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RESUMO 

 

FERNANDES, Laila Ribeiro. Papel pró-tumoral da trombospondina-1 (TSP-1) em modelos 

de células de adenocarcinoma mamário. 2019. 183f.Tese (Doutorado em Biociências) – 

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 

Rio de Janeiro, 2019. 

 

 
 A trombospondina-1 (TSP-1), o primeiro inibidor fisiológico da angiogênese a ser 

caracterizado em 1990, possui papel controverso na angiogênese tumoral e na metástase. O domínio 

N-terminal da TSP-1 (NTSP-1) é pró-angiogênico e nossos trabalhos em modelos endoteliais sugerem 

que ele potencializa a ação de fatores de crescimento (FCs) angiogênicos através de seus receptores 

tirosina-quinase (RTKs). Dada a importância do N-terminal na interação da TSP-1 com células 

tumorais, torna-se essencial definir se tais eventos também ocorrem nessas células. Selecionamos as 

linhagens MCF-10A (hiperplásica), MCF-7 (tumoral; não invasiva) e MDA-MB-231 (tumoral; 

invasiva), que foram caracterizadas quanto à expressão de receptores para o domínio NTSP-1, com o 

objetivo de avaliar suas respostas respostas funcionais ao EGF, cujo RTK (EGFR) foi o único 

consistentemente detectado nas três linhagens mamárias. As células foram tratadas com EGF ou 

NTSP-1, além de uma combinação de ambos, nos seguintes ensaios funcionais: (i) “wound healing” 

(migração coletiva); (ii) migração individual; (iii) análise de proliferação e morte celular; (iv) 

diferenciação em esferoides 3D (exceto MDA-MB-231); (v) ativação de EGFR e de ERK1/2. 

Mudanças expressivas foram detectadas nos parâmetros individuais de migração de cada linhagem, 

ressaltando: células MCF-10A e MDA-MB231 tratadas com NTSP-1/EGF exibiram maior distância 

acumulada, se comparadas com células tratadas com EGF. Nas células MCF-7, os tratamentos com 

EGF e NTSP-1/EGF induziram as maiores velocidades de migração. A análise de trajetórias, para as 

três linhagens, sugere que as respostas a NTSP-1 estão relacionadas à aquisição de padrões de 

migração randômicos, relacionados na literatura ao comportamento metastático. Não foram 

observadas modificações importantes na homeostase da proliferação e morte celulares nas células 

MCF-10A e MDA-MB-231, enquanto o tratamento NTSP-1/EGF estimulou a proliferação de células 

da linhagem MCF-7. A análise das linhagens MCF-10A e MCF-7 em ambiente tridimensional (3D) 

evidenciou transições morfológicas importantes em ambas, mas apenas nas células MCF-7, o NTSP-1 

potencializou a mudança induzida pelo EGF nos esferoides, para fenótipos em cachos e em colar de 

contas, ambos considerados menos diferenciados e/ou mais migratórios. Investigamos a via canônica 

RasRafMEKERK1/2, ativada por EGFR. NTSP-1 e EGF não pareceram atuar com sinergismo 

na ativação do EGFR e de ERK1/2 nas linhagens MCF-10A e  MDA-MB-231, mas uma forte 

tendência de potencialização de ERK1/2 pelo NTSP-1/EGF foi observada na linhagem MCF-7, com 

redução do nível total de EGFR, sugerindo o aumento da sua endocitose, o que foi confirmado por 

microscopia confocal, com a observação de persistência da co-localização de EGFR com Rab5A 

(marcador de endossoma primário) até 60 minutos, apenas com o tratamento NTSP-1/EGF, sugerindo 

que o NTSP-1 prolonga a ação do EGF nessas células. Ensaios da via de ERK em células MCF-7, nos 

quais NTSP-1 foi substituído por TSP Hep II, um peptídeo bioativo ligante de sindecan-4, demonstrou 

tendência de maior ativação da via. Em ensaios clonogênicos, o tratamento com TSP Hep II, isolado 

ou em combinação com EGF, levou à formação de colônias de menor diâmetro e de aspecto celular 

disperso. Por fim, caracterizamos a potencialização de outro FC, FGF-2, na resposta angiogênica 

dependente de FGFR1, em CEs microvasculares. Nossos dados reforçam hipótese de um papel pró-

tumoral e pró-angiogênico para domínio N-terminal da TSP-1 presente no microambiente de tumores 

mamários, em sinergia com FCs. 

 

Palavras-chave: Trombospondina-1. Domínio N-terminal. Receptores tirosina-quinase 

(RTKs). EGF (sinalização EGFR). ERK1/2-MAPK. Carcinoma mamário. 

Endocitose. 



 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

FERNANDES, Laila Ribeiro. Pro-tumoral role of thrombospondin-1 (TSP-1) in 

adenocarcinoma breast cells. 2019. 183f. Tese (Doutorado em Biociências) – Instituto de 

Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de 

Janeiro, 2019. 

 
 Thrombospondin-1 (TSP-1) was described in 1990 as the first physiologic angiogenesis 

inhibitor, but today its role in tumor angiogenesis and metastasis remains controversial. The N-

terminal heparin-binding domain of TSP-1 (NTSP-1) is rather pro-angiogenic, partially through its 

ability to potentiate the activity of growth factor-dependent receptor tyrosine kinases (RTKs), in 

endothelial cells. Since NTSP-1 also binds to a vast array of cancer cells, it is important to ascertain if 

the molecule also affects relevant RTKs in tumor contexts. MCF-10A (hyperplastic), MCF-7 (tumoral; 

noninvasive) e MDA-MB-231 (tumoral; invasive) breast cell lines were characterized for the 

expression of NTSP-1 receptors and then investigated for their responses to EGF, since its receptor 

EGFR was the most consistently detected in all three cell lines. Treatments (NTSP-1 or EGF, alone or 

in combination) were performed before the following functional assays: (i) wound healing (for 

assessment of collective migration); (ii) cell tracking (for individual migration); (iii) analysis of cell 

death and proliferation; (iv) organoid differentiation (3D-assay; except for MDA-MB-231 cells); (v) 

cell signaling through EGFR and the RasERK pathway. No significant changes in the homeostasis 

between cell proliferation and death were observed in MCF-10A and MDA-MB-231 cells with the 

treatments, while NTSP-1/ EGF treatment stimulated MCF-7 cell proliferation. We found significant 

shifts in individual migration patterns. Among the most important, we observed that MCF-10A e 

MDA-MB231 cells treated with NTSP-1/EGF exhibited larger accumulated distances, while EGF and 

NTSP-1/EGF induced significant increases in cell speed, in MCF-7 cells. Overall, for the three 

lineages, the cell tracking analysis showed that NSTP-1 (alone or in combination with EGF) favored 

random patterns of cell migration, a trait that rather correlates with the acquisition of metastatic 

phenotypes. MCF-10A and MCF-7 cell lines grown on a three-dimensional (3D) environment showed 

both important morphological transitions, but only in MCF-7 cells NTSP-1 enhanced EGF-induced 

changes in spheroids, from clustered phenotypes to a grape-like and multicellular streaming 

organization, both considered less differentiated and/or more migratory. We investigated the canonical 

pathway Ras - - ERK1/2 upon EGFR activation. NTSP-1 and EGF did not appear to act 

synergistically in the activation of EGFR and ERK1/ 2 in MCF-10A and MDA-MB-231 cells. 

However, a strong trend towards ERK1/2 potentiation by NTSP-1/EGF was observed in MCF-7 cells, 

including a strong reduction in the unphosphorylated form of EGFR, suggesting an increase in its 

endocytosis. This was confirmed by confocal microscopy, which demonstrated the persistence of 

EGFR co-localization with Rab5A (a primary endosome marker) observed for up to 60 minutes only 

under the NTSP-1/EGF treatment, suggesting that NTSP-1 prolongs EGF action in these cells. The 

analysis of ERK activation in MCF-7 cells, when NTSP-1 was replaced by TSP Hep II - a syndecan-4-

binding bioactive peptide - showed a tendency for increased activation. In clonogenic assays, 

treatment with TSP Hep II, alone or in combination with EGF, led to the formation of colonies smaller 

in diameter, with a dispersed cell appearance. Finally, we characterized the potentiation of another 

growth factor, FGF-2, in the course of FGFR1-dependent angiogenic response in microvascular ECs. 

Our data support the hypothesis of a pro-tumor and pro-angiogenic role for the TSP-1 N-terminal 

domain in the breast microenvironment, in synergy with growth factors. 

 

Keywords: Thrombospondin-1. N-terminal domain. Receptor tyrosine kinase (RTK). 

EGF/EGFR signaling.  ERK1/2-MAPK pathway. Breast carcinoma. Endocytosis.  
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INTRODUÇÃO 

 

 

Epidemiologia do Câncer de Mama 

 

 

O câncer de mama é o segundo tipo mais incidente no mundo, atrás apenas do câncer de 

pulmão (Ferlay et al, 2015; Estimativa INCA 2018), sendo a neoplasia mais comum em 

mulheres (Ban & Godellas, 2014), correspondendo a 25% dos novos casos a cada ano (Ferley 

et al, 2015), e constituindo a principal causa de morte de mulheres por câncer no mundo 

(Torre et al, 2016). O câncer de mama também pode acometer homens, embora seja um 

evento raro, que corresponde a menos de 1% de todos os tipos de neoplasias que atingem o 

sexo masculino e menos de 1% de todos os tipos de câncer de mama (Abdelwahab, 2017). Na 

prévia de sua última avaliação, divulgada na íntegra em 2019, a IARC (Agência Internacional 

para Pesquisa em Câncer), estimou em 2,1 milhões o número de novos casos de câncer de 

mama no mundo em 2018, e cerca de 627.000 mortes associadas a esta doença (Bray et al, 

2018; Ferlay et al, 2018). 

No Brasil, o número de novos casos de câncer de mama feminina estimados para 2018 foi 

de 59.700, de acordo com dados publicados pelo INCA (Instituto Nacional de Câncer José 

Alencar Gomes da Silva) na Estimativa 2018 – Incidência de Câncer no Brasil. Nessa 

estimativa, sem considerar os tumores de pele não melanoma, o câncer de mama é o mais 

frequente nas mulheres das regiões Sul (73,07/100 mil), Sudeste (69,50/100 mil), Centro-

Oeste (51,96/100 mil) e Nordeste (40,36/100 mil). No Norte, é o segundo mais incidente 

(19,21/100 mil). A Tabela 1 mostra a incidência de câncer estimada para 2018, de acordo 

com sexo, onde o câncer de mama aparece como mais incidente no sexo feminino. 

Diferentes fatores estão relacionados com o surgimento da doença, entre eles destacam-se 

aspectos relacionados à vida reprodutiva da mulher (menarca precoce, menopausa tardia), 

questões hormonais, nuliparidade ou gravidez tardia (Torre et al, 2016), genéticos (histórico 

familiar), uso de alguns anticoncepcionais e reposição hormonal na menopausa (Estimativa 

INCA 2018) e ambientais (consumo de álcool, exposição à radiação ionizante), sedentarismo 

e obesidade, além do envelhecimento (Key et al, 2001; Estimativa INCA 2018; Ban & 

Godellas, 2014), e a alta densidade do tecido mamário (Nazari & Mukherjee, 2018). Em 

contrapartida, a amamentação reduz o risco de desenvolvimento da doença (Torre et al, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abdelwahab%20Yousef%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29526255
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2016). O melhor entendimento destes fatores possibilita um melhor aconselhamento e 

tratamento dos pacientes (Ban & Godellas, 2014). 

 

 

Tabela 1- Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 

2018 por sexo, exceto pele não melanoma* 

 
Fonte: Retirada de Estimativa 2018: Incidência de Câncer no Brasil, editada pelo Instituto Nacional de Câncer 

José Alencar Gomes da Silva/ Ministério da Saúde, Coordenação de Prevenção e Vigilância. Rio de 

Janeiro: INCA, 2018.  

 

 

 

Estrutura da Mama 

 

A glândula mamária é composta por uma série de ductos ramificados que conectam as 

unidades glandulares funcionais (ácinos) ao mamilo. Os ductos de ramificação, assim como 

os ácinos localizados nas extremidades de cada sistema ductal, são compostos de dois tipos 

celulares: (i) uma camada interna de células epiteliais luminais secretoras com 

microvilosidades apicais, cercadas por células mioepiteliais contráteis. As células luminais 

dos ácinos estão arranjadas radialmente com a presença de junções oclusivas (tight juctions) 

entre as células localizadas no polo apical, próximo ao lúmen central (Vidi et al, 2013), 

conforme ilustrado na Figura 1. A principal função do ácino é a secreção de leite. E o fluxo 

de leite nos ductos é alimentado pela contração das células mioepiteliais. As células luminais 

apresentam como marcadores principais as queratinas 8 e 18, e as células mioepiteliais/basais, 

as queratinas 5/6 e 17, integrina β4 e laminina (Perou et al, 2000).  
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Figura 1 - Estrutura da mama e seus principais tipos celulares 

 

 

Legenda: Organização anatômica e histológica da glândula mamária. As células do tecido mamário dividem 

tarefas na produção e ejeção do leite materno, durante o processo de lactação. A regulação do 

metabolismo celular por hormônios e fatores de crescimento tem importância fundamental para a 

hemostasia da lactação, além de profundo impacto no desenho de tratamentos para as neoplasias da 

glândula mamária. Dos três tipos celulares principais (luminal, basoluminal e basal), o luminal é o 

mais envolvido na origem de neoplasias, enquanto os cânceres de características basais podem se 

apresentar como os de tratamento mais difícil. 

Fonte: Adaptado de Wong e Rebelo, 2012 (www.pathophysiol.org – Learning resources of the MacMaster 

University, Ontario, Canada) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tipos celulares da mama normal

Associação com alguns 

subtipos moleculares da doença 

http://www.pathophysiol.org/
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Classificação do Câncer de Mama 

 

 

O câncer de mama é uma doença heterogênea, com alto grau de variabilidade inter- e 

intratumoral, e diversidade considerável tanto biologicamente quanto clinicamente. Assim, a 

estratificação dos diferentes tipos de tumores é essencial para que melhores resultados 

clínicos possam ser alcançados (Sorlie et al, 2003; Yeo e Guan, 2017). 

Os carcinomas mamários podem ser categorizados de acordo com o comportamento 

clínico, características histológicas, e/ou propriedades biológicas (Russnes et al, 2017). De 

modo geral, os pilares da caracterização continuam pautados no subtipo histológico, o grau e 

o estágio do tumor, os quais refletem o grau de diferenciação tumoral (ex: formação tubular) e 

sua taxa de crescimento (tamanho e contagem mitótica) (Provenzano et al, 2018). 

A Figura 2 mostra o esquema de classificação histológica mais amplamente utilizado até 

2012, mas que ainda é bastante aplicado na prática clínico-diagnóstica (Malhotra et al, 2010). 

Basicamente, os tipos têm sido classificados em in situ (ductal ou lobular) ou invasivo 

(infiltrante), sendo este segundo grupo o foco da grande complexidade da classificação 

histológica, com pelo menos seis subtipos. O tipo histológico classificado como infiltrante 

ductal corresponde a cerca de 80% das neoplasias da mama feminina. 
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Figura 2- Classificação histológica dos cânceres de mama 

 

Legenda: Este esquema, correntemente utilizado na clínica oncológica, categoriza a heterogeneidade observada 

no câncer de mama com base na arquitetura tecidual e nos padrões de crescimento tumoral. 

Fonte: Adaptado de Malhotra et al, 2010. 

 

 

 A última classificação do câncer de mama liberada pela Organização mundial de 

Saúde (WHO-World Health Organization) (Lakhani et al, 2012) incluiu também as lesões 

precursoras, lesões de baixo potencial maligno, proliferações epiteliais benignas, 

fibroepiteliais, mioepiteliais, e neoplasias mesenquimais, entre outras.  Nessa edição, a 

terminologia para o tipo mais comum de câncer de mama mudou de “carcinoma ductal 

invasivo, não especificado de outra forma” (NOS – not otherwise specified), para “carcinoma 

invasivo de nenhum tipo especial” (NST – no special type), categoria não uniforme que 

compreende todos os tumores da mama sem características de diferenciação específicas. 

Dessa forma, a terminologia de uso preferencial para essa categoria passou a ser carcinoma 

de nenhum tipo especial, sendo seu diagnóstico realizado através de um mecanismo de 

exclusão, ou seja, a não identificação de características presentes em tipos histológicos 

específicos de carcinoma mamário invasivo (Sinn e Kreipe et al, 2013). Assim, os subtipos 

Câncer de mama             

Carcinoma in situ

Baixa 

variação 

histológica

Sólido

Papilar

Micropapilar

Cribiforme

Comedocarcinoma

Carcinoma invasivo (infiltrante)             

Infiltrante

ductal

Invasivo

lobular

Ductal/

lobular

Mucinoso

Medular

Tubular

Pobremente

Diferenciado

Bem

Diferenciado

Moderadamente

Diferenciado

Classificação baseada em:

1. Pleomorfismo nuclear
2. Formação glandular/tubular

3. Taxa mitótica 
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histológicos mais prevalentes passaram a ser o carcinoma invasivo de nenhum tipo especial 

(50-80%) e o carcinoma lobular invasivo (5-15%) (Sachs et al, 2018).  

 Aos subtipos invasivos, que são os de classificação mais complexa, aplica-se ainda 

uma gradação histológica, sendo que o método mais utilizado no câncer de mama é o sistema 

de Nottingham, criado em 1957 por Bloom e Richardson e modificado por Elston e Ellis em 

1991, o qual confere um grau de malignidade de acordo com três parâmetros, e cada um deles 

pode receber uma pontuação de 1-3: (a) o grau de diferenciação estrutural (avaliado pela 

presença de diferenciação tubular); (b) grau de pleomorfismo nuclear (variação no formato, 

tamanho e coloração do núcleo); (c) taxa mitótica. Nas análises clínico-patológicas 

tradicionais, o grau histológico é mais importante do que o tipo morfológico para o manejo de 

paciente com câncer de mama (Russnes et al, 2017).  

 O estadiamento dos tumores de mama, ou seja, a adoção de critérios que definirão a 

extensão da doença no organismo, é realizada através do sistema TNM (tumor primário [T], 

linfonodos regionais [N] e metástases distantes [M]). O sistema foi criado em 1959 pelo 

Comitê Conjunto Americano para o Câncer (AJCC- American Joint Committee for Cancer). 

No sistema TNM para o parâmetro T, é conferido um número de 0-4 para descrever o 

tamanho e a localização do tumor. No parâmetro N, de 0-3 associado a invasão dos linfonodos 

regionais, e no parâmetro M de 0-1 associado a ocorrência de metástase. Cada um desses 

parâmetros apresenta subcategorias associadas a critérios clínicos e patológicos.  

 A  última edição (8ª) do manual de estadiamento do câncer de mama continuou 

baseada em características anatômicas, mas reconheceu a influência prognóstica da 

categorização molecular dos tumores de mama –  descrita mais adiante - com ênfase na 

expressão de receptores hormonais (ER e PR), da taxa de proliferação e da amplificação de 

HER2, assim como de painéis de expressão gênica associados ao prognóstico da doença 

(Giuliano et al, 2017; Giuliano et al, 2018).  

 A categorização molecular dos tumores mamários teve início em 2000, quando Perou 

e colaboradores, propuseram que a diversidade fenotípica dos tumores de mama deveria ser 

acompanhada de uma diversidade nos perfis de expressão gênica. Dessa forma, eles 

investigaram, através de uma análise hierárquica de agrupamentos (clustering hierarchical 

analysis), os padrões de expressão em tecidos humanos mamários normais e tumorais. A 

partir dessa análise, foram estabelecidos os denominados subtipos intrínsecos: o subtipo 

normal; o subtipo luminal/positivo para o receptor de estrogênio (ER+) (subtipos luminal A e 

luminal B),  o subtipo basal , o subtipo enriquecido para o receptor de fator de crescimento 
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epidermal 2 (HER2+) (Perou et al, 2000). Mais recentemente, foi proposto um novo subtipo 

molecular, denominado de baixa expressão de claudinas (Herschkowitz et al, 2007; Prat et al, 

2010). A Figura 3 apresenta sinteticamente algumas das principais características desses 

subtipos moleculares. 

 De modo geral, os diferentes subgrupos moleculares são diferenciados principalmente 

pela expressão de ER, HER2 e genes relacionados à proliferação celular, características que 

também podem ser analisadas, de forma mais acessível e barata, através da técnica de imuno-

histoquímica (Koka e Ioffe, 2013). Embora múltiplos estudos estejam direcionados para a 

caracterização molecular global dos perfis de câncer de mama, a rotina clínica permanece 

apoiada em características clínico-patológicas, e principalmente na imuno-positividade para 

ER, PR e HER2 como base para classificação dos tumores e  para definição do tratamento 

(Sachs et al, 2018; Yanovich et al, 2018). Além desses marcadores, diretrizes recentes de 

tratamento recomendam a associação do índice de proliferação (Ki67), especialmente em 

tumores positivos para ER, uma vez que isso auxilia a identificação de pacientes que podem 

se beneficiar de quimioterapia adjuvante (Russnes et al, 2017). 

 Muitos estudos têm demonstrado a relevância das informações moleculares para a 

compreensão de prognósticos e, em alguns casos, reorientação do tratamento. Por exemplo, o 

subtipo luminal A engloba tumores tipicamente de baixo grau histológico, e que normalmente 

apresentam um excelente prognóstico e elevada expressão de genes ativados por ER.  
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Figura 3 - Classificação molecular dos cânceres de mama 

 

Legenda: Esta classificação se baseia nos chamados subtipos moleculares intrínsecos, identificados diretamente 

em tecidos mamários normais e tumorais através da análise de microarranjos. A tipagem molecular 

vem se tornando importante na prática clínica, dada a variabilidade de resposta frente às novas 

terapias-alvo. A definição de pools genéticos mínimos, que permitam diferenciar os subtipos com 

maior segurança vem sendo realizada em pacientes através de técnicas moleculares mais acessíveis, 

como o PCR em tempo real. A caracterização molecular de tecidos mamários normais (peritumorais 

ou de mamas sadias) define um subtipo molecular normal, no qual predomina a assinatura genética de 

tecidos adiposos. 

Fonte: Adaptado de Malhotra et al, 2010. 

 

  

 Já os do subtipo luminal B apresentam um maior grau histológico e alta taxa de 

proliferação celular, enquanto exibem níveis reduzidos de expressão do receptor de estrogênio 

e maior probabilidade de apresentarem amplificação de ERBB2. Os pacientes com o 

carcinoma luminal B apresentam um pior prognóstico quando comparados ao luminal A. 

Ambos os subtipos respondem a terapia hormonal, incluindo tamoxifeno, moduladores 

seletivos do receptor de estrogênio (SERMs) e inibidores de aromatase (AIs) (Koka e Ioffe, 

2013).  

 Já os carcinomas de tipo basal são tipicamente triplo negativos (ER-, PR- e HER2-), 

ou TN, apresentam alto grau histológico, exibem elevado índice mitótico, necrose tumoral, 

alta frequência de mutações de TP53, células tumorais escamosas e características 

metaplásicas e/ou medulares atípicas (Sorlie et al, 2001; Cheang et al, 2008; Koka e Ioffe, 

2013). É possível identificar resposta estromal linfocítica nesses tumores, como ocorre nos 

carcinomas invasivos com características medulares (Sinn e Kreipe, 2013). Tais tumores 

apresentam tendência a disseminação hematogênica, resultando em metástases para o cérebro 

e pulmão, sem envolvimento dos linfonodos axilares. A sua prevalência ocorre em pacientes 

Câncer de Mama

Baixa 

expressão 

de claudinas

(12-14%)

Tipo basal

(15-20%) Luminal A

(40%)

Tipo normalEnriquecido em Her2

(10-15%)

Luminal B

(20%)

Assinatura 
gênica de 

tecido adiposo+



31 

 

 

 

jovens, africanas, afro-americanas e descendentes de latinos (Koka e Ioffe, 2013). Além disso, 

já foi descrito que a maioria dos tumores que apresentam mutação no gene BRCA-1 são do 

subtipo basal (Cheang et al, 2008; Sorlie et al, 2003). No entanto, deve ser ressaltado que os 

tumores TN não constituem um grupo homogêneo. Por exemplo, enquanto a maioria dos 

tumores de subtipo basal são TN, nem todos os tumores TN são categorizados dentro do 

subtipo basal. Além disso, o subtipo basal de carcinomas TN demonstra uma maior variação 

genética que os TN não basais (Koka e Ioffe, 2013). 

 O grupo de tumores positivos para HER2 normalmente são de alto grau histológico, 

apresentam marcação negativa para receptor de estrogênio e progesterona, porém expressam 

frequentemente receptor de andrógeno. Embora os pacientes com esse tipo de tumor 

apresentem um prognóstico ruim devido à elevada taxa de recidiva, no entanto, são capazes 

de responder ao tratamento com Trastuzumab (Herceptina) e quimioterapia com antraciclina 

(Koka e Ioffe, 2013). O Trastuzumab quando combinado com outras drogas quimioterápicas 

melhora o prognóstico de pacientes com doenças metastáticas e diminui o risco de recidivas e 

morte (Vogel et al, 2002; Derakhshani et al, 2019). 

 Em suma, o estadiamento na rotina oncológica atualmente é essencialmente composto 

pela combinação dos três parâmetros centrais (T, N e M) de estadiamento, associados ao grau 

tumoral (classificação histológica) e ao status de HER2, ER e PR (Giuliano et al, 2017; 

Giuliano et al, 2018). 

 

Modelos de carcinoma mamário para estudos in vitro 

 

 Diferentes estudos vêm sendo realizados com o objetivo de esclarecer os fatores 

responsáveis desde o surgimento até a progressão da doença. Parte significativa dos trabalhos 

é desenvolvida in vitro com linhagens imortalizadas que já foram estabelecidas há algum 

tempo e desde então são mantidas em cultivo celular em diferentes laboratórios. As células 

epiteliais mamárias não malignas, assim como outros tipos celulares diferenciados, deixam de 

apresentar muitas das características do seu estado diferenciado a partir da sua dissociação e 

cultura em substratos plásticos (Kenny et al, 2007).  

 De modo geral, as células de mama cultivadas em monocamada normalmente perdem 

a sua polaridade, enquanto na cultura 3D, a arquitetura glandular é recapitulada e mantida, 

conservando, portanto, a polaridade celular (Figura 4). Essa situação é importante para 

regulação do crescimento celular, sobrevivência e manutenção do seu estado de diferenciação. 
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Diferentemente das células cultivadas em monocamada, as culturas tridimensionais 

associadas com elementos da matriz extracelular apresentam organização similar à disposição 

encontrada in vivo (do Amaral et al, 2010). 

 A realização de experimentos em um ambiente bidimensional (2D) subestima outros 

componentes que também fazem parte do microambiente fisiológico e que são essenciais para 

o estabelecimento e manutenção da especificidade tecidual das células não malignas. A 

mesma situação é observada para as células tumorais em sistemas de cultura 2D, no qual as 

células são cultivadas em superfícies sólidas planas, sem interações célula-célula e célula-

matriz extracelular, que estão presentes no tumor nativo, e que, portanto, são pouco 

representativos da sinalização induzida pelo microambiente tumoral alterado, a qual é 

essencial no estabelecimento de suas características pró-proliferativas, pró-migratórias e pró-

invasivas, que resultam na perda de polaridade tecidual, arquitetura desorganizada e falhas em 

mecanismos de controle do crescimento (Petersen et al, 1992; Park et al, 2006; Nath & Devi, 

2016).  

 As células cultivadas em ambientes 2D apresentam morfologia alongada e rearranjos do 

citoesqueleto adquirindo polaridade artificial, a qual resulta em expressão gênica e proteica 

atípicas (Nath & Devi, 2016).  
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Figura 4 – Correspondência entre a arquitetura da glândula mamária e os organoides 3D 

 

Legenda: (A) Representação esquemática de um lóbulo mamário. (B) Corte transversal de um lóbulo da mama 

corado com hematoxilina e eosina (os núcleos aparecem em azul). Uma visão ampliada da menor 

unidade estrutural e funcional da glândula mamária (ácino) é mostrada em destaque. (C) Micrografia 

eletrônica de varredura de um ácino. Células luminais (círculos brancos) e células mioepiteliais 

(quadrados brancos) são visíveis. Reproduzido de Rosen’s Breast Pathology (3ª edição, 2009). (D) 

Esquema de seções transversais através de um ácino in vivo (esquerda) e em cultura 3D (direita). A 

polaridade ápico-basal é evidenciada pelas tight juctions (junções oclusivas) célula-célula (pontos 

verdes) no polo apical e pelas junções célula-membrana basal (BM) (hemidesmossomos, vermelho) 

no lado basal. Os marcadores de polaridade estão indicados. Em monocultivos 3D com ausência de 

células mioepiteliais, os contatos célula-BM são exclusivamente mediados pelas células luminais. 

Núcleos estão apresentados em preto. L: lúmen. 

Fonte: Adaptado de Vidi et al, 2013 e de Wong e Rebelo, 2012 (www.pathophysiol.org – Learning Resources of 

the MacMaster University, Ontario, Canada) 
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Da mesma forma, Wang e colaboradores já haviam demonstrado que a co-regulação 

existente entre integrinas e o receptor EGFR somente funciona corretamente in vitro em 

ambientes 3D, demonstrando que as vias de sinalização celular se encontram alteradas, 

quando são comparadas condições de cultivo 2D versus 3D,  o que  possivelmente explicaria 

por que resultados provenientes da triagem de drogas muitas vezes não reproduzem o cenário 

in vivo (Wang et al, 1998; Weaver et al, 2002; Simian & Bissell, 2017). Igualmente, Liu e 

colaboradores demonstraram que o tratamento das células T4-2 com inibidores de PI3K levou 

a reversão do fenótipo maligno, a qual só foi observada nos ensaios realizados em ambientes 

3D ricos em laminina, enquanto que as mesmas respostas não foram observadas nos ensaios 

realizados em ambientes 2D (Liu et al, 2004). Tais fatos exemplificam a importância do 

ambiente tridimensional para o estudo dos processos de sinalização, diferenciação e 

desenvolvimento de fármacos, o que, portanto, também reflete a relevância dos estudos de 

culturas 3D para a pesquisa clínica (Simian & Bissell, 2017). Desta forma, demonstra-se a 

necessidade de comparação e/ ou complementação dos dados gerados em sistemas de cultura 

bidimensionais com análises realizadas em ambientes tridimensionais que melhor se 

aproximam do microambiente in vivo. 

 Nos últimos anos, diversos grupos vêm aprimorando o estabelecimento de ambientes 

tridimensionais, de forma a torná-los similar ao microambiente tumoral, de fato demonstrando 

que a sinalização emitida por este ambiente é essencial na análise fenotípica e genotípica das 

diferentes linhagens de mama. Um trabalho realizado pelo grupo da pesquisadora Mina 

Bissell demonstrou que diversas linhagens de câncer de mama usadas de maneira corrente na 

literatura podem ser classificadas em quatro morfologias distintas em microambientes 3D, e 

que este cultivo resulta na mudança de expressão gênica e no padrão de expressão proteico, de 

forma reprodutível, mesmo entre células malignas (Kenny et al, 2007). Maiores detalhes 

sobre este modelo serão discutidos na sessão de Resultados. 

 As distintas morfologias identificadas foram também associadas com a invasividade 

das células tumorais e com as linhagens celulares originadas a partir de metástases, o que 

possibilita, portanto, o estabelecimento de uma correlação do comportamento fenotípico de 

cada linhagem em ambientes 3D com diferentes fases do desenvolvimento da doença. Tal 

correlação levanta outra questão de grande importância nos estudos de diferentes tipos de 

câncer- a necessidade de se estabelecer e/ ou escolher modelos mais próximos de cada etapa 

da progressão tumoral - visando uma maior proximidade da realidade clínica - assim como a 

escolha correta de linhagens adequadas ao enfoque do estudo pretendido. Holliday e Speirs 
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destacam esta questão em sua revisão de 2011, onde também apresentam uma tabela 

correspondente à classificação molecular de carcinoma mamário, efetuando uma correlação 

com as linhagens já estabelecidas (Holliday & Speirs, 2011), exemplificada na Tabela 2. 

 No presente trabalho, utilizamos a linhagem não tumorigênica MCF-10 A, e duas 

linhagens tumorais: MCF-7 e MDA-MB-231. A linhagem MCF-10A, teve origem a partir de 

tecido mamário isolado de uma paciente com doença fibrocística. Inicialmente uma linhagem 

mortal (MCF-10M) foi gerada. Em seguida, essas células originaram espontaneamente duas 

sublinhagens imortais: MCF-10A, de células aderentes, e MCF-10F, de células em suspensão 

(Tait et al, 1990; Soule et al, 1990). A análise por microscopia eletrônica demonstrou que 

tanto a MCF-10A quanto a MCF-10F apresentam características de células ductais luminais, e 

não de células mioepiteliais (Tait et al, 1990). De acordo com os perfis morfológicos 

propostos pelo grupo de Mina Bissell (2007), a linhagem MCF-7 corresponde ao fenótipo 

agregado (mass), com fortes adesões célula-célula e com núcleo desorganizado, enquanto a 

linhagem MDA-MB-231 ao fenótipo estrelado, que apresenta corpo celular alongado com 

extensões e núcleo desorganizado. Adicionalmente, com base na Tabela 2, a MCF-7 

corresponde ao subtipo luminal A e a MDA-MB-231 ao perfil com baixa expressão de 

claudinas. Optamos pela sua utilização por representarem modelos de células bem 

estabelecidos na literatura, da seguinte maneira: (i) MCF-10A: epitélio hiperplásico não-

tumorigênico de mama; (ii) MCF-7: linhagem tumoral de menor potencial 

invasivo/migratório e (iii) MDA-MB-231: linhagem tumoral muito invasiva. 

 

 

Microambiente tumoral 

  

 

 O desenvolvimento dos tumores humanos compreende a aquisição de capacidades 

biológicas específicas, são elas: (a) sinalização proliferativa sustentada; (b) evasão de 

supressores de tumor; (c) resistência à morte celular; (d) imortalidade replicativa; (e) indução 

da angiogênese; (f) evasão do sistema imune; (g) inflamação associada ao tumor; (h) 

instabilidade genômica e mutação; (i) desregulação do metabolismo energético e (j) ativação 

da invasão e metástase (Hanahan & Weinberg, 2011). Durante a progressão tumoral a 

aquisição desses fenótipos está relacionada com as células recrutadas para o ambiente 

adjacente ao tumor (Hanahan & Weinberg, 2011), e também com outros componentes do 
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denominado microambiente tumoral. 

 

Tabela 2- Características moleculares de algumas linhagens usadas em pesquisa 

 

 

Legenda: EGFR- receptor de fator de crescimento epidermal; ER- receptor de estrogênio; HER2- receptor de 

fator de crescimento epidermal humano 2; PR- receptor de progesterona. 

Fonte: Adaptado de Holliday & Speirs, 2011 

 

 A hipótese da semente e do solo sugerida por Stephen Paget, em 1889, defendia que as 

células de câncer (sementes) necessitavam de um microambiente compatível (solo) para 

sobreviverem e formarem metástases distantes (Paget, 1889; Trotter & Yang, 2016). Dessa 

forma, ele já havia conferido a ideia da modulação da tumorigênese pelo microambiente de 

determinados órgãos. No entanto, ela foi contestada e permaneceu por algum tempo 

negligenciada e até pouco tempo o estudo do desenvolvimento tumoral tinha como único foco 

a célula tumoral, e era reconhecido como um processo celular autônomo. Porém, hoje já é 

reconhecida a influência do microambiente circundante ao tumor, e o fato de que as células 

tumorais não manifestam a doença sozinha, principalmente pelo pioneirismo liderado pela 

Classificação Perfil de 

expressão 

imunológica

Outras características Exemplo de linhagens 

celulares

Luminal A ER+, PR+/-, HER2- Baixa expressão de Ki67, responde

ao tratamento endócrino e

frequentemente responde a

quimioterapia

MCF-7, T47D, SUM185

Luminal B ER+, PR+/-, HER2+ Elevada expressão de Ki67,

geralmente responde ao tratamento

endócrino, resposta variável a

quimioterapia. HER+ respondem a

trastusumab

BT474, ZR-75

Basal ER-, PR-, HER2- EGFR+ e/ou citoqueratina 5/6+, 

elevada expressão de Ki67, não 

responde ao tratamento endócrino, 

frequentemente responde a 

quimioterapia

MDA-MB-468, SUM190

Baixa

expressão de 

Claudina

ER-, PR-, HER2- Baixa expressão de Ki67, E-caderina, 

claudina-3, claudina-4 e claudina-7. 

