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Resumo

Lobba, A.R.M. Presenca de marcadores de células-tronco em linhagens
celulares humanas de cancer de mama: possivel valor em diagnéstico,
prognostico e terapia. 2014. 153p. Tese — Programa de Pds-Graduagdo em

Ciéncias (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo

O céncer de mama é a doenga maligna que mais acomete as mulheres no
mundo. Apesar dos inumeros tratamentos, o dbito se deve principalmente a doenca
metastatica que pode se desenvolver a partir do tumor primario. Esta progressao
tumoral decorre da dificuldade de se estabelecer um progndstico mais preciso.
Atualmente, a teoria de células iniciadoras de tumor vem sendo estudada para tentar
explicar a biologia do cancer e descrever novos alvos para progndésticos e terapias.
O carcinoma mamario foi o primeiro tumor sélido para o qual foi identificada uma
subpopulagao celular, definida como CD44+/CD24-, apresentando as caracteristicas
de células iniciadoras tumorais. Embora este fenotipo venha sendo muito utilizado
para descrever as células iniciadoras tumorais de mama, muitos trabalhos tem
questionado a relevancia clinica desses marcadores, enfatizando que outros
marcadores devem ser identificados. Assim, o objetivo deste trabalho é analisar e
caracterizar marcadores de células-tronco que possam estar relacionados com o
grau de malignidade no modelo de cancer de mama. Inicialmente, analisou-se a
expressdo de 10 marcadores de células-tronco em diferentes linhagens de cancer
de mama que apresentam graus crescentes de malignidade. O CD90 foi selecionado
devido a alta expressao desse marcador na linhagem mais agressiva Hs578T. Para

a caracterizagcao deste marcador, realizou-se ensaios funcionais, através do



silenciamento do CD90 na linhagem tumorigénica Hs579T e sua superexpressao na
linhagem n&o-tumorigénica MCF10A. As linhagens celulares geradas foram
caracterizadas quanto ao crescimento celular, potencial invasivo e metastatico. Foi
possivel observar que houve uma alteracdo da morfologia nas linhagens
transformadas com o CD90 e, também, um maior tempo de dobramento na linhagem
Hs578T-CD90- e um menor na MCF10A-CD90+. Além disso, a linhagem MCF10-
CD90+ foi capaz de crescer independentemente de EGF. Através da analise da via
EGF, foi possivel observar que houve um aumento da expressdo da forma
fosforilada do receptor e dos fatores Erk, c-Jun, e Jnk na linhagem MCF10A-CD90+
e uma diminuicdo dos mesmos na linhagem Hs578T-CD90-. A analise da atividade
do elemento responsivo do fator de transcricido AP1 comprovou que a via de EGF é
funcional na linhagem MCF10-CD90+. Também foram analisados os marcadores de
transicao epitélio-mesenquimal, verificando-se aumento da expressdao dos
marcadores mesenquimais na linhagem MCF10A-CD90+ e diminui¢gdo na linhagem
Hs578T-CD90-. Os ensaios in vitro de invasao mostraram que as células MCF10-
CD90+ sao capazes de migrar e invadir e as células Hs578T-CD90- apresentam
diminuicdo significativa da habilidade de migracdo e invasdo. Além disso, o0s
ensaios de metastase in vitro e in vivo, mostraram que a superexpressdo de CD90
levou a malignizagdo das células MCF10A. Por outro lado, a linhagem Hs578T-
CD90- apresentou menor potencial metastatico in vitro. Portanto, neste trabalho,
pela primeira vez, o CD90 foi caracterizado funcionalmente como um marcador
envolvido na transformacdo maligna do carcinoma mamario, contribuindo, assim,
para melhor entendimento da biologia do cancer de mama e para que se possa
desenvolver novas ferramentas de diagndstico/progndstico e novos protocolos

clinicos e terapéuticos.



Palavras-chave: Cancer de mama, células-tronco, células iniciadoras de tumor,

CD90.



Abstract

Lobba, A.R.M. Analysis of stem cells markers in human breast cancer cell lines.
2014. 154p. PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica,

Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Breast cancer is the malignant disease which affects the highest number of
women in the world. In spite of the numerous treatments available, death is primarily
due to the metastatic disease that may develop from the primary tumor. This tumor
progression occurs because of the difficulty in establishing an accurate
diagnosis/prognosis. Currently, the tumor initiating cells theory is being applied in an
attempt to explain cancer biology and to unveil new diagnostic and therapeutic
targets. Mammary carcinoma was the first solid tumor in which a cellular
subpopulation, defined as CD44+/CD24-, was associated with tumor initiating cells.
Although this phenotype has been widely used to describe breast tumor initiating
cells, several studies have questioned the clinical relevance of these markers,
emphasizing that additional markers should be identified. The objective of the
present study is to analyze and characterize stem cell markers that may be related to
malignancy stages in the breast cancer model. Initially, the expression of 10 stem cell
markers was analyzed in different breast cancer cell lines displaying different
malignancy grades. CD90 was selected due to its high expression levels in the most
aggressive cell line, namely: Hs578T. In order to further characterize this marker, a
functional study was performed in which CD90 was silenced in the Hs578T
tumorigenic cell line and overexpressed in the non-tumorigenic MCF10A cell line.

