, habilidades marcadamente 

pronunciadas em CTT. Sox2 também é crucial em estágios iniciais da formação 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 proporção de divisão assimétrica, formação de colônias, autorrenovação e 

tumorigenicidade em camundongos (TANG et al., 2015). Por fim, a redução dos níveis 

de Nanog em células tumorais mamárias resulta em perda do fenótipo tronco tumoral 

in vitro e in vivo (JETER et al., 2009).  

Como mencionado anteriormente, a geração de metástase está relacionada a 

péssimo prognóstico do câncer de mama. A metástase ocorre pela aquisição de 

fenótipo invasivo pelas células tumorais, fundamentalmente por meio do fenômeno de 

transição epitélio mesenquimal (TEM). Inicialmente, durante o processo de TEM, as 

células epiteliais perdem suas junções célula-célula (i.e.1, junções oclusivas, 

aderentes, desmossomos e tipo Gap) e a típica 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 

reorganização de seu citoesqueleto, com aquisição das capacidades de migração e 

invasão evidenciadas pela formação de variadas protrusões celulares e degradação 

e remodelamento do estroma adjacente. Essas células, agora com 



 
 

 

fenótipo mesenquimal, passam a expressar altos níveis de marcadores como N-

caderina, Vimentina e Snai1, além de proteases que degradam a matriz extracelular 

(MEC) e deposição diferenciada de componentes fibrilares do estroma, como 

colágeno e fibronectina (LAMOUILLE; XU; DERYNCK, 2014). Essas células agora 

possuem um fenótipo mesenquimal invasivo, sendo capazes de ganhar a corrente 

sanguínea e, eventualmente, extravasar e estabelecer-se em um novo sítio para 

formação de tumor. Estudos recentes indicam que o perfil mesenquimal e tronco 

tumoral são molecularmente semelhantes. Em relação ao câncer de mama, células 

que são induzidas à TEM passam também a expressar marcadores e comportamento 

funcional de CTT (MANI et al., 2008). Além disso, a subpopulação de CTT 

CD44+CD24- é mais frequentemente encontrada na porção frontal e invasiva do tumor 

mamário, com expressão elevada do marcador mesenquimal Vimentina, sugerindo 

fenótipo invasivo (LIU et al., 2014). Esses indícios indicam que células altamente 

migratórias e invasivas teriam também a capacidade de divisão assimétrica, 

necessárias para a manutenção da heterogeneidade e homeostasia tumoral no sítio 

metastático. Ainda, as CTT participam ativamente do estabelecimento do nicho 

metastático por meio da interação com demais populações celulares do 

microambiente local. Essa interação ocorre, por exemplo, pela expressão ou liberação 

de determinadas moléculas ou microvesículas (LIU et al., 2011; JAISWAL et al., 2013). 

Dessa forma, as CTT não apenas migrariam para sítios inerentemente mais aptos à 

instalação de um novo tumor, mas também contribuiriam decisivamente para a 

formação de um microambiente propício ao seu estabelecimento (SHIOZAWA et al., 

2013). Finalmente, é importante frisar que a associação entre metástase e CTT 

mamárias é de fundamental importância clínica, uma vez que pouco mais de 25% das 

pacientes com metástase à distância sobrevive por pelo menos 5 anos após 

diagnóstico (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 importância na manutenção da homeostasia tumoral é 

a contribuição proveniente do microambiente, seja em fenômenos iniciais, como a 

tumorigênese, ou tardios, a exemplo da metástase. Dentre os tipos celulares não 

tumorais mais associados a efeitos oncomodulatórios estão as células endoteliais, 

células do sistema imune e fibroblastos associados ao câncer (FAC). Inclusive, a 



 
 

 

comunicação entre este tipo celular e as células tumorais pode levar à aquisição do 

fenótipo tronco por estas últimas (PLAKS; KONG; WERB, 2015). Entretanto, a forma 

pela qual os componentes não celulares do estroma contribuem para a manutenção 

do fenótipo tronco tumoral permanece menos esclarecida. 