Resposta intermediária a 

quimioterapia

BT549, MDA-MB-231, 

Hs578T, SUM1315

HER2 ER-, PR-, HER2+ Elevada expressão de Ki67, responde 

a trastusumab e quimioterapia
SKBR3, MDA-MB-453
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pesquisadora Mina Bissell, da Universidade da California em Berkeley (Bissell et al, 2002). 

De modo geral, o microambiente é importante na determinação tanto dos mecanismos de 

aquisição quanto de progressão de vários marcadores tumorais, o que reflete a sua capacidade 

de não apenas responder e sustentar a carcinogênese, como também contribuir ativamente 

para a iniciação, progressão e metástase do tumor (Hu & Poliak, 2008; Langley & Fidler, 

2011). Assim, o microambiente tumoral é reconhecido como um elemento crítico para o 

desenvolvimento e progressão tumoral, assim como um parâmetro mensurável de resposta ao 

tratamento (Soysal et al, 2015). 

  O microambiente tumoral é uma complexa rede formada por diferentes tipos celulares, 

fatores solúveis, moléculas de sinalização, vasos sanguíneos e componentes da matriz 

extracelular (MEC), que orquestram o destino da progressão tumoral (Catalano et al, 2013). 

Entre os diferentes tipos de células não tumorais recrutadas pelo tumor, podemos citar: células 

endoteliais, fibroblastos, células imunes, pericitos, adipócitos, e células estromais 

mesenquimais da medula óssea (Hui & Chen, 2015; Bussard et al, 2016). Diferentes estudos 

sugerem que as interações célula-célula e célula-microambiente são capazes de modificar a 

proliferação, sobrevivência, polaridade, diferenciação e a capacidade invasiva das células 

epiteliais mamárias (Polyak & Kalluri, 2010), de forma geral tais interações atuam regulando 

tanto o desenvolvimento fisiológico da glândula mamária quanto o desenvolvimento tumoral. 

A proliferação coordenada e a migração, que ocorrem durante o processo de ramificação 

associado a morfogênese fisiológica, são similares às respostas observadas na invasão 

tumoral, como ilustrado na Figura 5. 
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Figura 5 – Microambientes dinâmicos regulam tanto o desenvolvimento normal da glândula 

mamária quanto a progressão maligna 

 
Legenda: O processo de ramificação associado a morfogênese durante o desenvolvimento normal da glândula mamária 

requer um extensivo diálogo entre as células epiteliais e estromais, e sua matriz extracelular (MEC) 

subjacente. Esses eventos ressurgem ou são amplificados na presença do tumor, e são frequentemente 

necessários para a progressão tumoral. Dessa forma, o microambiente representa uma “vulnerabilidade de 

segurança” através do qual os tumores podem “hackear” o “programa” de desenvolvimento normal para se 

manifestar. 

Fonte: Adaptada de Boudreau et al, 2012.  

 

 

  Da mesma forma, já foi demonstrado que o microambiente da glândula mamária é 

capaz de induzir a transdiferenciação de células originárias de outros órgãos, como células 

progenitoras neurais e células tumorais embrionárias, em células epiteliais mamárias que se 

integram nos ductos funcionais e são capazes de produzir leite, evidenciando mais uma vez 

que a diferenciação celular e a ramificação da arquitetura glandular são instruídas pelo 

microambiente tecidual (Booth et al, 2008; Bussard et al, 2010; Boudreau et al, 2012). 

 

 

A Matriz Extracelular 

 

 

A matriz extracelular, por sua vez, é constituída por uma rede de macromoléculas com 

diferentes propriedades físicas, bioquímicas e biomecânicas (Lu et al, 2012). Entre as 
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diferentes macromoléculas encontram-se proteínas, glicoproteínas, proteoglicanos e 

polissacarídeos, como exemplo podemos citar o colágeno, lamininas, a fibronectina (FN), e as 

proteínas matricelulares. Tais constituintes são responsáveis tanto por funções estruturais 

como por funções regulatórias (Hu & Polyak, 2008; Chiodoni et al, 2010; Chong et al, 2012; 

Iozzo & Gubbiotti, 2018). 

 Segundo Iozzo e Gubbiotti, comparando a matriz extracelular ao nosso vasto universo, 

podemos associá-la a um rio que flui através de um vale para providenciar sustentação e 

ordem para as árvores e solo ao redor para promover a existência da flora e da fauna nativas 

(Iozzo & Gubbiotti, 2018). Essa colocação demonstra a importância da MEC na regulação das 

respostas celulares. A Figura 6 ilustra as principais etapas de regulação: (1) ancoragem; (2) 

atuação como barreira migratória; (3) ou como facilitadora de migração; (4) reservatório de 

sinais, auxiliando na formação de um gradiente de concentração; (5) atuação como co-

receptor; (6) ou apresentador de sinal, ajudando no direcionamento da comunicação célula-

célula; (7) sinalização através de fragmentos funcionais derivados do processamento dos 

diferentes componentes da matriz por proteases; (8) força biomecânica responsável por 

controlar a sua rigidez, entre outras características físicas que influenciam o suporte, a 

arquitetura tecidual e a sua integridade. 

 Durante o desenvolvimento embrionário e a homeostase de cada órgão, a síntese e a 

organização da MEC ocorre de forma finamente regulada, no entanto diante de patologias, 

como fibrose tecidual e câncer, tal síntese se torna desregulada e a matriz de forma geral 

desorganizada. Dessa maneira, o comportamento das células estromais também é alterado, 

facilitando a angiogênese associada ao tumor e a inflamação, o que possibilita a geração de 

um microambiente tumorigênico (Lu et al, 2012). Dentro desse contexto, a MEC regula os 

vários estágios de desenvolvimento e diferenciação da glândula mamária (Kaushik et al, 

2016). A estrutura básica desse órgão compreende as células epiteliais luminais em torno de 

um lúmen central, circundadas pelas células mioepiteliais contráteis, revestidas pela 

membrana basal (MB), a qual separa o epitélio do estroma, como ilustrado na Figura 1. 
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Figura 6 – Funções exercidas pela matriz extracelular 

 

 

Legenda: A MEC se destaca como o principal componente do microambiente tumoral, sendo capaz de regular as 

respostas celulares por diferentes mecanismos. As principais etapas dessa regulação encontram-se 

ilustradas abaixo (1) ancoragem; (2) atuação como barreira migratória; (3) ou como facilitadora de 

migração; (4) reservatório de sinais; (5) atuação como co-receptor; (6) ou apresentador de sinal; (7) 

sinalização através de fragmentos funcionais; (8) força biomecânica. 

Fonte: Adaptado de Lu et al, 2012 

 

 

 A membrana basal em associação com a matriz intersticial constitui a matriz extracelular 

da glândula mamária. A membrana basal é principalmente composta por colágeno tipo IV, 

lamininas, fibronectina e entactina. E a matriz intersticial é rica em colágenos fibrilares, 

proteoglicanos, glicoproteínas e fibronectina (Zhu et al, 2014; Kaushik et al, 2016). A 

sinalização emitida pela matriz extracelular durante a morfogênese da glândula mamária 

normal é regulada, de forma que ocorra a deposição e o alinhamento de colágenos fibrilares 

direcionando a migração e a invasão das células epiteliais mamárias durante o processo de 

ramificação da glândula. Da mesma forma, as proteínas da membrana basal são necessárias 

para determinar a polarização das estruturas acinares e para a expressão e secreção de caseína 
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(a proteína do leite) (Zhu et al, 2014).  

 No câncer de mama, assim como no processo de involução da glândula mamária pós-

lactação, ocorre um aumento da deposição de matriz estromal fibrótica, com elevação da 

expressão de colágenos tipo I, III e V, elastina, vitronectina, proteínas matricelulares e 

fibronectina oncofetal, além de glicosaminoglicanos como o ácido hialurônico e sulfato de 

condroitina. 

 Em contrapartida, acontece uma redução do colágeno tipo IV, laminina, entactina e 

fibronectina, resultante da elevada taxa de proteólise desencadeada pela expressão de 

diferentes enzimas, como as metalloproteases (Oskarsson, 2013; Kaushik et al, 2016). A 

heterogeneidade do câncer de mama ocorre principalmente devido à natureza dinâmica de sua 

matriz (Kaushik et al, 2016), o que também justifica a associação da MEC a resistência tanto 

à quimioterapia, quanto à terapia endócrina e radioterapia neste tipo de câncer (Oskarsson, 

2013). 

 Assim, a MEC se destaca como o principal componente do microambiente tumoral, 

uma vez que além de desempenhar um papel fundamental durante o processo fisiológico de 

morfogênese tecidual, regula também a progressão de estados patológicos, como ocorre no 

câncer, através da sua capacidade de modular os principais marcadores ou requisitos 

necessários para o surgimento e progressão dessa doença (Zhu et al, 2014). Os tumores 

normalmente apresentam desmoplasia, e este estado fibrótico é caracterizado por um aumento 

da deposição, organização alterada e por uma ampliação das modificações pós-traducionais 

das proteínas da MEC (Lu et al, 2012). Desta forma, a composição e as propriedades 

mecânicas alteradas da matriz são capazes de influenciar a aquisição e manutenção de cada 

um dos denominados “cancer hallmarks”, tanto os originais quanto os emergentes (Pickup et 

al, 2014), como ilustrado na Figura 7. Alguns componentes da matriz extracelular, como as 

proteínas adesivas fibronectina, colágeno e laminina, em associação com seus respectivos 

receptores, encontram-se em destaque na ilustração para exemplificar a modulação da 

sinalização intracelular pela MEC. 

 

Glicoproteínas Matricelulares 

 

 Além destas, outros componentes que exercem papel essencial nesta sinalização são as 

proteínas matricelulares. No microambiente tumoral, elas podem ser produzidas tanto pelas 

células tumorais quanto pelas células estromais e apresentam como principal característica no 
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organismo adulto a expressão durante a renovação tecidual e reparo, visando à normalização 

do tecido (Chiodoni et al, 2010).  

 As glicoproteínas matricelulares funcionam como adaptadoras e moduladoras das 

interações célula-matriz, sendo conhecidas pela sua capacidade de induzir um estado de 

adesão intermediário, como ilustrado pela Figura 8. São proteínas estruturalmente diversas 

que incluem as trombospondinas 1 (TSP-1) e 2, as tenascinas, a SPARC (proteína secretada, 

acídica e rica em cisteína), a osteopontina, a família CCN, galectinas, proteínas contendo 

repetições (TSRs) de TSP como a família das desintegrinas e metaloproteinases com motivos 

de trombospondina (ADAMTS) (Roberts et al, 2017), entre outras (Murphy-Ullrich, 2001; 

Chiodoni et al, 2010). Ao induzir tal estágio, elas propiciam a aquisição de um fenótipo 

celular mais migratório e favorável à proliferação.  

  De modo geral, as proteínas matricelulares não apresentam função estrutural 

específica, porém são importantes reguladoras celulares e moduladoras de vias de sinalização 

(Oskarsson, 2013; Wong & Rustgi, 2013; Trotter & Yang, 2016). Conforme supracitado, elas 

exercem um papel fundamental na modulação da força de adesão, principalmente ao 

interferirem com as funções da fibronectina e seus receptores, integrinas e sindecans (Mosher 

& Adams, 2012). 
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Figura 7– Influência da matriz extracelular nos marcadores de câncer 

 

Legenda: Desde o início do desenvolvimento do tumor até a metástase, a matriz extracelular influencia em cada 

um dos denominados marcos tumorais (“cancer hallmarks”), tanto os originais quanto os emergentes, 

primeiramente descritos em 2000 por Hanahan e Weinberg, e complementados em 2011. As 

moléculas da matriz se ligam aos receptores da superfície celular, os quais ativam vias de sinalização 

intracelular. Os sinais induzidos pela adesão à matriz, através de ERK e PI3K promovem proliferação 

sustentada. A sinalização de FAK inibe supressores da proliferação p15 e p21 e limita a indução de 

apoptose através de p53. Os componentes da matriz e suas propriedades biofísicas promovem a 

indução da transição epitélio-mesênquima e estimulam vias pró-migratórias, particularmente através 

da sinalização de TGF-β e RhoA/Rac. A rigidez da matriz também aumenta a angiogênese e a 

sinalização via VEGF nas células endoteliais. Em cada fase da tumorigênese, a matriz se adapta para 

reforçar a progressão da doença, através da promoção dos demais marcos. 

Fonte: Adaptado de Pickup et al, 2014. 
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Figura 8 – Estágios de adesão celular e indução do estado intermediário de adesão por 

proteínas matricelulares 

 

 

 

Legenda: O estágio de adesão forte é caracterizado pela presença de adesões focais e fibras de estresse. As 

proteínas matricelulares são capazes de induzir um estado intermediário de adesão, propiciando uma 

maior motilidade e proliferação celular. O balanço dessas proteínas na matriz pode ainda induzir um 

estado fraco de adesão, o qual pode resultar em anoikis ou morte celular induzida pela perda de adesão 

ao substrato. 

Fonte: Adaptado de Murphy-Ullrich, 2001. 

 

 

  Desse modo, é importante compreender que as proteínas matricelulares não alteram 

por si sós a estrutura da matriz, mas podem regular o metabolismo da MEC, alterando as suas 

propriedades biomecânicas (Zhao et al, 2018). Dentre os diversos eventos regulados por estas 

proteínas estão: (a) transição epitélio-mesênquima; (b) angiogênese tumoral; (c) proliferação; 

(d) invasão; (e) migração; (f) evasão do sistema imune; (g) sobrevivência à anoikis (h) 

adesão; (i) deposição de MEC; (j) regulação de sinais de receptores de fatores de crescimento 

(Chiodoni et al, 2010; Chiquet-Ehrismann & Tucker, 2011). 

 É importante destacar que a regulação dos mecanismos citados acima pode ocorrer de 

duas formas distintas: através da ligação direta a outras proteínas da MEC, ativando seus 

receptores de superfície específicos, ou através da associação com fatores de crescimento e 
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citocinas, modulando suas atividades (Chiodoni et al, 2010). 

 Algumas proteínas matricelulares e fragmentos derivados destas que podem sinalizar 

através de receptores de fatores de crescimento têm sido denominadas matricinas, justamente 

para enfatizar as suas capacidades de sinalização celular direta (Grahovac & Wells, 2014). O 

termo matricinas foi cunhado por Maquart em 1999 para definir peptídeos originados de 

moléculas da MEC capazes de regular a atividade celular (Maquart et al, 1999). No entanto, o 

termo também já foi utilizado para descrever ligantes de baixa afinidade para receptores de 

fatores de crescimento. Nesse caso, o termo matricina relaciona-se aos elementos de 

sinalização que existem como subcomponentes de proteínas da matriz e se ligam aos 

receptores da superfície celular que pertencem à família de citocinas, quimiocinas, canais de 

íons ou receptores de fatores de crescimento (Ricard-Blum & Salza, 2014).  

  No câncer de mama, esses diferentes fragmentos gerados a partir da degradação das 

moléculas da matriz extracelular são produtos da atividade de enzimas como as: 

metaloproteases (MMPs), catepsinas, ativador de plasminogênio uroquinase (uPA) e enzimas 

de cross-linking da família da lisil oxidase (LOX), as quais estão associadas a progressão 

metastática (Oskarsson, 2013). 

 A função de cada proteína matricelular pode variar dependendo do contexto e das 

condições teciduais dinâmicas que acompanham atividades homeostáticas ou de reparo 

(Chiodoni et al, 2010). Além disso, as proteínas matricelulares são capazes de se ligar a 

múltiplos receptores celulares, podendo, portanto, induzir múltiplas respostas, e algumas 

vezes até mesmo respostas opostas (Grahovac & Wells, 2014). Um exemplo é a 

trombospondina-1 (TSP-1), capaz de inibir ou estimular a angiogênese, dependendo de qual 

domínio da molécula interage com os receptores da superfície celular. Dessa forma, a TSP-1 

apresenta um controverso papel na progressão tumoral, uma vez que existem estudos que 

suportam tanto a promoção quanto a supressão estimulados por ela. Tal fato é consequência 

da diversidade de parceiros de ligação que ela apresenta, em especial os complexos latentes de 

TGF-β, que são ativados mediante a associação com esta glicoproteína (Grahovac & Wells, 

2014). Como tema principal deste trabalho, a TSP-1 será melhor apresentada a seguir. 
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A Trombospondina-1: Estrutura e Receptores Celulares  

 

 

  As trombospondinas compreendem uma família conservada de 5 glicoproteínas 

extracelulares, oligoméricas, de múltiplos domínios e ligantes de cálcio (Adams & Lawler, 

2011). Estas glicoproteínas são sintetizadas, secretadas e incorporadas na matriz extracelular 

de células normais e transformadas tanto de origem mesenquimal quanto epitelial (Zhang & 

Lawler, 2007). A TSP-1 (thrombin sensitive protein-proteína sensível à trombina) foi o 

primeiro membro identificado, inicialmente como um produto de secreção dos grânulos- de 

plaquetas ativadas pela trombina (Baenziger, 1971; Murphy-Ullrich & Iozzo, 2012). Esta 

glicoproteína é um homotrímero de 450 kDa, formada por uma cadeia de 150 kDa, contendo 

os seguintes domínios estruturais: (i) um domínio globular N-terminal, que contém motivos-

consenso básicos de ligação à heparina (Heparin-Binding Domain, ou HBD, neste trabalho 

denominado NTSP-1); (ii) uma sequência de motivos repetidos de três tipos diferentes, as de 

tipo 1 (TSRs) com homologia à properdina, tipo 2 ou de homologia ao EGF (EGF-like) e tipo 

3 ou domínios de ligação ao Ca++ muito conservado em todas as TSPs; e (iii) um domínio 

globular C-terminal (lectin-like), também presente em todos os membros da família, como 

ilustrado na Figura 9. No domínio C-terminal todas as TSPs apresentam o domínio assinatura 

da família, que inclui as repetições EGF-like, as repetições ligantes de cálcio e o módulo C-

terminal (Carlson et al, 2008). Na presença de concentrações fisiológicas de Ca++, as 

repetições tipo 3 envolvem domínio globular C-terminal, o que determina a formação do 

domínio assinatura da TSP-1 (Roberts et al, 2017). 

 A resposta à TSP-1 é determinada de acordo com o repertório específico de receptores 

expressos pelas células, e praticamente todos os domínios da TSP-1 apresentam um receptor 

na superfície celular (Zhang & Lawler, 2007). 
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Figura 9 – Representação esquemática da molécula de TSP-1 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A TSP-1 é um homotrímero em que cada unidade apresenta ~ 150 kDa e são associadas por pontes 

dissufelto (detalhe no alto, à direita). Em cada subunidade dobrada da TSP-1, as repetições ligantes de 

cálcio envolvem o domínio G C-terminal para formar o domínio assinatura da TSP-1. A estrutura da 

trombospondina-1 e das TSRs. TSP-1 compreende múltiplos domínios funcionais e cada domínio tem 

diferentes receptores. A sequência de aminoácidos das repetições tipo 1 (TSR+ RFK) são 

demonstradas, e as sequências de aminoácidos ativas e os peptídeos anti-angiogênicos são indicados. 

O domínio N-terminal encontra-se representado pelo círculo vermelho, seguido pelo domínio pró-

colágeno em azul, as repetições tipo 1 por triângulos em verde claro, as repetições tipo 2 por círculos 

em verde escuro, as repetições tipo 3 ou domínios de ligação ao cálcio por retângulos na cor laranja e 

por fim o C-terminal por um círculo verde claro. A figura também apresenta os receptores 

identificados para cada domínio da molécula, assim como a função associada a cada um deles. 

Fonte: Zhang & Lawler, 2007 
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extracelular, outras proteínas matricelulares, receptores celulares, fatores de crescimento, 

citocinas e proteases (Resovi et al, 2014). Diversos receptores reconhecem os domínios da 

TSP-1 nas interações adesivas, sendo os principais da classe das integrinas (αvβ3, αIIbβ3, 

α2β1, α3β1, α4β1, α9β1 e α6β1), além de CD36, CD47, sulfatídios e proteoglicanos de 

heparan sulfato - como os sindecans - dentre os mais estudados (Zhang e Lawler, 2007).  

 De forma mais específica, trabalhos já demonstraram que o domínio N-terminal da 

TSP-1 pode ser reconhecido além da heparina, por proteoglicanos de heparan-sulfato e pelas 

integrinas α3β1, α4β1, α9β1 e α6β1 (Calzada et al, 2004; Staniszewska et al, 2007; Resovi et 

al, 2014). A região N-terminal da TSP-1 também é reconhecida por outras classes de 

receptores, como LRP-1 (low density protein-related protein 1) e calreticulina (revisto por 

Elzie e Murphy-Ullrich, 2004).  

 

A Trombospondina-1 na Angiogênese 

 

  O conceito de que o crescimento tumoral depende da angiogênese e de que a inibição 

da mesma pode resultar em respostas antitumorais foi primeiramente proposto por Folkman 

em 1971 (Folkman, 1971; Hida et al, 2018). A rede vascular tumoral é caracterizada pela 

presença de vasos sanguíneos desorganizados, tortuosos e dilatados. Além disso, são imaturos 

e permeáveis, devido à ausência de associação de células murais, o que resulta na deficiente 

perfusão dos tumores. 

  De modo geral, essa reduzida funcionalidade apresenta profundas consequências para 

o microambiente tumoral e pode levar a hipóxia, além da diminuição da infiltração e da 

atividade de células do sistema imune, e eleva o risco de disseminação metastática, uma vez 

que o microambiente hipóxico criado pela reduzida perfusão pode promover a seleção de 

células tumorais mais agressivas e invasivas (Viallard & Larrivée, 2017). Em geral, os vasos 

sanguíneos de tumores metastáticos são mais imaturos e com poucos pericitos em relação aos 

vasos de tumores não metastáticos (Ohga et al, 2012). 

  A angiogênese, entendida aqui no sentido clássico como brotamento de novos vasos a 

partir de vasos pré-existentes ocorre de maneira complexa através do balanço entre fatores 

anti-angiogênicos e pró-angiogênicos, como ilustrado na Figura 10. Em situações 

patológicas, como ocorre na angiogênese tumoral, acontece um desequilíbrio entre os fatores 

ativadores e inibidores desse processo (Hida et al, 2018). 

 



49 

 

 

 

Figura 10 – A angiogênese é regulada pelo balanço entre fatores anti-angiogênicos e pró-

angiogênicos 

 

 

Legenda: Na angiogênese, as moléculas pró-angiogênicas ativam as células endoteliais (EC). Em contraste, os 

fatores anti-angiogênicos inibem a sua ativação. Quando o “angiogenic switch” (ativação 

angiogênica) é ativado, existem mais fatores angiogênicos (seta preta) do que fatores inibidores (seta 

amarela) presentes. 

Fonte: Adaptado de Hida et al, 2018. 

 

 

  Nesse caso, os níveis de moléculas pró-angiogênicas são maiores do que os níveis de 

supressores angiogênicos, o que caracteriza o “angiogenic switch”, o qual é responsável pelo 

escape do período de dormência de um tumor avascularizado para um tumor vascularizado 

que cresce e pode apresentar progressão tumoral maligna (Baeriswyl & Christofori, 2009). 

 No microambiente tumoral, além da angiogênese, o tumor pode estimular o crescimento 

de novos vasos através de outros mecanismos, como: (a) angiogênese intussusceptiva ou de 

divisão; (b) mímica vasculogênica; (c) cooptação vascular; (d) precursores endoteliais. Na 
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angiogênese intussusceptiva ocorre a inserção de um pilar tecidual intersticial no lúmen de 

vasos pré-existentes, que assim os divide em dois novos vasos funcionais. É um mecanismo 

utilizado pelo tumor para rápidas adaptações ao microambiente que está sendo modificado, e 

não depende da proliferação de células endoteliais, da degradação da membrana basal e 

invasão tecidual, e os vasos formados apresentam menor probabilidade de apresentarem 

vazamentos (Ribatti & Djonov, 2012). No mimetismo vasculogênico, as células tumorais 

comportam-se como células endoteliais, em um processo de transdiferenciação, o qual 

permite que as células tumorais formem canais de perfusão e apresentem tanto marcadores 

endoteliais quanto tumorais. A presença de mimetismo vasculogênico já foi associada com 

fenótipos mais agressivos do câncer de mama, e também com prognóstico não favorável tanto 

em pacientes com câncer de mama quanto com outros tipos de câncer (Yang et al, 2016; Shen 

et al, 2017). Enquanto, no processo de cooptação vascular, como já diz o nome, o tumor 

coopta vasos pré-existentes de tecidos normais circundantes que sejam bem vascularizados e 

os utiliza para fornecer o fluxo sanguíneo necessário para a expansão do tumor (Qian, 2013). 

E por fim, o tumor pode recrutar células endoteliais precursoras (EPCs) para os vasos 

tumorais (vasculogênese pós-natal), as quais se integram a parede dos vasos crescentes e se 

diferenciam em células endoteliais, ou ainda as células tronco tumorais que ao se 

diferenciarem podem passar a expressar marcadores endoteliais, e assim participarem da 

mímica vasculogênica (Ribatti & Djonov, 2012; Viallard & Larrivée, 2017). Todos os 

processos encontram-se ilustrados na Figura 11. 

  A TSP-1 foi o primeiro inibidor natural da angiogênese descoberto (Good et al, 1990). 

A atividade anti-angiogênica foi localizada nas repetições de tipo I (TSRs), ao serem 

reconhecidos pelo CD36 em células endoteliais microvasculares, levando à apoptose dessas 

células. 
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Figura 11 – Diversidade de mecanismos de neovascularização tumoral 

 

 

Legenda: No sprouting angiogênico o crescimento de novos vasos capilares é realizado através da ramificação 

de novos vasos a partir de vasos pré-existentes. A angiogênese intussusceptiva é dirigida pela inserção 

de pilares teciduais intersticiais no lúmen de vasos pré-existentes dividindo-os em dois novos vasos 

funcionais. Na mímica vasculogênica, as células tumorais podem formam estruturas de canais que se 

conectam com os vasos sanguíneos normais ou podem constituir parte da parede dos vasos, formando 

vasos mosaico.  Já no processo de cooptação vascular os tumores crescem sequestrando os vasos pré-

existentes dos tecidos peritumoral. As células precursoras endoteliais circulantes são recrutadas pelos 

vasos tumorais, se integram na parede dos vasos e se diferenciam em células endoteliais. As células 

tronco tumorais também podem apresentar uma via similar integrando-se na vasculatura tumoral. 

Fonte: Adaptado de Viallard & Larrivée, 2017. 

 

 

 A ativação de oncogenes como Src, Jun e Myc, ou a inativação de genes supressores 

de tumores, como o TP53, resulta em expressão diminuída da TSP-1, o que leva à aquisição 

do fenótipo angiogênico em muitos tumores (Kazerounian et al, 2008). Como podemos 

observar na Figura 10, a TSP-1 é apresentada como um fator anti-angiogênico, uma vez que o 

papel da molécula inteira de TSP-1 como supressor do crescimento vascular já é bem 

caracterizado. No entanto, um fator que também fomenta os questionamentos em relação ao 

papel desta glicoproteína no contexto tumoral é o fato desta glicoproteína apresentar domínios 
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capazes de também estimular a angiogênese, conforme já descrito por nosso grupo (Ferrari do 

Outeiro-Bernstein et al, 2002) e outros pesquisadores (Tarabolletti et al, 2000; 

Chandrasekaran et al, 2000), o seu domínio N-terminal apresenta efeito pró-angiogênico. 

  Em cada caso, foram apontadas diferentes seqüências peptídicas dentro do domínio, 

bem como variados receptores na superfície endotelial, como responsáveis pelos efeitos pró-

angiogênicos observados. No trabalho de Tarabolletti e colaboradores, foi observada a 

indução de atividade de metaloproteases no estímulo angiogênico (2000). Em nossos 

trabalhos, os efeitos de um domínio N-terminal recombinante, de 18 kDa da TSP-1 (TSP18, 

seqüência de aminoácidos 1-174), foram fortemente modulados pelo ambiente matricial 

(fibrina ou matrigel) e reprodutíveis in vivo (dados não publicados), e a atividade pró-

angiogênica do fragmento N-terminal da TSP-1 se deveu à indução de um estado 

intermediário de adesão endotelial, por interferência na atividade do receptor sindecan-4, um 

proteoglicano de heparan-sulfato da superfície celular encontrado nos contatos focais (Ferrari 

do Outeiro-Bernstein et al, 2002; Nunes et al, 2008). Duas seqüências peptídicas, designadas 

como TSP Hep I e TSP Hep II, reproduziram in vitro o efeito pró-angiogênico do fragmento 

TSP18. 

   Outros estudos onde foram utilizados o mesmo modelo experimental também relatam 

essa dualidade na resposta da TSP-1. De forma que a sua atividade pró-angiogênica, por 

exemplo, foi observada em concentrações de 5-50µg/ml, na presença ou ausência de FGFb, 

estimulando a motilidade de células endoteliais, porém com o mesmo modelo experimental e 

na concentração de 2,5µg/ml a TSP-1 inibiu a migração de células endoteliais. Tal fato 

também sugere que o efeito da TSP-1 parece ser dose-dependente (Byrne et al, 2007), e que 

essa molécula é uma proteína matricelular típica de tal forma que seus efeitos celulares são 

contexto-dependentes (Roberts, 2011), e variam em função de sua concentração e do tipo 

celular (Zhao et al, 2018), além de apresentar múltiplos domínios e distintos receptores 

celulares, o que pode justificar as diferentes respostas observadas. 

  O domínio NTSP-1, contrariamente aos domínios qualificados como anti-

angiogênicos, pode ser liberado da molécula por ação de diversas proteases relevantes para o 

processo de progressão tumoral – plasmina, trombina, ADAMTS, catepsinas, etc - conforme 

já demonstrado por diversos autores (Figura 12).  

 

 

 



53 

 

 

 

 

A Trombospondina-1 no Câncer 

 

 

  No contexto tumoral, há sólidas evidências experimentais de que a TSP-1 é um 

inibidor do crescimento de tumores primários, principalmente pela sua capacidade de inibir a 

angiogênese: (1) tumores formados por células de melanoma B16F10 crescem mais 

rapidamente e exibem maior vascularização quando implantadas em camundongos knock-out 

(TSP-null) para TSP-1, do que quando injetados em animais normais; (2) a superexpressão de 

TSP-1 suprime o crescimento de carcinomas de próstata, de célula escamosa e mamário, e 

também de glioblastoma, com evidente diminuição da densidade vascular; ainda, (3) a 

atividade anti-tumoral da TSP-1 foi também atribuída ao seu papel na ativação do TGF-, em 

tumores que retenham a capacidade de responder a esta citocina (revisto por Ren et al, 2006). 

No entanto, a degradação da TSP-1 pode gerar fragmentos proteolíticos que podem 

desempenhar funções extracelulares específicas e distintas (Adams & Lawler, 2011) e, 

embora inúmeros trabalhos já tenham confirmado a capacidade anti-angiogênica incontestável 

da molécula de TSP-1, assim como de certos fragmentos gerados por proteólise (Armstrong & 

Bornstein, 2003; Lee et al, 2006), a elevada expressão de TSP-1 no câncer nem sempre é 

suficiente para impedir o crescimento tumoral e o papel desta glicoproteína na metástase 

tumoral continua controverso.  

 Assim, muitos grupos já demonstraram a capacidade da TSP-1 estimular propriedades 

invasivas em linhagens de células tumorais de mama (Incardona et al, 1995, Chandrasekaran 

et al, 1999). Tais estudos in vitro demonstram que a TSP-1 pode diretamente mediar a adesão, 

estimular a migração e invasão das linhagens MDA-MB-231 e MCF-7 , duas atividades que 

são essenciais para a disseminação tumoral (Incardona et al, 1995, Chandrasekaran et al, 

1999).  

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Armstrong%20LC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12714043
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Figura 12 – O domínio N-terminal de ligação à heparina (HBD) 

 

 

 

Legenda: A TSP-1 pode ser substrato de diversas proteases envolvidas na progressão tumoral. (a) No esquema 

da cadeia monomérica, estão indicados os sítios de clivagem do fragmento N-terminal, que também 

pode ser clivado por plasmina e elastase, entre outras enzimas. A ADAMTS-1, por exemplo, é capaz 

de gerar formas trimerizadas do NTSP-1, enquanto a maioria das proteases clivam o domínio na 

região acima do ponto de união por pontes disulfeto; (b) Mapeamento de fragmentos N-terminais, 

detectados no sobrenadante de plaquetas ativadas pela trombina com o anticorpo MA-II.  

Fonte: Adaptado de Lawler e Slayter (1981); Morandi et al (1994); Lee et al (2006); Iruela-Arispe (2008).  

 

 

 

 Ainda, a TSP-1 promove a migração de linhagens de células de carcinoma de mama 

invasivo, enquanto não exerce efeitos sobre linhagens não-invasivas (Wang et al, 1996); uma 

correlação semelhante foi estabelecida com linhagens de células de carcinoma escamoso 

(Yabkowitz et al 1993; Wang et al, 1995). Lawler e colaboradores (2010) observaram que a 

TSP-1 promove a migração e invasão de células de carcinoma de tireóide (Nucera et al, 

2010).  
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 Alguns trabalhos já observaram elevados níveis plasmáticos de trombospondina-1 em 

pacientes com carcinoma mamário, e sugeriram a sua potencial utilização como um 

biomarcador sorológico para a detecção do câncer de mama (Byrne et al, 2007; Suh et al, 

2012). O aumento dessa glicoproteína já foi identificado de forma mais relevante em 

pacientes que apresentam marcação negativa para os receptores de estrogênio e progesterona, 

assim como naqueles que apresentam câncer de mama avançado associado a metástase para 

linfonodos (Byrne et al, 2007; Suh et al, 2012; Oskarsson, 2013). De forma geral, o nível 

plasmático de TSP-1 está positivamente correlacionado com a progressão e o estágio do 

tumor de mama (Byrne et al, 2007). 

 Porém, os padrões de expressão de TSP-1 são variáveis de acordo com os diferentes 

tipos de câncer, o que também reflete seu papel controverso como preditor de sobrevivência. 

Em consonância com sua propriedade anti-angiogênica, uma elevada expressão tumoral de 

TSP-1 é correlacionada com aumento da sobrevivência em pacientes com câncer de pulmão, 

cólon, bexiga, ovário, cervical e gástrico. Em contrapartida, elevadas taxas de TSP-1 são 

associadas com diminuição da sobrevivência de pacientes com câncer de mama, melanoma e 

carcinoma hepatocelular (Zhao et al, 2018).  

 O domínio N-terminal da TSP-1, que também apresenta atividade pró-angiogênica, 

como descrito anteriormente, participa também na interação entre células de carcinoma 

mamário organizada em esferoides e na interação destas com o endotélio (Incardona et al, 

1995),  o que sugere que esta região da molécula possa estar envolvida de forma crucial nos 

efeitos pró-metastáticos já apontados para a TSP-1 (Morandi, 2009). Estas divergências da 

atividade da TSP-1 têm gerado discussões em relação ao seu efetivo papel no microambiente 

tumoral. Considerando que estudos clínicos atuais - em andamento em diversos estágios - se 

baseiam no uso de peptídeos miméticos da TSP-1 para inibição da angiogênese (Zhang e 

Lawler, 2007), torna-se fundamental elucidar os contextos genéticos, celulares e fisiológicos 

nos quais a TSP-1 deixa de ser eficaz nesta inibição e passe a, possivelmente, promover 

eventos metastáticos.  