The resulting cell lines were characterized relative to growth rate and invasive and



metastatic potential. A change in morphology readily was observed in the cell lines
overexpressing CD90. In addition, the Hs578T-CD90- cell line presented an
increased doubling time (DT), while the MCF10A-CD90+ cell line displayed a lower
DT.. Furthermore, MC10-CD90+ cells were able to grow in the absence of EGF.
Analysis of components of the EGF pathwayrevealed increased expression levels of
the phosphorylated form of Erk, c-Jun and Jnk receptors in the MCF10-CD90+ cell
line, while Hs578T-CD90- cells presented decreased expression of the same factors
and receptors. Analysis of the activity of the AP1 responsive element allowed
confirmation that the EGF pathway is functional in the MCF10-CD90+. . Epithelial-
mesenquimal transition markers presented increased expression levels in the
MCF10A-CD90+ cell line, accompanied by decreased expression levels in Hs578T-
CD90- cells. In vitro invasion assays showed that MCF10A-CD90+ cells are capable
of migrating and invading, while Hs578T-CD90- cells presented a significant
decrease in their ability to migrate and invade. Additionally, in vitro and in vivo
metastasis assays showed that malignization ensued upon overexpression of CD90
in MCF10A cells and a lower tendency to form metastasis in vitro was observed for
the Hs578T-CD90- cell line. Therefore, the present study presents, for the first time in
the literature,the functional characterization of CD90 as a genetic marker involved in
the malignant transformation of mammary carcinoma, leading to a better
understanding of the breast cancer biology, which may, in turn, lead to the

development of new clinical and therapeutic protocols.

Keywords: breast cancer, stem cells, tumor initiating cells, CD90.
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1. INTRODUGAO

1.1. Cancer de mama

Cancer é a principal causa de morte no mundo inteiro. De acordo com o
projeto da Globocan da Organizagdo Mundial da Saude, em 2012, foram estimados
cerca de 14,1 milhdes de novos casos de cancer e um total de 8,2 milhdes de
mortes no mundo. Segundo estimativas, o numero de casos de cancer e O6bitos
devem aumentar, chegando a 31,4 milhdes de novos casos e cerca de 13,2 milhdes

de mortes no ano de 2030 (Globocan, 2012).

No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude e o Instituto Nacional do
Cancer, as estimativas para o ano de 2014, também validas para o ano de 2015,
apontam para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil novos casos de cancer no
pais. Desse total, espera-se 57 mil novos casos de cancer de mama feminino, com
um risco estimado de 56 casos a cada 100 mil mulheres, o que o eleva ao posto de
terceiro tipo de cancer mais incidente na populacéo brasileira e 0 mais comum entre

as mulheres (INCA/2014) .

O cancer de mama também é considerando um problema de saude publica
mundial. Segundo dados da Globocan, é a maior causa de morte por cancer nas
mulheres em todo o mundo. A estimativa para o ano de 2012, foi de 1,67 milhdes
de novos casos com cerca de 520 mil mortes, representando aproximadamente
25% de todos os tipos de cancer feminino diagnosticados (Gobocan 2012, IARC). E
importante ressaltar que, quando detectado e tratado precocemente, o cancer de
mama pode apresentar um bom progndstico. Em paises desenvolvidos, devido a
estratégia do diagndstico precoce, a sobrevida vem aumentando nos ultimos 40

anos e, atualmente, é de 85% em cinco anos. Ja nos paises em desenvolvimento,
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como no Brasil, a sobrevida permanece com valores entre 50 e 60%, muito
provavelmente devido a doenca ainda ser diagnosticadas em estadios mais

avancgados (INCA, 2014).

O tumor de mama mais comumente detectado entre as mulheres no mundo é
0 carcinoma mamario, que se origina a partir do epitélio dos ductos das glandulas
mamarias. Esta susceptibilidade da glandula a tumorigénese esta associada a
multiplas fases de modificagdes morfoldgicas, como morfogénese ductal, lactagéo e
involucdo, que ocorrem durante o desenvolvimento natural feminino. Tais
modificacdes, podem possibilitar alteragdbes nos complexos mecanismos que
regulam o modelamento da glandula, resultando, assim, no processo de

malignizacao (Bissel & Radisky, 2001).

Clinicamente, o cancer de mama pode se apresentar de trés formas distintas
de carcinoma: carcinoma in situ, no qual o tumor permanece confinado ao tecido
mamario; carcinoma invasivo, no qual as células tumorais podem atravessar os
limites teciduais; e carcinoma metastatico, no qual as células tumorais migram para
orgaos distantes (Allred et al., 2001) (Figura 1). Cerca de 50 a 80% dos carcinomas
mamarios sao classificados como ductal-invasivo (Weigelt et al., 2005).
Morfologicamente, estes tipos de tumores sao avaliados de acordo com seu grau e
tipo histoldgico, presenca de invasao linfo-vascular e metastase para linfonodos.
Entretanto, a grande maioria desses tumores caracterizam-se como neoplasias
heterogéneas, com varios subtipos patologicos e diferentes aspectos histologicos,
além de serem clinicamente diferentes com diversas variacbes de respostas aos
tratamentos (Page et al., 1998; Van Veer et al., 2002; Solier et al., 2003). Desse
modo, a classificagdo morfolégica tornou-se insuficiente para caracterizar os

carcinomas de mama, principalmente devido a muitos tumores mamarios com o
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mesmo grau, estadio e tipo histoldgico possuirem diferentes progndsticos e distintas

respostas a terapia.
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Figura 1: Modelo hipotético de progressao tumoral.