Dá-se o nome de Matriz Extracelular (MEC) ao conjunto dos componentes não 

celulares do estroma. A MEC é constituída por uma combinação extremamente 

complexa de macromoléculas (glicoproteínas, proteoglicanos, glicosaminoglicanos, 

proteínas fibrilares) e diversas classes de moléculas biologicamente ativas, como 

fatores de crescimento, hormônios, citocinas, quimiocinas e proteases. Por sua ampla 

variedade biológica de componentes, a MEC é moduladora essencial de diversos 

processos celulares, como crescimento, nutrição, divisão, migração e invasão. 

Enquanto todos os tipos celulares são fontes extremamente importantes de moléculas 

bioativas, o fibroblasto é o principal responsável pela deposição das proteínas fibrosas 

da MEC. As proteínas fibrosas mais comuns na MEC são a elastina, que confere 

resistência e elasticidade aos tecidos, e o colágeno, que é a proteína mais abundante 

no organismo humano e desempenha uma série de funções, que variam desde a 

sustentação mecânica das células até a modulação de processos celulares como 

crescimento, migração e diferenciação (THEOCHARIS et al., 2016).  

1.6 Colágeno e câncer de mama 

No câncer de mama, o colágeno apresenta importância considerável. O 

colágeno fibrilar, especialmente o colágeno tipo I (Col I), é componente majoritário da 

MEC e contribui enormemente para a rigidez da glândula mamária. A alta densidade 

de Col I induz a proliferação de células epiteliais mamárias in vitro (PROVENZANO et 

al., 2008). Clinicamente, a elevada deposição de colágeno no estroma mamário está 

associada à maior densidade mamográfica (i.e. densidade da mama avaliada por 

mamografia) (HUO et al., 2015). Por sua vez, a elevada densidade mamográfica é um 

dos maiores fatores de risco independentes associados ao desenvolvimento do 

câncer de mama (BOYD et al., 2007). Além desta associação, o colágeno também 

parece contribuir para a progressão e metástase da doença. Utilizando um modelo de 

camundongo transgênico, Provenzano e colaboradores (PROVENZANO et al., 2008) 

avaliaram o efeito da densidade elevada de Col I sobre a gênese e desenvolvimento 

de tumores mamários. Para tanto, foram utilizados camundongos com tumores 

espontâneos na glândula mamária com alta deposição de Col I. Estes camundongos 



 
 

 

apresentaram formação de tumores mais precocemente, com células tumorais mais 

migratórias, agressivas e metastáticas, quando em comparação aos camundongos 

com deposição normal de Col I. Recentemente, resultados semelhantes foram 

observados quando células tumorais mamárias foram injetadas em glândulas 

mamárias com alta deposição de Col I (BARCUS et al., 2017; SHEA et al., 2018). Por 

fim, a associação entre deposição de Col I tumoral e metástase tem relevância clínica. 

Pacientes com metástase no linfonodo apresentam maiores níveis de deposição de 

Col I no tumor mamário (KAKKAD et al., 2012).  

A organização fibrilar do colágeno também sofre alterações durante a 

progressão tumoral. Como mencionado anteriormente, as células tumorais com 

fenótipo mesenquimal invasivo aumentam a produção de proteases que clivam a 

matriz extracelular, inicialmente da membrana basal e em seguida da matriz adjacente 

(i.e. intersticial). Esse processo é potencializado pelos FAC que, além de também 

secretarem proteases, aumentam a deposição, cross-linking (reticulação) e 

linearização do Col I. O cross-linking consiste basicamente de ligações covalentes 

entre resíduos específicos da estrutura fibrilar de Col I. Em camundongos, é sabido 

que a indução de cross-linking do Col I eleva a rigidez do tumor mamário e é 

acompanhada de progressão tumoral. Além disso, ocorre maior linearização das fibras 

de Col I especialmente na periferia do tumor, facilitando a invasão das células tumorais  

no estroma adjacente (Figura 3) (PROVENZANO et al., 2006; LEVENTAL et al., 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