  O tumor primário secreta fatores na circulação que atingem sítios distantes e iniciam 

mudanças estruturais, tanto enzimáticas quanto não enzimáticas, para criar um nicho 

favorável para a colonização oncogênica, antes da chegada das próprias células tumorais 

(Høye & Erler, 2016; Kaushik et al, 2016). A formação desse nicho pré-metastático é 

essencial para o processo de metástase. No câncer de mama, depois de terem ultrapassado a 

membrana basal, as células tumorais atingem a circulação sistêmica e podem colonizar 
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especificamente o pulmão, fígado, osso ou cérebro (Kaushik et al, 2016). Nesse sentido, a 

matriz extracelular exerce um papel fundamental na criação e manutenção de um 

microambiente que propicie a instalação e proliferação das células provenientes do tumor 

primário. A presença da TSP-1 em um modelo que reproduziu a microvasculatura da medula 

óssea foi capaz de induzir a dormência em células de câncer de mama, no entanto, o aumento 

da expressão de TGF-β1 e periostina provenientes do “sprouting” angiogênico induziu o 

crescimento metastático (Ghajar et al, 2013). 

 A associação das trombospondinas com integrinas é importante na regulação da 

adesão celular, espalhamento e migração (Adams & Lawler, 2011). John e colaboradores 

(2010) demonstraram a capacidade da TSP-1 estimular a expressão da integrina 6 em células 

de adenocarcinoma mamário (MDA-MB-231), resultando no aumento da adesão celular e 

invasão das células tumorais a laminina, a qual é um dos principais componentes da 

membrana basal e da MEC, sugerindo que a TSP-1 exerce um papel fundamental na adesão 

dessas células tumorais à matriz facilitando a sua motilidade e a angiogênese (John et al, 

2010). No mesmo trabalho, o grupo descartou a interação entre a cadeia 6 e o domínio C-

terminal, ou as repetições tipo 1 da molécula de TSP-1, sugerindo que a molécula de TSP-1 

inteira pode estar relacionada com os efeitos observados ou ainda que outros domínios da 

glicoproteína ativem tal resposta. Dentro deste contexto, especulamos se o domínio N-

terminal da TSP-1 se encontra envolvido com a aquisição deste fenótipo mais migratório e 

invasivo das células de carcinoma mamário. 

 

 

Fatores de Crescimento na Angiogênese e no Câncer 

 

 

  A matriz intersticial é principalmente produzida pelas células estromais e é altamente 

carregada e hidratada, devido a maior presença de colágenos fibrilares, proteoglicanos e 

glicoproteínas. Assim, esse ambiente cria condições favoráveis para ligação a fatores de 

crescimento, o que demonstra o importante papel da MEC intersticial como reservatório de 

sinais, limitando a taxa de difusão e acessibilidade desses fatores. O remodelamento da matriz 

extracelular pode, portanto, afetar as respostas celulares através da liberação ou do sequestro 

de mais ou menos fatores solúveis (Høye & Erler, 2016). 

 Os receptores tirosina-quinase (RTKs) são a principal classe de receptores de fatores 
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de crescimento mitogênicos. São proteínas da membrana plasmática que possibilitam às 

células identificarem as proteínas presentes em seus ambientes, vinculando o microambiente 

externo com as vias de sinalização intracelulares, e às consequentes mudanças no 

comportamento e na tomada de decisão celular. Como as integrinas, os RTKs sentem as 

proteínas da matriz extracelular e a tensão mecânica, e como as caderinas realizam contato 

direto entre as células adjacentes (Lam et al, 2019). Dessa forma, a regulação da sinalização 

dos RTKs é dependente do contexto extra e intracelular. 

 O organismo humano apresenta 58 RTKs conhecidos agrupados em 20 subfamílias. E 

todos apresentam uma arquitetura molecular similar com um domínio extracelular 

responsável pelo reconhecimento do ligante, uma única hélice transmembrana, e uma região 

citoplasmática que contém as regiões regulatórias justamembrana e o domínio da proteína 

tirosina-quinase mais o carboxi (C)-terminal (Lemmon & Schlessinger, 2010). Os fatores de 

crescimento atuam através de RTKs, os quais apresentam um modelo típico de ativação que 

envolve: (i) o reconhecimento inicial por ligantes específicos, (ii) dimerização dos receptores, 

e (iii) a transativação através da transfosforilação em resíduos intracelulares de tirosina (Lam 

et al, 2019), como ilustrado na Figura 13. 

 Duas famílias de fatores de crescimento têm sido as mais estudadas no contexto da 

angiogênese normal e patológica: os FGFs (Fibroblast Growth Factors) (revisto por Beenken 

& Mohammadi, 2009) e os VEGFs (Vascular Endothelial Growth Factors) (Ferrara, 2009). A 

família dos FGFs regula uma grande variedade de processos ligados ao desenvolvimento, 

incluindo a morfogênese cerebral, a morfogênese de estruturas ramificadas e arborizadas – 

como a glândula mamária e os vasos sanguíneos - e o desenvolvimento de membros, entre 

outros. Atividades biológicas citoprotetoras, mitogênicas e angiogênicas têm servido de base 

para aplicações terapêuticas dos FGFs (mais de 20 isoformas já foram descritas) (revisto por 

Beenken & Mohammadi, 2009). 

Os receptores para FGFs (FGFRs) correspondem a uma família codificada por 4 genes: 

FGFR-1 (flg), FGFR-2 (bek, KGFR), FGFR-3 e FGFR-4 (Hu et al, 1995). Os fatores FGF-1 

e FGF-2 são os membros mais estudados e atuam primariamente através do receptor FGFR1 

e foram implicados na angiogênese e no desenvolvimento vascular (Dickson et al, 2000). 
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Figura 13 – Sinalização dos receptores tirosina-quinase e sua regulação   

 

 

 

Legenda: (a) Propagação do sinal e o tráfego intracelular de RTKs. Cada tirosina fosforilada no RTK pode servir 

como um sítio diferente para associação de proteínas adaptadoras e proteínas de sinalização. Na 

cultura celular, podemos observar diferentes padrões de múltiplas tirosinas ativadas, mas atualmente 

não se sabe se isso ocorre devido a múltiplas fosforilações em cada molécula do receptor ou se 

corresponde a uma população mista de receptores ativados em um único sítio. (b) Resumo dos 

principais componentes contextuais que regulam RTKs: ligantes, receptores, tráfego e sinalização. 

Dentro de cada categoria considerações importantes que influenciam o contexto – isso é, que podem 

alterar o comportamento de RTK, estão listadas. Os próprios RTKs atuam como mediadores entre o 

microambiente e o estado celular. (c) Exemplos de ligantes, receptores e proteínas de sinalização, e 

alguns que foram citados na revisão; (d) Na ausência do ligante, o domínio tirosina quinase (em 

vermelho) é mantido em um estado basal, de baixa atividade através de interações inibitórias com a 

região justamembrana (laranja) e/ou a cauda carboxi-terminal (azul) com o domínio quinase. 

Adicionalmente, o segmento de ativação (amarelo) não se encontra posicionado corretamente para 

catálise; (e) Após a dimerização mediada pelo ligante (rosa) do domínio extracelular (azul), os 

domínios citoplasmáticos são justapostos, o que facilita a trans-fosforilação dos resíduos de tirosina 

(representados como círculos) na região justamembrana, no segmento de ativação e na cauda carboxi-

terminal; (f) Após a fosforilação e reconfiguração dos segmentos inibitórios, os domínios quinase se 

fed
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tornam completamente ativos (verde) e um subconjunto de fosfotirosinas (esferas pretas) ficam 

disponíveis como sítios de recrutamento para proteínas que contém domínios de homologia a SRC-2 

ou domínios ligantes de fosfotirosina. 

Fontes: Adaptado de Lam et al, 2019; Hubbard, 2004. 

 

 

 As propriedades angiogênicas do FGF-2 são bastante conhecidas, estimulando a 

migração e proliferação endotelial in vivo, inibindo apoptose endotelial, além de estimular a 

mitogênese de células musculares lisas e fibroblastos, induzindo o desenvolvimento de vasos 

colaterais com adventícia. Sete resíduos de tirosina na cauda citoplasmática do FGFR1 podem 

ser fosforilados: Tyr463, Tyr583, Tyr585, Tyr653, Tyr654, Tyr730 e Tyr766. Ty653 e 654 

são importantes para a atividade catalítica do FGFR1 e essenciais a sinalização (Mohammadi 

et al., 1996), mais recentemente outro trabalho demonstrou também a importância da ativação 

da Tyr766 para sinalização (Zou et al, 2012). Os outros resíduos parecem prover sítios para 

interação com outros componentes “downstream” ao sinal primário, como Crk e fosfolipase-C 

gama. FGFs possuem ainda afinidade por proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs) da 

superfície celular e heparina. A ligação aos HSPGs é essencial para a formação de complexos 

FGF-FGFR estáveis e um pré-requisito para a efetiva sinalização. No entanto, modelos 

murinos knockout FGF-1-/-/FGF-2 -/- não resultaram em fenótipos com desenvolvimento 

vascular comprometido, sugerindo que as atividades angiogênicas destes fatores possam ser 

compensadas por outros membros da família.  

 FGFs (particularmente o FGF-2) são importantes para a sobrevivência de células do 

epitélio mamário diferenciado, porém o papel destes fatores e seus receptores TK no câncer 

de mama é controverso, com estudos que mostram tanto um papel favorecedor da progressão 

tumoral, quanto evidências de atividades mantenedoras da diferenciação celular, resultando 

em tumores com melhor prognóstico (Dickson et al, 2000). Alguns trabalhos sugerem, porém, 

que a atividade mitogênica do FGF-2 pode ser potencializada pela associação de FGFRs com 

outras classes de receptores, como o sindecan-4 (Murakami et al, 2008) e a N-caderina 

(Suyama, 2002). 

 O VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), descrito inicialmente por Dvorak em 

1983 como um fator de permeabilidade vascular (VPF), faz parte de uma família de fatores de 

crescimentos mais seletivos para as células endoteliais. Fazem parte da família a isoforma 

clássica, o VEGF-A, bem como as isoformas VEGF-B, -C, -D e –E e o fator de crescimento 

placentário (revisto por Ferrara, 2009). São atividades mediadas pelo VEGF-A nos capilares 

sanguíneos: estímulo da proliferação endotelial, manutenção da viabilidade endotelial, 

estímulo à migração celular, além da indução da permeabilidade vascular que potencializa o 
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processo angiogênico, ao propiciar um microambiente rico em fibrina, trombina e outros 

substratos provisionais para as células endoteliais angiogênicas. Três tipos de receptores TK 

reconhecem os membros da família dos VEGFs: VEGFR1 (Flt-1), VEGFR2 (Kdr) – atuantes 

principalmente nos vasos sanguíneos - e VEGFR3 – essencial para a angiogênese de vasos 

linfáticos. Co-receptores, como HSPGs e neuropilinas, facilitam a ativação dos VEGFRs. A 

despeito do VEGF-A se ligar ao VEGFR1 com afinidade 10 vezes maior que o VEGFR2, este 

último é o principal receptor responsável pelas respostas angiogênicas de células endoteliais 

ao VEGF. Contrariamente ao observado nos modelos genéticos desenvolvidos para estudo 

dos FGFs e seus receptores, a neutralização in vivo das atividades do VEGF-A demonstra que 

a atividade deste fator é incontornável para a correta resposta angiogênica. Recentemente, 

diversas observações mostraram que células tumorais também podem expressar VEGFR2 – 

além de neuropilinas - e respondem de forma parácrina e autócrina à presença deste fator de 

crescimento no microambiente (Giatromanolaki et al, 2007; Knizetova et al, 2008; Higgins et 

al, 2008; Longatto-Filho et al, 2009; Trinh et al, 2009). 

 Além destas duas famílias de fatores de crescimento, outra de grande importância e 

destaque nos estudos envolvidos com a biologia do câncer é a família do EGF (fator de 

crescimento epidermal), principalmente no câncer de mama, uma vez que a sua 

superexpressão já foi correlacionada com o aumento da agressividade e do potencial 

metastático nesse tipo de câncer (Kyriakopoulou et al, 2018). A família do EGF é composta 

de fatores de crescimento peptídicos que ativam os receptores da linhagem ErbB. A 

sinalização resultante da associação destes fatores com os receptores ErbB desempenha um 

importante papel no controle da proliferação, migração, diferenciação, transformação e 

apoptose em diferentes tipos celulares, especialmente nas células epiteliais (Zeng & Harris, 

2014; Mitchell et al, 2018).  

 A família dos EGFRs ou ErbB é composta por quatro membros: EGFR (também 

conhecido como ErbB1 ou HER1), HER2 (HER2/neu ou ErbB2), ErbB3 (HER3) e ErbB4 

(HER4) (Masuda et al, 2012), que se encontram representados na Figura 14. Os receptores 

ErbB consistem em um domínio extracelular glicosilado, o qual é dividido em quatro partes: 

domínios I e III, que participam da ligação ao ligante, e domínios II e IV, os quais contêm 

numerosos resíduos de cisteína que participam na formação de pontes dissulfeto. O domínio II 

participa na formação de homo e heterodímeros. O domínio extracelular é seguido pelo 

segmento transmembranar simples, e pela porção intracelular que contém: um segmento 

justamembrana, um domínio de proteína quinase, e uma cauda carboxi-terminal (Roskoski, 
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2014), também ilustrados na Figura 13. 

 

Figura 14 – Representação esquemática da família de receptores EGFR/ErbB e seus ligantes 

 

 

Legenda: EGFR é um dos quatro membros da família EGFR/ErbB em humanos. Os outros membros são 

ErbB2/HER2, para o qual  não foi identifcado nenhum ligante solúvel; ErbB3/HER3, que apresenta 

o domínio tirosina quinase comprometido; e ErbB4/HER4. O EGFR é ativado pelos os seus 

agonistas: EGF, TGF-α (fator de crescimento transformante alfa), ARG (anfiregulina) e EGN 

(epigen). Os ligantes biespecíficos regulam tanto EGFR quanto ErbB4, são eles: HB-EGF (fator de 

crescimento tipo EGF ligante de heparina), EPR (epiregulina), e BTC (betacelulina). As 

neuregulinas (NRGs) 1 e 2 regulam ErbB3 e ErbB4, enquanto NRG3 e NRG4 parecem ser 

específicas para ErbB4. Os retângulos vermelhos preenchidos, ou apenas contornados, e os 

retângulos rosas representam respectivamente os domínios extracelulares I e III do EGFR, ErbB2, 

ErbB3 e ErbB4. Já os retângulos menores e verdes representam os domínios extracelulares II e IV 

em todos os receptores. O círculo cinza representa o domínio tirosina quinase seguida pela cauda 

carboxi-terminal, que contem pelo menos cinco sítios de autofosforilação de tirosina. 

Fonte: Adaptado de Lemmon et al, 2014 

Os ligantes de EGFR são todos produzidos como proteínas precursoras inativas 

ligadas a membrana e são clivadas por proteases da superfície celular originando fatores de 

crescimento ativos. O domínio tipo EGF contido em todos esses ligantes que é o responsável 



62 

 

 

 

pela associação com o receptor e sua ativação (Lemmon et al, 2014). Tais ligantes podem ser 

separados em duas classes, baseado nas preferências de ligação ao receptor. A primeira classe 

compreende os ligantes de ErbB1: anfiregulina (ARG), betacelulina (BTC), epiregulinas 

(EPR), fator de crescimento epidermal (EGF), epigen (EGN), o fator de crescimento tipo EGF 

ligante de heparina (HB-EGF) e o fator de crescimento transformante alfa (TGF-α). Os 

membros da família das neuregulinas (Nrg1-4) formam o segundo grupo, e elas podem se 

ligar a ErbB3 e ErbB4. Alguns membros da primeira classe também podem se associar ao 

ErbB4: BTC, HB-EGF e EPR (Adrain & Freeman, 2014). Em relação a afinidade pelo 

EGFR/ErbB1 os ligantes podem ser divididos em 2 grupos: (i) alta afinidade (EGF, TGF-α, 

HB-EGF e BTC); e (ii) baixa afinidade (ARG, EPR e EGN) (Mitchell et al, 2018). Além do 

domínio EGF, anfiregulina e HB-EGF apresentam um motivo de ligação a heparina (Adrain 

& Freeman, 2014). Já para ErbB2 nenhum ligante solúvel foi identificado até o momento 

(Lemmon et al, 2014). 

O receptor de fator de crescimento epidermal foi um dos primeiros RTKs para o qual a 

associação do ligante foi estudada e para o qual a importância da dimerização induzida pelo 

ligante foi estabelecida (Lemmon et al, 2014). As proteínas ErbB podem funcionar como 

homo e heterodímeros (Roskoski, 2014). ErbB2 não apresenta ligante conhecido, desta 

maneira assume-se que sua regulação ocorra mediante heterodimerização com outros 

receptores ErbB. ErbB3 por sua vez apresenta a atividade do domínio tirosina quinase 

comprometida (pseudoquinase), e também só sinaliza através de heterodimerização com 

outros receptores ErbB (Roskoski, 2014; Lam et al, 2019). De forma surpreendente, o 

heterodímero de ErbB2 com ErbB3 representa um dos complexos de sinalização mais robusta 

dentro da família ErbB (Roskoski, 2014). 

 A dimerização ativa a autofosforilação dos RTKs e o recrutamento de proteínas de 

sinalização acessórias (Bergeron et al, 2016). No caso dos receptores ErbB a cascata de 

sinalização ativada pode envolver as vias de fosfatidilinositol 3- quinase (PI3K) /AKT (PKB) 

/mTOR, Ras/ Raf/MEK/ERK1/2 e fosfolipase C gama (PLC-)/PKC (Han & Lo, 2012). A via 

de PI3K desempenha um importante papel na modulação da sobrevivência celular e Ras/ 

Raf/MEK/ERK1/2 e PLC- atuam na regulação da proliferação celular (Roskoski, 2014). A 

sinalização cruzada entre EGFR e integrinas, mediada pelas proteínas matricelulares TN-C e 

SPARC, pode resultar na ativação de PI3K e ERK, culminando com o aumento da motilidade 

e invasão celular. No entanto, a associação da sinalização entre EGFR e integrinas disparadas 

pela TSP-1 ainda permanece em aberto (Grahovac & Wells, 2014). 
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  De forma geral, as funções mais bem caracterizadas do EGFR estão relacionadas ao 

contexto: presença do ligante e ativação dependente de quinase, conhecidas como vias de 

sinalização canônicas do EGFR. No entanto, novas funções, tanto dependentes quanto 

independentes de quinase, foram recentemente identificadas, revelando a participação do 

EGFR em vias como a regulação da autofagia e metabolismo, as quais são denominadas 

funções não canônicas e que geralmente são induzidas por estresse celular e ambiental 

(Sigismund et al, 2018). Dessa forma, uma vez que o EGFR associado à membrana pode 

mediar processos celulares de forma independente da sua atividade tirosina quinase, tal 

mecanismo pode contribuir para a falha da maioria dos agentes farmacológicos que têm como 

alvo justamente a atividade tirosina quinase do receptor. Além disso, o EGFR também pode 

ser transportado para o núcleo ou para a mitocôndria, exercendo dentro dessas organelas 

funções distintas daquelas relacionadas a sua via clássica como um RTK associado à 

membrana plasmática (Han & Lo, 2012). 

 

Sinalização mediada por RTKs: papel do ciclo endocítico 

 

 Dentre os alvos moleculares mais estudados para terapias antitumorais estão os 

receptores para fatores de crescimento epidermal (EGFRs) (Masuda et al, 2012), justamente 

por serem considerados direcionadores oncogênicos, como ocorre nos casos de câncer de 

pulmão, câncer de mama e gliobastoma (Lemmon et al, 2014). Dentre os receptores da 

família, EGFR, ErbB2 e ErbB3 já são alvos terapêuticos validados (Lemmon et al, 2014).  

 Uma etapa importante nos estudos que visam a validação de novos alvos moleculares ou 

de novas drogas relacionados à cascata de sinalização dos receptores TKs é a investigação da 

via de internalização e das possíveis sinalizações associadas à rota endocítica destes 

receptores.  

 Os sistemas biológicos apresentam componentes centrais de regulação baseados em 

um denso circuito de respostas positivas e negativas- “negative and positive feedback loops” - 

como por exemplo, a endocitose de receptores e sua desfosforilação, permitindo que fatores 

de crescimento e RTKs da família ERB, regulem a função celular (Avraham e Yarden, 2011). 

  A importância da endocitose de receptores TK, após sua ligação a diversos fatores de 

crescimento, no prolongamento de sua resposta de sinalização, já foi demonstrada (revisto por 

Mukherjee et al, 2006). Inicialmente, a internalização de receptores foi interpretada 

unicamente como uma etapa rumo à degradação e, portanto, cessação do sinal (Tomas et al, 
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2014). No entanto, a regulação da atividade destes receptores é um processo mais complexo, e 

o número de evidências sugerindo que alguns receptores, incluindo o EGFR, são capazes de 

continuar sinalizando a partir dos compartimentos endocíticos se consolidou na última década 

(Goh e Sorkin, 2013). Evidências providas pelo estudo dos fatores de crescimento EGF e 

VEGF-A sugerem que a endocitose dos receptores TK resulta em sinalização celular mais 

persistente, a partir de endossomas primários e que esta etapa precederia a degradação e 

reciclagem dos receptores para a membrana plasmática. Os receptores inativos também são 

endocitados, porém eles apresentam baixas taxas de internalização e altas taxas de reciclagem, 

o que garante seu acúmulo na superfície celular (Bakker et al, 2017). 

 Nesses mecanismos, o balanço entre ativação e inibição é mantido principalmente 

através da retirada dos receptores da superfície celular em vesículas pertencentes à via 

endocítica, no qual o tempo e a direcionalidade do transporte modulam a duração do sinal e 

determinam o destino do receptor (Bakker et al, 2017). Para o EGFR, já foi observado que o 

receptor sinaliza não apenas na superfície celular, aonde ocorre a associação com o ligante, 

mas continua sinalizando nos endossomas por um período comparável, sugerindo, portanto, a 

necessidade de endocitose do receptor para a ativação de vias de sinalização específicas 

(Tomas et al, 2014; Bakker et al, 2017). Na via endocítica, ocorre uma sub-

compartimentalização do sinal. Um exemplo se dá com uma subpopulação de endossomas 

primários com marcação positiva para Rab5, que tem sido descrita com a capacidade de 

regular a atividade de AKT (Tomas et al, 2014). Assim, a qualidade, amplitude, e duração dos 

eventos de sinalização são finamente reguladas pela compartimentalização e tráfego do EGFR 

ao longo da via endocítica (Sigismund et al, 2018). 

 Um resumo da via endocítica e dos diferentes mecanismos de endocitose do EGFR se 

encontram ilustrados na Figura 15. De forma geral, nos endossomas a sinalização iniciada na 

membrana plasmática pode ser prolongada – tanto para a obtenção de uma resposta de 

sinalização produtiva e/ou diversificada – através da organização de complexos de sinalização 

específicos (revisado por Villaseñor et al, 2016).  
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Figura 15 – Destinos do EGFR ativado 

 

 

Legenda: Os monômeros de EGFR não associados a ligante, residem principalmente na membrana celular (1a), e 

podem ser espontaneamente internalizados e reciclados (Rota 1). Mesmo na ausência de estímulo, a 
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dimerização estocástica (1b) e a auto-ativação (1c) do EGFR podem ocorrer. O último passo é 

mantido sob controle pela endocitose, inativação e reciclagem através de endossomas de reciclagem 

positivos para Rab11(REs) (Rota 1). A associação com o ligante promove a dimerização do receptor 

(2a, 2b), levando à ativação e à fosforilação de caudas citoplasmáticas que atuam mediando o 

recrutamento de várias proteínas adaptoras (como Grb2) (3a, 3b) para ativação de cascatas de 

transdução de sinal. O destino intracelular do EGFR depende da extensão de sua ativação. Em 

condições de baixo estímulo (p. ex: baixa concentração do ligante), o complexo adaptador AP-2 é 

recrutado e possibilita a endocitose mediada por clatrina (CME) (3a), resultando em endossomas 

primários de sinalização positivos para Rab5 contendo EGFR (3a, 3b). À medida que os endossomas 

amadurecem, eles viajam para a região perinuclear, aonde o EGFR ativado por ligante (e auto-ativado) 

encontra uma elevada atividade de fosfatases e é inativado para ser reciclado (Rota 2). Em contraste, 

altos níveis de ativação de EGFR resultam em extensiva fosforilação do receptor e ubiquitinação pela 

E3 ligase Cbl, a qual causa um desvio de EGFR, que nesse caso é preferencialmente internalizado por 

endocitose independente de clatrina (CIE), longe dos endossomas de reciclagem e em direção a 

degradação nos lisossomos (Ly) localizado na nuvem perinuclear. Esse processo ocorre através de 

endossomas tardios (LE) positivos para Rab7, aonde o EGFR ubiquitinado é direcionado a partir do 

limite da membrana endossomal para vesículas intraluminais (ILVs), dando origem a corpos 

multivesiculares (MVB) (Rota 3). A subsequente fusão dos endossomas tardios com os lisossomos 

entrega o EGFR para degradação.  

Fonte: Adaptado de Bakker et al, 2017 

 

 Nesse contexto, a propagação do sinal ocorre através dos endossomas primários, e a 

dessensibilização nos endossomas tardios, aonde ocorre o recrutamento de fosfatases de 

fosfotirosinas que inativam os receptores (Bergeron et al, 2016). 

  A natureza do ligante, assim como a concentração e a duração do estímulo (Jones & 

Rappoport, 2014) também estão relacionados com o destino do EGFR: endocitose, 

ubiquitinação e degradação. Além disso, os parceiros de dimerização do receptor também 

podem determinar o seu destino, como ocorre com os heterodímeros EGFR/ErbB2, os quais 

são internalizados com uma velocidade menor e apresentam uma taxa de reciclagem maior 

quando comparados com os homodímeros EGFR/EGFR (Tomas et al, 2014). Os 

heterodímeros apresentam uma reduzida interação ligante-receptor, o que possibilita a 

dissociação do ligante nos endossomas, e não recrutam de forma tão eficiente quanto os 

homodímeros (EGFR/EGFR) a maquinaria endocítica e a ubiquitina ligase Cbl, relacionada 

ao processo de degradação do receptor (Sigismund et al, 2018). A dependência da sinalização 

EGFR do tráfego vesicular pode conferir um mecanismo geral através do qual a célula pode 

gerar plasticidade funcional em reposta ao estímulo de fatores de crescimento enquanto 

preserva especificidade na comunicação célula-célula (Stallaert et al, 2018). 

 Ainda, distintas proteínas da superfície celular, como as integrinas, podem se associar 

ao EGFR e mudar a sua taxa de internalização e degradação, regulando, portanto, a atividade 

das moléculas efetoras de sua cascata de sinalização (Kyriakopoulou et al, 2018). No caso da 

ligação VEGF-VEGFR2, o sequestro dos receptores ativados nos endossomas os afastam das 

fosfatases que, ancoradas à membrana plasmática, defosforilam VEGFR2 de forma 
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constitutiva. Desta maneira, uma consequência direta da endocitose é o aumento do tempo 

durante o qual o receptor permanece ativo dentro da célula, garantindo a ativação de ERK1/2 

também mais prolongadamente (Horowitz & Seerapu, 2012).  Este conceito foi ainda 

reforçado por publicações que demonstram que a ativação sustentada da via de ERK1/2, 

iniciada por RTK, está relacionada à ativação do processo endocítico, com importante 

envolvimento de receptores do tipo “scavenger” (Gourlaouen et al, 2013). A internalização do 

complexo fator angiogênico/RTK pode ainda resultar em sua translocação nuclear, 

aumentando a eficácia da sinalização e expondo novos alvos no núcleo e aumentando a 

potência da resposta mitogênica: este é o caso, por exemplo, do FGF-2 e seu receptor FGFR1, 

que são endocitados através de um processo que também envolve o sindecan-4 (revisto por 

Murakami et al, 2008). 

 Dados obtidos através da colaboração de nosso grupo com o Dr. Jack Lawler (Harvard 

Medical School, Boston, EUA) mostram que uma forma de 25 kDa do domínio N-terminal 

pró-angiogênico da TSP-1 é capaz de aumentar a ativação do VEGFR2 em células endoteliais 

e que esta ativação ocorre em paralelo ao aumento da internalização do receptor (trabalho em 

conclusão). Por outro lado, resultados obtidos in vivo demonstraram que os dois peptídeos 

pró-angiogênicos, cujas sequências são derivadas deste domínio e caracterizados por nosso 

grupo, foram incapazes de estimular a vascularização quando usados isoladamente (Dias et al, 

2012). No entanto, ambos potencializaram fortemente a atividade angiogênica do FGF-2, 

sugerindo que, também para este fator, o domínio N-terminal esteja atuando na 

potencialização das vias de sinalização por ele ativadas.  

 Dada a importância deste domínio na interação da TSP-1 com células tumorais e o 

controverso papel desta glicoproteína na promoção da metástase em diversos tipos de tumores 

sólidos, tornou-se uma questão importante, em nossas linhas de investigação, tentar esclarecer 

se o domínio N-terminal da TSP-1, sabidamente pró-angiogênico, seria capaz de potencializar 

da ação de fatores de crescimento também em células tumorais. 
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Objetivo Geral 

 

 

a) Visando contribuir para a elucidação de novos mecanismos que possam 

explicar os efeitos pró-tumorais da TSP-1 já observados no câncer de mama, 

propusemos investigar o papel do domínio NTSP-1 da trombospondina-1 (ou 

motivos estruturais/funcionais relacionados) na resposta celular a fatores de 

crescimento que atuam através de receptores tirosina quinase (RTK). 

 

 

Objetivos específicos 

 

a) Estudar o comportamento adesivo, migratório e invasivo de células de carcinoma 

mamário sob modulação de fragmentos NTSP-1 da TSP-1;  

b) Avaliar a morfologia, em ambiente tridimensional, tanto de linhagens não 

tumorigênicas quanto de linhagens tumorais, em resposta ao domínio NTSP-1 e/ou 

fatores de crescimento; 

c) Estudar vias de sinalização ativadas por fatores de crescimento RTK-dependentes, em 

células tumorais de mama tratadas com o domínio NTSP-1 e/ou peptídeos; 

d) Investigar o tráfego intracelular de RTKs, sob modulação de fragmentos NTSP-1, na 

presença e ausência de EGF; 

e) Buscar correlacionar os achados funcionais com a expressão de diferentes classes de 

receptores de adesão (integrinas, sindecans, etc) sabidamente envolvidos no 

reconhecimento do domínio NTSP-1 da TSP-1. 
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1  METODOLOGIA 

 

 

1.1 Proteínas, peptídeos e anticorpos 

 

 

 Proteínas recombinantes correspondentes ao domínio N-terminal da TSP-1, 

denominadas TSP28 e TSPN25 foram utilizadas e serão referenciadas neste trabalho como 

NTSP-1.  O fragmento TSP28 foi expresso em Escherichia coli, cepa A255F, e purificado 

conforme descrito previamente (Vogel et al, 1993). TSPN25 foi produzido no laboratório do 

Dr. Jack Lawler (Harvard Medical School, Boston, EUA), segundo previamente descrito (Tan 

et al, 2006). Ambos os fragmentos apresentam in vitro as principais propriedades biológicas 

deste domínio estrutural e funcional da TSP-1, como suporte à adesão celular dependente de 

heparina e a estabilização da fase secundária da agregação plaquetária (Legrand et al, 1992). 

O peptídeo sintético derivado da seqüência N-terminal da TSP-1 (aa 78-94) denominado, TSP 

Hep II (Nunes et al, 2008), foi sintetizado no laboratório do prof. Luiz Juliano 

(EPM/Unifesp). Os anticorpos utilizados nas análises por western blotting da marca Cell 

Signaling (Danvers, MA, EUA) foram anti-FGFR-1 (referência 9740s), anti-fosfo-FGFR1 

(Y653/654, ref. 3476); anti-VEGFR-2 (ref. 2479s), anti-EGFR (ref. 4267s), anti-fosfo-EGFR 

(sítio Y1068 ref. 3777s), anti-p44/42 MAPK (ERK1/2, ref. 4695s), anti-fosfo-p44/42 MAPK 

(ERK1/2, sítio T202/Y204, ref. 4370s), anti-sindecan-4 (ref. IMG-6268A, IMGENEX), anti-

tubulina (ref. T5168, Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, EUA), anti-integrina α6  (ref. 

OAABO6671, Aviva Systems Biology, San Diego, CA, EUA) e anti-integrina α9β1 (ref. 

ab27947, clone Y9A2, Abcam, Cambridge, MA, EUA). Os anticorpos utilizados nas análises 

por citometria de fluxo, todos adquiridos da Biolegend (San Diego, CA, EUA), foram: APC 

anti-CD49c (integrina alpha-3, ref.343808), FITC anti-CD49d (integrina alpha-4, ref.304315), 

FITC anti-CD49f humano (clone GoH3-integrina alpha-6, ref.313605), APC anti-CD29 

humano (clone TS2/16- integrina Beta 1, ref.303008), e isotipos controles (FITC IgG1 de 

camundongo, FITC IgG2a de rato ref.400505, e APC IgG1 de camundongo ref.400122). 
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1.2 Cultivo Celular 

 

 

 Todas as linhagens mamárias humanas são oriundas da ATCC (American Type 

Culture Collection, Manassas, VA, EUA). A linhagem não tumorigênica de mama (MCF-

10A) foi expandida em meio DMEM-F12 HAM, com 10% de soro fetal bovino, L-glutamina 

2mM, bicarbonato de sódio 26mM, fungizona 2,5 μg/ml, penicilina 500U/ml, gentamicina 40 

μg/ml, insulina 10µg/mL, EGF 20 ng/mL e hidrocortisona 0,5µg/mL. Já as linhagens tumorais 

MCF-7 e MDA-MB-231 foram cultivadas em meio DMEM com alta concentração de glicose, 

com 10% de soro fetal bovino, na presença de todos os componentes citados anteriormente 

com exceção da insulina, EGF e hidrocortisona. A linhagem HMEC-1 (células endoteliais 

microvasculares da derme humana) foi cultivada em meio MCDB 131, com 10% de soro fetal 

bovino, na presença de todos os complementos supracitados, com exceção da insulina, e com 

EGF 10 ng/mL, e hidrocortisona 1,0µg/mL. 

  Os meios de todas as linhagens eram trocados a cada dois dias e as células mantidas 

em atmosfera de 5% de CO2 a 37°C. Atingido o estado de confluência, as células eram 

tripsinizadas (tripsina-EDTA 0,025%) e expandidas, para uso posterior nos experimentos. Em 

alguns experimentos, as células foram desaderidas com tratamentos com solução Versène 

(EDTA 0,5 mM em PBS) ou com a enzima Accutase®. Exceto pelo meio de cultura e 

insulina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, EUA) e pelo soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, 

SP), todos os demais reagentes utilizados em cultivo celular foram adquiridos na Life 

Technologies/Invitrogen (São Paulo, SP).  

 

1.3  Pré-tratamento com o fragmento ou peptídeos derivados do domínio N-terminal da 

TSP-1  

 

 

Células das diferentes linhagens de mama (MCF-10A, MCF-7, MDA-MB-231, além da 

linhagem endotelial HMEC-1, neste caso tratada com FGF-2 50 ng/mL) foram plaqueadas na 

densidade de 1,5×104 ou 3×104 células/cm2 em seus respectivos meios de cultura e na 

presença de SFB. Após 24 horas, células em todas as condições foram lavadas duas vezes 

com meio sem SFB e incubadas com meio contendo 0,1% BSA, na ausência de SFB 

(procedimento de depleção metabólica dos fatores de crescimento séricos, ou adicionados no 
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meio de expansão, como no caso das linhagens MCF-10A e HMEC-1). Após 18 horas, as 

culturas foram lavadas uma vez com meio sem SFB, seguido do pré-tratamento com o 

fragmento NTSP-1 (isoformas de 25 ou 28 KDa) ou peptídeo TSP HepII, todos derivados do 

domínio N-terminal e utilizados na concentração de 500nM, por 35 minutos a 37ºC. Em 

seguida, o meio contendo o fragmento ou o peptídeo foi retirado, as células foram lavadas 

uma vez com meio sem SFB, e seguiu-se o tratamento com a citocina (EGF) na concentração 

de 50 ng/mL, a 37ºC, por tempos variáveis segundo o tipo de experimento (de 10 minutos a 

72 horas).  