Visualizagdo esquematica de progressao tumoral normal, in situ, invasivo e metastatica.
Ductos normais de mama sao compostos pela membrana basal e uma camada de células
epiteliais luminais e mioepiteliais. O estroma é composto por leucdcitos, fibroblastos,
miofibroblastos e células endoteliais. No carcinoma in situ, as células mioepiteliais sao
alteradas geneticamente e epigeneticamente e seu numero diminui, provavelmente devido a
degradagado da membrana basal. Ao mesmo tempo, o numero de células do estroma e
células luminais aumenta. A diminuicdo de células mioepiteliais e da membrana basal
resulta no carcinoma invasivo, no qual células tumorais invadem o tecido adjacente,
podendo migrar para 6rgaos distantes, levando a metastase. (adaptado de Polyak, 2007).

Devido a dificuldade de se diferenciar morfologicamente os diferentes tipos
de tumor mamario, foi estabelecido, em 2001, uma nova classificacdo molecular
baseada no perfil de expressdo génica desses tumores. Essa nova classificagao,
além de complementar a anatomia patolégica, também tornou-se uma alternativa
para avaliar a alta heterogeneidade tumoral caracteristica do carcinoma mamario,
que normalmente dificulta a rotina de prognésticos e a estratégia terapéutica a ser

utilizada (Perou et al., 2000; Sorlie et al., 2001).
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De acordo com o perfil molecular estabelecido por Sorlie e colaboradores,
foram definidos, entdo, cinco grandes subgrupos de tumores mamarios,
classificados como Luminal A, Luminal B, HER2-positivo, basal-like e normal breast-

like (Sorlie et al., 2001) (Tabela 1).

O subtipo luminal A esta associado a um bom progndstico sendo, geralmente,
composto por tumores de baixo grau histoldgico e caracterizado pela alta expressao
do receptor de estrogénio (RE) e/ou progesterona (RP) e auséncia de expressao do
fator de crescimento epidermal tipo 2 (HER2 ou ErbB2). Além disso, possui
caracteristicas de células epiteliais luminais, como, a elevada expressdo das

citoqueratinas 7, 8, 18, e 19.

O segundo subtipo, o luminal B, apresenta maior grau histolégico, estando
associado a um pior prognostico em relagdo ao subtipo A e apresentando
expressdo tanto do RE quanto do HER2, além de outros genes que estdo
relacionados com a proliferagao celular. Seu fendtipo nao é tdo semelhante a células

epiteliais luminais e apresenta baixa expressao das citoqueratinas 7, 8, 18 e 19.

Os tumores do subtipo HER2-positivo possuem o segundo pior progndstico
em relagdo aos demais. S&o caracterizados pela superexpressao do HER2 e
auséncia de expressao dos receptores hormonais (RE e PR). Apesar da falta dos
receptores, esse tipo de tumor apresenta boa resposta a drogas que bloqueiam a
atividade do HER2, como, por exemplo, o anticorpo monoclonal trastuzumab (Ross

et al., 1999; Shak et al., 1999).

O subtipo basal-like, também conhecido como triplo-negativo, é identificado
pela auséncia dos receptores de estrogeno, progesterona e HERZ2. Apresenta

caracteristicas de células basais/mioepiteliais de mama normal como, por exemplo,
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a expressao do fator de crescimento epidérmico (EGFR), P-caderina, p63 e
citoqueratinas 5,14 e 17 (Sorlie et al., 2003; Nielsen et al., 2004). Este perfil esta
associado com o pior prognéstico, sendo um dos mais intrigantes, pois ndo possui
alvo terapéutico definido, e, portanto, ndo responde aos tratamentos hormonais e

imunoterapicos disponiveis.

O subtipo normal breast-like apresenta um perfil de expressdo comum as
células epiteliais normais, as células adiposas e a outras células do estroma, sendo
também considerado um triplo-negativo, entretanto, possui um crescimento lento e é
pouco agressivo. Apesar de nao estar muito clara sua distincgdo nem seu valor

clinico € um subtipo avaliado como tendo um bom prognéstico.

Tabela 1 : Classificagao molecular dos subtipos tumorais de mama

Subtipo Molecular Padrao de Imunomarcagao
Luminal A RE+ e/ou RP+, HER2-
Luminal B RE+ e/ou RP+, HER2+
HER2+ RE-, RP-, HER2+++
Basal-like RE-, RP-, HER2- , EGFR+
Normal breast-like RE-, RP-, HER2- , EGFR-

Tabela com as caracteristicas dos subtipos tumorais de mama. HERZ2 receptor tipo 2 do
fator de crescimento epidérmico humano;, EGFR: receptor tipo 1 do fator de crescimento
epidérmico; RE: receptor de estrégeno; RP receptor de progesterona.

Apesar do avango na metodologia de avaliagdo do progndstico e sua
utilizacdo sempre crescente, a taxa de mortalidade devido ao carcinoma mamario
ainda é muito alta. Uma das razdes decorre do fato da atual classificagao ser capaz
de identificar apenas as pacientes que tém um excelente ou péssimo progndstico.
Para as remanescentes, os indicadores atuais ndo séo suficientemente sensiveis
para determinar decisdes terapéuticas (Taneja et al 2010). Dessa forma, o 6bito

dessas pacientes se deve, principalmente, a doenca metastatica que se desenvolve
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a partir do tumor primario. Para diminuir a alta taxa de mortalidade por cancer de
mama, deve-se buscar novos marcadores que auxiliem o clinico a identificar
pacientes com tumores potencialmente agressivos. Uma das pesquisas mais
promissoras na area que vem estudando a progressao tumoral e descrevendo novos
marcadores que possam ser utilizados no desenvolvimento de protocolos clinicos é

a das células-tronco tumorais ou células iniciadoras tumorais.