Figura 3 - Modifição da MEC na progressão tumoral e metástase. Componentes da MEC da 
glândula mamária normal são significativamente alterados no câncer de mama. Células tumorais e 
fibroblastos ativados (FAC) aumentam a produção de MEC fibrosa. A membrana basal ao redor do 
epitélio da glândula mamária é degradada por proteases da MEC, como MMPs, heparanase e outras. 
O aumento da deposição e cross-linking de colágeno enrijece a MEC. Isto, associado ao aumento da 
produção de fibrobronectina e peptídeos bioativos da MEC (i.e. matriquinas) tornam as células tumorais 
mais agressivas e invasivas. Algumas dessas células podem originar metástases. Para isso,  entram 
em vasos (intravasamento), se disseminam, saem (extravasamento) e estabelecem nova colônia em 
locais distantes. Para esse estabelecimento, também é necessário preparo do novo microambiente por 
células tumorais e componentes celulares e acelulares do estroma local. Adaptado de (INSUA-
RODRÍGUEZ; OSKARSSON, 2016)    

 

Em pacientes humanos, a deposição alterada de colágeno provoca mudança 

gradual na rigidez da glândula mamária afetada pelo processo tumoral. O tumor 

invasivo apresenta rigidez superior à do tumor localizado (in situ), enquanto este é 

mais rígido que a glândula mamária normal (SAMANI; ZUBOVITS; PLEWES, 2007). 

Também seguem essa tendência a deposição, retidão e orientação do colágeno 

perpendicularmente à periferia tumoral (ACERBI et al., 2015). Em comparação à 

porção central do tumor, a porção invasiva apresenta maior rigidez e proporção de 

fibras colágenas lineares (ACERBI et al., 2015). Essas observações apresentam 

relevância clínica. Conklin e colaboradores (CONKLIN et al., 2011) demonstraram que 

a deposição elevada de fibras de Col I lineares e alinhadas perpendicularmente à 



 
 

 

periferia tumoral está associada a menor sobrevida e maior chance de recidiva em 

pacientes com câncer de mama. 

1.7 Mecanotransdução e câncer 

A células também percebem e respondem à variação de rigidez que 

acompanha a progressão tumoral. Para tanto, as células realizam mecanotransdução, 

que consiste na conversão de estímulos mecânicos em sinais bioquímicos e, 

consequentemente, modulação de processos biológicos. Mecanisticamente, os 

estímulos mecânicos alteram a conformação de proteínas mecanossenssíveis 

distribuídas pela membrana, citoesqueleto e núcleo. Dessa forma, reorganização do 

citoesqueleto e modulação da expressão gênica são moduladas por 

mecanotransdução, interferindo diretamente em diversos processos celulares, como 

contração,  migração, invasão e diferenciação (WANG, 2017). Ainda que a 

compreensão sobre a mecanotransdução esteja em expansão há décadas, a 

descoberta do “elo” entre a mecanocepção e a modulação da expressão gênica é 

relativamente recente. Dupont e colaboradores identificaram que a modulação na 

rigidez e arquitetura do microambiente celular é acompanhada de alteração na 

translocação nuclear e regulação transcricional de YAP e TAZ (DUPONT et al., 2011). 

Atualmente, sabe-se que sinais mecânicos como esticamento, tensão e fluxo 

sanguíneo também modulam a ativadade de YAP e TAZ (MA et al., 2019).   

YAP/TAZ são coativadores transcricionais e modulam a via de sinalização de 

Hippo, envolvida na regulação de processos biológicos como crescimento, 

especificação e autorrenovação celular, bem como controle do tamanho de órgãos e 

regeração tecidual. Em adição aos sinais mecânicos, a via de Hippo é regulada por 

fatores de crescimento e estresse, além de proteínas associadas à polarização e 

adesão celular. Em humanos, a via de Hippo consiste basicamente de uma cascata 

de proteínas quinases, com destaque para MST1/2 e LATS1/2. Na via ativa, YAP/TAZ 

é fosforilado e não acessa o núcleo. Na via inativa, YAP encontra-se desfosforilado e 

acessa o núcleo para otimizar a transcrição dos genes da via (Figura 4) (MA et al., 

2019). Como exemplo, o aumento da rigidez do substrato celular provoca translocação 

nuclear e atividade de YAP/TAZ (DUPONT et al., 2011). Apesar de pouco esclarecido, 

sabe-se que esse processo envolve agrupamento de receptores de proteínas da MEC 

(Integrinas) na membrana e remodelamento do citoesqueleto celular  (MA et al., 2019).    