 

1.4 Análise de proteínas por Eletroforese PAGE-SDS e Western Blotting 

 

 

 A técnica de western blotting foi utilizada para caracterização dos receptores celulares 

presentes nas três linhagens de mama (MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231), assim como para 

a análise da sinalização EGFR e ERK1/2. As linhagens foram depletadas em fatores de 

crescimento (cultivadas na ausência de SFB) por um período de 18 horas. Para análise de 

receptores por western blotting, os extratos celulares foram obtidos com tampão de lise: 

Hepes (10mM), pH 7,4 (contendo NaCl 150mM, 1% Triton X-100, NaF [20mM] e coquetel 

inibidor de proteases [AEBSF 104 nM, aprotinina 80µM, bestatina  4nM, E-64  1.4mM, 

leupeptina 2mM e pepstatina A 1.5mM, Sigma, ref. p8340] e fosfatases [ortovanadato de 

sódio, molibdato de sódio, tartarato de sódio e imidazol, Sigma, ref. P5726]). O mesmo 

tampão de lise serviu para o preparo das amostras destinadas à análise de vias de sinalização, 

após os tratamentos das células com os mediadores estudados (item 2.3). Os extratos foram 

centrifugados a 14.000 rpm a 4°C por 30 minutos. Após a centrifugação o sobrenadante foi 

recuperado, dosado e diluído em tampão de amostra de Laemli (Tris-HCl 62,5 mM, pH 6,8, 

SDS 1%, glicerol 10%) contendo 0.001% pironina Y e, quando necessário, ditiotreitol (DTT) 

a 54 mg/mL. Em seguida, as amostras foram aquecidas a 100ºC por 5 minutos. 

 A eletroforese foi realizada em um sistema de mini-gel vertical (Mini-Protean II Tetra, 

Bio-Rad). As amostras foram aplicadas em géis de poliacrilamida com diferentes malhas, de 

acordo com o peso molecular da proteína de interesse. A corrida eletroforética foi realizada a 

100V em tampão Tris 0,025 M, glicina 0,192 M, SDS 0,1% e a mesma quantidade de proteína 

total de cada condição foi aplicada nos poços. O padrão de peso molecular utilizado 

compreendia a faixa de 12 kDa a 225 kDa (Full-range Rainbow, GE Healthcare Life Sciences, 
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São Paulo). Em seguida, as proteínas separadas foram eletrotransferidas para uma membrana 

de PVDF (Imobilon-P, Millipore, São Paulo), utilizada segundo as recomendações do 

fabricante. A membrana foi previamente preparada através de incubações sequenciais com 

metanol absoluto (3 segundos), água destilada (15 minutos) e tampão de transferência (5 

minutos) (Tris 0,025 M, glicina 0,192 M e metanol 20%) e a transferência foi realizada em 

um sistema Trans-Blot para mini-gel (Bio-Rad), por aproximadamente 18 horas a 30 V e a 

4°C. A membrana foi bloqueada por um período de 18 horas com BSA 5% diluído em salina 

tamponada com Tris (ou TBS - Tris 0,02M pH 7,6 contendo NaCl 150 mM) a 4ºC. Em 

seguida, as membranas foram incubadas por 18 horas a 4ºC com diferentes anticorpos para 

cada proteína de interesse: monoclonal anti-FGFR-1 humano (1:1000), monoclonal anti-

VEGFR-2 humano (1:1000), monoclonal anti-EGFR (1:1000), anti-p44/42;MAPK (ERK1/2, 

1:1000), anti-Phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2, 1:2000), anti-Phospho-EGFR Tyr 1068 

(1:1000), anti-sindecan-4 (1µg/mL), anti-tubulina (1:10000), anti-integrina α6 (1:2000), anti-

integrina α9β1 (1:2000). Após a incubação com anticorpos primários, as membranas passaram 

por sucessivas lavagens com TBS pH 7,6 contendo 0,05% de Tween-20 (TBS-T) e foram 

incubadas com os anticorpos secundários conjugados à HRP (1:2000; Cell Signaling) por 2 

horas em temperatura ambiente.  Posteriormente, as membranas foram novamente lavadas 

com TBS-T. Após as sucessivas lavagens, as membranas foram incubadas com um reagente 

quimioluminescente (ECL, GE Healthcare Life Sciences, São Paulo) e exposto ao filme 

recomendado (ECL), de acordo com as instruções do fabricante. O filme revelado foi 

digitalizado e a densidade das bandas reveladas foi quantificada por análise no programa 

ImageJ (versão 1.51, java 1.8). 

 

 

1.5 Dosagem de proteínas 

 

 

Os extratos celulares foram coletados. Em seguida, realizamos uma dosagem de proteína 

total utilizando o reagente BCA. A placa de 96 poços foi sensibilizada com 5μL de cada 

amostra ou padrões em concentrações conhecidas e 100μL do reagente BCA (Thermo 

Scientific/Pierce, Rockford, EUA). Após 30 minutos de incubação à 37ºC, as densidades 

ópticas foram obtidas em um leitor de microplacas (Multiskan Spectrum/Thermo Scientific) a 

562nm. 
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 A dosagem de proteína dos meios condicionados obtidos após o tratamento de 72h foi 

realizada com Qubit Protein Assay Kit (Invitrogen, Life Technologies, Thermo Fisher 

Scientific) e leitura no fluorômetro Qubit, segundo as recomendações do fabricante. 

 

 

1.6 Análise dos receptores celulares por citometria de fluxo 

 

 

 As células das diferentes linhagens de mama (MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231) 

foram plaqueadas na densidade de 1,5×104 células/cm2 em seus respectivos meios de cultura 

por 24 horas e em seguida lavadas duas vezes com meio sem SFB e incubadas com meio 

contendo 0,1% BSA na ausência de SFB.  Após 18 horas, as culturas foram lavadas uma vez 

com meio sem SFB e desaderidas na presença de Accutase (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, 

EUA). Em seguida, as células foram centrifugadas a 180 × g por 10 minutos, o sobrenadante 

foi descartado e cada linhagem foi ressuspensa em tampão FACs (PBS+2% SFB+5mM 

EDTA). Posteriormente, as células foram marcadas com os seguintes anticorpos para 

caracterização do perfil de integrinas: APC anti-CD49c (integrina 3), FITC anti-CD49d 

(integrina 4, FITC anti-CD49f humano (integrina 6), APC anti-CD29 humano (integrina 

1), e isotipos controles (FITC IgG1 de camundongo, FITC IgG2a de rato, e APC IgG1 de 

camundongo). Logo após a marcação as aquisições (25000 eventos por condição) foram 

realizadas no citômetro BD Accuri C6 Flow Cytometer. 

 

 

1.7 Ensaio de lesão em monocamada 

 

 

As linhagens MCF-10A (2,5×105 células/cm2), MCF-7 (2×105 células/cm2) e MDA-MB-

231 (8×104 células/cm2) foram plaqueadas na presença de SFB 10%. Após 24 horas, lavadas 

com DMEM sem SFB e incubadas com BSA 0,1% por aproximadamente 18 horas, 

novamente lavadas e uma lesão na monocamada foi realizada com auxílio de uma ponteira de 

200 microlitros. Em seguida, foram lavadas com meio sem SFB e tratadas com mitomicina C 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, EUA) por 2 horas à 37ºC. Logo após a mitomicina foi retirada, 

as condições lavadas com meio sem SFB e o fragmento NTSP-1 (500nM) adicionado por 35 
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minutos a 37ºC, seguido do tratamento com o EGF (50ng/mL), os quais foram deixados em 

contato com as células em meio contendo SFB 2%. O fechamento da monocamada foi 

registrado através de uma câmera fotográfica acoplada a um microscópio de luz invertido. A 

área de cada tempo (0, 24, 48h e 72h) foi calculada com o auxílio do programa Image J. 

 

 

1.8 Time-Lapse e tracking celular 

 

 

As células das diferentes linhagens de mama (MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231) 

foram semeadas na presença de SFB 10%, na densidade de 1,5×104 células/cm2 em seus 

respectivos meios de cultura, e em placa de cultura especializada HiQ-4 (Nikon), a qual 

apresenta quatro divisões e possibilita a observação conjunta de até 4 condições distintas ao 

mesmo tempo. Após 24 horas, as culturas foram lavadas com meio sem SFB e 

metabolicamente depletadas fatores séricos (mitógenos, essencialmente), em meio contendo 

BSA 0,1% por aproximadamente 18 horas. Em seguida, as células foram lavadas com meio 

sem SFB, tratadas com o fragmento NTSP-1 (500nM), por 35 minutos a 37ºC e depois com o 

EGF (50ng/mL), os quais foram deixados em contato com as células em meio contendo 0,5% 

de SFB por 72 horas. Durante esse período foi realizado o monitoramento das células através 

da utilização do sistema de imagens time-lapse BioStation IM-Q (Nikon). Os vídeos obtidos 

foram utilizados para análise do perfil da trajetória celular, bem como para a avaliação dos 

dados estatísticos relacionados à velocidade e à distância celular percorridas, com auxílio de 

dois plugins (manual tracking e chemotaxis and migration tool) do programa Image J (versão 

1.51j8). 

 

 

1.9 Ensaio Clonogênico 

 

 

 As células da linhagem MCF-7 foram plaqueadas (3×104 células/cm2) na presença de 

10% SFB. Após 24 horas, foram lavadas com meio sem SFB e depletadas em fatores de 

crescimento em meio suplementado com 0,1% BSA por aproximadamente 18 horas. Em 

seguida, foram lavadas com meio sem SFB, tratadas com NTSP-1 ou com o peptídeo TSP 
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HepII (500nM), por 35 minutos a 37ºC e depois com o EGF (50ng/mL), os quais foram 

deixados em contato com as células em meio contendo 0,5%SFB. Após 72 horas, as células 

foram lavadas com solução Versène (EDTA 0,5 mM em PBS, estéril), desaderidas com 

Accutase (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, EUA), centrifugadas a 180 × g por 10 minutos, e a 

contagem realizada na presença de solução de azul de tripan 0,4%. As células provenientes 

dos diferentes tratamentos foram semeadas (2×102 células/cm2) em placas de 6 poços, na 

presença de SFB 10%, e a formação de colônias foi observada ao longo de 18 dias. Após esse 

período, as condições foram lavadas com meio sem SFB, fixadas com glutaraldeído 1,1% 

diluído em PBS, coradas com solução de cristal de violeta 0,5% por 1 hora. Em seguida, a 

placa foi lavada uma vez com água e permaneceu secando por aproximadamente 18 horas em 

temperatura ambiente. O registro fotográfico foi realizado através de uma câmera (Sony 

Steady Shot DSC-W610) acoplada a uma lupa (Bel Photonics). As fotos obtidas de campos 

aleatórios (5-6) foram utilizadas para determinação do número, tamanho e morfologia das 

colônias. O tamanho foi obtido com o auxílio do programa Image J (versão 1.51j8), através da 

correlação com a barra de calibração utilizada. 

 

 

1.10  Ensaio 3D (On-Top Assay) 

 

 

 O ensaio tridimensional foi realizado com as três linhagens mamárias MCF-10A, 

MCF-7 e MDA-MB-231, conforme protocolo previamente descrito (Lee et al, 2007) para a 

realização do ensaio on-top. As células foram tripsinizadas, centrifugadas a 180 × g por 10 

minutos, ressuspensas em meio DMEM/F12-HAM sem aditivos na presença de SFB 1%, e 

contadas com azul de tripan 0,4%. A faixa de densidade celular utilizada para cada linhagem 

foi estabelecida com base nas informações fornecidas pelo mesmo grupo em outro trabalho 

(Kenny et al, 2007). Dessa forma, após a contagem as diferentes linhagens foram separadas 

em microtubos, novamente centrifugadas, e ressuspensas em meio H-14 (Blaschke et al, 

1994) (DMEM/F12-HAM com SFB 1%, suplementado com os seguintes aditivos: insulina 

[250ng/mL; Sigma-Aldrich]; transferrina [10µg/mL; Sigma-Aldrich] selenito de sódio 

[2.6ng/mL; Sigma-Aldrich]; β-estradiol [10-10 M; Sigma-Aldrich]; hidrocortisona 1,4×10-6M e 

prolactina [5µg/mL; Peprotech, Ribeirão Preto, SP, Brasil). As células MCF-10A 

(5,2×104células/cm2), MCF-7 (3,5×104células/cm2) e MDA-MB-231 (1,6×104células/cm2) 
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foram semeadas sobre uma fina camada de Matrigel® com teor reduzido de fatores de 

crescimento, em metade do volume de meio (H-14) total. Nas condições tratadas com o 

fragmento NTSP-1, além de receberem o tratamento solúvel nessa primeira metade do volume 

total, a fina camada de matrigel também foi polimerizada juntamente com o fragmento NTSP-

1 (500nM). Em seguida, a placa foi incubada a 37°C, e recebeu agitação no plano x-y em 

intervalos de 5 minutos durante 30 minutos. Após esse período, a segunda metade do meio H-

14 foi adicionada sobre as células contendo 10% de Matrigel® (mistura meio H-14+matrigel) 

reduzido de fator de crescimento, juntamente com o EGF 50ng/mL nas condições tratadas 

com essa citocina. A cultura tridimensional foi mantida por 4 dias, e a troca da mistura 

matrigel+meio realizada a cada 2 dias, e no caso das condições tratadas com EGF, este 

também foi adicionado na troca. Após 4 dias de ensaio, o meio foi retirado, a placa foi lavada 

duas vezes com PBS gelado, fixada com glutaraldeído 1,1% diluído em PBS por 15 minutos 

em temperatura ambiente, seguido da adição de PBS+glicina 100mM por 10 minutos, e nova 

lavagem com PBS. Para a marcação imunofluorescente das culturas a placa foi lavada por 3 

vezes com PBS+glicina 100mM (10 minutos/lavagem), permeabilizada com Triton X-100 

0,1% diluído em PBS por 10 minutos em temperatura ambiente, lavada com PBS, bloqueada 

por 30 minutos com solução de Tris-Albumina-NaCl (BSA 1% diluída em TBS). Em seguida, 

foi realizada a marcação com faloidina-Alexa 488 (1U/2cm2) (Molecular Probes, Invitrogen, 

São Paulo) diluída em Tris-Albumina-NaCl por 30 minutos em temperatura ambiente, novas 

lavagens com PBS, e posterior marcação com DAPI (1:2000) também diluído em Tris-

Albumina-NaCl e lavagens com PBS. 

 O aspecto morfológico das células, como a aparência do citoesqueleto celular de 

actina e dos núcleos celulares foi observado em microscopia de contraste de fase e em 

microscopia de fluorescência, ambas realizadas no microscópio invertido EVOS-fl (Thermo 

Fisher/Invitrogen, São Paulo). As fotos obtidas, em campo claro, de campos aleatórios, e as 

imagens obtidas por microscopia de fluorescência foram utilizadas para a classificação das 

esferas em diferentes morfologias de acordo com os parâmetros propostos por Kenny e 

colaboradores (2007) [ver adiante na seção Resultados, Fig. 34]. Foi estabelecida uma relação 

entre o número de colônias de cada tipo morfológico presente em cada campo, em relação a 

um número total de colônias, frente aos diferentes tratamentos.  
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1.11 Ensaios adesão e proliferação celular 

 

 

 As células MCF-7 e MDA-MB-231 foram semeadas (1,5×104 células/cm2) em placa 

de 24 poços, na presença de SFB 10%. Após 24 horas, foram lavadas com meio sem SFB e 

metabolicamente depletadas em fatores séricos em meio contendo BSA 0,1%, por 

aproximadamente 18 horas. Em seguida, foram lavadas com meio sem SFB, tratadas com o 

NTSP-1 (500nM), por 35 minutos a 37ºC e depois com o EGF (50ng/mL), os quais foram 

deixados em contato com as células em meio contendo SFB 0,5%. Após 72 horas, as 

condições foram lavadas com meio sem SFB e fixadas com formaldeído 3,7% por 10 

minutos, seguido de lavagens com PBS, incubação com DAPI por 5 minutos e novas lavagens 

com PBS. Por fim, a contagem de células/campo foi realizada em 25 campos aleatórios em 

microscópio de fluorescência (magnificação: 20 ×). 

 Além disso, com base nos fotogramas resultantes do registro por videomicroscopia do 

ensaio descrito no item 2.8, calculamos também as taxas de adesão inicial, o índice mitótico 

(IM) e de morte celular (IMC). O IM foi estabelecido através da relação (nº de mitoses 

detectadas no tempo X/ n° inicial de células no tempo anterior; com base em escala de tempo 

com intervalos de 24 horas). Do mesmo modo, o índice de morte de celular foi definido (nº de 

mortes detectadas no tempo X/ n° inicial de células no tempo anterior; com base na mesma 

escala de tempo).  Os eventos de morte selecionados para compor este índice foram aqueles 

aparentemente decorrentes do processo de anoikis (morte celular por desaderência), através da 

observação dos seguintes critérios morfológicos: desaderência  borbulhamento da 

membrana  fragmentação celular  dispersão dos debris. 

 Os fotogramas também foram utilizados para determinar a taxa de adesão inicial de 

células que foram submetidas aos tratamentos, por 72 horas, com o peptídeo bioativo TSP 

Hep II (na presença e ausência de EGF). Após os tratamentos, células MCF-7 foram lavadas 

com solução Versène, desaderidas com Accutase (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, EUA), 

centrifugadas a 180 x g por 10 minutos, e a contagem realizada na presença de solução de 

azul de tripan 0,4%. Em seguida, as células (1,5x104 células/cm2) foram plaqueadas sobre 

gelatina na presença de SFB 10%, em placa de cultura HiQ-4 (Nikon) para videomicroscopia, 

e adesão celular foi observada durante o período de 2 horas.  
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1.12 Marcação por Imunofluorescência e Análise por Microscopia Confocal 

 

 

 As células MCF-7 foram semeadas (3×104 células/cm2) sobre lamínulas previamente 

tratadas com gelatina, na presença de SFB 10%. Após 24 horas, foram lavadas com meio sem 

SFB e metabolicamente depletadas em meio suplementado com BSA 0,1%, por 

aproximadamente 18 horas. Em seguida, foram lavadas com meio sem SFB, pré-incubadas 

com o fragmento NTSP-1 (500nM) e/ou com o EGF 50ng/mL, conforme descrito no item 

2.3. O tratamento com EGF foi realizado em três tempos distintos (10, 30 e 60 minutos). Ao 

final dos respectivos tempos, os meios foram retirados e as lamínulas imediatamente fixadas 

com formaldeído 3,7% (diluído em PBS) por 20 minutos em temperatura ambiente, e lavadas 

sucessivamente com PBS. 

 Para a marcação imunofluorescente, as lamínulas foram permeabilizadas com Triton 

X-100 0,1% (diluído em PBS) por 2 minutos, seguido de lavagens com PBS, e incubação com 

solução de Tris-Albumina-NaCl (BSA 1%, diluída em TBS) por 30 minutos em temperatura 

ambiente. Logo após foram incubadas com anti-EGFR (1:50; ref. 4267s, Cell Signaling) por 

30 minutos, lavadas com PBS, e incubadas com o anticorpo anti-Rab5A (1:50; ref. 

MABT182, Millipore) também por 30 minutos em temperatura ambiente, e novamente 

lavadas com PBS consecutivas vezes. Em seguida, as lamínulas foram incubadas com os 

anticorpos secundários adequados (anti-coelho ou anti-camundongo), conjugados a Alexa 

Fluor 555 (vermelho-alaranjado) ou a Alexa Fluor 488 (verde) (Molecular Probes, 

ThermoFisher, São Paulo), diluídos em solução de Tris-Albumina-NaCl com 10% de soro de 

jumento, por 30 minutos em temperatura ambiente, seguido de lavagens com PBS. Por fim, as 

lâminas foram montadas utilizando o ProLong antifade (Thermo Fisher Scientific) associado 

ao DAPI como meio montagem. As imagens de microscopia confocal foram obtidas no 

sistema ZEISS LSM510 META. Os programas ZEN 2.3 SP1 (ZEN black) e ZEN 2.5 lite 

(ZEN blue) foram utilizados para análise e obtenção das ROIs (regiões de interesse). As 

imagens foram deconvoluídas com o auxílio do plugin Iterative Deconvolve 3D e os índices 

de co-localização obtidos através do plugin JACoP, ambos do programa Image J (versão 

1.51j8). 
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1.13 Ensaio de Tubulogênese Endotelial 

 

 

Células endoteliais microvasculares da linhagem HMEC-1 foram previamente lavadas 

com meio MCDB-131 sem SFB e sem EGF, e estarvadas com 0,1%BSA por 

aproximadamente 18h. Em seguida, foram lavadas com solução Versène e desaderidas com 

Accutase (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, EUA). As células foram centrifugadas a 180 × g por 

10 minutos, ressuspensas em meio MCDB-131 sem SFB, e contadas na presença de solução 

de azul de tripan 0,4%. Em seguida, foram divididas em quatro tubos (120.000 células/tubo), 

novamente centrifugadas e ressuspensas em seus respectivos tratamentos (NTSP-1 500nm; 

FGF-2 50ng/mL; NTSP-1/FGF-2, nas mesmas concentrações) na presença de SFB 2%. As 

células foram semeadas (40.000 células/poço) sobre Matrigel® com teor reduzido em fatores 

de crescimento (Corning/BD, ref. 354230) em placa de 96 poços e em duplicata. A formação 

de estruturas foi acompanhada durante 8 horas, e após esse período as células foram lavadas 

com meio sem SFB por 5 minutos, fixadas com glutaraldeído 1,1% diluído em PBS, 

novamente lavadas com PBS (3 vezes). O registro fotográfico foi realizado através de uma 

câmera acoplada a um microscópio de luz invertido. As fotos obtidas no aumento de 4× foram 

utilizadas para contabilização da extensão (em µm) de monocamada e sprouts. Esta 

quantificação envolveu a demarcação manual de regiões de monocamada e regiões de sprouts 

com o auxílio de uma mesa digitalizadora (Wacom Co.; Ltd) e do programa Adobe-

Photoshop CC 2018, versão 19.1. A correlação do tamanho em µm foi obtida com base na 

barra de calibração de cada foto, gerada automaticamente pelo programa do microscópio 

invertido EVOS fl (Thermo do Brasil, Life Sciences, São Paulo). 

 

 

1.14  Análise Estatística 

 

 

 As análises foram realizadas no programa GraphPad Prism 8, utilizando a análise 

ANOVA com múltiplas comparações; < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. 

Foram utilizados A maioria dos dados foi relatada como média ± desvio padrão (DP), mas 

alguns experimentos de maior variabilidade receberam o tratamento gráfico do tipo box plot, 

nos quais o conceito estatístico usado foi o da mediana, com a mesma análise ANOVA. 



80 

 

 

 

2  RESULTADOS  

 

Parte I- Papel pró-tumoral da TSP-1 em modelo de epitélio mamário 

 

2.1 Caracterização da expressão de receptores tirosina-quinase (RTKs) e de receptores 

de adesão celular em linhagens epiteliais mamárias 

 

 Inicialmente, realizamos a caracterização das diferentes linhagens de mama (MCF-

10A, não tumorigênica, MDA-MB-231, tumoral muito invasiva, e MCF-7, tumoral com 

reduzido potencial invasivo) quanto à expressão de receptores de fatores de crescimento que 

atuam através de RTKs, uma vez que, apesar de alguns já estarem descritos na literatura para 

estas linhagens, é sabido que pode ocorrer variabilidade feno-genotípica entre lotes de 

linhagens celulares imortalizadas mantidas nos diversos laboratórios de pesquisa (Geraghty et 

al, 2014).  

 Assim, avaliamos expressão dos receptores FGFR-1, VEGFR-2, EGFR por western 

blotting. Verificamos que a linhagem MDA-MB-231 expressa de forma estatisticamente 

significativa o nível mais elevado do receptor FGFR-1, quando comparada às linhagens MCF-

10A e MCF-7 (Figura 16; p<0,001). A expressão de VEGFR-2 foi observada apenas na 

linhagem MCF-10A, enquanto que a expressão deste receptor nas linhagens MDA-MB-231 e 

MCF-7 não foi detectada pela técnica de western blotting, no qual células endoteliais isoladas 

da veia do cordão umbilical humano (HUVEC) foram utilizadas como controle positivo 

(Figura 17). O receptor EGFR é altamente expresso nas linhagens MCF-10A e MDA-MB-

231, e reduzidamente expresso na linhagem MCF-7 (Figura 18; p< 0,05; p<0,01; 

respectivamente). 

 Diversos receptores celulares já foram descritos para TSP-1 e para o domínio N-

terminal desta proteína, que denominaremos NTSP-1. Em trabalhos prévios, demonstramos 

que os efeitos pró-angiogênicos do N-TSP1 dependiam parcialmente do engajamento do 

HSPG sindecan-4, significativamente expresso em células endoteliais (Ferrari do Outeiro-

Bernstein et al, 2002; Nunes et al 2008; Dias et al, 2012).  

 Porém, outros grupos mostraram que esta região da TSP-1 também é reconhecida por 

diversas integrinas, como α3β1, α4β1, α9β1 e α6β1 (Calzada e Roberts, 2005). Desta forma, 

avaliamos a expressão dessas moléculas nas linhagens mamárias do presente estudo. 
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Figura 16 - Análise da expressão de FGFR-1 nas linhagens de mama por western blotting 

 

 

 

Legenda: (A) Os extratos celulares foram submetidos a uma corrida eletroforética e transferidos para uma 

membrana de PVDF (Immobilon-P). A membrana foi incubada com um anticorpo monoclonal anti- 

FGFR-1 humano, que foi detectado indiretamente, por um sistema de quimioluminescência, conforme 

descrito na Metodologia. A tubulina foi usada como controle de loading. Condições: 1- linhagem não 

tumorigênica MCF-10A; 2- linhagem tumoral MDA-MB-231; 3- linhagem tumoral MCF-7. (B) As 

bandas eletroforéticas presentes nos filmes digitalizados (resolução de 300 dpi) foram analisadas pelo 

programa ImageJ (versão 1.51, java 1.8) [imagem de um experimento representativo]. As análises 

estatísticas foram realizadas empregando o teste Ordinary One-way ANOVA no programa Graph-Pad 

Prism (versão 8.0.1). (média de 3 experimentos, ***p<0,001). 
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Figura 17 - Análise da expressão de VEGFR-2 nas linhagens de mama por western blotting 

 

 

 

 

Legenda: (A) Extratos celulares obtidos como descrito na Metodologia (item 2.4) foram submetidos a uma 

corrida eletroforética e transferidos para uma membrana de PVDF (Immobilon-P). A membrana foi 

incubada com um anticorpo monoclonal anti-VEGFR-2 humano, que foi detectado indiretamente, por 

um sistema de quimioluminescência, conforme descrito na Metodologia. A tubulina foi usada como 

controle de loading. Condições: 1- linhagem não tumorigênica MCF-10A; 2- linhagem tumoral MDA-

MB-231; 3- linhagem tumoral MCF-7, 4- HUVEC (controle positivo).  (B) As bandas eletroforéticas 

presentes nos filmes digitalizados (resolução de 300 dpi) foram analisadas pelo programa ImageJ 

(versão 1.51, java 1.8). (n=3, gráfico representativo de um experimento típico).  
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Figura 18 - Análise da expressão de EGFR nas linhagens de mama por western blotting 

 

 

Legenda: (A) Os extratos celulares foram submetidos a uma corrida eletroforética e transferidos para uma 

membrana de PVDF (Immobilon-P). A membrana foi incubada com um anticorpo monoclonal anti- 

EGFR humano, que foi detectado indiretamente, por um sistema de quimioluminescência, conforme 

descrito na Metodologia. A tubulina foi usada como controle de loading. Condições: 1- linhagem não 

tumorigênica MCF-10A; 2- linhagem tumoral MDA-MB-231; 3- linhagem tumoral MCF-7 (imagem 

de um experimento representativo). (B) As bandas eletroforéticas presentes nos filmes digitalizados 

foram analisadas pelo programa ImageJ (versão 1.51, java 1.8). As análises estatísticas foram 

realizadas empregando o teste Ordinary One-way ANOVA no programa Graph-Pad Prism (versão 

8.0.1). (média de 3 experimentos, *p< 0,05; **p<0,01). 
 

A análise da expressão do sindecan-4 por western blotting demonstrou que a 

linhagem tumoral MCF-7 apresenta uma maior expressão deste proteoglicano, tanto em 

relação a linhagem não tumorigênica MCF-10A, quanto em relação a linhagem tumoral 

MDA-MB-231 (Figura 19; p< 0,05; p<0,01; respectivamente). 

A expressão das cadeias de integrinas α3 (CD49c), α4 (CD49d), 6 (CD49f) e β1 

(CD29) na superfície das células foi avaliada por citometria de fluxo, e de α9β1 em extratos 

celulares foi avaliada por western blotting. A análise por citometria demonstrou que 88% das 
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células na linhagem MCF-10A expressam a integrina 3, enquanto as linhagens tumorais 

MDA-MB-231 e MCF-7 expressaram 91% e 75%, respectivamente (Figura 20; p<0,05), 

conforme análise estatística de pelo menos três experimentos. 

 Em relação à integrina 4, a linhagem MCF-10A apresenta aproximadamente 61% 

de expressão, a linhagem MDA-MB-231 63% e a linhagem MCF-7 56% (Figura 21), sendo, 

portanto, níveis de expressão bastante similares entre as três linhagens mamárias. 

 Quanto à integrina 6, a linhagem MCF-10A apresentou aproximadamente 74% de 

expressão, que difere significantemente dos percentuais expressos pelas linhagens tumorais 

MDA-MB-231 27% e MCF-7 13%, fato corroborado por western blotting (Figura 22; 

p<0,001; p<0,0001). Não houve diferença estatisticamente significativa entre os percentuais 

expressos pelas linhagens MDA-MB-231 e MCF-7.  

 Em relação à integrina β1, as três linhagens celulares apresentam um nível de 

expressão elevado e comparável, sem diferenças significativa entre elas: MCF-10A com 99% 

das células positivamente marcadas, MDA-MB-231 com 97% e MCF-7 com 98% (Figura 

23). 

 Na análise por western blotting, a banda da integrina α9 correspondente ao peso 

molecular de 130KDa foi detectada nas linhagens MCF-10A e MDA-MB-231, e de maneira 

significativa mais expressa na linhagem não tumorigênica do que na linhagem tumoral 

(Figura 24; p<0,05). Além disso, a presença de outras bandas na altura de 100 e 76KDa 

também foram detectadas, respectivamente, nas linhagens MCF-10A e MDA-MB-231 

(possivelmente por causa da presença de agente redutor as amostras, como será discutido 

posteriormente). Em contrapartida, uma maior expressão da banda de menor peso molecular é 

detectada na linhagem MDA-MB-231, embora a diferença não seja estatisticamente 

significativa, quando comparada a linhagem MCF-10A. 
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Figura 19- Análise da expressão de sindecan-4 nas linhagens de mama por western blotting. 

 

 

Legenda: (A) Os extratos celulares foram submetidos a uma corrida eletroforética e transferidos para uma 

membrana de PVDF (Immobilon-P). A membrana foi incubada com um anticorpo monoclonal anti- 

sindecan-4 humano, que foi detectado indiretamente, por um sistema de quimioluminescência, 

conforme descrito na Metodologia. A tubulina foi usada como controle de loading. Condições: 1- 

linhagem não tumorigênica MCF-10A; 2- linhagem tumoral MDA-MB-231; 3- linhagem tumoral 

MCF-7 (imagem de um experimento representativo). (B) As bandas eletroforéticas presentes nos 

filmes digitalizados (resolução de 300 dpi) foram analisadas pelo programa ImageJ (versão 1.51, java 

1.8). As análises estatísticas foram realizadas empregando o teste Ordinary One-way ANOVA no 

programa Graph-Pad Prism (versão 8.0.1). (média de 5 experimentos, *p< 0,05; **p<0,01).  
 

 

 

 

 

M
C
F-1

0A

M
D
A
-M

B
-2

31
 

M
C
F-7

0

1

2

3

4

S
in

d
e

c
a

n
-4

/T
u

b
u

li
n

a
 U

.A **

*

Sindecan-4

α-tubulina

27KDa

50KDa

A

B

1           2      3



86 

 

 

 

Figura 20- Análise da expressão da integrina 3 (CD49c) por citometria de fluxo  

 

 

 

Legenda: As análises foram realizadas em relação ao isotipo IgG1 de camundongo acoplado ao fluoróforo APC, 

representado pela linha preta. (A) Histograma de uma análise típica, onde os deslocamentos das 

linhagens MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231 são representados respectivamente pelas linhas 

vermelha, azul e amarela. (B) Média dos percentuais de expressão de alpha 3 detectados por 

citometria. (n=3; p<0,05).  
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Figura 21- Análise da expressão da integrina 4 (CD49d) por citometria de fluxo  

 

 

 

Legenda: As análises foram realizadas em relação ao isotipo IgG1 de camundongo acoplado ao fluoróforo FITC, 

representado pela linha preta. (A) Histograma de uma análise típica, onde os deslocamentos das 

linhagens MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231 são representados respectivamente pelas linhas 

vermelha, azul e amarela. (B) Percentuais de expressão de alpha 4 detectados por citometria. 

(Experimento representativo).  
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Figura 22 - Análise da expressão da integrina 6 (CD49f) por citometria de fluxo e western 

blotting 

 

 

Legenda: As análises foram realizadas em relação ao isotipo IgG2a de rato acoplado ao fluoróforo FITC, 

representado pela linha preta. (A) Histograma de uma análise típica, onde os deslocamentos das 

linhagens MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231 são representados respectivamente pelas linhas 

vermelha, azul e amarela. (B) Média dos percentuais de expressão de alfa 6 detectados por citometria. 

As análises estatísticas foram realizadas empregando o teste Ordinary One-way ANOVA no programa 

Graph-Pad Prism (versão 8.0.1). (média de 4 experimentos, ***p<0,001). (C) Análise da expressão da 

integrina alpha 6 por western blotting (média de 3 experimentos, ****p<0,0001).  
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Figura 23- Análise da expressão da integrina 1 (CD29) por citometria de fluxo 

 

 

 

Legenda: As análises foram realizadas em relação ao isotipo IgG1 de camundongo acoplado ao fluoróforo APC, 

representado pela linha preta. (A) Histograma de uma análise típica, onde os deslocamentos das 

linhagens MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231 são representados respectivamente pelas linhas 

vermelha, azul e amarela. (B) Média dos percentuais de beta 1 detectados por citometria (n=4). As 

análises estatísticas foram realizadas empregando o teste Ordinary One-way ANOVA no programa 

Graph-Pad Prism (versão 8.0.1). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B

M
C
F-1

0A

M
D
A
-M

B
-2

31

M
C
F-7

0

50

100

150

%
C

D
2

9



90 

 

 

 

Figura 24- Análise da expressão da integrina α9β1 por western blotting 

 

 

 

Legenda: Os extratos celulares foram submetidos a uma corrida eletroforética e transferidos para uma membrana 

de PVDF (Immobilon-P). A membrana foi incubada com um anticorpo anti-α9β1, que foi detectado 

indiretamente, por um sistema de quimioluminescência, conforme descrito na Metodologia. A 

tubulina foi usada como controle de loading. Condições: 1- linhagem não tumorigênica MCF-10A; 2- 

linhagem tumoral MDA-MB-231; 3- linhagem tumoral MCF-7. (B)  Densitometria bandas de 

130KDa. As bandas eletroforéticas presentes nos filmes digitalizados (resolução de 300 dpi) foram 

analisadas pelo programa ImageJ (versão 1.51, Java 1.8). (C) Densitometria bandas entre 76 e 100 

KDa. As análises estatísticas foram realizadas empregando o teste T de Student no programa Graph-

Pad Prism (versão 8.0.1). (média de 3 experimentos, *p<0,05). 
 