1.2. Células iniciadoras tumorais

Atualmente, existem duas hipoteses controversas na literatura que tentam
explicar a formacado do cancer. Uma explica a origem e a progressao do tumor
através do modelo de células iniciadoras tumorais, como citado anteriormente, e, a
outra, através do modelo da evolucao clonal. Embora ambos os modelos concordem
que o tumor origina-se a partir de uma célula que adquiriu mutagdes e potencial
proliferativo ilimitado, existem diferengas importantes entre os dois, principalmente

em relagao a heterogeneidade celular do tumor (Campbell & Polyak 2007).

De acordo com o modelo da evolugao clonal, o tumor surge a partir de células
diferenciadas que adquiriram, ao longo do tempo, mutagbes progressivas que as
tornam cada vez mais resistentes e com maior potencial proliferativo, levando a
progressao do tumor. A heterogeneidade e a alta capacidade proliferativa observada
nos tumores surgiriam a partir de pressao seletiva e acumulo de mutagdes em

diferentes subpopulag¢des do tumor primario (Nowell 1976) (Figura 2).

26



Auto-regeneragao

Célula tumoral o
de estroma Y J

' / Iv" ™ :t’ )

" - “ e I ' >

Interacao L
paracrina 1

Eventos epigenéticos
- - -

Eventos genéticos
v 4

Figura 2: Modelo hipotético explicando o modelo da evolugao clonal.

Baseado no modelo da evolugao clonal, diferentes células diferenciadas adquirem diversas
mutagdes genéticas e epigenéticas. Todas as células do tumor tem a capacidade de se
dividir e todas as células contribuem para a progressdo tumoral e a resisténcia a drogas.
(adaptado de Polyak, 2007)

Apesar da evolugao clonal ser a hipotese mais tradicional, estudos recentes
questionam a superficialidade deste modelo e sugerem que a hipétese das células
iniciadoras tumorais fornece maiores subsidios para explicar o desenvolvimento do

cancer (Li et al., 2003; Serakinci et al., 2004).

A teoria das células iniciadoras tumorais compartilha interesses comuns da
area de biologia de células-tronco e da biologia do cancer, principalmente em
relacédo a proliferagao celular (Lobo et al., 2007). Células tronco sao definidas como
células indiferenciadas que apresentam capacidade duradoura de se auto-renovar e
habilidade de originar diferentes tipos celulares. Na biologia de células-tronco, o
maior interesse € num tipo de proliferagdo celular denominada auto-renovagao (He

et al.,, 2009). Uma observagao importante nestes estudos tem sido a notavel
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associacao entre a desregulagédo dos mecanismos que controlam a auto-renovagao
de células-tronco normais, presentes nos tecidos, e a carcinogénese. Estas
observagbes levaram a hipotese de que alguns tipos de cancer podem ter sido
originados a partir de células que apresentam atividade intrinseca de auto-
renovacao, as células-tronco, ou de células diferenciadas que tiveram a capacidade
de auto-renovacgéo ativada por mutagdes (Figura 3). No primeiro caso, acredita-se
que as células tronco presentes em tecidos com alta taxa de renovacéao celular, sao
as unicas com uma meia-vida suficientemente longa para sofrer diversas mutagoes,
as quais podem levar a transformacédo maligna (Vermeulen et al., 2008). Por outro
lado, cada vez mais se tem evidéncias de que células diferenciadas podem ser alvos
de uma reprogramacao génica que altera seu fenétipo para aquele de células-tronco.
Um exemplo dessa reprogramagao génica sdo as células tronco pluripotentes
induzidas (iPS), que foram classicamente demonstradas por Yamanaka. Neste
trabalho, foi verificado que quatro genes especificos (Oct4, Sox2, KLF-4 c-Myc)
eram capazes de converter células somaticas diferenciadas em células tronco
pluripotentes funcionais (Takahashi & Yamanaka et al., 2006). Interessantemente, a
maioria desses fatores de reprogramacdo sdo superexpressos em pelo menos
algum tipo de tumor humano e dois deles, c-Myc e KiIf4, sdo estabelecidos como

oncogenes (Krizhanovsky & Lowe., 2009).
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Figura 3: Modelo hipotético explicando a origem de células iniciadoras de tumor.

Baseado na hipotese de células iniciadoras de tumor, as alteragbes genéticas podem
acometer tanto as células-tronco como as células progenitoras presentes nos tecidos
normais. Também ¢é considerado que as células diferenciadas sofrem diversas mutagoes,
levando a reprogramacgao destas células para um estado indiferenciado. Os trés casos
resultardo na formacao de células iniciadoras tumorais, que possuem a capacidade de auto-
renovagao e de se diferenciar em outros tipos celulares, dando origem aos diversos tipos
celulares presentes no tumor. (adaptado do National Institutes of Health, NIH, disponivel em
http://stemcells.nih.gov/info/Regenerative_Medicine/pages/2006chapter9.aspx)

Independente de sua origem, as células iniciadoras de tumor apresentam
propriedades de auto-renovacdo tanto ao nivel funcional como molecular. A

organizagao celular hierarquica e a heterogeneidade celular tipica, encontradas no
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tumor, sao devidas a capacidade destas células de se dividirem tanto
simetricamente, originando duas células idénticas, quanto assimetricamente,
originando uma célula idéntica a célula de origem e uma célula mais diferenciada.
Além disso, de acordo com este modelo, e contrastando com o modelo da evolucao
clonal, dentro da massa tumoral, apenas uma pequena parcela das células
presentes, as iniciadoras de tumor, sao tumorigénicas, e podem levar a progressao

tumoral e a resisténcia a multiplas drogas (Campbell & Polyak 2007).