 
 

 

 

Figura 4 - Via de sinalização de Hippo. A via de Hippo integra vários tipos de sinais para modular a 
localização e atividade de YAP/TAZ. Hormônios e privação de glicose modulam por meio do receptor 
de membrana GPCR e da quinase AMPK, respectivamente. Em contrapartida, a modulação por junções 
oclusivas e aderentes é independente das quinases da via de Hippo. A rigidez elevada provoca tensão 
e remodelamento de F-actina, levando à inativação de LATS1/2 e consequente translocação nuclear 
de YAP/TAZ. Adicionalmente, esse remodelamento pode resultar em maior abertura de poros 
nucleares e permissividade à entrada de YAP/TAZ. Setas retas, achatadas e tracejadas indicam 
ativação, inibição e regulação indireta, respectivamente. Adaptado de (MA et al., 2019).   

 

A via de Hippo apresenta-se desregulada em diversos tipos de câncer. Nestes, 

a translocação nuclear de YAP/TAZ controla diversas características, como 

proliferação descontrolada, inibição da apoptose, reprogramação metabólica, 

formação de vasos (neoangiogênese), TEM e geração de CTT (MA et al., 2019). 

YAP/TAZ induzem o fenótipo tronco tumoral em modelos in vitro e in vivo de câncer 

de mama (CORDENONSI et al., 2011; KIM et al., 2015b), além de apresentarem 

atividade aumentada em estágios avançados da doença e metástases 

(CORDENONSI et al., 2011).  

 



 
 

 

1.8 Densidade de colágeno, mecanotransdução e CTT  

 O enriquecimento de colágeno no estroma mamário está associado à gênese, 

progressão e invasão de células tumorais. É razoável, portanto, supor que tal 

enriquecimento resulte na indução do fenótipo tronco tumoral. Empregando modelos 

in vitro, alguns estudos indicaram o Col I como indutor de CTT em carcinoma colorretal 

(KIRKLAND, 2009) e glioma (MOTEGI et al., 2014). No caso do câncer de mama, 

entretanto, o Col I já foi apontado tanto como indutor absoluto (CHEN et al., 2012) 

quanto parcial (REYNOLDS et al., 2017) do fenótipo tronco tumoral. Além disso, ainda 

que modelos in vivo sugiram correlação positiva entre densidade de Col I, 

mecanotransdução e fenótipo tronco tumoral (PANG et al., 2016; SHEA et al., 2018), 

ainda não é possível confimar uma relação causa-efeito entre estas variáveis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

6 CONCLUSÃO 

 Com base nos resultados apresentados, concluímos que o aumento da 

densidade de Col I:  

- Modula positivamente os níveis da subpopulação CD44+CD24- em linhagem MDA-

MB-231, mas não em MCF-7 e MCF-10A 

- Não modula consideravelmente a expressão gênica de marcadores associados às 

CTT na linhagem MDA-MB-231; 

- Não modula expressão proteica de marcadores associados às CTT em linhagem 

MDA-MB-231; 

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

- Não modula a sublocalização celular de YAP em linhagens MDA-MB-231 e MCF-7 

derivada de ME; 

- Não modula a capacidade clonogênica e de autorrenovação em linhagem MDA-MB-

231; 

- Inibe o alongamento, porém não modula a área, perímetro, solidez e circularidade 

da linhagem MDA-MB-231; 

- Não induz o alinhamento fibrilar global pela linhagem MDA-MB-231;                         
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