 

 Esta análise nos permite ainda observar que o perfil de bandas expressas pela 

linhagem MCF-10A difere do observado nas células MDA-MB-231, o que pode sugerir 

diferentes perfis de glicosilação da integrina α9β, entre a linhagem não tumorigênica e a 

linhagem tumoral. Na linhagem MCF-7, a expressão de α9β1 não foi detectada por western 

blotting. 

 Com base nesta caracterização preliminar, pudemos concluir que as três linhagens 

mamárias selecionadas para o estudo (MCF1-10A, MCF-7 e MDA-MB-231) expressam, 

ainda que de forma heterogênea, a maioria dos receptores descritos na literatura para o 

reconhecimento do domínio N-terminal da TSP-1 (NTSP-1) (Tabela 3), assim como o 

receptor tirosina quinase EGFR, o que nos encorajou a prosseguir na investigação da 

potencial relevância do NTSP-1 na resposta celular a fatores de crescimento prevalentes no 
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microambiente tumoral, com foco inicial no fator de crescimento epidermal (EGF), devido a 

sua importância na biologia do câncer de mama, e a reduzida expressão de FGFR-1 nas 

linhagens MCF-10A e MCF-7, assim como a ausência de VEGFR-2 nos lotes das linhagens 

MDA-MB-231 e MCF-7. 

 

 

2.2  Efeito do fragmento NTSP-1 e do EGF na migração celular das linhagens mamárias 

 

 

 A TSP-1 já foi descrita como promotora da adesão, migração e invasão de células de 

carcinoma de mama MDA-MB-231 e MCF-7 (Incardona et al, 1995, Chandrasekaran et al, 

1999). Dessa forma, avaliamos inicialmente o papel do domínio NTSP-1 em processos 

celulares relacionados à progressão tumoral, porém buscando verificar a sua capacidade de 

potencializar tais respostas, quando também estimuladas por fatores de crescimento que 

atuam através de receptores tirosina-quinase. Iniciamos nossas abordagens funcionais pela 

análise da migração celular, usando duas metodologias distintas: (a) ensaio de lesão em 

monocamada; (b) análise de migração em tempo real (time-lapse) com monitoramento de 

células individuais (cell tracking). No primeiro, já há consenso na literatura de que se trata de 

um monitoramento da migração dita coletiva (Molinie e Gautreau, 2018). No segundo 

modelo, busca-se avaliar a quimiotaxia de células individuais, igualmente relevante para o 

processo de disseminação tumoral (Friedl e Wolf, 2010). 
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Tabela 3 – Receptores de adesão e RTKs das linhagens mamárias 

 

 

Legenda: Resumo dos receptores de adesão e RTKs expressos nas linhagens mamárias analisadas. 

 

2.2.1  Ensaio de lesão em monocamada 

 

 

Neste ensaio, a área de lesão mecânica produzida em monocamadas celulares com auxílio 

de uma ponteira estéril foi considerada 0% quando t=0 (T0), sendo o fechamento da lesão 

quantificado após períodos determinados e expresso como área percentual de cobertura da 

lesão (ou área coberta). Ressaltamos que: (i) o uso da droga anti-mitótica mitomicina C 

durante o ensaio permite interpretar a área de cobertura como resultado da migração celular, 

sem contribuição significativa da proliferação celular; e (ii) a presença de SFB em baixa 

concentração (2%) representa uma reduzida interferência nos potenciais efeitos dos fatores 

exógenos investigados sobre a migração. 

Na linhagem não tumorigênica MCF-10A, o tratamento com fator de crescimento EGF 

(50 ng/mL) mostrou uma tendência ao longo do tempo em estimular o fechamento da área de 

lesão, relativamente ao controle não tratado (Figura 25), porém sem diferenças 

estatisticamente significativas em nenhum dos tempos monitorados (24, 48 ou 72 horas). O 

tratamento com NTSP-1 isoladamente (500 nM) mostrou uma tendência similar à exibida 

pelo EGF, em relação ao controle não tratado ( 8,8% e 7,1%, respectivamente). Quando 

NTSP-1 foi testado em combinação com o EGF, os percentuais de áreas cobertas foram os 

Receptores MCF-10A MDA-MB-231 MCF-7

FGFR-1 + ++ +

VEGFR-2 + - -

EGFR ++ ++ +

Sindecan-4 + + ++

α3 integrina ++ ++ +

α4 integrina + + +

α6 integrina +++ ++ +

β1 integrina +++ +++ +++

α9β1 integrina + + -
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maiores observados ao longo do experimento (12% e 13%, após 48 e 72 horas, 

respectivamente), em comparação aos observados nos controles, para os mesmos tempos 

(7,3% e 7,5%, respectivamente). O aumento do percentual de cobertura da lesão obtido 

com o tratamento combinado NTSP-1/EGF apresentou uma tendência de efeito 

potencializador entre os dois estímulos, particularmente no tempo de 72 horas, uma vez que 

nenhuma das moléculas foi capaz de acelerar a migração quando testadas isoladamente, 

durante este tempo de tratamento. No entanto, as diferenças observadas não foram 

estatisticamente significativas. 

As Figuras 26 e 27 apresentam os perfis de migração para as linhagens tumorais 

MCF-7 e MDA-MB-231, respectivamente, nos três tempos analisados, após o tratamento 

com a citocina isolada ou com o fragmento NTSP-1 nas mesmas condições já descritas. Na 

linhagem MCF-7, o fragmento isolado pareceu ser capaz de induzir percentuais similares ao 

EGF de fechamento da monocamada (Fig.26). No entanto, diferenças estatisticamente 

significativas não foram detectadas, nem entre os tratamentos, nem em relação ao controle 

não tratado.  
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Figura 25 - Efeito de NTSP-1 e EGF na migração da linhagem MCF-10A em ensaio de lesão 

de monocamada (“wound healing” in vitro)  

 

        

 
Legenda: Monocamadas confluentes de células da linhagem MCF-10A foram depletadas em fatores de crescimento 

em meio contendo BSA 0,1% por 18 horas e submetidas ao procedimento de lesão com ponteira plástica e 

tratamento com mitomicina C (ver Metodologia, item 2.7).  Após lavagem com meio, NTSP-1 (500 nM) foi 

adicionado 35 minutos antes do EGF (50 ng/mL), em meio contendo 2% de SFB. Nos tempos indicados 

(24, 48 e 72 horas após a lesão), o fechamento da lesão foi registrado através de uma câmera fotográfica 

acoplada a um microscópio de luz invertido. A área de cada tempo foi calculada com o auxílio do software 

Image J, sendo a área descoberta no T0 de cada tratamento considerado como 0% de cobertura da lesão 

produzida. (A) Fotos representativas de cada tempo (0, 24, 48 e 72 horas) após os tratamentos (NTSP-1, 

EGF e NTSP-1+EGF). (B) Cinética do fechamento da monocamada (à esquerda) e análises estatísticas (à 

direita) obtidas através do teste Ordinary Two-way ANOVA com teste de múltiplas comparações Tukey’s 

no programa Graph-Pad Prism (versão 8.0.1) (n=3). 
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Figura 26 - Efeito de NTSP-1 e EGF na migração da linhagem MCF-7 em ensaio de lesão de 

monocamada (“wound healing” in vitro)  
 

 

    

 
Legenda: Monocamadas confluentes de células da linhagem MCF-7 foram depletadas em fatores de crescimento 

em meio contendo 0,1% BSA por 18 horas e submetidas ao procedimento de lesão com ponteira 

plástica e tratamento com mitomicina C (ver Metodologia, item 2.7).  Após lavagem com meio, 

NTSP-1 foi adicionado (500nM) 35 minutos antes do EGF (50ng/mL), em meio contendo 2% de SFB. 

Nos tempos indicados (24, 48 e 72 horas após a lesão), o fechamento da monocamada foi registrado 

através de uma câmera fotográfica acoplada a um microscópio de luz invertido. A área de cada tempo 

foi calculada com o auxílio do software Image J, sendo a área descoberta no T0 de cada tratamento 

considerado como 0% de cobertura da lesão produzida. (A) Fotos representativas de cada tempo (0, 

24, 48 e 72 horas) após os tratamentos (NTSP-1, EGF e NTSP-1+EGF). (B) Cinética do fechamento 

da monocamada (à esquerda) e análises estatísticas (à direita) realizadas através do teste Ordinary 

Two-way ANOVA com teste de múltiplas comparações Tukey’s no programa Graph-Pad Prism 

(versão 8.0.1). (n=3). 
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Figura 27 - Efeito de NTSP-1 e EGF na migração da linhagem MDA-MB-231 em ensaio de 

lesão de monocamada (“wound healing” in vitro) 

 

            

                                
Legenda: Monocamadas confluentes de células da linhagem MDA-MB-231 foram depletadas em fatores de 

crescimento em meio contendo 0,1% BSA por 18 horas e submetidas ao procedimento de lesão com 

ponteira plástica e tratamento com mitomicina C (ver Metodologia, item 2.7).  Após lavagem com 

meio, NTSP-1 foi adicionado (500nM) 35 minutos antes do EGF (50ng/mL), em meio contendo 2% 

de SFB. Nos tempos indicados (24, 48 e 72 horas após a lesão), o fechamento da monocamada foi 

registrado através de uma câmera fotográfica acoplada a um microscópio de luz invertido. A área de 

cada tempo foi calculada com o auxílio do software Image J, sendo a área descoberta no T0 de cada 

tratamento considerado como 0% de cobertura da lesão produzida. (A) Fotos representativas de cada 

tempo (0, 24, 48 e 72 horas) após os tratamentos (NTSP-1, EGF e NTSP-1+EGF). (B) Cinética do 
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fechamento da monocamada (à esquerda) e análises estatísticas (à direita) realizadas através do teste 

Ordinary Two-way ANOVA com teste de múltiplas comparações Tukey’s no programa Graph-Pad 

Prism (versão 8.0.1). (n=3). 

 

A linhagem tumoral MDA-MB-231 é a de comportamento migratório mais acentuado 

dentre as três linhagens mamárias, exibindo entre 57 e 72% de cobertura da área de lesão 

após 72 horas de ensaio, a depender da condição, mas sem que essas diferenças tenham sido 

estatisticamente significativas (Fig. 27). Houve tendência de maior migração quando as 

células foram estimuladas pelo EGF em tratamento isolado, bem como uma tendência de 

inibição do percentual de cobertura da lesão pelo tratamento combinado NTSP-1/EGF. 

Porém, novamente aqui não foram verificadas diferenças estatisticamente significativas entre 

os diferentes tratamentos. 

 Considerados conjuntamente, os dados dos ensaios de lesão de monocamada sugerem 

que o domínio N-terminal da TSP-1 não seja capaz de influenciar significativamente a 

resposta de células mamárias (tumorais ou não) ao fator de crescimento EGF, em eventos 

relacionados à migração celular coletiva. 

 

 

2.2.2  Monitoramento em tempo real e tracking celular por videomicroscopia 

 

 

Com objetivo de ampliar o escopo de nossas análises, avaliamos o perfil migratório 

individual, através do registro das células em tempo real, por videomicroscopia. A análise da 

trajetória celular foi realizada com auxílio de dois plugins do Image J (Manual Tracking e 

Chemotaxis and Migration tool), os quais também nos permitiram calcular: (a) a velocidade 

de deslocamento (em µm/min), (b) a distância acumulada e (c) a distância euclidiana, 

percorridas por cada célula monitorada. A distância acumulada se refere ao caminho 

efetivamente percorrido pela célula, enquanto a euclidiana corresponde ao comprimento de 

uma linha reta entre o ponto inicial e final. 

Inicialmente, cabem considerações sobre os tipos de trajetória observados em cada 

condição. Para a linhagem MCF-10A, os dados mostrados na Figura 28A sugerem que as 

células monitoradas no controle, no tratamento com NTSP-1 isolado e no tratamento 

combinado NTSP-1/EGF migrem com padrão predominantemente individual, enquanto o 

tratamento apenas com o fator de crescimento sugere trajetórias típicas de células que 

compartilham mais contatos entre si. 

Quanto aos parâmetros quantificáveis ao longo do monitoramento (velocidade/distância 
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acumulada/distância euclidiana), observamos que o tratamento da linhagem MCF10A tanto 

com o EGF isolado quanto com a combinação NTSP-1/EGF induziram equivalentes 

aumentos da velocidade de migração (Figuras 28B, p<0,01; p<0,0001). Porém, como o 

fragmento NTSP-1 isolado não foi capaz de modificar este parâmetro, quando comparado ao 

controle não tratado (Figura 28B), estima-se que o resultado observado no tratamento 

combinado NTSP-1/EGF tenha sido devido unicamente à ação do EGF.  

Por outro lado, as maiores distâncias acumuladas foram observadas com o tratamento 

combinado NTSP-1/EGF, que diferiu estatisticamente das observadas com o tratamento 

apenas com EGF (Fig. 28C, p<0,01). Como o tratamento com NTSP-1 isolado não modificou 

a distância acumulada, em comparação ao controle não tratado, pode-se deduzir que o 

tratamento combinado NTSP-1/EGF tenha resultado em um efeito potencializador entre os 

dois mediadores. 

Para a linhagem MCF-7, o fragmento NTSP-1 não pareceu exercer qualquer efeito a 

migração celular individual (Figura 29), ao passo que o tratamento com EGF, tanto 

isoladamente quanto em combinação com o fragmento (EGF/NTSP-1), aumentou 

significativamente a velocidade de migração (µm/min) (Fig. 29A e B, p<0,01; p<0,05; 

respectivamente). No entanto, não foram observadas diferenças estatisticamente significativas 

nas distâncias acumuladas e euclidianas percorridas pelas células, entre quaisquer das 

condições testadas (Fig. 29C e D).  

Quando células da linhagem MDA-MB-231 foram analisadas (Figura 30), verificamos 

que NTSP-1 e EGF, quando usados isolamente não alteraram a velocidade individual, ou a 

distância euclidiana das células monitoradas (Fig. 30B e 30D). No entanto, apenas o 

tratamento combinado EGF/NTSP-1 foi capaz de induzir aumento estatisticamente 

significativo nas distâncias acumuladas percorridas pelas células individualmente (Fig. 30C, 

p<0,05; p<0,01).  

Assim, este conjunto de resultados, nos permite concluir que o domínio NTSP-1 

parece exercer algum efeito potencializador da migração individual de células mamárias 

tratadas com EGF, principalmente quando o parâmetro considerado é a distância acumulada, 

como foi o observado com as linhagens MCF10A e MDA-MB-231. Porém, a presença desse 

domínio N-terminal da TSP-1 não parece influenciar significativamente a capacidade de 

migração coletiva das linhagens mamárias aqui investigadas. 

 

 

 



99 

 

 

 

Figura 28- Efeito de NTSP-1 e EGF na migração individual de células MCF-10A  

 

Legenda: As células da linhagem MCF-10A foram plaqueadas na presença de 10% de soro, na densidade de 

1,5x104 células/cm2 em seus respectivos meios de cultura na placa HiQ-4 (Nikon), como descrito na 

Metodologia (item 2.8). Após 24 horas, foram lavadas e incubadas com 0,1% de BSA por 18 horas. 

As células foram lavadas com meio sem soro, tratadas com o fragmento NTSP-1 (500 nM) por 35 

minutos a 37ºC antes da adição do fator EGF (50 ng/mL), em meio contendo 0,5%. O monitoramento 

foi feito por até 72 horas com o sistema de imagens time-lapse BioStation IM-Q (Nikon), tendo sido 

os vídeos utilizados para análise do perfil da trajetória celular com auxílio de dois plugins (manual 

tracking e chemotaxis and migration tool) do programa Image J (versão 1.51j8). Para cada condição, 

um número ≥ 10 células foram rastreadas. (A) Plots representativos das trajetórias celulares 

individuais. (B) Médias (+) e medianas (traço) das velocidades de migração (µm/min). (C) Médias (+) 

e medianas (traço) das distâncias acumuladas (µm). (D) Médias (+) e medianas (traço) das distâncias 

euclidianas (µm). As análises estatísticas foram realizadas empregando o teste Brown-Forsythe and 

Welch ANOVA com teste de múltiplas comparações Games-Howell’s no programa Graph-Pad Prism 

(versão 8.0.1). (n=2, **p<0,01; ****p<0,0001). (E) Diferença entre distância acumulada e euclidiana 

– adaptado de “Chemotaxis and Migration Tool Version 1.01-Visualization and data analysis of 

chemotaxis and migration processes based on ImageJ- ibidi.com”. 
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Figura 29- Efeito de NTSP-1 e EGF na migração individual de células MCF-7 

 

 

Legenda: As células da linhagem MCF-7 foram plaqueadas na presença de 10% de soro, na densidade de 

1,5x104 células/cm2 em seus respectivos meios de cultura na placa HiQ-4 (Nikon), como descrito na 

Metodologia (item 2.8). Após 24 horas, foram lavadas e incubadas com 0,1% de BSA por 18 horas. 

As células foram lavadas com meio sem soro, tratadas com o fragmento NTSP-1 (500 nM) por 35 

minutos a 37ºC antes da adição do fator EGF (50 ng/mL), em meio contendo 0,5%. O monitoramento 

foi feito por até 72 horas com o sistema de imagens time-lapse BioStation IM-Q (Nikon), tendo sido 

os vídeos utilizados para análise do perfil da trajetória celular com auxílio de dois plugins (manual 

tracking e chemotaxis and migration tool) do programa Image J (versão 1.51j8). Para cada condição, 

um número ≥ 10 células foram rastreadas. (A) Plots representativos das trajetórias celulares 

individuais. (B) Médias (+) e medianas (traço) das velocidades de migração (µm/min). (C) Médias (+) 

e medianas (traço) das distâncias acumuladas (µm). (D) Médias (+) e medianas (traço) das distâncias 

euclidianas (µm). As análises estatísticas foram realizadas empregando o teste Brown-Forsythe and 

Welch ANOVA com teste de múltiplas comparações Games-Howell’s no programa Graph-Pad Prism 

(versão 8.0.1). (n=3, *p<0,05; **p<0,01). (E) Diferença entre distância acumulada e euclidiana – 

adaptado de “Chemotaxis and Migration Tool Version 1.01-Visualization and data analysis of 

chemotaxis and migration processes based on ImageJ- ibidi.com”. 
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Figura 30- Efeito de NTSP-1 e EGF na migração individual de células MDA-MB-231 

       

 

 

Legenda: As células da linhagem MDA-MB-231 foram plaqueadas na presença de 10% de soro, na densidade de 

1,5x104 células/cm2 em seus respectivos meios de cultura na placa HiQ-4 (Nikon), como descrito na 

Metodologia (item 2.8). Após 24 horas, foram lavadas e incubadas com 0,1% de BSA por 18 horas. As 

células foram lavadas com meio sem soro, tratadas com o fragmento NTSP-1 (500 nM) por 35 minutos a 

37ºC antes da adição do fator EGF (50ng/mL), em meio contendo 0,5%. O monitoramento foi feito por 

até 72 horas com o sistema de imagens time-lapse BioStation IM-Q (Nikon), tendo sido os vídeos 

utilizados para análise do perfil da trajetória celular com auxílio de dois plugins (manual tracking e 

chemotaxis and migration tool) do programa Image J (versão 1.51j8). Para cada condição, um número ≥ 

10 células foram rastreadas. (A) Plots representativos das trajetórias celulares individuais. (B) Médias (+) 

e medianas (traço) das velocidades de migração (µm/min). (C) Médias (+) e medianas (traço) das 

distâncias acumuladas (µm). (D) Médias (+) e medianas (traço) das distâncias euclidianas (µm). As 

análises estatísticas foram realizadas empregando o teste Brown-Forsythe and Welch ANOVA com teste 

de múltiplas comparações Games-Howell’s no programa Graph-Pad Prism (versão 8.0.1). (n=2, *p<0,05; 

**p<0,01). (E) Diferença entre distância acumulada e euclidiana – adaptado de “Chemotaxis and 

Migration Tool Version 1.01-Visualization and data analysis of chemotaxis and migration processes 

based on ImageJ- ibidi.com”. 
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2.3 Papel do tratamento com o fragmento NTSP-1 e EGF na proliferação e morte 

celular das linhagens mamárias 

 

Considerando o conhecido papel do EGF de estímulo à proliferação de células 

epiteliais, já bastante caracterizado na literatura (Wee e Wang, 2017), e o da TSP-1 como 

mediadora de características invasivas em células de adenocarcinoma mamário (Incardona et 

al, 1995, Chandrasekaran et al, 1999; John et al, 2010), utilizamos os ensaios de 

monitoramento em tempo real (time-lapse recording) para também investigarmos uma 

possível ação do domínio N-terminal com o estímulo proliferativo, principalmente  analisando 

se o mesmo apresentaria capacidade de potencializar a resposta proliferativa estimulada pelo 

EGF, em células epiteliais mamárias. De maneira complementar, também avaliamos os 

eventos de morte celular ocorridos ao longo dos mesmos registros. A proliferação celular foi 

avaliada através da contagem do número ponderado de divisões celulares (índice mitótico), 

que foram eventualmente validados pela contagem de núcleos/campo em microscópio de 

fluorescência. A morte celular também foi analisada com base nas filmagens, através da 

quantificação de eventos de borbulhamento e desintegração celular, sugestivos de morte por 

apoptose por desaderência (anoikis). 

Na linhagem hiperplásica MCF-10A, apesar do tratamento com EGF e o tratamento 

combinado NTSP-1/EGF demonstrarem tendência a estimular a proliferação celular nos 

tempos de 48 e 72 horas, quando comparados a resposta obtida com no controle não tratado, 

ou com o NTSP-1 em tratamento isolado, as diferenças observadas não foram estatisticamente 

relevantes (Figura 31A). De forma similar, as diferenças observadas quanto ao índice de 

morte celular não foram significativas em nenhum dos tempos avaliados (Figura 31B). 

 No caso da linhagem tumoral MCF-7, a análise desses eventos demonstrou que o 

tratamento combinado NTSP-1/EGF no tempo de 48 horas foi o único que resultou em um 

estímulo proliferativo estatisticamente significativo, quando comparado ao controle não 

tratado (Figura 32A; p<0,05). Nos demais tempos (24 e 72 horas), não foram observadas 

diferenças significativas. Também as diferenças observadas quanto ao índice de morte celular 

não foram significativas, em nenhum dos tempos avaliados (Figura 32B).  
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Figura 31- Análise de proliferação e morte celular na linhagem MCF-10A tratada com EGF e 

NTSP-1  

 

 

Legenda: As células da linhagem MCF-10A foram semeadas na presença em meio contendo 10% de SFB, na densidade 

de 1,5x104 células/cm2 em seus respectivos meios de cultura, na placa de cultura especializada HiQ-4 

(Nikon), como descrito na Metodologia (item 2.11). Após procedimento de depleção em fatores de 

crescimento por 18 horas, conforme descrito na Metodologia, as células foram pré-incubadas com o domínio 

NTSP-1 (500 nM) antes de serem desafiadas com o fator EGF (50 ng/mL), em meio contendo 0,5%SFB por 

até 72 horas.  Durante esse período, o monitoramento das células foi realizado através do sistema de imagens 

BioStation IM-Q (Nikon) em intervalos de tempo entre 2 a 4 minutos. Os vídeos obtidos foram utilizados 

para contabilização do número de divisões e eventos de morte celular nos tempos de 24, 48 e 72 horas dos 

tratamentos, conforme protocolo descrito na Metodologia. (A) Média dos índices mitóticos. (B) Média dos 

índices de morte celular. As análises estatísticas foram realizadas empregando o teste Ordinary Two-way 

ANOVA com teste de múltiplas comparações Tukey’s no programa Graph-Pad Prism (versão 8.0.1). (n=2). 
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Figura 32 - Análise de proliferação e morte celular na linhagem MCF-7 tratada com EGF e 

NTSP-1              

                 

 

Legenda: As células da linhagem MCF-7 foram semeadas na presença em meio contendo 10% de SFB, na 

densidade de 1,5x104 células/cm2 em seus respectivos meios de cultura, na placa de cultura 

especializada HiQ-4 (Nikon), como descrito na Metodologia (item 2.11). Após procedimento de 

depleção em fatores de crescimento por 18 horas, cnforme descrito na Metodologia, as células foram 

pré-incubadas com o domínio NTSP-1 (500 nM) antes de serem desafiadas com o fator EGF (50 

ng/mL), em meio contendo 0,5%SFB por até 72 horas.  Durante esse período, o monitoramento das 

células foi realizado através do sistema de imagens BioStation IM-Q (Nikon) em intervalos de tempo 

entre 2 a 4 minutos. Os vídeos obtidos foram utilizados para contabilização do número de divisões e 

eventos de morte celular nos tempos de 24, 48 e 72 horas dos tratamentos, conforme protocolo 

descrito na Metodologia. (A) Média dos índices mitóticos (*p<0,05). (B) Média dos índices de morte 

celular. As análises estatísticas foram realizadas empregando o teste Ordinary Two-way ANOVA com 

teste de múltiplas comparações Tukey’s no programa Graph-Pad Prism (versão 8.0.1). (n=3). (C) 

Após 72 horas de tratamento, as células foram fixadas com formaldeído 3,7% e marcadas com DAPI. 

Em seguida, a contagem de 25 campos aleatórios foi realizada em microscópio de fluorescência 

(magnificação: 20×), e a média (+) do número de células/campo foi estabelecida. As análises 

estatísticas foram realizadas empregando o teste Ordinary one-way ANOVA com teste de múltiplas 

comparações Tukey’s no programa Graph-Pad Prism (Média de 3 experimentos independentes, 

**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). 
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Embora a quantificação ponderada das divisões celulares verificadas nos registros 

time-lapse não tenha demonstrado diferenças expressivas entre as condições no tempo de 72 

horas, a avaliação da proliferação celular por outra abordagem (contagem de núcleos/campo) 

após 72 horas de tratamento contínuo identificou um aumento do número de células/campo, 

tanto  nas condições que receberam o EGF isolado quanto no tratamento conjunto EGF/N-

TSP1, os quais diferiram estatisticamente do controle não tratado e do fragmento isolado 

(Figura 32C; p<0,01; p<0,001; p<0,0001). No entanto, não foi observada diferença 

significativa entre as condições EGF e NTSP-1/EGF, demonstrando que o fragmento N-

terminal da TSP-1 não parece capaz de potencializar o efeito do EGF na proliferação da 

linhagem MCF-7. 

Para a linhagem tumoral de maior agressividade MDA-MB-231, a análise dos 

registros time-lapse demonstrou que todas as condições tratadas apresentaram tendência à 

redução da proliferação celular ao longo do tempo, quando comparados com a resposta 

observada no controle não tratado. No entanto, as diferenças não foram estatisticamente 

significativas em nenhum dos tempos avaliados (Figura 33A). Da mesma forma, as diferenças 

observadas quanto ao índice de morte celular também não foram significativas em nenhum 

dos tempos (Figura 33B). A contagem de núcleos/campo após 72 horas dos tratamentos 

confirmou que não existiram alterações relevantes da proliferação das células desta linhagem, 

entre as diferentes condições (Figura 33C). 

Portanto, nossas observações sugerem que a presença do NTSP-1, isoladamente ou em 

combinação com o fator de crescimento EGF, não teria o potencial de alterar 

significativamente a homeostase entre proliferação e morte celular, no caso dessas linhagens 

epiteliais mamárias. 

 

2.4 Papel do EGF e NTSP-1 na regulação da morfologia tridimensional de linhagens 

mamárias 

 

 

Os dados apresentados até este ponto sugerem que a presença de NTSP-1 em 

concomitância com o tratamento de células epiteliais mamárias (benignas ou tumorais) com o 

fator de crescimento EGF não parece afetar a viabilidade e proliferação celulares, mas pode 

afetar significativamente alguns aspectos da capacidade migratória (Figs. 28 a 30). 

 



106 

 

 

 

Figura 33 - Análise de proliferação e morte celular na linhagem MDA-MB-231 tratada com 

EGF e NTSP-1  

       

 
Legenda: As células da linhagem MDA-MB-231 foram semeadas na presença em meio contendo 10% de SFB, na 

densidade de 1,5x104 células/cm2 em seus respectivos meios de cultura, na placa de cultura especializada 

HiQ-4 (Nikon), como descrito na Metodologia (item 2.11). Após procedimento de depleção em fatores de 

crescimento por 18 horas, conforme descrito na Metodologia, as células foram pré-incubadas com o domínio 

NTSP-1 (500 nM) antes de serem desafiadas com o fator EGF (50 ng/mL), em meio contendo 0,5%SFB por 

até 72 horas.  Durante esse período, o monitoramento das células foi realizado através do sistema de imagens 

BioStation IM-Q (Nikon) em intervalos de tempo entre 2 a 4 minutos. Os vídeos obtidos foram utilizados 

para contabilização do número de divisões e eventos de morte celular nos tempos de 24, 48 e 72 horas dos 

tratamentos, conforme protocolo descrito na Metodologia. (A) Média dos índices mitóticos. (B) Média dos 

índices de morte celular. As análises estatísticas foram realizadas empregando o teste Ordinary Two-way 

ANOVA com teste de múltiplas comparações Tukey’s no programa Graph-Pad Prism (versão 8.0.1). (n=3). 

(C) Após 72 horas de tratamento, as células foram fixadas com formaldeído 3,7% e marcadas com DAPI. Em 

seguida, a contagem de 25 campos aleatórios foi realizada em microscópio de fluorescência (magnificação: 

20×), e a média (+) do número de células/campo foi estabelecida. As análises estatísticas foram realizadas 

empregando o teste Ordinary one-way ANOVA com teste de múltiplas comparações Tukey’s no programa 

Graph-Pad Prism (Média de 3 experimentos independentes, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). 

 

 

 

Considerando que a migração celular pode influenciar na capacidade de células 

epiteliais se organizarem em estruturas polarizadas, um aspecto cada vez mais valorizado nas 

investigações de tumores sólidos (ver Introdução, item 1.5.1), decidimos estudar os efeitos 

desses tratamentos através do uso de modelos de cultura tridimensionais (3D). A Figura 34A 
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revisita os perfis morfológicos tridimensionais propostos pelo grupo da pesquisadora Mina 

Bissell (Kenny et al, 2007). Pelos critérios deste modelo, por exemplo, a linhagem MCF-7 

corresponde ao fenótipo dito “agregado” (ou mass), com fortes adesões célula-célula e com 

núcleo desorganizado, enquanto a linhagem MDA-MB-231 ao fenótipo “estrelado” (ou 

stellate), que apresenta corpo celular alongado com extensões e núcleo desorganizado. 

Embora este grupo não tenha utilizado a linhagem MCF-10A, outros modelos de linhagens 

não tumorigênicas foram avaliadas, como a MCF-12A e a S1, as quais foram classificadas 

como integrantes do grupo “polarizado” (round) com fortes adesões célula-célula, núcleo 

organizado e polarização apical-basal, perfil também já descrito para a linhagem MCF-10A 

(Debnath et al, 2003; Shaw et al, 2004; de Bessa Garcia et al, 2010).  

Além das morfologias propostas por Kenny e colaboradores (2007), incluímos mais 

dois critérios em nossa análise quantitativa  (Fig. 34B): (i) “colar de contas” (ou multicelular 

streaming, proposta por Friedl e Wolf, 2010); e (ii) “células dispersas”, que correspondem às 

células não engajadas em qualquer tipo de morfologia 3D, sendo este último critério apoiado 

nas mencionadas mudanças no padrão de migração individual, observadas em algumas de 

nossas condições experimentais (Figs. 35-36, apresentadas mais adiante). 

De posse dos critérios assim adaptados, passamos à análise quantitativa da ocorrência 

dessas morfologias em organoides obtidos para as linhagens MCF-10A e MCF-7 em ambiente 

tridimensional, após os diversos tratamentos com EGF e NTSP-1 (isolados ou em 

combinação). Ressaltamos que a linhagem MDA-MB-231 não foi incluída nesta etapa do 

estudo, em virtude de a mesma não ser capaz de formar qualquer tipo de estrutura organizada 

no gel tridimensional, se apresentando permanentemente com o fenótipo “estrelado”, do tipo 

mesenquimatoso (resultados não mostrados), independentemente dos tratamentos realizados 

(representada na Fig 34C, inserto 4). 
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Figura 34 – Morfologias e critérios para classificação de esferoides mamários em cultura 

tridimensional (3D) 

 

Legenda: (A) Classificação das morfologias de organoides epiteliais proposta pelo grupo de M. Bissell: Células 

mamárias foram incubadas em Matrigel®, conforme descrito na Metodologia (item 2.10) e observadas 

tanto em contraste de fase quanto em fluorescência (verde para F-actina e DAPI/azul para o núcleo). 

Em (A) estão as linhagens S1 (polarizada - 1); BT-474 (agregada -2); SK-BR-3 (em cachos - 3); e 
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MDA-MB-231 (estrelada - 4); (adaptado de Kenny et al 2007) (B) Plasticidade de morfologias de 

grupos de células tumorais durante a progressão tumoral, segundo o grupo de Friedl: uma 

multiplicidade de fenótipos celulares co-existem no microambiente tumoral, a depender das formas de 

interação entre as células, de sua capacidade migratória e do grau de polarização epitelial (adaptado de 

Pandya et al, 2017); (C) Tendo como base o protocolo e critérios expostos em (A) e (B), apresentamos 

imagens típicas extraídas de nossos próprios experimentos (aumento de 20×), representativas das 

morfologias [1] MCF-10A; [2] MCF-7; [3] MCF-7 tratada com EGF; [4] MDA-MB-231 não tratada; 

e a morfologia “colar de contas” [5], observada na linhagem MCF-7 tratada com EGF/NTSP1. 

 

 

De maneira concordante com a literatura, quando submetidas a este ensaio, a maioria 

das células da linhagem MCF-10A (47%  7), se apresenta no fenótipo polarizado, enquanto 

os três tratamentos - NTSP-1 [500nM], EGF [50 ng/mL] ou NTSP-1/EGF, nas mesmas 

concentrações - foram capazes de diminuir significativamente o percentual de organoides 

polarizados, de forma estatisticamente significativa, quando comparados ao controle não 

tratado (Figura 35). Dentre os tratamentos, a maior redução foi identificada após tratamento 

com EGF isolado (8%  3), o qual também diferiu do fragmento NTSP-1 isolado, de maneira 

significativa (23%  12). Porém, não verificamos qualquer efeito aditivo ou potencializador 

entre os dois mediadores.  

Por outro lado, a diminuição da quantidade de organoides de células MCF-10A com 

fenótipo polarizado foi acompanhada do correspondente aumento de morfologias com 

fenótipo “agregado”, com os três tratamento utilizados, de maneira estatisticamente 

significativa (Fig. 35C), de  10% no controle não-tratado, para  28% (NTSP-1; p<0,001),  

41% (EGF; p<0,0001) e  38% (EGF/NTSP-1; p<0,0001). Como observado para a 

diminuição da expressão do fenótipo polarizado, o maior aumento de ocorrência do fenótipo 

agregado também foi identificado quando a linhagem MCF-10A foi tratada com EGF 

isoladamente.  