O conceito de células iniciadoras de tumor foi inicialmente proposto no século
XIX por Rudolph Virchow através de analises microscopicas, comparando
hiperplasias com células em diferenciagao (revisto por Lobo NA et al., 2007).
Entretanto, este modelo ndo alcangou grande repercussao devido a inexisténcia,
naquela época, de técnicas capazes de testar sua veracidade. Atualmente, com o
surgimento de tecnologias acuradas, e a possibilidade de realizar a identificagao,
isolamento e caracterizagdo de subpopulacdes de células, a teoria de Virchow foi
retomada, possibilitando que diversos estudos gerassem evidéncias que corroboram

esta teoria (revisto por Croker & Allan 2008).

Os primeiros relatos da identificacdo e do isolamento das células iniciadoras
de tumor datam da década de 90, quando dois grupos (Lapidot et al., 1994; Bonnet
et al., 1997) isolaram uma pequena populagdo de células de leucemia mieldide
aguda (LMA) que, assim como células-tronco hematopoiéticas (Terstappen et al.,
1991), apresentavam expressao da proteina CD34 e auséncia da CD38. Os dois
trabalhos utilizaram camundongos imunodeficientes (NOD/SCID) para avaliar a
proliferacdo e o potencial de auto-renovacado das células isoladas de LMA humana.
Os autores observaram que apenas a subpopulacdo de células CD34+/CD38-, foi

capaz de reproduzir o quadro de leucemia quando injetadas em camundongos
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NOD/SCID. Foi observado, também, que as células tumorais derivadas das células
transplantadas encontravam-se em varios estagios de diferenciagdo, sendo que
muitas se diferenciavam em células sanguineas, reproduzindo, assim, a
heterogeneidade do tumor primario. A LMA tem sido, desde entdo, o modelo mais
utilizado para abordar o estudo de células iniciadoras tumorais, devido a facilidade
de obtencido deste material e da grande quantidade de resultados acumulados na
literatura sobre células-tronco hematopoiéticas. Estudos posteriores elucidaram o
imunofendtipo das células iniciadoras leucémicas e demonstraram que estas células
possuem expressao de outros marcadores que as associam nao sO com células
tronco hematopoiéticas, mas, também, com a resisténcia a multidrogas (Blair et al.,
1998; Blair et al., 2000; Hope et al., 2004). Além disso, mais recentemente, Majeti e
cols identificaram, em tecido hematopoiético normal, células progenitoras com o
mesmo fendtipo de células-tronco leucémicas (Majeti et al., 2007), o que sugere que
estas células possivelmente originaram-se de células progenitoras multipotentes. Tal
fato foi de extrema relevancia para consolidar a hipotese de células iniciadoras de

tumor.

Com bases nos resultados encontrados em LMA, outros grupos buscaram
aplicar o modelo das células iniciadoras tumorais para descrever tumores sélidos. O
carcinoma de mama foi o primeiro modelo do qual foi isolado uma subpopulacdo de
células capazes de refazer o tumor primario tanto in vitro como in vivo (All-Hajj et al.,
2003). A partir desse trabalho, foram identificadas e isoladas células iniciadoras de
tumor em diversos outros tipos de tumores, como, osteoblastoma (Gibbs et al.,
2005), glioblastoma (Singh et al., 2004a; Singh et al., 2004b), cancer de proéstata
(Collins et al., 2005), melanoma (Fang et al., 2005), mieloma multiplo (Matsui et al.,

2004), cancer de célon (O’'Brien et al., 2007; Ricc-Vitiani et al., 2007), cancer de
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pancreas (Li et al., 2007) e cancer de cabecga e pescocgo (Prince et al., 2007), entre

outros.

1.3. Células iniciadoras tumorais no cancer de mama

A glandula mamaria € um 6rgéo estruturalmente dinAmico que passa por um
extenso remodelamento e diferenciagdo. Diferentemente dos outros 6rgaos, os
principais eventos de diferenciagcdo da glandula mamaria ocorrem apds o
nascimento (Lanigan et al., 2007). Os varios estagios de desenvolvimento pds-natal
da mama, sucedidos durante a puberdade, gestagdo lactacao e involugao,
associam-se, diretamente, ao desenvolvimento sexual e reprodutivo da mulher
(Lanigan et al., 2007; Sternlicht, 2006). Em adultos, a glandula consiste de uma
estrutura formada por ductos ramificados e unidades lobulo-alveolares. O epitélio
mamario é organizado em duas camadas formadas por células epiteliais luminais na
parte interna e células mioepiteliais na parte externa. Diversas caracteristicas da
estrutura e do desenvolvimento da glandula mamaria adulta mostram que,
possivelmente, este érgdo possui uma organizagao celular hierarquica composta por
células-tronco (Figura 4). A existéncia das células-tronco mamarias é indicada tanto
pela (i) capacidade da glandula expandir e regenerar durante a puberdade e de
sucessivos ciclos reprodutivos (Woodward et al., 2005); como pela (ii) presenca de
duas linhagens diferentes que tem origem a partir da mesma célula progenitora
(Woodward et al., 2005); como também pela (iii) alta taxa de renovacéao celular do
epitélio do lumen (Shackleton et al., 2006). Baseados nessas evidéncias, estudos
identificaram, em tecido mamario humano e de camundongo, a existéncia de células
indiferenciadas, com propriedades de células-tronco, capazes de reconstituir e
desenvolver completamente uma glandula mamaria in vivo (Bocker et al., 2002;

Shackleton et al., 2006).
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Figure 4: Modelo Hipotético da hierarquia das células tronco epiteliais mamarias e
diferenciagao.

(A) Representacado das células-tronco mamarias e das células resultantes das divisbes
simétricas e assimétricas. Células-tronco d&o origem a células epiteliais luminais e
mioepiteliais, mas os passos intermediarios e a regulagdo nao sao ainda conhecidos. O
modelo é simplificado, uma vez que existem muitos tipos diferentes de células epiteliais e
mioepiteliais. (B) Figura esquematica da parte terminal de uma unidade ducto-lobular com a
possivel localizagdo de varias células-tronco e diferenciadas. A linha cinza representa a
membrana basal; As cores das células das figuras A e B estao relacionadas. (adaptado de
Polyak,2007). De acordo com a teoria de células iniciadoras de tumor, estas células
indiferenciadas presentes na mama, responsaveis pelo desenvolvimento e
manutengcdo do 6rgdo, poderiam sofrer uma transformagdo maligna e,
consequentemente, dar origem ao carcinoma mamario.

Em 2003, Al-Hajj e colaboradores apresentaram evidéncias da existéncia de
uma pequena subpopulacio de células, definida como CD44+/CD24-, presentes em

efusdes pleurais derivadas de carcinomas mamarios malignos, que era capaz de
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formar o tumor primario in vivo (All-Hajj et al., 2003). Foi observado que apenas 100
células com este fenodtipo eram suficientes para refazer o tumor primario em
camundongos imunocomprometidos NOD/SCID, enquanto mais de 1.000 células da
populacao restante (CD44-/CD14+) ndo eram capazes de induzir a formagao de
tumor nos animais. Também foi observado que o tumor formado a partir desta
subpopulacdo apresentava diversos outros tipos celulares, que reproduziam a
heterogeneidade do tumor inicial, demonstrando, assim, a capacidade de auto-

renovacao dessas células.

Um outro fato que caracteriza a populagcdo celular CD44+/CD24- como
possiveis células iniciadoras de tumor é a capacidade dessas células de formarem
esferas quando cultivadas em suspensdo. O crescimento clonal em cultura nao-
aderente foi originalmente utilizado para testar a capacidade de auto-renovacao de
células neurais (Reynolds & Weiss, 1996). Esta técnica foi adaptada para células de
mama humanas por Dontu e colaboradores. De acordo com este trabalho, as
mamosferas formadas a partir de células epiteliais normais de mama sao altamente
enriquecidas em células indiferenciadas e possuem a capacidade de gerar outras
linhagens quando cultivadas sob condi¢gées adequadas (Dontu et al., 2003). Usando
esta técnica de crescimento independente de ancoragem in vitro Ponti e
colaboradores foram capazes de crescer mamosferas a partir de uma suspensao de
células-unicas obtidas a partir da dissociagdo de tumores primarios de mama. A
vasta maioria das células presentes nesta cultura eram CD44+/CD24- e foram
capazes de iniciar tumores em camundongos imunodeficientes. Além disso, foi
observado que estas células eram capazes de se auto-renovar e diferenciar em
diversos tipos celulares maduros relacionados com o tecido mamario (Ponti et al.,

2005).
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Outros trabalhos que se seguiram analisaram o fendtipo CD44+/CD24- em
diversas linhagens celulares de carcinoma mamario. Estes trabalhos identificaram
células CD44+/CD24- nestas linhagens e demonstraram que, assim como descrito
anteriormente, as células com esse fendtipo eram capazes de iniciar o tumor em
camundongos, diferenciar em outros tipos celulares e formar mamosferas em

culturas nao-aderentes (Filmore et al., 2008; Horwitz 2008).

Com a identificagcdo dos possiveis marcadores, CD44 e CD24, e a
possibilidade de isolar as células iniciadoras de tumor de mama, muitos trabalhos
vem buscando, cada vez mais, caracterizar esta subpopulacao celular para melhor
entendimento do carcinoma mamario. Uma propriedade que foi avaliada e que é
importante mencionar, & a propensao dessas células a metastase e,

consequentemente, sua relagdo com o processo de transicao epitélio-mesenquimal.