Esses resultados sugerem que a presença de EGF e NTSP-1 no microambiente de 

células hiperplásicas (como a linhagem MCF-10A) possam induzir um deslocamento do perfil 

morfológico polarizado para morfologias mais características de massas epiteliais 

desorganizadas, semelhantes às tumorais. Em relação aos fenótipos “em cachos” e “colar de 

contas”,  não foram observadas alterações de significância estatística para a linhagem MCF-

10A, nas diferentes condições experimentais, embora a primeira morfologia só tenha sido 

identificada - ainda que em baixos percentuais - nas condições tratadas com NTSP-1 ou EGF 

isoladamente, e a segunda morfologia apenas na presença do NTSP-1 (isolado ou em 

combinação ao EGF).  
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Figura 35 – Análise morfológica da linhagem MCF-10A tratadas com EGF e NTSP-1, em 

ambiente 3D 
 

                

          

Legenda: Células da linhagem MCF-10A foram cultivadas em sistema tridimensional, conforme descrito da 

Metodologia (item 2.10), nas condições investigadas (tratamentos com EGF 50 ng/mL ou NTSP-1 
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500 nM isoladamente, ou com a combinação NTSP-1/EGF, nas mesmas concentrações), com 

renovação dos meios após 2 dias. Após 4 dias, as culturas 3D foram fixadas e marcadas duplamente 

com DAPI (núcleos, em azul) e F-actina (faloidina acoplada à Alexafluor 488, em verde). Os 

fenótipos morfológicos descritos na Fig.33 foram avaliados e quantificados para cada condição, por 

microscopia de contraste  de fase (A) e de fluorescência (B) em microscópio invertido (aumento de 

20×, barra de calibração: 200µm), sendo os resultados expressos em percentuais, em relação à 

quantidade total de estruturas morfológicas encontradas em 5-10 campos/condição; (C) Média dos 

percentuais morfológicos identificados. As análises estatísticas foram realizadas empregando o teste 

Ordinary two-way ANOVA com teste de múltiplas comparações Tukey’s no programa Graph-Pad 

Prism (*p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). 

 

O número de células da linhagem MCF-10A não engajadas em estruturas 

tridimensionais (representado pela categoria “células dispersas”) não foi afetado por 

quaisquer dos tratamentos, quando comparado ao número observado no controle não tratado.  

A linhagem tumoral MCF-7 (Figura 36) apresentou uma quantidade bastante 

reduzida de organoides polarizados na condição controle, ao lado da esperada prevalência 

(40%  9) das estruturas com fenótipo “agregado” (ou mass), em concordância com a 

literatura (Kenny et al, 2007). O tratamento com EGF isoladamente diminuiu 

significativamente (aprox. -25%; p<0,05) a quantidade de organoides MCF-7 com fenótipo 

agregado, em comparação ao controle não tratado (mas não em comparação ao tratamento 

com NTSP-1, com aproximadamente -15%). De forma interessante, o tratamento combinado 

NTSP-1/EGF causou a maior diminuição do número de estruturas com fenótipo agregado 

neste ensaio (aprox. -65%; p<0,0001), o que foi bastante sugestivo de um efeito 

potencializador entre os dois mediadores, uma vez que o tratamento com NTSP-1 

isoladamente não havia alterado significativamente o número observado no controle não 

tratado. 

 Tanto a conformação de organoides “em cachos” quanto aquela em “colar de contas” 

são morfologias de transição rumo a fenótipos menos diferenciados e/ou mais migratórios (ou 

tendentes a maior quimiotactismo), segundo Kenny e colaboradores, (2007). 

 Neste contexto, o tratamento combinado NTSP-1/EGF foi o único a induzir um 

aumento significativo do número de células MCF-7 em organoides com fenótipo de cachos, 

em comparação ao controle não tratado, além de induzir o maior número de células 

organizadas como  “colar de contas”,  em comparação aos observados após tratamentos com 

os dois mediadores isoladamente (os quais não diferiram individualmente do controle não 

tratado) (Fig. 36C). 
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Figura 36 – Análise morfológica da linhagem MCF-7 tratadas com EGF e NTSP-1, em 

ambiente 3D 

 
        

Legenda: Células da linhagem MCF-7 foram cultivadas em sistema tridimensional, conforme descrito da 

Metodologia (item 2.11), nas condições investigadas (tratamentos com EGF 50 ng/mL ou NTSP-1 
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500 nM isoladamente, ou com a combinação NTSP-1/EGF, nas mesmas concentrações), com 

renovação dos meios após 2 dias. Após 4 dias, as culturas 3D foram fixadas e marcadas duplamente 

com DAPI (núcleos, em azul) e F-actina (faloidina acoplada à Alexafluor 488, em verde). Os 

fenótipos morfológicos descritos na Fig.33 foram avaliados e quantificados para cada condição, por 

microscopia de contraste  de fase (A) e de fluorescência (B) em microscópio invertido (aumento de 

20×, barra de calibração: 200µm), sendo os resultados expressos em percentuais, em relação à 

quantidade total de estruturas morfológicas encontradas em 5-10 campos/condição; (C) Média dos 

percentuais morfológicos identificados. As análises estatísticas foram realizadas empregando o teste 

Ordinary two-way ANOVA com teste de múltiplas comparações Tukey’s no programa Graph-Pad 

Prism (*p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). 

 

 

 Assim, os achados podem ser considerados sugestivos de uma ação sinérgica entre os 

dois mediadores, tendo como resultado um aumento da prevalência de fenótipos morfológicos 

potencialmente mais migratórios, ou menos diferenciados. 

 Por fim, da mesma forma como foi observado para a linhagem não tumoral MCF-10A, 

não foram verificadas diferenças quantitativas dentre percentuais de células MCF-7 não-

engajadas em qualquer tipo de estrutura 3D (“células esparsas”), entre  as quatro condições 

estudadas. 

 

2.5 Papel do domínio N-terminal da TSP-1 na sinalização mediada por EGFR 

 

 

 O conjunto de resultados apresentados até este ponto (Tabela 4) mostrou evidências 

de que a incubação de células epiteliais mamárias (normais ou malignas) com o domínio N-

terminal da TSP-1 (NTSP-1), antes de serem desafiadas pelo fator de crescimento EGF, 

parece gerar uma sinergia entre estes dois mediadores, em algumas situações, quando funções 

celulares como quimiotaxia e diferenciação celulares em ambiente tridimensional são 

avaliadas quantitativamente. 

 Conforme descrito na Introdução (item 1.6), as respostas ao EGF são mediadas 

principalmente pelo receptor tirosina-quinase EGFR/ErbB1. Uma das maneiras de se medir a 

sustentabilidade de eventos potencializadores em vias de sinalização celular é determinar o 

grau de ativação de vias downstream ao receptor primário da resposta (McKay e Morrison, 

2007). A via de Ras/RafMEKERK1/2 é uma das principais vias envolvidas na cascata de 

sinalização disparada pelos receptores da família ErbB. Desta maneira, além de quantificar a 

expressão de EGFR e seu estado de ativação através da fosforilação do resíduo de tirosina 

Y1068, quantificamos também a expressão de ERK1/2 e seu grau de fosforilação nos sítios 

T202/Y204.  



114 

 

 

 

Tabela 4 – Resumo dos resultados obtidos nos ensaios funcionais 

 

Legenda: NS- não significativo; VM: velocidade de migração (µm/min); DA: distância acumulada (µm); DE: 

distância euclidiana (µm); *parâmetro que apresentou diferença estatística entre o EGF isolado e o 

tratamento combinado (NTSP-1/EGF). 

 

 

 

 As respostas das diferentes linhagens mamárias aos tratamentos com NTSP-1 e EGF 

(isoladamente ou combinados) foram analisadas pela técnica de western blotting. 

  Na linhagem MCF-10A, tal como esperado, observamos que a potente ativação de 

EGFR e ERK1/2 apenas ocorreu quando as células foram desafiadas pelo EGF (50 ng/mL), 

sozinho ou em combinação ao NTSP-1 (Figura 37A e 37B). Nestas condições, também foi 

detectada uma diminuição dos níveis totais de EGFR, observação que está em concordância 

com uma maior endocitose - e consequente degradação - do receptor ativado, já descritas na 

literatura (Introdução, item 1.7). Quando o nível de atividade do receptor foi ponderado pelos 

indicadores de “loading” das proteínas totais de cada amostra, não foi possível detectar 

diferenças significativas entre os graus de ativação de EGFR pelo EGF, na ausência ou 

presença do pré-tratamento com NTSP-1, na linhagem MCF-10A. Como esperado, fragmento 

NTSP-1 não levou à ativação de ERK (Fig. 37B).  

 A fim de correlacionar o grau de fosforilação de ERK1/2 com a quantidade total de 

Ensaios 
Funcionais

Migração Proliferação Morte 
celular

Cultura 3D

Abordagens Lesão em 
monocamada 

(migração 
coletiva)

Tracking
(migração individual)

Índice mitótico 
(Ponderado 

entre 3 
intervalos: 24, 48 

e 72h)

Contagem de 
núcleos/campo

(Tempo único: 72h)

Índice de 
morte  

(sugestivo de 
apoptose por 

anoikis)

Análise morfológica dos 
esferoides

MCF-10A NS VM(µm/min)– (EGF e 
NTSP-1/EGF)

DA (µm)* – (EGF e 
NTSP-1/EGF)

DE(µm) – ((EGF e NTSP-
1/EGF)

NS - NS • fenótipo 
polarizado

• fenótipo 
agregado

(NTSP-1, EGF e NTSP-
1/EGF)

MCF-7 NS VM – (EGF e NTSP-
1/EGF)

NTSP-1/EGF-
48h

EGF e NTSP-
1/EGF

NS • fenótipo 
agregado*

(EGF e NTSP-1/EGF)

• fenótipos em 
cachos e colar de 
contas*

(NTSP-1/EGF)

MDA-MB-231 NS DA* – (NTSP-1/EGF) NS NS NS -
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EGFR remanescente após o estímulo, determinamos o coeficiente P-ERK/(EGFR/tubulina) 

para cada condição experimental.  Esta análise, que pode indicar eventos potencializadores da 

sinalização downstream ao receptor primário, não revelou diferenças significativas entre o 

tratamento com o EGF e o tratamento conjunto NTSP-1/EGF (Fig. 37C). Concluímos que, na 

linhagem hiperplásica benigna MCF-10A, NTSP-1 e EGF não parecem atuar de forma 

sinérgica durante a ativação do EGFR, ou da ativação da via Ras/RafMEKERK1/2, 

downstream à fosforilação de EGFR. 

 Quando analisamos as mesmas vias em células da linhagem tumoral MCF-7 (Figura 

38), o tratamento com NTSP-1 também não foi capaz de ativar EGFR, conforme esperado. 

Observamos que tanto o fator de crescimento isoladamente quanto o tratamento combinado de 

NTSP-1/EGF induziram um aumento da fosforilação do receptor EGFR, com uma tendência 

de maior ativação com o tratamento combinado (Fig.38A, imagem e gráfico à esquerda), 

apesar da análise estatística conjunta dos experimentos não ter demonstrado ser esta uma 

diferença significativa. Deve ser notado que uma diminuição do nível total de EGFR ocorreu 

quando as células foram desafiadas apenas com EGF, fato que está em concordância com a já 

descrita endocitose/degradação de RTKs induzida pelos seus ligantes (Wiley, 2003). Porém, 

de maneira bastante interessante, foi possível verificar que o tratamento combinado NTSP-

1/EGF levou uma diminuição muito maior da quantidade de EGFR total remanescente ao 

final do estímulo com EGF, quando comparado ao controle não tratado (Fig. 38A; p<0,01; 

imagem e gráfico à direita), o que poderia ser correlacionado a uma maior ativação e 

endocitose do RTK, nesta condição.  
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Figura 37 – Análise das vias de sinalização de EGFR e ERK1/2 na linhagem MCF-10A, em 

resposta aos tratamentos com NTSP-1 e EGF 

                 

 

Legenda: Células MCF-10A sub-confluentes foram incubadas com NTSP-1 (500nM), EGF (50 ng/mL) ou com 

uma combinação dos dois mediadores (NTSP-1/EGF), nas mesmas concentrações. As condições 

detalhadas desses tratamentos, bem como das análises por western blotting estão descritas na 

Metodologia (itens 2.3 e 2.4). O controle de loading de proteínas totais foi realizado através da 

detecção de -tubulina. Condições: 1- controle não tratado; 2- células tratadas (35’) apenas com o 

fragmento NTSP-1; 3- células tratadas (10’) apenas com o fator de crescimento EGF; 4- células pré-

tratadas com o fragmento NTSP-1 e em seguida ativadas com EGF. (A) Revelação por 

quimioluminescência, com o uso de anticorpos monoclonais anti-EGFR humano (total e fosforilado 

no resíduo Y1068. A densitometria das bandas foi realizada para determinar tanto a fração de EGFR 

fosforilado (pEGFR/EGFR - gráfico à esquerda), quanto a quantidade de EGFR total remanescente 

pós-ativação (EGFR/-tubulina - gráfico à direita); (B) Detecção da fração de ERK1/2 fosforilada nos 

resíduos T202/Y204; (C) Cálculo da fração de ERK1/2 ativada, em função da quantidade de EGFR 

total. A densitometria das bandas eletroforéticas presentes nos filmes digitalizados (resolução de 300 

dpi) foi realizada com auxílio do programa ImageJ (versão 1.51, java 1.8). As análises estatísticas 

foram realizadas empregando o teste Ordinary One-way ANOVA no programa Graph-Pad Prism 

(versão 8.0.1). Imagens representativas, com média das quantificações densitométricas (n = 3). 
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Figura 38 – Análise das vias de sinalização de EGFR e ERK1/2 na linhagem MCF-7, em 

resposta aos tratamentos com NTSP-1 e EGF 

                        

 

Legenda: Células MCF-7 sub-confluentes foram incubadas com NTSP-1 (500nM), EGF (50 ng/mL) ou com uma 

combinação dos dois mediadores (NTSP-1/EGF), nas mesmas concentrações. As condições 

detalhadas desses tratamentos, bem como das análises por western blotting estão descritas na 

Metodologia (itens 2.3 e 2.4). O controle de loading de proteínas totais foi realizado através da 

detecção de -tubulina. Condições: 1- controle não tratado; 2- células tratadas (35’) apenas com o 

fragmento NTSP-1; 3- células tratadas (10’) apenas com o fator de crescimento EGF; 4- células pré-

tratadas com o fragmento NTSP-1 e em seguida ativadas com EGF. (A) Revelação por 

quimioluminescência, com o uso de anticorpos monoclonais anti-EGFR humano (total e fosforilado 

no resíduo Y1068. A densitometria das bandas foi realizada para determinar tanto a fração de EGFR 

fosforilado (pEGFR/EGFR - gráfico à esquerda), quanto a quantidade de EGFR total remanescente 

pós-ativação (EGFR/-tubulina - gráfico à direita); (B) Detecção da fração de ERK1/2 fosforilada nos 
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resíduos T202/Y204; (C) Cálculo da fração de ERK1/2 ativada, em função da quantidade de EGFR 

total. A densitometria das bandas eletroforéticas presentes nos filmes digitalizados (resolução de 300 

dpi) foi realizada com auxílio do programa ImageJ (versão 1.51, java 1.8). As análises estatísticas 

foram realizadas empregando o teste Ordinary One-way ANOVA no programa Graph-Pad Prism 

(versão 8.0.1) (**p<0,01). Imagens representativas, com média (+) e mediana (-) das quantificações 

densitométricas (n = 5 experimentos). 

 

 

 Da mesma forma que o observado para a ativação de EGFR, detectamos a tendência 

de maior ativação de ERK1/2 quando células MCF-7 receberam o tratamento combinado 

NTSP-1/EGF (Fig. 38B), porém mais uma vez essa diferença não foi considerada 

significativa em relação EGF em tratamento isolado. No entanto, quando a atividade de 

ERK1/2 (ou seja, níveis de fosfo-ERK1/2) foi correlacionada aos níveis de EGFR 

remanescente ao final dos estímulos, encontramos uma tendência muito importante de efeito 

potencializador da via de ERK1/2 pelo tratamento NTSP-1/EGF (Fig. 38C): na maioria dos 

experimentos (n=5), a quantidade de EGFR detectada ao final de 10 minutos de ativação com 

EGF foi muito residual (Fig. 38C, como no painel a) ou virtualmente inexistente (Fig. 38C, 

painel b), achados estes que sugerem uma potencialização do aumento da endocitose - e 

consequente degradação - do RTK ativado. Assim, este resultado sugere um aumento da 

endocitose do receptor EGFR em células MCF-7 pré-tratadas com NTSP-1 antes da ativação 

com EGF, o que também pode resultar no aumento da persistência da ativação da via de 

ERK1/2. 

 A linhagem MDA-MB-231 apresenta um perfil de resposta distinto do observado na 

linhagem não tumorigênica MCF-10A e da linhagem tumorigênica MCF-7 (Figura 39). 

Embora seja possível observar a fosforilação do EGFR tanto com o tratamento com EGF 

isoladamente, ou em conjunto com o NTSP-1, nessa última condição foi observada uma 

tendência de redução da ativação de EGFR, quando comparada ao estado de ativação do 

receptor apenas na presença de EGF, embora a diferença não tendo sido estatisticamente 

significativa. Tampouco foram observadas diferenças significativas entre os níveis de EGFR 

residual ao final do tempo de ativação (10’) entre as diversas condições (Fig. 39A).  

 Quanto à fosforilação de ERK1/2, deve ser ressaltado que o lote da linhagem MDA-

MB-231 disponível em nosso laboratório apresenta, em concordância com dados da literatura, 

um perfil de ativação constitutiva de ERK (Zhou et al, 1998;  Seddighzadeh et al, 1999; Kim 

et al, 2014), que independe do tratamento com fator de crescimento (Fig. 39B). Possivelmente 

por causa desta característica, não conseguimos identificar variações expressivas da ativação 

de ERK entre as distintas condições. Também não observamos diferenças estatisticamente 
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significativas da correlação entre a fosforilação de ERK1/2 com os níveis de remanescentes 

de EGFR após a cessação do estímulo (Fig. 39C). 

 

Figura 39 – Análise da via de sinalização de EGFR e ERK1/2 após o tratamento com o 

fragmento (NTSP-1) na presença do fator de crescimento EGF na linhagem 

MDA-MB-231 

        

 

          

Legenda: Células MDA-MB-231 sub-confluentes foram incubadas com NTSP-1 (500nM), EGF (50 ng/mL) ou 

com uma combinação dos dois mediadores (NTSP-1/EGF), nas mesmas concentrações. As condições 

detalhadas desses tratamentos, bem como das análises por western blotting estão descritas na 

Metodologia (itens 2.3 e 2.4). O controle de loading de proteínas totais foi realizado através da 

detecção de -tubulina. Condições: 1- controle não tratado; 2- células tratadas (35’) apenas com o 

fragmento NTSP-1; 3- células tratadas (10’) apenas com o fator de crescimento EGF; 4- células pré-

tratadas com o fragmento NTSP-1 e em seguida ativadas com EGF. (A) Revelação por 

quimioluminescência, com o uso de anticorpos monoclonais anti-EGFR humano (total e fosforilado 

no resíduo Y1068. A densitometria das bandas foi realizada para determinar tanto a fração de EGFR 

fosforilado (pEGFR/EGFR - gráfico à esquerda), quanto a quantidade de EGFR total remanescente 
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pós-ativação (EGFR/-tubulina - gráfico à direita); (B) Detecção da fração de ERK1/2 fosforilada nos 

resíduos T202/Y204; (C) Cálculo da fração de ERK1/2 ativada, em função da quantidade de EGFR 

total. A densitometria das bandas eletroforéticas presentes nos filmes digitalizados (resolução de 300 

dpi) foi realizada com auxílio do programa ImageJ (versão 1.51, java 1.8). As análises estatísticas 

foram realizadas empregando o teste Ordinary One-way ANOVA no programa Graph-Pad Prism 

(versão 8.0.1). Imagens representativas, com média das quantificações densitométricas (n = 2). 

 

2.6 Análise da endocitose de EGFR sob modulação de NTSP-1 e EGF por microscopia 

confocal, na linhagem tumoral MCF-7 

 

 Quando investigamos particularmente as respostas da linhagem celular MCF-7 em 

alguns testes funcionais, como migração celular e diferenciação em ambiente 3D, observamos 

efeitos potencializadores entre o fator de crescimento EGF e o domínio NTSP-1 da 

trombospondina-1 (Figs. 32 e 36). Aliada a estas evidências, também detectamos uma forte 

tendência – ainda que estatisticamente não significativa - de que ambos os mediadores atuam 

juntos para potencializar a ativação da via de ERK mediada por EGFR, quando o estímulo 

com o fator de crescimento foi realizado por 10 minutos (Fig. 38), nesta mesma linhagem, 

mas não nas linhagens MCF-10A e MDA-MB-231. Como mencionado anteriormente, dados 

da literatura demonstram que a internalização de receptores tirosina-quinase (RTK) após sua 

ativação pelos ligantes (fatores de crescimento) está associada ao prolongamento da 

persistência de algumas vias de sinalização neles iniciadas.  

 Considerando conjuntamente essas evidências, decidimos investigar a dinâmica de 

endocitose do receptor EGFR por microscopia confocal, nos intervalos de 10, 30 e 60 minutos 

de incubação com o fator de crescimento, a fim de verificarmos se uma possível extensão do 

tempo de residência em endossomos primários, induzida pelo tratamento conjunto NTSP-

1/EGF,  poderia ser melhor esclarecida por esta técnica. Como marcador fenotípico de 

endossomas primários, utilizamos a proteína Rab5A.  

 Como mostrado na Figura 40, a análise quantitativa da co-localização EGFR-Rab5 

nas diferentes condições experimentais (controle não tratado; NTSP-1; EGF e a combinação 

NTSP-1/EGF) não mostrou modificações significativas entre os índices de co-localização 

após 10 minutos, por esta abordagem morfológica. Após 30 minutos de estímulo, no entanto, 

uma maior e significativa co-localização foi observada tanto com o tratamento com EGF 

isoladamente (p<0,05), quanto deste associado ao domínio NTSP-1 (p<0,05). Quando o 

tempo de estímulo foi estendido até 60 minutos, apenas com o tratamento combinado NTSP-

1/EGF foi detectada uma persistência significativa de co-localização de EGFR com Rab5 

(p<0,01; p<0,0001), confirmando que os dois mediadores atuam de forma sinérgica na 
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sinalização deste RTK, nas células da linhagem MCF-7.  

 

 

Figura 40 – Avaliação da cinética de residência de EGFR em endossomas primários de 

células MCF-7 tratadas com EGF e NTSP-1 

 

 

 

 

Legenda: Células da linhagem tumoral MCF-7, cultivadas em sub-confluência sobre lamínulas de vidro e 

depletadas em fatores séricos conforme descrito na Metodologia (item 2.3), foram pré-incubadas com 

NTSP-1 (ou não) por 35 minutos, antes de serem incubadas (ou não) com EGF (50 ng/mL). O 

processo endocítico foi visualizado nos tempos de 10, 30 e 60 minutos de tratamento com EGF, 

através de marcação imunofluorescente, com dupla marcação com anticorpos específicos (anti-EGFR, 

verde; anti-Rab5A, vermelho), conforme descrito na Metodologia (item 2.12). Os softwares ZEN 2.3 

SP1 (ZEN black) e ZEN 2.5 lite (ZEN blue) foram utilizados para análise e obtenção das ROIs 

(regiões de interesse; 10 ROIs/imagem). As imagens foram deconvoluídas com o auxílio do plugin 

Iterative Deconvolve 3D e os índices de colocalização (coeficientes de Manders-M1 e M2) obtidos 

através do plugin JACoP, ambos do programa Image J (versão 1.51j8). (A) Média (+) e mediana 

(traço) dos índices de colocalização M1(percentual da marcação verde [EGFR] co-localizado com a 

marcação vermelha [Rab5A]). (B) Perfil cinético da colocalização entre EGFR e Rab5A. As análises 

estatísticas foram realizadas empregando o teste Ordinary one-way ANOVA com teste de múltiplas 

comparações Tukey’s no programa Graph-Pad Prism (*p<0,05; **p<0,01, ****p<0,0001). 
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As Figuras 41 a 43 mostram o aspecto morfológico das marcações imunofluorescentes 

realizadas nas células MCF-7. É importante ressaltar que esta abordagem morfológica 

permitiu verificar que, principalmente nos tempos mais curtos (10’ e 30’) usados nesta 

análise, a pré-incubação com NTSP-1 isoladamente claramente alterou a 

distribuição/adensamento dessas moléculas no citosol das células tratadas, apesar de não ter 

causado diferenças mensuráveis em seus índices de co-localização. 

  

2.7  Estudos preliminares funcionais com o peptídeo bioativo TSP HepII na sinalização 

mediada por EGFR 

 

 

 Dados prévios publicados por nosso grupo, em estudo desenvolvido com células 

endoteliais, mostraram que um peptídeo bioativo sintetizado a partir da estrutura primária do 

domínio N-terminal da TSP-1 foi capaz de inibir a adesão endotelial dependente de sindecan-

4, além de reproduzir os efeitos pró-angiogênicos desta molécula (Nunes et al, 2008). Este 

peptídeo potencializou a sinalização de ERK ativada por FGFR em células endoteliais (Parte 

II dos Resultados; manuscrito em preparação).  

 Dada a elevada expressão de sindecan-4 pelas células da linhagem MCF-7 (Fig. 19), e 

o fato desta linhagem ter sido a única linhagem na qual ficou uma resposta de potencialização 

da via de ERK dependente da ativação de EGFR foi mais claramente sugerida pelos nossos 

resultados, decidimos prospectar a possibilidade do sindecan-4 participar dos eventos pró-

tumorais observados. O tratamento com o peptídeo TSP Hep II tendeu a estimular um perfil 

de ativação celular similar ao observado com o uso de NTSP-1 em nossos experimentos 

(Figura 44). Porém, as diferenças observadas não foram estatisticamente significativas. A 

tendência de diminuição do nível de EGFR total também foi mais importante no tratamento 

conjunto TSP Hep II/EGF.  

 Considerando que o pré-condicionamento das células da linhagem MCF-7 com o EGF, 

isoladamente ou em combinação com o domínio NTSP-1, afetaram a proliferação celular 

(Fig. 32) e que o tratamento combinado afetou de maneira importante a organização de 

colônias tridimensionais (Fig. 36), decidimos verificar o efeito dos diferentes tratamentos na 

capacidade clonogênica dessas células tumorais, buscando comparar o fragmento NTSP-1 

com o peptídeo TSP Hep II, na medida em que este ensaio pode fornecer dados sobre a 

capacidade proliferativa e de estabelecimento de interações celulares das células tratadas nas 
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diferentes condições. 

 

Figura 41 – Aspecto morfológico da distribuição de EGFR e Rab5A em células MCF-7 

tratadas com EGF e NTSP-1 (10 minutos de tratamento com EGF) 

 

 

 

Legenda: As condições experimentais, bem como as de captura, tratamento de imagens e quantificação de 
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índices de co-localização são as mesmas descritas para Fig. 40.    
 

 

Figura 42 – Aspecto morfológico da distribuição de EGFR e Rab5A em células MCF-7 

tratadas com EGF e NTSP-1 (30 minutos de tratamento com EGF) 

 

 
 

Legenda: As condições experimentais, bem como as de captura, tratamento de imagens e quantificação de 

índices de co-localização são as mesmas descritas para Fig. 40.   
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Figura 43 – Aspecto morfológico da distribuição de EGFR e Rab5A em células MCF-7 

tratadas com EGF e NTSP-1 (60 minutos de tratamento com EGF) 

 

 
 

Legenda: As condições experimentais, bem como as de captura, tratamento de imagens e quantificação de 

índices de co-localização são as mesmas descritas para Fig. 40.    
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Figura 44 – Análise da via de sinalização de EGFR e ERK1/2 após o tratamento com o peptídeo 

bioativo TSP HepII na presença do fator de crescimento EGF na linhagem MCF-7 

    

 
 
Legenda: Células MCF-7 sub-confluentes foram incubadas com TSP Hep II (500nM), EGF (50 ng/mL) ou com 

uma combinação dos dois mediadores (TSP Hep II/EGF), nas mesmas concentrações. As condições 

detalhadas desses tratamentos, bem como das análises por western blotting estão descritas na 

Metodologia (itens 2.3 e 2.4). O controle de loading de proteínas totais foi realizado através da 

detecção de -tubulina. Condições: 1- controle não tratado; 2- células tratadas (35’) apenas com o 

peptídeo TSP Hep II; 3- células tratadas (10’) apenas com o fator de crescimento EGF; 4- células pré-

tratadas com o peptídeo TSP Hep II e em seguida ativadas com EGF. (A) Revelação por 
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quimioluminescência, com o uso de anticorpos monoclonais anti-EGFR humano (total e fosforilado 

no resíduo Y1068. A densitometria das bandas foi realizada para determinar tanto a fração de EGFR 

fosforilado (pEGFR/EGFR - gráfico à esquerda), quanto a quantidade de EGFR total remanescente 

pós-ativação (EGFR/-tubulina - gráfico à direita); (B) Detecção da fração de ERK1/2 fosforilada nos 

resíduos T202/Y204; (C) Cálculo da fração de ERK1/2 ativada, em função da quantidade de EGFR 

total. A densitometria das bandas eletroforéticas presentes nos filmes digitalizados (resolução de 300 

dpi) foi realizada com auxílio do programa ImageJ (versão 1.51, java 1.8). As análises estatísticas 

foram realizadas empregando o teste Ordinary One-way ANOVA no programa GraphPad Prism 

(versão 8.0.1). Imagens representativas, com média (+) e mediana (-) das quantificações 

densitométricas (n = 4). 

 

 A Figura 45 (A e B) mostra o resultado de um ensaio clonogênico usando nas células 

MCF-7 os mesmos tratamentos já discutidos anteriormente, com a ressalva de que a duração 

dos tratamentos foi de 72 horas, a fim de tornar o ensaio mais comparável ao protocolo 

utilizado no ensaio de diferenciação de organoides em ambiente 3D, bem como nos ensaios de 

proliferação e morte celular. O tratamento com NTSP-1 isoladamente resultou em um número 

e diâmetro de colônias comparável ao verificado no controle não tratado, enquanto os 

tratamentos com EGF, isoladamente ou em combinação a NTSP-1, resultaram em colônias 

menores em número e em área, sem diferenças significativas entre essas duas últimas 

condições (Fig. 45B). 

 O ensaio clonogênico foi também realizado após pré-tratamento com peptídeo TSP 

HepII e/ou EGF por 72 horas (Figura 45C e 45E). Diferentemente do observado com o 

fragmento NTSP-1, em todas as condições tratadas (TSP HepII, EGF e TSP HepII/EGF) o 

número de colônias foi reduzido em relação ao controle não tratado de maneira 

estatisticamente significativa (Fig. 45D, p<0,001; p<0,0001). Ainda, os tratamentos com 

peptídeo isolado ou com EGF estimularam a formação de colônias menores em diâmetro (Fig. 

45E, painel c2, p<0,05; p<0,01), quando comparado aos demais tratamentos, alterações que 

também apresentaram significância estatística. No entanto, a redução do número e diâmetro 

das colônias provavelmente não se devem a alterações na adesão inicial após os tratamentos 

(Fig. 45D).  O aspecto morfológico das colônias revela que o EGF isolado e TSP HepII+EGF 

induziram um certo grau de desorganização das estruturas formadas, e que esta morfologia foi 

observada de forma mais acentuada na condição TSP HepII+EGF (Fig. 45C – painel c3). 

 Apesar de preliminares, estas observações sugerem uma participação do sindecan-4 

nas respostas da linhagem MCF-7 à presença do domínio N-terminal da TSP-1, um aspecto 

que será explorado na continuidade desta investigação. 
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Figura 45 – Ensaio clonogênico de células MCF-7 após tratamentos com NTSP-1, o peptídeo 

bioativo TSP HepII, na presença do fator de crescimento EGF  
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Legenda: Células da linhagem MCF-7 (3x104 células/cm2) cultivadas na presença de 10% SFB e posteriormente 

depletadas em fatores séricos por 18 horas foram submetidas aos diversos tratamentos por 72 horas. 

As células foram então desaderidas e replaqueadas (2x102 células/cm2) em placas de 6 poços, na 
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presença de 10% SFB, para acompanhamento da formação de colônias, ao longo de 15-18 dias. Após 

esse período, foram fixadas com glutaraldeído e coradas com solução de cristal de violeta. O registro 

fotográfico foi realizado através de uma câmera acoplada a uma lupa (Bel Photonics). As fotos obtidas 

de campos aleatórios (5-6) foram utilizadas para determinação do número, tamanho e morfologia das 

colônias. Foram consideradas colônias com número de células ≥ 3. Em (A) e (B), as células foram 

tratadas com NTSP-1 (500 nM), EGF (50 ng/mL) ou com uma combinação desses mediadores nas 

mesmas concentrações. Painel  a1: representação das diferentes condições sem ampliação (escala = 

2,0 cm); Painel a2: Fotos com ampliação representativas dos campos (escala = 0,4cm). (B) Gráfico da 

média do número de colônias por campo; n=1.  Em (C), (D) e (E), as células foram tratadas com TSP 

Hep II (500 nM), EGF (50 ng/mL) ou com uma combinação desses mediadores nas mesmas 

concentrações. Painel c1: representativo das diferentes condições sem ampliação (escala = 2,0 cm); 

Painel c2: Fotos com ampliação representativas dos campos (escala = 0,4cm); Painel c3: Aspecto 

morfológico das colônias, em fotos em campo claro do microscópio invertido digital EVOS fl (AMG, 

Thermo Fisher Scientific), aumento 4 ×; (D) Gráfico da média do número de células aderidas/campo ( 

após 2h do plaqueio). (E) Gráfico da média do número de colônias/campo e diâmetro das colônias 

(em cm); (n=3).  As análises estatísticas foram realizadas empregando o teste Ordinary one-way 

ANOVA com teste de múltiplas comparações Tukey’s no programa Graph-Pad Prism. As análises 

estatísticas foram realizadas empregando o teste Brown-Forsythe and Welch ANOVA com teste de 

múltiplas comparações Games-Howell’s no programa Graph-Pad Prism. (*p<0,05; **p<0,01; 

***p<0,001; ****p<0,0001). 
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Parte II- Papel do domínio NTSP-1 da Trombospondina-1 na sinalização  

FGF-2/FGFR-1 

 

Contexto: 

Durante o período do trabalho desta tese surgiu a oportunidade de participar em outro projeto do 

LabAngio, sobre o papel pró-angiogênico do domínio N-terminal da TSP-1. Em trabalho que vem 

sendo desenvolvido através de uma colaboração com o grupo do Dr. Jack Lawler (Beth Israel 

Deaconess Medical Center, Harvard Medical School, Boston, EUA), cujos dados constituem um 

manuscrito em preparação, observamos que o domínio N-terminal da aumenta a endocitose do 

receptor VEGFR2 endotelial após sua fosforilação no resíduo de tirosina Y1175, que resulta no 

prolongamento da ativação da via de ERK1/2, sugerindo uma vez mais que esta região da TSP-1 atua 

como potencializadora da resposta a fatores de crescimento que agem através de receptores tirosina-

quinase (RTK). O tratamento de células endoteliais microvasculares com o domínio N-terminal da 

proteína aumenta a co-localização do receptor VEGFR2 com marcadores de endossomas primários 

(EEA1 e Rab5), bem como com Rab11, que atua na reciclagem do VEGFR2 desfosforilado de volta à 

membrana plasmática. Esse processo envolve ainda as integrinas 91 e 61, em associação ao 

VEFGR2 (Morandi, V. - manuscrito em preparação).  