A transicao epitélio-mesenquimal € um processo biolégico fundamental no
desenvolvimento embrionario, que permite que uma célula epitelial polarizada,
interagindo com a membrana basal, sofra modificagbes que resultam na aquisicao
de um fendtipo de célula mesenquimal com capacidade migratéria (Hay, 1995;
Perez-Pomares and Munoz-Chapuli, 2002; Thiery and Sleeman, 2006). Na
carcinogénese, a transigao epitélio-mesenquimal & descrita como um dos eventos
que ocorrem durante a progressdo para o estagio metastatico, capacitando as
células tumorais a entrar na circulacdo e sair em sitios remotos de outros tecidos,
onde formarao macro- e micrometastases (Kalluri and Weinberg, 2009). A possivel
relagdo entre o modelo de células iniciadoras de tumor e aquele de transigao
epitélio-mesenquimal surgiu a partir da analise do processo de reparo de tecido, que
capacita as células-tronco adultas, como as células da medula 6ssea, a entrar e

sobreviver na circulagdo indo até o sitio secundario, onde elas proliferam,
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diferenciam e participam da reconstru¢ao do tecido (Kondo et al., 2003). Mani e
colaboradores apresentaram dados que suportam a conex&o entre os dois modelos.
Neste trabalho, foi demonstrado que as células epiteliais mamarias, quando
induzidas a transicdo epitélio-mesenquimal in vitro, formaram células com
caracteristicas das células iniciadoras tumorais de mama, ou seja, com o fendtipo
CD44+/CD24-, capacidade de formar mamosferas e de iniciar tumor mais
eficientemente. Foi demonstrado, também, que as células iniciadoras de tumor de
mama, isoladas de camundongo e de tecido humano, expressavam marcadores
associados a células que sofreram a transicao epitélio-mesenquimal (Mani et al.,
2008) (Figura 5). Corroborando esses dados, dois trabalhos foram publicados,
ratificando que existe uma possivel relacdo entre as células iniciadoras de tumor
mamario € o processo de transicdo epitélio-mesenquimal (Morel et al., 2008;
Radisky et al., 2008). Os resultados desses trés trabalhos proporcionaram uma
explicacao plausivel para questdes que permanecem em aberto nos dois modelos.
O processo de transicido epitélio-mesenquimal seria uma explicacdo para a
formacao de células iniciadoras de tumor a partir de células diferenciadas, uma vez
que esta transicdo, normalmente, € mediada por estimulos extracelulares e fatores
presentes no microambiente (Thiery et al., 2009). J&4 o modelo de células tumorais
circulantes explicaria como as células sdo capazes de reverter a transi¢ao, proliferar
e originar outros tipos celulares no sitio secundario. Esta convergéncia entre estes
dois modelos acrescentou subsidios para o melhor entendimento do processo de

malignizag&o no carcinoma mamario.
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Figure 5. Transicdao epitélio-mesenquimal e células iniciadoras de tumor na
progressao do cancer de mama.

Na figura esquematica da esquerda, células iniciadoras de tumor, originadas a partir de
células-tronco que sofreram transformagéo, exibem as caracteristicas de transigéo epitélio-
mesenquimal. Na figura da direita, uma célula tumoral esporadica sofre a transi¢cao epitélio-
mesenquimal, adquirindo capacidade migratéria e caracteristicas de células iniciadoras de
tumor. As células com capacidade migratoria, invadem a circulagédo e alcangam um outro
microambiente distante. As células iniciadoras de tumor podem reverter o fenétipo para
células epiteliais (transigdo mesenquima-epitelial) o que permite a adesao e proliferagado no
novo sitio. (adaptado de May et al., 2011).

Com intuito de avaliar o valor clinico dos marcadores identificados por All-Hajj
nos subtipos tumorais mamarios ja descritos, iniciaram-se, entao, as investigagdes

do fendtipo CD44+/CD24- em pacientes portadoras de cancer de mama. Abraham e

37



colaboradores sugeriram que as células CD44+/CD24- em céancer de mama
aparentemente ndo estdo associadas ao grau de malignidade ou com a sobrevida
de pacientes, entretanto, estas células poderiam favorecer a ocorréncia de
metastase a distancia (Abraham et al., 2005). A mesma indefinicdo foi apresentada
nas i nvestigagbes realizadas por Honeth e colaboradores. Neste trabalho, os
autores observaram uma associacao entre o fenétipo CD44+/CD24- com o subtipo
basal-like e o gene classico de cancer de mama BRCA1. Entretanto, foi enfatizado
que nem todos os subtipos basal-like apresentavam células CD44+/CD24-, e apenas
alguns tumores HER2+ expressaram este fendtipo (Honeth et al.,, 2008). Ja o
trabalho realizado por Mylona, demonstrou que o fenétipo CD44+/CD24- nao exerce
um impacto significativo no progndstico das pacientes e, na verdade, s&o os tumores
CD44-/CD24+ que identificaram pacientes com a pior sobrevida global e livre de
doenca (Mylona et al., 2008). Buscando elucidar essas divergéncias, Ahmed e
colaboradores fizeram uma analise de imunohistoquimica de 1.036 amostras de
tumores de mama invasivo. Através desta analise em larga escala, foi demonstrado
que os marcadores CD44 e CD24, separadamente, parecem ter relevancia no
prognéstico do carcinoma mamario invasivo. Entretanto, quando analisados em
conjunto, nao apresentaram relevancia clinica significativa. Assim como
demonstrado por Mylona, as pacientes com tumores expressando o fen6tipo CD44-
/CD24+ apresentavam o pior prognostico quando comparadas com as pacientes
com tumores ricos em células CD44+/CD24- (Ahmed et al., 2011). Este trabalho
levantou questdes interessantes sobre a utilidade clinica das células CD44+/CD24-,
enfatizando se a identificagdo desta populacdo em tumores mamarios poderia
realmente beneficiar o progndstico das pacientes. Além disso, torna-se claro que o

fenotipo CD44+/CD24- ndo € um padrao universal de células iniciadoras de tumor de
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mama e, consequentemente, outros marcadores que estejam relacionados com
tumores mamarios potencialmente agressivos precisam ser identificados para, assim,
complementar, de forma mais precisa, o protocolo clinico de prognéstico e a

estratégia terapéutica a ser utilizada nas pacientes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estudar os marcadores de células-tronco, definidos pela The International
Society for Celullar Therapy, no modelo de cancer de mama, buscando novos alvos
que estejam relacionados com tumores mamarios potencialmente agressivos e,
consequentemente, contribuir para o estabelecimento de novos protocolos clinicos

de diagndstico, prognéstico e terapéutica do cancer de mama.