 

 Na sequência destas observações, surgiu o interesse de investigar se esta nova 

atividade biológica do domínio NTSP-1 seria compartilhada por outro importante fator de 

crescimento angiogênico, o FGF-2, que atua através do receptor FGFR1, que também 

pertence à classe dos RTK. Células endoteliais microvasculares da linhagem HMEC-1 foram 

submetidas aos protocolos de “priming” com NTSP-1 ou com o peptídeo bioativo TSP Hep 

II, em variáveis concentrações, antes de serem ativadas com FGF-2 (50 ng/mL). A Figura 46 

mostra que o tratamento com NTSP-1 ou seu peptídeo derivado TSP Hep II aumentam a 

ativação do receptor FGFR1, tal como medida pela fosforilação em seus resíduos Y653/654, 

quando combinados ao FGF-2. No entanto, com o tratamento combinado não observamos 

diferenças significativas nos níveis de ativação de ERK1/2 quando usamos o fragmento 

NTSP-1 na concentração máxima de 500 nM (a mesma usada em ensaios celulares com 

VEGF165 e EGF, em outros experimentos com células endoteliais e tumorais, 

respectivamente).   
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Figura 46 – Papel do domínio NTSP-1 e do peptídeo bioativo TSP Hep II na sinalização de 

MAPK mediada pelo receptor FGFR1 em células endoteliais microvasculares 

humanas (linhagem HMEC-1) 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Células da linhagem endotelial HMEC-1 sub-confluentes foram incubadas com NTSP-1ou TSP Hep II 

nas concentrações indicadas na figura FGF-2 (50 ng/mL), ou com as combinações indicadas. As 

condições detalhadas desses tratamentos, bem como das análises por western blotting estão descritas 

na Metodologia (itens 2.3 e 2.4). O controle de loading de proteínas totais foi realizado através da 

detecção de -tubulina. A revelação por quimioluminescência foi realizada com o uso de anticorpos 

monoclonais anti-FGFR1 humano (total e fosforilado nos resíduos Y653/654), anti-ERK (total e 

fosforilada em T202/Y204 e -tubulina). Os pontilhados amarelos ressaltam a maior ativação de 

FGFR1 na presença de NTSP-1/FGF-2; as áreas nos pontilhados em vermelho indicam a 

potencialização de ERK1/2 em concomitância com menores níveis de FGFR1 total, em comparação 

aos controles. Experimento representativo (n = 3). 
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Porém, quando o peptídeo TSP Hep II foi usado, uma potencialização concentração-

dependente da ativação de ERK foi observada, com máxima ativação na concentração de 

1µM de TSP Hep II, com destaque para significativa diminuição dos níveis de FGFR1 nesta 

condição, sugestiva do aumento de endocitose deste receptor. 

Visando investigar a relevância biológica da modulação na via FGFR1[Ras/ERK] pelo 

domínio N-TSP1, realizamos um ensaio de tubulogênese endotelial (Figura 47). Todos os 

tratamentos (NTSP-1, FGF-2 e NTSP-1/FGF-2) foram capazes de induzir o aumento do 

comprimento total de estruturas tubulares em 26% (p<0,001), 69% (p<0,0001) e 115% 

(p<0,0001), respectivamente, quando comparados ao controle não tratado.  A determinação de 

áreas remanescentes de monocamada celular (ou seja, células não envolvidas na formação das 

estruturas), de maneira concordante, variou inversamente ao número de estruturas em cada 

condição, corroborando aquele resultado.  

Considerando que a diferenciação angiogênica observada com o tratamento 

combinado NTSP-1/FGF-2 induziu um efeito significativamente maior do que o observado 

para cada mediador de forma isolada, esses resultados sugerem que o fragmento NTSP-1 seja 

capaz de agir sinergicamente com o fator de crescimento FGF-2, em sua atividade pró-

angiogênica. 
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Figura 47 – Ensaio tubulogênico com células endoteliais microvasculares (linhagem HMEC-1 

tratada com NTSP-1, FGF-2 ou com uma combinação de ambos) 

 

 

       

Legenda: As células HMEC-1 foram previamente lavadas com meio MCDB-131 sem SFB e sem EGF, e 

estarvadas com 0,1%BSA por aproximadamente 18h. Posteriormente, o ensaio de tubulogênese foi 

realizado, 40000 células/poço foram plaqueadas na presença dos diferentes tratamentos (NTSP-1 

500nm; FGF-2 50ng/mL; NTSP-1+FGF-2), na presença de 2%SFB, sobre matrigel reduzido de fator 

de crescimento em placa de 96 poços e em duplicata. A formação de estruturas foi acompanhada 

durante 8h, e após esse período as células foram lavadas com meio sem SFB por 5 minutos, fixadas 

com glutaraldeído 1,1% diluído em PBS1x, novamente lavadas com PBS1x. As fotos foram obtidas 

em contraste de fase em microscópio invertido, aumento de 4x. A contabilização da extensão (em µm) 

de sprouts e da área de monocamada (µm2) foi realizada através da demarcação manual de regiões de 

sprouts e de monocomada com o auxílio de uma mesa digitalizadora (Wacom Co.; Ltd) e do programa 

Adobe-Photoshop. A correlação do tamanho em µm foi obtida com base na barra de calibração de 

cada foto. (A) As imagens são representativas de cada condição em contraste de fase. (B) Fotos 

(aumento 4x, barra de calibração; 1000µm) representativas dos campos analisados (4 campos/foto) 

com demonstração da técnica utilizada: monocamada em rosa e sprouts em amarelo. (C) Ilustrações 

características da superfície coberta por monocamada e sprouts. (D) Média (+) e mediana (-) dos 

valores de sprouts (µm). (E) Média (+) e mediana (-) dos valores de monocamada (µm2). As análises 
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estatísticas foram realizadas empregando o teste Ordinary two-way ANOVA com teste de múltiplas 

comparações Tukey’s no programa Graph-Pad Prism (*p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001, 

****p<0,0001). 
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3 DISCUSSÃO 

 

 

 A presença da trombospondina-1 (TSP-1) no microambiente tumoral tem sido 

relacionada a progressão de diferentes tipos de tumor, muitas vezes com conclusões 

contraditórias, algumas vezes estimulando a progressão e, em outros contextos, sendo capaz 

de inibir a tumorigênese através de seu papel anti-angiogênico (Huang et al, 2017). No 

entanto, uma recente e extensa revisão da literatura foi realizada sobre o papel da TSP-1 em 

variados contextos patológicos (Zhao et al, 2018), da qual emergiu com maior clareza um 

papel consistentemente pró-tumoral para a TSP-1 em pelo menos três tipos de câncer: mama, 

melanoma e carcinoma hepatocelular.   

 No caso dos carcinomas mamários, o papel pró-tumoral da TSP-1 residiria tanto em 

um potencial para aumentar as metástases (Yee et al, 2009) quanto para induzir angiogênese 

(Byrne et al, 2007). Considerando que nosso grupo tem contribuído significativamente para 

caracterizar as atividades pró-angiogênicas do domínio N-terminal da TSP-1 (Ferrari do 

Outeiro-Bernstein et al, 2002; Nunes et al, 2008; Dias et al, 2012), incluindo a caracterização 

da capacidade deste domínio potencializar a sinalização de fatores de crescimento 

angiogênicos em células endoteliais (manuscrito em preparação), se tornou um 

desdobramento natural a construção da hipótese de que a porção N-terminal da TSP-1 poderia 

contribuir também para os efeitos pró-tumorais diretos já evidenciados em inúmeros trabalhos 

sobre câncer de mama, na literatura.  

 Por outro lado, fatores solúveis, representados por fatores de crescimento, citocinas, 

quimiocinas, hormônios, entre outras moléculas, também constituem parte fundamental dos 

sistemas que harmonizam os tecidos e os mantém com a quantidade de células e graus de 

diferenciação apropriados. Muitas dessas moléculas agem através de receptores tirosina-

quinase (RTKs), sendo já bastante estudados os EGFs, FGFs e VEGFs, conforme descrito 

com maior detalhamento na Introdução deste trabalho. A interação cruzada destes RTKs com 

outras classes de receptores, como as integrinas e os proteoglicanos de heparan-sulfato, tem 

sido demonstrada de forma crescente na literatura da última década (Soung et al, 2010).  

Sabe-se hoje que muitas moléculas da matriz podem participar na interação entre RTKs e 

outros receptores, como integrinas e sindecans, o que resulta na formação de complexos 

multiprotéicos, que atuam como plataformas de sinalização celular (Cabodi et al, 2004; 

Streuli & Akhtar, 2009). Devido a sua capacidade de interagir com proteoglicanos, moléculas 
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da matriz extracelular e fatores de crescimento, a TSP-1 direciona a organização de 

complexos multiprotéicos que modulam o fenótipo celular. A compreensão do significado 

biológico dessas interações e a multiplicidade de vias de sinalização celular se tornou um 

desafio para os pesquisadores desse campo (Iruela-Arispe, 2008).  

 É importante ressaltar que tanto sindecans como integrinas já foram implicados na 

regulação da sinalização celular disparada por RTKs, no contexto do câncer de mama. As três 

classes de receptores inclusive podem atuar cooperativamente nas balsas lipídicas, 

organizados em clusters (Soung et al, 2010; Afratis et al, 2017). No entanto, nenhum dos 

trabalhos até hoje investigou se a TSP-1 e seu domínio N-terminal pró-angiogênico 

participam nesses complexos multiprotéicos que geralmente regulam a atividade dos RTKs 

ativados por fatores de crescimento. Na primeira etapa deste trabalho, procuramos verificar se 

as linhagens selecionadas  MCF-10A (benigna, porém hiperplásica), MCF-7 (tumoral, não 

invasiva) e MDA-MB-231 (tumoral, invasiva) expressavam os receptores já descritos na 

literatura para o reconhecimento do domínio NTSP-1, além de confirmar o real status de 

expressão para os RTKs de interesse (FGFR1, VEGFR2 e EGFR) nos lotes celulares 

disponíveis em nosso laboratório, visto que sempre há chances dos fenótipos moleculares 

sofrerem alterações em função de repiques e condições de crescimento, em cada laboratório 

(Geraghty et al, 2014). Na literatura, o reconhecimento do domínio N-terminal com afinidade 

à sulfatos de heparana/heparina (NTSP-1), já foi atribuído a sindecanas (principalmente a 

isoforma 4, SDC4)  e a algumas integrinas da sub-família 1 de integrinas, com ênfase nos 

membros: 3β1, 4β1, 6β1 e 9β1 (Calzada & Roberts, 2005). Apesar da integrina vβ3 

também já ter sido implicada no reconhecimento da TSP-1, a interação parece envolver a 

sequência RGD desta glicoproteína, que se encontra fora da região N-terminal, razão pela 

qual não a incluímos em nosso estudo (Smith e Cheresh, 1990).  

 A importância das integrinas na progressão tumoral tem sido alvo de intenso estudo. 

As mudanças na composição da matriz tumoral mamária alteram o perfil de expressão e 

consequentemente a sinalização “downstream” que direcionam para o aumento da invasão 

celular e metástase do tumor (Gehler et al, 2013). A expressão da integrina α3β1 é 

característica de células epitelias mamárias, tanto luminais quanto mioepiteliais (Taddei et al, 

2003; Lahlou & Muller, 2011), o que foi corroborado pelas nossas análises, que também estão 

em concordância com descrições de que a linhagem MDA-MB-231 apresenta elevados níveis 

de α3 e maiores do que a linhagem MCF-7 (Morini et al, 2000). Também detectamos a 

presença da subunidade α4 em todas as linhagens, sem alterações significativas entre os 
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percentuais de expressão, entre nenhuma delas. No entanto, a maior parte da literatura relata a 

ausência da integrina 4 no epitélio mamário (Taddei et al, 2003) ou expressão extremamente 

reduzida nas linhagens MDA-MB-231 e MCF-7 (Morini et al, 2000). As variações entre os 

anticorpos utilizados poderiam justificar os diferentes resultados. E para melhor investigarmos 

esse aspecto, futuramente avaliaremos a expressão desta cadeia de integrina também pela 

técnica de western blotting.  

 A expressão de α6 foi detectada tanto por citometria de fluxo quanto por western 

blotting, e ambas análises demonstraram que a linhagem MCF-10A apresentou a maior 

expressão desta integrina, a qual diferiu de forma significativa dos níveis expressos pelas 

linhagens tumorais. A integrina α6β4 é responsável pela manutenção da integridade epitelial 

devido a sua habilidade de mediar a formação de hemidesmossomas que conectam os 

filamentos intermediários de citoqueratina com lamininas presentes na matriz extracelular 

(Lahlou & Muller, 2011). Dessa forma, a maior expressão na linhagem MCF-10A da 

subunidade α6 se encontra em consonância com as funções fisiológicas do heterodímero α6β4 

na manutenção da polaridade epitelial, propriedade esta que a linhagem MCF-10A apresentou 

em nossos ensaios 3D. 

 A ocorrência da cadeia α6  na linhagem MDA-MB-231 já foi descrita por ser reduzida 

(John et al, 2010), observação também verificada em nossas amostras, embora uma elevada 

expressão de 6 tenha igualmente sido atribuída a esta linhagem (Mukhopadhyay et al,1999; 

Morini et al, 2000). Esta variabilidade de dados para a mesma linhagem reforça a necessidade 

de verificação regular dos níveis de expressão de receptores celulares de interesse, ao longo 

dos estudos.  Já foi descrita a ausência ou expressão extremamente reduzida da integrina α6 

na linhagem MCF-7 (Howlett et al, 1995; Morini et al, 2000) - dados que nossas observações 

corroboraram - além de uma relação inversa entre a expressão do receptor de estrogênio e a 

expressão desta subunidade de integrina (Mukhopadhyay et al,1999), o que poderia justificar 

a reduzida ou praticamente ausente expressão da cadeia α6 na linhagem MCF-7.  

 Conforme mencionado, as cadeias  que discutimos até aqui possuem como parceira 

frequente a cadeia 1 das integrinas. Na glândula mamária normal, a interação entre as células 

epiteliais com a membrana basal adjacente é necessária para integridade estrutural e funcional 

dos componentes ductais da glândula. A integrina β1 desenvolve um papel essencial na 

manutenção da integridade do tecido mamário, assim como para o controle da sobrevivência e 

proliferação celular durante o desenvolvimento e diferenciação da glândula mamária (Lahlou 

& Muller, 2011). Por outro lado, a ativação anômala da integrina β1 vem sendo 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.sci-hub.org/pubmed/?term=Mukhopadhyay%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10545019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.sci-hub.org/pubmed/?term=Mukhopadhyay%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10545019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.sci-hub.org/pubmed/?term=Mukhopadhyay%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10545019
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correlacionada com o fenótipo maligno das células de mama, contribuindo para a progressão 

tumoral e resistência à terapia citotóxica (Park et al, 2006). Dados mostram que a inibição da 

sua atividade exacerbada é capaz de reverter o fenótipo maligno nas linhagens tumorais, sem 

afetar a estrutura e funcionalidade das células não malignas, em ambientes tridimensionais. 

Por isto, a integrina β1 vem sendo considerada um potencial alvo farmacológico para controle 

da progressão tumoral (Howe e Addison, 2012). Há evidências de que não seria apenas a 

quantidade de integrina β1 que contaria para a progressão tumoral, mas a maneira como ela se 

distribui e organiza nas células epiteliais (Park et al, 2006). Em concordância com esta 

evidência, os nossos ensaios revelaram níveis de expressão da integrina β1 equivalentes entre 

as três linhagens (MCF-10A, MDA-MB-231 e MCF-7).  

 A integrina α9β1 foi identificada como um novo marcador para o câncer de mama de 

subtipo basal e teve sua expressão relacionada à redução da sobrevivência dos pacientes com 

carcinoma mamário, ao promover a migração e invasão das células tumorais (Allen et al, 

2011). Esta integrina foi identificada como um receptor para tenascina-C matricial, que por 

sua vez também está envolvida na progressão tumoral (Guttery et al, 2010). A integrina α9β1 

se localiza nas células mioepiteliais nos ductos normais e ácinos. A linhagem MCF-7 tem sido 

descrita como negativa para expressão de α9β1 (Allen et al, 2011; Mostovich et al, 2011), 

dados estes confirmados na caracterização dos lotes celulares do nosso laboratório. Allen e 

colaboradores (2011) demonstraram ainda uma correlação inversa entre a expressão de α9β1 e 

a expressão do receptor de estrogênio e progesterona, o que estaria coerente com a ausência 

desta integrina na linhagem MCF-7. De forma interessante, a integrina α9β1 já foi 

identificada como receptor para o domínio NTSP-1 em células endoteliais microvasculares, 

promovendo angiogênese através desta interação (Staniszewska et al, 2007). 

 Considerando a importância da expressão de sindecans na biologia tumoral, e 

especificamente do SDC-4 no nosso trabalho, como um possível receptor de NTSP-1 no 

contexto tumoral, resolvemos verificar o grau de expressão deste proteoglicano nas linhagens 

de mama utilizadas, em paralelo à detecção das integrinas selecionadas. Os sindecans 

constituem uma família composta de quatro isoformas transmembranares (SDC1-4), ligantes 

de fatores de crescimento com afinidade à heparina: FGFs, VEGFs, PDGFs (platelet-derived 

growth factors), entre outros (Elfenbein & Simons, 2013). Tais habilidades possibilitam a 

atuação destes receptores como reguladores-chave do processo de invasão tumoral e 

metástase.  

  Detectamos a expressão de SCD4 tanto na linhagem não tumorigênica MCF-10A 
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quanto nas linhagens tumorais MDA-MB-231 e MCF-7, com maior expressão nesta última. A 

expressão de sindecan-4 no epitélio mamário humano normal já havia sido reportada por 

Mundhenke e colaboradores (2002). No mesmo trabalho, eles também identificaram a 

expressão do sindecan-4 na linhagem MCF-7, que também confirmamos no lote dessa 

linhagem em uso em nosso laboratório.  

 Lendorf e colaboradores (2011) demonstraram, em amostras clínicas de tumores de 

mama, uma correlação positiva entre o grau de expressão de sindecan-1 e o tipo histológico 

do tumor, com marcação positiva em tumores de elevado grau de malignidade. Já a expressão 

de SDC4 tem sido correlacionada a bons prognósticos, em pacientes de câncer de mama 

estrógeno-dependentes (Lendorf et al, 2011). Porém, existe um relato prévio que demonstrou 

a correlação da elevada expressão de ambos SDC-1 e SDC-4 com elevadas taxas de 

proliferação de tumores hormônio-independentes (Baba et al, 2006), mas apenas SDC-1 teve 

valor preditivo para maus prognósticos de pacientes. Em contrapartida, a internalização do 

SCD-2 e SDC-4 parece estar associada com o aumento da capacidade migratória de células 

tumorais da mama (Tsonis et al, 2013; Theocharis et al, 2015). 

 A isoforma SDC-1 é de fato a mais estudada no contexto do câncer de mama e a 

literatura sobre possíveis mecanismos envolvidos no papel da isoforma SDC-4 é bastante 

escassa (revisto por Theocharis et al, 2015). A função celular mais estudada para o SDC-4 é a 

estabilização de adesões focais, como co-receptor de integrinas, principalmente da integrina 

51 favorecendo uma adesão firme, na maioria das células analisadas (Woods e Couchman, 

1994). De fato, em um trabalho envolvendo a linhagem invasiva MDA-MB-231 (Lim et al, 

2015), a exposição a sulfatos de heparana e heparina exógenos levou ao aumento do 

espalhamento celular, aumento do número de adesões focais e junções aderentes, além de 

reduzida degradação da matriz e invasão, sendo que um perfil semelhante foi obtido com a 

indução do aumento de expressão de SDC-4.  

 Uma segunda importante propriedade dos sindecans é a capacidade de regular a 

atividade de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas (Afratis et al, 2017).  A formação 

de complexos entre sindecans, fatores de crescimento, RTKs de alta afinidade e integrinas, no 

plano da membrana plasmática, pode afetar a duração da resposta a mitógenos e alterar o 

comportamento adesivo e migratório celular. Assim, SDC-1 e SDC-4 foram descritos 

recentemente como essenciais na resposta migratória induzida pela ativação de HER2 e 

EGFR, respectivamente, em células epiteliais, em um processo dependente das integrinas 

64 primariamente, com cooperação da integrina 31 ligada ao seu substrato laminina-5 
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(Wang et al, 2014 e 2015), dados que exemplificam o papel da adesão celular na regulação da 

resposta a fatores que estimulam proliferação e migração celular. 

 No entanto, as primeiras evidências da participação de HSPGs na resposta efetiva a 

fatores de crescimento aos seus RTKs surgiram de estudos acerca do fator FGF-2 (Yayon et 

al, 1991), que atua principalmente através de seu receptor de alta afinidade FGFR1. Desde 

então, SDC-1 e SDC-4 têm sido identificados como os principais HSPGs que cooperam com 

este FGFR1 na sinalização estimulada por FGF-2, principalmente em células endoteliais e 

fibroblastos, mas um evento já demonstrado também na linhagem MCF-7 (Mundhenke et al, 

2002). A expressão aumentada de FGFR-1 em células tumorais mamárias já foi descrita 

anteriormente, assim como a expressão reduzida desse receptor em células tumorais benignas 

e células intersticiais (Yoshimura et al, 1998). Em nossas mãos, a linhagem MDA-MB-231 

apresentou a maior expressão de FGFR1 entre as linhagens avaliadas, enquanto as linhagens 

MCF-10A e MCF-7 apresentaram níveis similares e bastante reduzidos deste receptor.  

 A elevada expressão de FGFR-1 nas células MDA-MB-231 já havia sido relatada em 

alguns trabalhos, como por Cailliau e colaboradores (Cailliau et al, 2005) e,  mais 

recentemente, um grupo demonstrou que o silenciamento da expressão de FGFR-1 nesta 

linhagem foi capaz de reduzir significantemente a migração celular (Cheng et al, 2015). 

Quanto à linhagem MCF-7, a baixa expressão de FGFR-1 também já havia sido descrita 

(Johnston et al, 1995; Turner et al, 2010). Sugerimos que a linhagem MDA-MB-231 poderá 

se constituir, nas próximas etapas de nossa investigação, em um bom modelo tumoral para 

verificarmos os efeitos do fragmento NTSP-1 na modulação da sinalização mediada por 

FGFR-1, uma vez que já evidenciamos que este RTK tem sua atividade potencializada por 

NTSP-1 em células endoteliais, como discutiremos mais adiante. 

 Já o receptor RTK angiogênico VEGFR-2, cuja expressão observamos apenas na 

linhagem MCF-10A - considerada hiperplásica, porém não tumorigênica – não foi detectada 

nas linhagens MDA-MB-231 e MCF-7, por western blotting. No entanto, na literatura 

encontramos trabalhos que relatam a detecção da expressão de VEGFR-2 na linhagem MDA-

MB-231. Timoshenko e colaboradores (2007) demonstraram a expressão do RNA mensageiro 

de VEGFR-2 nesta linhagem pela técnica de RT-PCR, e a expressão da proteína por 

imunocitoquímica. No mesmo trabalho, a detecção da expressão de VEGFR-2 na linhagem 

MCF-7 não foi observada. A marcação positiva para VEGF-A, VEGFR-1 e VEGFR-2 

também já foi observada em células epiteliais mamárias normais (Arias-Pulido et al, 2012). 

Estes dados estão em concordância com a nossa detecção da presença de VEGFR-2 na 
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linhagem não tumorigênica MCF-10A, que é originária de doença fibrocística da mama, uma 

condição considerada benigna. Tais observações sugerem que o VEGF exerça funções 

tróficas em eventos fisiológicos variados que transcorram com aumento de massas celulares, 

sejam elas malignas ou não.  

 Ao longo do presente trabalho, nossa atenção se voltou de maneira mais importante 

para uma possível co-participação do domínio N-terminal da TSP-1 na ativação celular 

mediada pelo EGFR, não apenas por ser este um RTK central para a tumorigênese 

(Kyriakopoulou et al, 2018), conforme foi apresentado na Introdução, mas por este RTK ter 

sido consistentemente detectado nas três linhagens mamárias e que portanto melhor permitiria 

traçar possíveis correlações morfo-funcionais entre nossos resultados e o grau de 

diferenciação epitelial de cada linhagem. Os nossos lotes de linhagens mamárias apresentaram 

perfis de expressão de EGFR (ou  ErbB1/HER1)  bastante semelhantes aos frequentemente 

encontrados na literatura, segundo a qual as linhagens mamárias MCF-10A e MDA-MB-231 

expressariam níveis relativamente equiparáveis entre si, porém maiores que os encontrados 

em lotes da linhagem MCF-7 (Subik et al 2010). Apesar da MCF-7 ter sido eventualmente 

identificada como negativa para a expressão de EGFR (Kao et al, 2009), a maioria dos 

trabalhos apontam uma expressão de moderada à fraca como característica de células 

tumorais de perfil luminal (Saunus et al, 2018; Liu et al, 2019).  

 A associação entre trombospondina-1 e EGF já foi demonstrada algumas vezes na 

literatura. Em células epiteliais do timo, o EGF é capaz de estimular a síntese de TSP-1, a 

qual atua como mediadora da diferenciação neurotípica dessas células (Vacca et al, 1999). Da 

mesma forma, o EGF também foi capaz de estimular a expressão de TSP-1 em células de 

carcinoma hepatocelular (Okamoto et al, 2002), e em células de carcinoma da tireoide (Soula-

Rothhut et al, 2005). Ainda, a sinalização iniciada pelo heterodímero EGFR/HER-2 após a 

ligação com EGF está intimamente relacionada a atuação da TSP-1 na disfunção da barreira 

endotelial e abertura da via paracelular no endotélio vascular pulmonar (Liu et al, 2009; Garg 

et al; 2011). Nesses trabalhos, porém, não foi dada nenhuma atenção ao possível papel da 

região N-terminal da TSP-1 nessas propriedades. 

 A fim de testar a hipótese de que a presença do domínio NTSP-1 poderia afetar a 

resposta de células epiteliais mamárias ao EGFR, realizamos inicialmente análises funcionais 

de atividades celulares consideradas relevantes para a progressão tumoral, como a migração, 

proliferação e morte celulares. Em nossas análises da migração celular, buscamos examinar 

tanto o perfil de migração coletiva quanto individual das três linhagens submetidas aos 
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diferentes tratamentos. Assim, utilizamos o ensaio de lesão da monocamada (wound healing), 

o qual é uma conhecida metodologia utilizada para avaliar a migração coletiva (Nobes & Hall, 

1999; Poujade et al, 2007; Vedula et al, 2013; Svensson et al, 2018), enquanto os 

movimentos celulares espontâneos e individuais foram avaliados por meio da análise das 

trajetórias celulares em tempo real, por videomicroscopia. O estudo da migração celular em 

nível individual é particularmente importante e não deve ser negligenciado na busca da 

compreensão de processos biológicos que são possivelmente levados à cabo por uma pequena 

porção de células de uma população, como é o caso da metástase tumoral (Wolf et al, 2003; 

Islam & Resat, 2017).  No contexto de células individuais, a migração celular pode ser 

classificada como randômica, quando se refere a capacidade intrínseca das células migrarem, 

frequentemente denominada motilidade celular ou quimiocinese (Szatmary & Nossal, 2017), 

ou como migração celular direcionada ou quimiotática, que ocorre quando as células migram 

em direção a um gradiente de estímulos químicos ou físicos (Szatmary & Nossal, 2017; Dang 

& Gautreau, 2018). Em geral, a direcionalidade da movimentação celular difere entre 

linhagens normais e tumorais, sendo menos direcionado e mais aleatório nas tumorais 

(Weiger et al, 2013). 

 O estímulo migratório do EGF em ensaios de lesão de monocamada já foi descrito na 

literatura para todas as linhagens (Vergara et al, 2011; Mezi et al, 2012; Keinan et al, 2014; 

Kim et al, 2016). Da mesma forma, a capacidade da TSP-1 estimular a migração da linhagem 

MDA-MB-231 também já foi descrita e associada ao domínio N-terminal (Martin-Manso et 

al, 2011). No entanto, em nossos ensaios, apesar de vislumbrarmos tendências de maior 

migração quando as células são submetidas aos diferentes tratamentos (NTSP-1 ou EGF 

isolamente, ou em tratamento combinado) não conseguimos determinar variações 

estatisticamente significativas entre eles, em comparação à células nos controles não tratados. 

Existe a possibilidade da mitomicina C ter influenciado o fechamento da monocamada, uma 

vez que o retardo na migração de fibroblastos da córnea tratados com mitomicina C já foi 

relatado (Chen et al, 2012). Por outro lado, a sua utilização já foi descrita por não alterar a 

motilidade celular de células epiteliais da córnea (Castro-Muñozledo et al, 2017). Além disso 

– e talvez mais importante – as diferenças entre nossos protocolos e aqueles mais 

frequentemente utilizados na literatura, no qual ressaltamos o pré-tratamento das células com 

NSTP-1 (um procedimento eventualmente definido como “priming”, que prepara uma 

memória prévia ou “imprint” para a resposta celular ao estímulo subsequente; Noronha et al, 

2019) bem como as concentrações do EGF, variáveis concentrações de soro fetal bovino, 
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dentre outros fatores, possam ter influenciado nossos resultados nesse tipo de ensaio. 

 Dadas as tendências observadas com as diferentes linhagens no ensaio de lesão de 

monocamada, mas que foram inconclusivas para as finalidades do estudo funcional, 

decidimos realizar o monitoramento por videomicroscopia com coleta de parâmetros 

individuais de migração e tactismo celulares, que pudessem ser quantificados com maior 

precisão. Weiger e colaboradores (2013) demonstraram diferenças migratórias entre a 

linhagem MCF-10A não tumorigênica que utilizamos e uma família de linhagens tumorais 

dela derivadas por manipulações genéticas e subclonagens, as quais compuseram um modelo 

bem caracterizado de progressão de câncer de mama humano. Em suas análises, a MCF-10A 

parental exibiu padrões homogêneos de migração que contrastaram com padrões muito 

heterogêneos de velocidade e direcionalidade apresentados pelas linhagens-filhas “tumorais”, 

sugerindo assim que a direcionalidade é um indicador do potencial tumorigênico.  

 De modo semelhante ao descrito por Weiger e colaboradores (2013), os vídeos obtidos 

nos ensaios de monitoramento em tempo real demonstraram que a linhagem não tumorigênica 

MCF-10A, nas condições tratadas com EGF ou e NTSP-1/EGF apresentou as maiores 

velocidades de migração, que pareceram depender apenas de EGF, uma vez que NTSP-1 

sozinho não alterou este parâmetro. Diferenças expressivas entre os três tratamentos foram 

observadas nas trajetórias celulares: enquanto o tratamento com EGF isoladamente causou 

um movimento “em fase” do grupo de células, com direcionalidade homogênea, nas 

condições NTSP-1 e NTSP-1/EGF foram observadas trajetórias mais independentes, não 

direcionadas e randômicas. Esta observação sugere que o “priming” das células MCF-10A 

com o domínio N-terminal da TSP-1 possa estimular uma transição para um perfil com 

características migratórias tumorais, coerentes com eventos de migração de caráter individual. 

A migração celular individual randômica, quando acompanhada de movimentos ameboides, 

tem sido relacionada a importantes transições do citoesqueleto (principalmente dos 

microfilamentos) e ao aumento da capacidade de invasão independente de proteases (Wolf et 

al, 2003).  

 A MCF-10A é descrita por apresentar elevada resposta migratória ao EGF (Simpson et 

al, 2008). Na verdade, esta linhagem também conteria quantidade significativa de células com 

marcadores de progenitores imaturos (Qu et al, 2015; Daly et al, 2018), que podem ter 

comportamento migratório e proliferativo mais acentuados que as sub-populações mais 

diferenciadas. É preciso notar que o perfil de trajetória observada com o tratamento com EGF 

isoladamente, no qual se observa uma unidirecionalidade acentuada do grupo de células 



145 

 

 

 

monitorado, pode ter resultado de mudanças no padrão de expressão de receptores de adesão 

célula-célula, principalmente no âmbito da superfamília das caderinas, seja através de uma 

transição de expressão EN-caderina (Friedl e Mayor, 2017), na qual a diminuição de 

expressão de E-caderinas leva à predominância de interações mais fracas mediadas pela 

isoforma N, favorecendo a mobilidade coordenada de “folhetos” celulares, compatíveis com 

migrações coletivas. Como nosso ensaio não incluiu, no suporte de cultivo, a presença de 

nenhum estímulo imobilizado que pudesse justificar a atração da maioria das células MCF-

10A para a mesma região da área de registro, é possível que a diferenciação de uma célula-

líder inicial, migrando exploratoriamente na direção apontada em nosso experimento, tenha 

sido suficiente para guiar as demais células na mesma direção, através de interações célula-

célula favorecidas pelo tratamento com EGF. 

 Quando o parâmetro analisado foi a distância acumulada pelas células MCF-10A em 

migração, foi observado um real efeito potencializador no tratamento combinado NTSP-

1/EGF. Este pode ser um aspecto relevante para a tumorigênese uma vez que, 

hipoteticamente, quanto maior a área tecidual explorada por uma célula transformada, maiores 

as chances de encontrar um escape para partes mais profundas do órgão, ou mesmo para um 

vaso sanguíneo. Em nossos experimentos, este mesmo parâmetro variou de maneira similar 

durante o monitoramento da linhagem mamária invasiva MDA-MB-231, o que pode 

significar ser o aumento da motilidade individual randômica um dos principais efeitos do 

domínio NTSP-1 em células do epitélio mamário. O perfil migratório da linhagem MDA-MB-

231 selvagem já foi descrito como randômico (Barnhouse et al, 2018). De forma interessante, 

a migração induzida por TSP-1 da linhagem MDA-MB-231 foi inibida por sFRP-1 (secreted 

frizzled-related protein-1), um antagonista de Wnt, ao se ligar ao domínio N-terminal da TSP-

1, em uma interação que envolveu a integrina 31 tumoral (Martin-Manso et al, 2011). 

 Células MCF-7, quando tratadas com EGF e NTSP-1/EGF, apresentaram aumento 

significativo da velocidade de migração apenas em relação ao tratamento com NTSP-1 (este 

não diferiu do controle não tratado). Observamos uma clara tendência de maior distância 

acumulada quando células MCF-7 receberam o tratamento combinado NTSP-1/EGF, embora 

não tenhamos observado diferenças estatisticamente significativas, como foi o caso deste 

parâmetro para as linhagens MCF-10A e MDA-MB-231. A linhagem MCF-7 parental, que é 

a disponível em nosso laboratório, foi caracterizada como pouco migratória e não invasiva 

(Comsa et al, 2015), o que pode parcialmente justificar seu comportamento migratório 

usualmente pouco exuberante, mesmo quando ativada por fatores de crescimento. 
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 A migração tumoral pode se dar tanto por ação de proteases quanto por processos 

mecânicos que dispensam essa classe de enzimas (He e Wirtz, 2014; Caswell e Zech, 2018). 

Os processos independentes de proteases implicam fortemente em transições dinâmicas dos 

microfilamentos de actina: voltaremos a este tópico mais adiante, nesta Discussão. Por outro 

lado, existem relatos na literatura que apontam o domínio N-terminal da TSP-1 como capaz 

de aumentar a expressão de MMP-2 e MMP-9 e TIMP-2 (inibidor tecidual de 

metaloproteinase-2) em células endoteliais (Donnini et al, 2004). A TSP-1 íntegra também se 

encontra relacionada com o aumento da atividade MMP-9 em células endoteliais e câncer 

gástrico (Qian et al, 1997; Albo et al, 2002). A TSP-1 estromal também é capaz de estimular 

o aumento de MMP-9 na linhagem MDA-MB-231 (Wang et al, 2002). Assim, nós realizamos 

análises zimográficas dos meios condicionados obtidos a partir dos tratamentos em estudo, 

para as três linhagens mamárias, mas não evidenciamos modificação significativa dessas 

metaloproteases (dados não mostrados). No entanto, como temos evidências confirmadas de 

que um fragmento N-terminal de 18 KDa estimula a secreção de cisteíno-proteases em células 

endoteliais (Vardiero, 2012 e manuscrito em preparação), além do papel já descrito da TSP-1 

na invasão de tumores de mama através do aumento do sistema plasminogênio/plasmina 

(serino-protease) (Albo et al, 1997; Albo et al, 1999), planejamos investigar essas classes de 

proteases, bem como verificar indícios de comportamento invasivo independente de 

proteases, na continuidade deste trabalho. 

 É importante ressaltar que a dinâmica relação entre proliferação e morte celular 

também recebeu nossa atenção nos estudos sobre migração celular, dada a longa duração dos 

ensaios e relativa escassez de fatores tróficos, imposta pela necessidade de retirar o soro fetal 

da composição dos meios, ao longo dos experimentos. Na literatura, o estímulo com EGF se 

encontra relacionado ao aumento de proliferação da linhagem MCF-10A (Martin et al, 2003; 

McIntosh et al, 2010; Miyake & Parsons, 2012). No entanto, apesar de observamos 

tendências de aumento da proliferação nos tratamentos com EGF e NTSP-1/EGF, não houve 

diferenças significativas. Novamente, supomos que tais diferenças possam ser atribuídas a 

diferenças nos protocolos e, principalmente, aos baixos níveis e até eventual depleção do soro 

em praticamente todos os nossos ensaios. Para a linhagem MDA-MB-231, também não 

verificamos mudanças no padrão proliferativo. Embora a capacidade do EGF estimular a 

proliferação nessa linhagem seja caracterizada na literatura (Jo et al, 2007; Hopkins et al, 

2016), existem também relato da ausência de efeito do EGF (Osborne et al, 1980).  Já o 

aumento da proliferação na presença de EGF na linhagem MCF-7 também foi descrito 
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(Nagashima et al, 2007; Miyake & Parsons, 2012; Herrero et al, 2016). Observamos uma 

diferença expressiva de estímulo proliferativo com o tratamento combinado NTSP-1/EGF 

após 48 horas de monitoramento da migração celular. No entanto, no tempo mais longo (72h), 

esse estímulo não foi diferente do observado quando as células MCF-7 foram tratadas apenas 

com EGF. Não observamos para nenhuma das três linhagens alterações significativas do 

número de eventos de morte celular, entre os distintos tratamentos nos tempos analisados, 

com a ressalva de que nos limitamos a quantificar mortes supostamente causadas por 

desaderência (anoikis). Para a validação desse resultado e bem como investigarmos possíveis 

diferenças entre distintos tipos de morte celular, iremos utilizar metodologias mais específicas 

(ex: citometria de fluxo para anexina e iodeto de propídeo). No entanto, essas análises 

preliminares nos deram segurança suficiente de que os tratamentos não produziram impacto 

significativo na dinâmica homeostase entre proliferação e morte celular, nos períodos 

empregados nos ensaios funcionais. 

 Em continuidade, julgamos fundamental investigar se os tratamentos aqui estudados 

seriam capazes de impactar a morfogênese em três dimensões das linhagens MCF-10A, MCF-

7 e MDA-MB-231. As culturas celulares tridimensionais permitem o desenvolvimento de 

uma rede complexa de contatos célula-célula e célula-MEC. Ao longo da formação de 

esferoides, eles são expostos a gradientes metabólico, de pH, oxigênio e proliferativo, 

causando estratificação da estrutura, o que se assemelha aos estágios avasculares de tumores 

sólidos e micrometástases, mimetizando o ambiente in vivo (Froehlich et al, 2016). Os 

sistemas tridimensionais de cultura celular do epitélio mamário inspiraram o surgimento de 

protocolos de cultura e expansão por longos períodos de organóides epiteliais, os quais podem 

ser estabelecidos tanto a partir de doadores saudáveis quanto de não saudáveis, como por 

exemplo, que apresentem algum tipo de câncer. Os organoides recapitulam a arquitetura 

epitelial e a fisiologia dos órgãos a partir dos quais foram isolados (Sachs et al, 2018). No 

caso dos organoides mamários, já foi visto que os retirados de tecido mamário normal são 

muito bem organizados e apresentam fenótipo cístico, enquanto os tumorais podem ser 

sólidos de diferentes tamanhos, císticos, contendo estruturas em cachos, sendo alguns 

completamente desagregados e desprovidos de E-caderina. 

 Conforme já mencionamos na descrição do modelo (Fig. 34), nossa classificação 

morfológica da organização de células mamárias em ambiente 3D foi baseada no artigo de 

Kenny e colaboradores (2007), porém com a proposta de inclusão de duas novas categorias: 

“cordão de contas” e células dispersas. No entanto, outras classificações foram propostas na 
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literatura, como a criada por Froehlich e colaboradores (2016) com base nas estruturas 

formadas pelas linhagens MCF-7, MDA-MB-231 e SK-BR-3 (linhagem tumoral mamária ER- 

, PR-, HER2+ , Tabela 2) foram elas: (a) esferoide; (b) múltiplos esferoides pequenos; (c) 

agregado compacto; (d) agregado solto e (e) suspensão celular única. De acordo com as 

características apresentadas neste artigo, pudemos observar que as nossas duas categorias 

(“cordão de contas” e células dispersas) seriam equivalentes morfologicamente à subclasse 

suspensão celular única. Naquele trabalho, a padronização da cultura 3D com diferentes 

protocolos demonstrou que a linhagem SK-BR-3, que é definida como altamente invasiva, 

não foi capaz de formar esferoides como as demais linhagens, e foi classificada como 

agregado solto ou suspensão celular única. Tal dado corrobora nossa hipótese de que as 

estruturas “cordão de contas” formadas pela MCF-7 quando submetidas ao tratamento NTSP-

1/EGF - e em quantidades significativamente maiores que as observadas quando NTSP-1 e 

EGF foram usados isoladamente - seriam coerentes com a aquisição de padrões morfológicos 

mais invasivos. Ainda, considerando que a duração do nosso ensaio foi de apenas quatro dias, 

é possível supor que a morfologia “cordão de contas” possa anteceder fenótipos “em cachos” 

ou estrelados, em uma progressão semelhante à sugerida pelo grupo de Mina Bissell (Kenny 

et al, 2007).  Dessa forma, para que possamos avaliar esta possibilidade, é necessária a 

realização de ensaios 3D com maior duração (10-15 dias). 

 Foi interessante constatar que o tratamento da linhagem MCF-10A com NTSP-1 

causou um comprometimento do fenótipo polarizado tão relevante quanto o induzido pelo 

fator EGF, sugerindo que o acúmulo deste domínio da TSP-1 no microambiente do epitélio 

mamário poderia perturbar a organização tecidual, mesmo em condições benignas da 

glândula, bastante frequentes na população geral (Guray, e Sahin, 2006). A possibilidade de 

lesões benignas aumentarem o risco para surgimento de um câncer na mama é um tema 

bastante discutido na literatura (Dyrstad et al, 2015).  

 Diante das evidências obtidas nos ensaios funcionais, de que em algumas situações o 

tratamento conjunto NTSP-1/EGF é capaz de gerar respostas celulares que diferem das 

observadas quando cada mediador era investigado isoladamente, decidimos verificar se o 

tratamento poderia afetar alguma via central de sinalização “downstream” à ativação do 

receptor primário EGFR. Em um primeiro momento, nossa atenção recaiu sobre a via 

RasRafMEKERK1/2 (ou resumidamente, RasERK), que compõem a cascata de 

proteína quinases ativadas por mitógenos (MAPK) mais estudada na biologia do câncer (Liu 

et al, 2018). Uma vez ativada, ERK1/2 possui múltiplos alvos, incluindo fatores de 
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transcrição (Fos, Myc, Elk1, Ets1/2, entre outros) no núcleo, para onde ERK1/2 pode ser 

translocada, resultando em desfechos pró-tumorais como o estímulo à proliferação celular e 

aumento da sobrevivência. Apesar das vias de MAPKs também incluírem as cascatas que 

levam à ativação de p38 MAPK e JNK e ERK5, as mutações oncogênicas mais prevalentes se 

concentram nos componentes positivos da via canônica RasERK (Katz et al, 2007), ou em 

alguns reguladores negativos, como as PTPs e MAP-quinase fosfatases (MKPs or DUSPs) 

(Nunes-Xavier et al, 2013; Kidger e Keyse, 2016). 

 Várias mutações oncogênicas foram identificadas em RasERK, que resultam em 

hiperativação constitutiva da via, levando ao aumento da proliferação celular, quimio e 

radioresistência. Mutações em RAS ( 25% dos tumores humanos) e RAF (entre 6 e 10% dos 

tumores humanos), com consequente hiperativação de MEK (cujos genes  também podem 

sofrer mutações próprias e produzirem efeitos independentes de mutações em RAS/RAF) 

foram identificadas em melanoma, câncer colorretal, tumores de cabeça e pescoço, carcinoma 

de tireóide, adenocarcinomas de pulmão, pâncreas, gástrico e cervical, dentre os que portam 

as mutações mais prevalentes (Hobbs et al, 2016; Yager e Corcoran, 2019).  

 Porém, mutações oncogênicas em RAS, RAF e MEK são consideradas extremamente 

raras em tumores malignos da mama humana: menos de 2% apresentaram mutações nesses 

genes, apesar de 50% desses tumores apresentarem a via RasERK1/2  bastante ativa ou 

mesmo hiperativada, como no caso dos tumores triplo negativos (TNBC) e nos tumores do 

tipo basal (Cancer Genome Atlas Network, 2012; Cerami et al., 2012; Giltnane e Balko, 

2014). A ativação exacerbada da via RasERK tem sido geralmente atribuída ao aumento da 

atividade dos receptores RTK situados a montante, geralmente pertencentes à família ErbB, 

atualmente considerados os mais importantes para a proliferação e sobrevivência de tumores 

agressivos da mama. São raras, também nestes receptores, mutações que levam à ativação 

constitutiva de seus domínios quinase citoplasmáticos. A maior atividade deles em células 

tumorais mamárias agressivas tem sido atribuída à amplificação de cópias de seus genes 

codificadores, sendo frequente a maior expressão de EGFR em células com perfil TNBC (30-

52%) e tipo basal (60%) (Foulkes et al, 2010).  

 Também para células tumorais mamárias que expressam receptores hormonais ER e 

PR, as menos agressivas, a via RasERK tem sido implicada em aspectos de grande 

relevância terapêutica, já que de 25 a 30% das mulheres em terapia anti-hormonal apresentam 

recidivas clínicas em razão do surgimento de resistência ao tratamento (Haque e Desai, 2019). 

A ocorrência de resistência à terapia anti-hormonal tem sido  parcialmente atribuída a uma 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cancer%20Genome%20Atlas%20Network%5BCorporate%20Author%5D
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maior atividade da via RasERK, mediada por fatores de crescimento, em um processo no 

qual receptores ErbB são capazes de aumentar a atividade do receptor de estrogênio ER- por 

fosforilação, em ausência de estrógeno (Bunone et al, 1996; Kurokawa e Arteaga, 2001). ER-

 regula muitas funções celulares tanto pela via genômica, atuando diretamente como fator de 

transcrição no núcleo, quanto pela via não genômica, interagindo com outros receptores como 

EGFR e IGF-IR (receptor de fator de crescimento tipo insulina I): na verdade, ER- também 

é capaz de transativar receptores ErbB diretamente, aumentando a atividade da cascata 

Ras/ERK, além de ativar a via de PI3K-Akt,  em um “loop” que contribui reciprocamente 

para a resistência ao tamoxifeno (Britton et al, 2006; Song et al, 2007; Skandalis et al, 2014; 

Moerkens et al, 2014; Afratis et al, 2017). 

 Assim, evidências se acumulam sobre a grande importância e o potencial impacto 

clínico-terapêutico da via RasERK1/2, tanto para tumores de mama hormônio-dependentes, 

quanto para aqueles mais agressivos, como TNBC e os tipos basais. Considerando ainda a 

excepcional estabilidade genética dos componentes desta via nos tumores mamários, nos 

quais raramente esses genes têm sido associados a mutações oncogênicas, ganha peso a 

hipótese de que fatores do microambiente tumoral, em contextos específicos a cada subtipo de 

neoplasia mamária, representem o diferencial para que a via RasERK1/2 contribua para a 

morbidade observada nos cânceres de mama. 

 O sítio Y1068 do receptor EGFR, uma vez fosforilado é capaz de se associar com a 

proteína adaptadora Grb2 (portadora do domínio SH2) a qual possibilita, em contextos 

sequência-específicos e através do recrutamento de outras proteínas (principalmente SOS), 

para o plano da membrana plasmática, levando à ativação da cascata RafMEKERK1/2 

(revisto por Roskoski, 2014).  

 Atualmente, um aspecto fundamental a ser considerado no estudo de vias de 

sinalização iniciadas em RTKs é a relevância biológica do processo endocítico, iniciado 

quando o receptor se liga com forte afinidade ao seu efetor (Horowitz e Seerapu, 2012; 

Bakker et al, 2017).  Como descrito na Introdução, na ausência do ligante, a concentração de 

receptores de EGF na membrana plasmática, majoritariamente na forma monomérica, 

permanece relativamente constante, já que a reciclagem do receptor na forma não ativada é 

lenta (Dunn et al, 1986; Carpenter e Cohen 1976; Stoscheck e Carpenter 1984).  

 A ligação do EGF ao receptor EGFR pode iniciar um rápido processo de endocitose, 

com desfechos variados quanto à persistência da sinalização, que pode ser rastreada através da 

via RasERK1/2, considerada um “marca-passo” de RTKs, além de atuar como um nó 
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(“hub”) distribuidor de sinais a diversas vias, em interação cruzada com outros receptores 

(Bakker et al, 2017). É preciso ressaltar que a atividade do EGFR é continuamente controlada 

por ação de fosfatases, seja na membrana plasmática pela fosfatase RPTP (Xu et al, 2005), 

ou pela fosfatase PTP1b, residente no retículo endoplasmático e que desfosforila moléculas de 

EGFR associadas aos  endossomas tardios (Haj et al, 2002; Kleiman et al, 2011). As 

evidências acumuladas na última década mostram que é nos endossomas primários que o 

EGFR ativo disporia de um sítio privilegiado, a partir do qual sinalizaria de maneira intensa, 

ao abrigo da ação dessas fosfatases, sendo a via RasERK1/2 a mais rapidamente mobilizada 

(Bakker et al, 2017). 

 Ao investigarmos o perfil de ativação de ERK1/2 nas três linhagens mamárias, quando 

realizados os três tratamentos em estudo neste trabalho, conseguimos observar apenas na 

linhagem MCF-7 uma forte tendência de potencialização da via de ERK1/2 na condição 

tratada com NTSP-1/EGF, quando a quantidade de p-ERK1/2 era correlacionada com a 

quantidade total de EGFR disponível para sinalização, ao final dos tratamentos. Ainda que a 

importante variabilidade dessas quantificações entre os experimentos tenha comprometido a 

verificação de significância estatística entre esta condição e o tratamento com EGF 

isoladamente, o fato do EGFR total no tratamento combinado NTSP-1/EGF quase se 

extinguir em algumas amostras (Fig. 38) foi fortemente sugestivo de uma hiperativação de 

EGFR com consequente potencialização desta via de MAPK.  

 A possibilidade de uma maior persistência da atividade de ERK1/2 nas células MCF-7 

submetidas ao estímulo conjunto NTSP-1/EGF colocou em perspectiva outras evidências 

experimentais de nosso trabalho, previamente discutidas. Por exemplo, este dado corrobora o 

estímulo à proliferação celular, observado com a linhagem MCF-7 sob tratamento conjunto 

(Fig. 32), evento certamente coerente com a sinalização sustentada da via RasERK1/2. 

Além disso, em um modelo de células de carcinoma renal, Campion e colegas (2018) 

demonstraram que o aumento da migração celular randômica e não orientada se correlacionou 

positivamente com a permanência prolongada do EGFR em endossomas Rab5+ e com a 

sinalização sustentada a partir desse RTK: relembramos que esse tipo de comportamento 

migratório foi bastante exibido por células MCF-7 tratadas com NTSP-1 (principalmente 

quando combinado ao estímulo do EGF), no curso de nossos ensaios de monitoramento de 

migração individual por videomicroscopia (Fig. 29).  

 Desta maneira, em nosso contexto experimental com as células MCF-7, se tornou 

fundamental buscar verificar se ocorria uma maior associação de EGFR a vesículas positivas 



152 

 

 

 

para proteína Rab5a, nas células MCF-7 submetidas ao tratamento combinado NTSP-1/EGF. 

No entanto, como não observamos diferenças estatisticamente significativas da 

potencialização da ativação de ERK1/2 em apenas 10 minutos, nas análises morfológicas por 

microscopia confocal decidimos ampliar os tempos de tratamento até 60 minutos. Adotando 

esta estratégia, foi possível confirmar que o “priming” das células MCF-7 com o domínio 

NTSP-1 antes da ativação celular com EGF aumentou significativamente o tempo de 

residência do EGFR ativado nos endossomas primários Rab5a+. De forma interessante, 

observamos que o “priming” de 35 minutos com NTSP-1 foi suficiente para causar uma 

expressiva redistribuição de vesículas Rab5a+ no citosol das células MCF-7, sugestiva da 

dinamização do processo endocítico. Esta observação é coerente com o fato do NTSP-1 ser o 

domínio pelo qual a molécula íntegra é endocitada e reciclada, principalmente por ação do 

receptor LRP-1 em cooperação com HSPGs da superfície celular (Mikhailenko et al, 1997; 

Wang et al, 2002). Considerando que LRP-1 foi implicada no estímulo à invasividade tumoral 

através da ativação da via RasERK (Langlois et al, 2010), é possível que a potencialização 

desta via pelo tratamento combinado NTSP-1/EGF envolva a participação de LRP-1 na 

membrana plasmática, em uma interação possível entre receptores RTK e receptores da TSP-

1, particularmente os que possuem afinidade com seu domínio N-terminal. 

Desenhamos alguns experimentos para explorar preliminarmente o efeito do peptídeo 

TSP Hep II em alguns ensaios funcionais com a linhagem MCF-7. Esse peptídeo corresponde 

à sequência de aminoácidos 78 à 94 da TSP-1 e é um dos motivos reconhecidos pelo HSPG 

sindecan-4, possuindo atividades pró-angiogênicas (Nunes et al, 2008). Apesar de termos 

observado uma tendência de maior sinalização da via de ERK com o tratamento combinado 

TSP HepII/EGF, no estágio atual de nossas abordagens ainda não foi possível concluir que o 

sindecan-4 esteja envolvido no efeito potencializador observado com o NTSP-1.  

Já foi descrito que a sinalização emitida pelo EGFR se encontra associada à formação dos 

complexos EGFR/SDC-4/ integrina α6β4 (Wang et al, 2014) e EGFR/SDC-4/integrina α3β1 

(Wang et al, 2015). Considerando que a linhagem MCF-7 apresenta elevada expressão de 

SDC-4 (Nunes et al, 2008), é possível que a ligação do NTSP-1 ao SDC-4 contribua para a 

transativação do EGFR, talvez até mesmo com co-participação de LRP-1, já mencionado. A 

presença de SDC-4 foi ainda necessária para ativação de integrinas durante a quimiocinese 

induzida pelo EGF (Wang et al, 2014), reforçando a hipótese da formação de uma plataforma 

de sinalização [EGFR/SDC-4/integrina (?)/outros receptores], o que iremos investigar nas 

próximas etapas. 
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 Estimamos que a busca dos mecanismos pelos quais o domínio NTSP-1 exerce os 

efeitos observados neste trabalho sobre as linhagens MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231 se 

revelará uma tarefa complexa, dada as diferenças de ações evidenciadas para cada tipo 

celular. Dadas as diferenças que encontramos na expressão dos diversos receptores para este 

domínio, já descritos na literatura (Tabela 3), a elucidação de mecanismos deverá ser tratada 

de maneira particular para cada linhagem, a fim de compreendermos o papel de cada receptor. 

Por exemplo, o domínio NTSP-1 exibiu efeitos potencializadores de um fator de crescimento 

nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-231, ao passo que exibiu efeitos isoladamente sobre a 

linhagem considerada benigna (MCF-10A), mas sempre em ensaios funcionais distintos.  

Ainda assim, o trabalho realizado até aqui abre algumas avenidas bastante excitantes para 

serem exploradas nas próximas etapas deste estudo: 

 

a) Um aspecto relevante a ser explorado é a expressão do receptor de estrogênio pela 

linhagem MCF-7. Não podemos excluir os efeitos do estradiol presente no soro fetal 

bovino, mesmo quando este estava presente em pequenas quantidades nos ensaios. Já 

nos experimentos em 3D, o estradiol faz parte do meio, como ingrediente 

expressamente adicionado. Assim, é necessário investigar a ativação da via RasERK 

na presença de doses variáveis e controladas de estradiol, nas células MCF-7, dada a 

transativação entre as duas vias (hormonal x MAPK) já discutida aqui (pg. 115); 

b) Um trabalho recente mostrou que a ativação de vias rápidas e lentas da endocitose 

induzida pela ativação de EGFR, além de ser sensível às concentrações de EGF in vitro, 

também ocorre in vivo (Pinilla-Macua et al, 2017). Seria interessante verificar, em 

nosso modelo, como se correlacionariam entre si a persistência da via RasERK e a 

localização do receptor em endossomas primários, em função de uma curva de variação 

da concentração de EGF que contemple da faixa picomolar à nanomolar de 

concentração de EGF. Apesar de existirem diferenças entre o processo endocítico de 

EGFR e seu parceiro facultativo HER2 (Caldieri et al, 2018), seria interessante avaliar a 

resposta de uma linhagem  tumoral mamária como a BT-474  (subtipo luminal B: ER+, 

PR+/-, HER2+, Tabela 2), também disponível em nosso laboratório, ao domínio NTSP-

1, a fim de investigar possíveis efeitos do domínio N-terminal da TSP-1 na sinalização 

mediada pelo heterodímero EGFR/ErbB2; 

c) Com relação à participação de integrinas neste processo, apesar de não ter sido possível 

propor as estratégias mais adequadas para explorar a participação dessa crucial 
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superfamília de receptores de adesão para a biologia do câncer, nossos dados já 

permitem estimar, por exemplo, que a integrina 91, que não é expressa na linhagem 

MCF-7, não deva estar envolvida na potencialização da via RasERK1/2, ficando em 

aberto a possibilidade de haver participação de  31 e 41; 

d) O papel de NTSP-1 como um modulador das adesões focais não foi explorado neste 

trabalho. A TSP-1, através de uma sequência presente no seu domínio HBD (TSP Hep 

I), estimula a desorganização das adesões focais e migração celular, de maneira 

dependente da ativação de FAK, ERK e PI3K (fosfatidilinositol-3-quinase) (Orr et al, 

2002; Orr et al, 2004). Por outro lado, sabe-se que processos de migração celular 

independentes de secreção de proteases transcorre com dramática re-orientação dos 

microfilamentos de actina, de maneira a gerar a força tensional e mecânica para forçar a 

passagem da célula pelos meandros da matriz extracelular. Recentemente, um novo eixo 

de sinalização YAP/TSP-1/FAK foi descrito para o câncer de mama. Porém, ao 

contrário da atividade desestabilizadora de adesões focais, descrita anteriormente para 

TSP-1 e P-FAK, a sinalização via YAP promove a formação de adesões focais e a 

fosforilação de FAK (Tyr397) mediante a expressão de TSP-1, o que promove a 

migração e invasão celular (Shen et al, 2018).  Logo, o tema ainda é controverso, 

deixando margem para ser explorado em contextos relevantes e ainda não abordados, 

incluindo o papel de estrógenos e fatores de crescimento. 

 

 Yee e colaboradores investigaram o efeito in vivo da TSP-1 na metástase do câncer de 

mama e demonstraram que a sua presença no microambiente tumoral resulta na diminuição do 

tumor primário e da angiogênese, porém aumenta o número de metástases para o pulmão (Yee 

et al, 2009). Deve ser ressaltado que diversas proteases cruciais para o processo angiogênico e 

para a progressão tumoral - plasmina, trombina e catepsinas, dentre as mais importantes – 

geram rapidamente fragmentos N-terminais da TSP-1 biologicamente ativos (Lawler e 

Slayter, 1981; Morandi et al, 1994; Bonnefoy e Legrand, 2000), tornando factível a hipótese 

de que tais fragmentos N-terminais se acumulem no microambiente tumoral e ali exerçam 

efeitos clinicamente relevantes sobre células endoteliais e tumorais, que contribuam para a 

compreensão do papel controverso da TSP-1 no câncer. Reforçando bastante esta hipótese, foi 

demonstrado recentemente, por um modelo computacional preditivo, que a maior parte da 

TSP-1 presente no tecido tumoral mamário provavelmente se encontra na forma clivada 

(Rohrs et al, 2016). 
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 Com essas premissas em foco, estimamos que os dados apresentados e discutidos na 

presente tese de Doutorado representam uma importante corroboração da hipótese inicial 

proposta, a de que o domínio N-terminal da TSP-1, pró-angiogênico e naturalmente produzido 

por diversas proteases relevantes para a progressão tumoral (Morandi, 2009) também seja, 

possivelmente, o domínio funcional da trombospondina-1 responsável pelo seu papel pró-

tumoral, nas neoplasias da mama.  

 

 

Parte II- Papel do domínio NTSP-1 da Trombospondina-1 na sinalização FGF-2/FGFR-

1 

 

 

Nosso grupo vem caracterizando as propriedades angiogênicas do domínio N-terminal 

da TSP-1, nos últimos anos (Ferrari-do-Outeiro Bernstein, 2002; Nunes et al, 2008). A 

investigação dos mecanismos celulares envolvidos apontou para a participação do HSPG 

sindecan-4: demonstramos que este domínio estimula a migração endotelial ao competir com 

a fibronectina pela ligação ao proteoglicano de heparan sulfato sindecan-4, levando ao 

relaxamento da adesão celular e ao aumento da tubulogênese. Dois motivos 

estruturais/funcionais foram identificados: TSP Hep I (sequência aa 15-35) e TSP Hep II (aa 

78-94) (Nunes et al, 2008). A associação de TSP Hep I ou TSP Hep II ao estímulo do FGF-2 

induziu o aumento da angiogênese in vivo, com características de potencialização da resposta 

(Dias et al, 2012; Vardiero, 2012). Além disso, o TSP Hep I aumentou a quimiotaxia, 

tubulogênese e adesão de células formadoras de colônias endoteliais (ECFC) sobre 

monocamadas de HUVECs. Ainda, a adesão das ECFCs foi associada a interação do TSP Hep 

I ao sindecan-4 (Dias et al, 2012). 

Nesses trabalhos, porém, a possibilidade do processo endocítico ou da via de MAPK 

estarem implicados no efeito pró-angiogênico não haviam ainda sido explorados. No presente 

trabalho, abordamos o papel do fragmento NTSP-1, o qual corresponde ao domínio funcional 

inteiro da TSP-1, que é dez vezes maior que o peptídeo TSP Hep I (Dias et al, 2012). 

Considerando que já conhecíamos que este domínio também tem como sítio de interação 

celular (mediada por sindecan-4) a sequência correspondente ao peptídeo bioativo TSP Hep II 

(Nunes et al, 2008), este também foi incluído no presente estudo. 

A formação do complexo ternário FGF-2/sindecan-4/FGFR-1 leva à potencialização 
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dos efeitos de FGF-2 (Murakami et al, 2008),  através da intensificação da sinalização FGF-2 

na presença do domínio N-terminal da TSP-1, é provável que os efeitos identificados para a 

linhagem HMEC-1 também sejam mediados por este proteoglicano. O possível estímulo à 

endocitose de FGFR1 pelo peptídeo TSP Hep II, sugerido pelas nossas análises por western 

blotting reforçam a hipótese de que o sindecan-4 seja um componente importante da 

potencialização da via de FGF-2, em células endoteliais. No entanto, como o fragmento 

NTSP-1 contém inúmeros motivos estruturais com potencial atividade biológica (Tan et al, 

2006), ele também poderia possibilitar a interação com outros receptores, como integrinas, as 

quais também podem estar mediando essa sinalização através da formação de complexos 

multiprotéicos com o próprio sindecan-4. Por exemplo, a diminuição da expressão de 

sindecan-4 em células epiteliais da lente inibiu a sinalização FGF-2, através do bloqueio de 

ERK1/2 e PI3-K/Akt/mTOR (Qin et al, 2017), o que demonstra a associação entre a 

sinalização ERK1/2 e o SDC-4.  

Em nossos ensaios, o uso de FGF-2 na mesma concentração máxima (50 ng/mL) que 

as utilizadas em outros ensaios com células, com os fatores EGF e VEGF165 não pareceu 

estimular a endocitose e degradação do receptor RTK, fenômenos que se correlacionam com a 

persistência da atividade de ERK1/2, enquanto o uso do peptídeo TSP Hep II 1M foi capaz 

de reproduzir este evento (Fig. 46). Um aspecto inicial importante a ser levantado para a 

compreensão destes efeitos aparentemente divergentes é a estequiometria ligante-RTK nesses 

diferentes sistemas biológicos, já que os três fatores de crescimento diferem em suas massas 

moleculares e afinidades pelos seus respectivos RTKs específicos e por HSPGs que atuam 

como co-receptores (Forsten-Williams et al, 2008; Billings e Pacifici, 2015). Além disso, as 

diferentes massas moleculares (VEGF165: 22 KDa; FGF-2: 18 KDa; EGF: 6,4 KDa; NTSP-1: 

25-28KDa; TSP Hep II: 2,25 KDa)  também correspondem a diferentes raios moleculares, 

aspecto que pode impor restrições ou permissividade de caráter espacial que afetam a 

afinidade entre ligantes e receptores/co-receptores (Schmidt e Wittrup, 2009). Além disso, já é 

conhecido o papel da concentração dos fatores na ativação de diferentes rotas de tráfego 

vesicular (lentas ou rápidas) que definem o destino dos receptores seja para reciclagem, seja 

para degradação (Goh e Sorkin, 2013). Essas questões serão abordadas experimentalmente, 

nas próximas etapas deste trabalho.  

Quanto ao processo de internalização que geralmente acompanha a ativação de RTKs, 

aspecto amplamente discutido nesta tese, é importante ressaltar que a potência de sinalização 

de complexos ativos FGF-2/FGFR1 parece estar mais fortemente relacionada à translocação 
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nuclear do par ligante-receptor do que ao tempo de “residência” em endossomas primários. 

Este evento, que foi descrito há mais de duas décadas (Prudovsky et al, 1994), pode ter 

importantes aplicações clínico-terapêuticas (Jang et al 2012). Esse aspecto também pode estar 

relacionado, em células endoteliais, ao processo de internalização do receptor FGFR1 ativado 

por macropinocitose, uma variação de endocitose que ocorre independente de clatrinas, mas 

com participação de RhoG e Rab5 (Elfenbein et al, 2012). No entanto, são ainda muito 

escassos, na literatura, dados sobre possíveis correlações entre esse tipo de endocitose e a via 

de ERK, bem como com o processo de translocação nuclear de RTKs (Goh e Sorkin, 2013). 

A expressão de TSP-1 foi relacionada a promoção de fenótipos agressivos através da 

indução da transição epitélio-mesênquima em melanoma humano (Jayachandran et al, 2014). 

Além disso, outro grupo também demonstrou que a TSP-1 coopera com o FGF-2 e 

VEGF/VEGFR-1 no processo de invasão e metástase em melanoma (Borsotti et al, 2015). Do 

mesmo modo, já foi visto que o FGF-2 é capaz de modular a adesão e migração de células de 

melanoma através de um mecanismo dependente de sindecan-4 (Chalkiadaki et al, 2009), 

assim como que HSPGs, como SDC-1 e SDC-4 atuam modulando a ligação de FGF-2 ao seu 

receptor FGFR-1 em carcinomas mamários (Mundhenke et al, 2002). Assim, estabelecendo 

uma correlação com a parte tumoral deste trabalho, tais dados sustentam uma de nossas 

perspectivas: investigar a sinalização e a expressão de marcadores da transição epitélio-

mesênquima após a exposição aos fragmentos ou peptídeos derivados do N-terminal, em 

associação com o FGF-2. 
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CONCLUSÕES 

 

 

a) Todas as linhagens mamárias selecionadas para o presente estudo (MCF-10A, MCF-7 

e MDA-MB-231) expressaram receptores que permitem a resposta ao domínio N-

terminal da TSP-1 (NTSP-1). No entanto, a importante  heterogeneidade (qualitativa e 

quantitativa) entre os perfis de expressão desses receptores (sindecan-4 e algumas 

integrinas da sub-família 1), bem como a pouca ou ausente expressão de RTKs 

particulares por cada linhagem, sugeriam uma igual diversidade de respostas celulares 

entre as linhagens, nos ensaios funcionais que se seguiram; 

b) Quando analisamos a migração celular das três linhagens submetidas aos tratamentos-

chave de nosso estudo (NTSP-1 ou EGF isoladamente, ou em tratamento combinado 

NTSP-1/EGF), não foi possível encontrar resposta migratória significativa nas 

linhagens mamárias, quando o ensaio utilizado foi o de lesão de monocamada 

(“wound healing”), o qual reflete principalmente a capacidade de migrar 

coletivamente. Este resultado sugere que NTSP-1 não deve modular o processo de 

migração coletiva, em microambientes ricos em EGF; 

c) O monitoramento de comportamentos migratórios individuais revelou respostas 

relevantes para as três linhagens, seja no aumento da velocidade e distância de 

migração (MCF-10A, em tratamento combinado), da velocidade (MCF-7 em 

tratamento combinado) ou da distância percorrida (MDA-MB-231) NTSP-1/EGF. 

Considerando as mudanças observadas nos parâmetros de migração individual das três 

linhagens mamárias, incluindo uma elevada ocorrência de movimentos randômicos, 

principalmente nas linhagens malignas, sugerimos que as mudanças fenotípicas 

estejam relacionadas à diminuição de características diferenciadas, induzidas 

principalmente pelo tratamento combinado NTSP-1/EGF; 

d) A análise morfológica das duas linhagens capazes de formar organoides 3D (MCF-

10A e MCF-7) mostrou que a linhagem MCF-10A tem seu perfil polarizado 

perturbado pela presença do fragmento NTSP-1, sugerindo que este domínio possa 

exacerbar o comportamento hiperplásico dessas células benignas. Já a linhagem MCF-

7, por influência dos dois mediadores em conjunto (NTSP-1/EGF), transitou para uma 

morfologia menos agregada. Em ambos os casos, a presença de NTSP-1 pareceu atuar, 

novamente aqui, para a aquisição de fenótipos menos diferenciados; 
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e) Ao estudarmos as linhagens MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231 quanto à capacidade 

de ativação da via de ERK1/2, quando esta era estimulada através de EGFR, um RTK 

expresso em níveis variáveis pelas três linhagens, verificamos que o reduzido nível de 

expressão de EGFR pela linhagem estrógeno-dependente MCF-7 (o menor dentre as 

três linhagens) não foi impeditivo de uma importante ativação de ERK1/2, quando as 

células foram ativadas com ambos os mediadores. Esta observação sugere que o 

aumento de concentração de NTSP-1 no microambiente tumoral possa atuar na 

intensificação de respostas celulares a fatores de crescimento pró-tumorais; 

f) Estudos preliminares de sinalização com a linhagem MCF-7, no qual NTSP-1 foi 

substituído por TSP Hep II, um peptídeo bioativo mimético de um dos motivos 

estruturais de ligação da TSP-1 ao sindecan-4 sugeriu a mesma tendência de ativação 

de ERK observada com o domínio inteiro. Este motivo estrutural é capaz de 

potencializar a via de ERK1/2 em células endoteliais microvasculares ativadas por 

FGF-2, através do receptor FGFR1. Considerando que o mesmo par de receptores é  

altamente expresso também pela linhagem invasiva MDA-MB-231, sugerimos que as 

atividades pró-tumorais da TSP-1 nessas células mais agressivas possam estar 

relacionadas aos mesmos receptores, porém talvez através de outra via de sinalização, 

uma vez que as células MDA-MB-231 apresentam ativação constitutiva de ERK1/2; 

g) A análise quantitativa da endocitose do receptor EGFR em células MCF-7 confirmou 

que o tratamento conjunto NTSP-1/EGF aumenta o tempo de residência de EGFR em 

endossomos primários, evento que se correlaciona positivamente com o aumento de 

persistência da atividade de ERK1/2. Considerando os baixos níveis de EGFR em 

tumores de mama hormônio-dependentes e a pequena prevalência de mutações 

oncogênicas na via de RasERK, sugerimos que a incidência de formas fragmentadas 

de TSP-1 no microambiente tumoral possa aumentar a potência da resposta das células 

tumorais ao EGF. 
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