2.2. Objetivos especificos

. Analisar a expressao de 10 marcadores de células-tronco em quatro
linhagens de carcinoma mamario (MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-435, Hs578-T),
que apresentam diferentes graus de malignidade, em comparagdo com uma

linhagem de mama nao-tumorigénica (MCF10-A);

. Selecionar o0s marcadores génicos que se apresentam

diferencialmente expressos nas linhagens de mama;

. Analisar a funcdo de um dos marcadores selecionados através de
silenciamento génico (gene knockdown) na linhagem mais maligna de mama

(Hs578-T) e superexpressao na linhagem nao-tumorigénica MCF10-A;

. Caracterizar as linhagens celulares geradas quanto ao crescimento

celular, potencial invasivo e metastatico;

. Analisar a via de sinalizagcdo de EGF, o marcador NK1 e marcadores

de transicao epitélio-mesenquimal.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Plasmideos
pMDL - Vetor codificante das sequéncias gag e pol.

pPREV - Vetor codificante das sequéncias do envelope viral, que regulam a

expressao lentiviral ao nivel pds-transcricional.

pVSVG - Vetor codificante das sequéncias do envelope viral heterdlogo,

derivado de G glycoproteins of vesicular stomatitis virus.

pLV-eGFP - Vetor lentiviral pLV-EGFP que expressa o gene eGFP (Enhanced

Green Fluorescence Protein) construido e cedido pelo Dr. Marcos A. Demasi.

shRNA CD90 - Vetores do sistema Mission shRNA (Sigma Aldrich) detentores
de sequéncias shRNA distintas para inibicdo do CD90, além de um cassete que
confere resisténcia a puromicina: TRCN 0000057023, TRCN 0000057024, TRCN

0000057025, TRCN 0000057026, TRCN 0000057027
shRNA non-target - vetor controle do sistema Mission shRNA.

pGL4.44[luc2P/AP1 RE/Hygro] - Vetor contendo seis copias do elemento
responsivo AP-1 (AP1 RE) que induz a transcrigao da gene reporter luciferase luc2P

(Promega).

3.2. Linhagens celulares

MCF10-A: linhagem celular epitelial ndo tumoral devirada de doenca
fibrocistica mama humana (ATCC: CRL10317). A linhagem parental foi isolada de
tecido primario da mama de uma mulher de 36 anos (Soule et al., 1990). Foi

gentilmente cedida pela Profa. Dra. Nathalie Cella.
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MCF-7: linhagem celular epitelial derivada de carcinoma ductal invasivo
mamario humano (ATCC: HTB-22). A linhagem parental foi isolada de efuséo pleural
de uma mulher de 69 anos (Soule et al., 1973). Foi adquirida do Banco de Células

do Rio de Janeiro.

MDA-MB-231: linhagem celular epitelial derivada de um adenocarcino
mamario humano (ATCC: HTB-26). A linhagem parental foi isolada de efuséo pleural
de uma mulher de 51 anos (Cailleau et al., 1978), sendo Receptor de estrégeno e
progesterona negativa. Foi gentiimente cedida pela Profa. Maria Aparecida Nagai

(Faculdade de Medicina, USP).

MDA-MB-435: linhagem celular epitelial derivada de carcinoma ductal
invasivo mamario humano (ATCC: HTB-129). A linhagem parental foi isolada de
efusdo pleural de uma mulher de 31 anos (Cailleau et al., 1978), tendo sido

gentilmente cedida pela Profa. Anamaria Camargo (Instituto Ludwig, Brasil).

Hs578-T: linhagem celular epitelial derivada de um carcinosarcoma mamario
humano (ATCC: HTB-126). A linhagem parental foi isolada de tecido primario da

mama de uma mulher de 74 anos (Hackett et al., 1977). Foi adquirida da ATCC.

293T: linhagem de rim embrionario humano, derivada de células HER293
transformadas com o antigeno large T de SF-40, apresenta alta eficiéncia de

transfecgao (DuBridge et al., 1987).

42



Tabela 2 : Caracteristicas das Linhagens celulares de mama humanas

“colupr RE RP Origem i B0 0  Invasive®  Metastatico”
MCF10-A - TP FC - -
MCF-7 + + EP CDI + .
MDA-MB-231 - - EP CDI ++++ +
MDA-MB-435 - - EP CDI +++ PR
Hs578-T - - TP CS ++++ +4+++

Tabela baseada no trabalho publicado por Marc Lacroix e Buy Leclercq (Lacroix et al., 2006).
RE: status do receptor de estrogeno,; RP: status do receptor de progesterona; FC: Fibrose
Cistica; CDI: carcinoma ductal invasivo; AC: adenocarcinoma; CS: carcinosarcoma.
aPotencial invasivo analisado em ensaios de quimioinvasdo através de membrana basal
reconstituivel, MATRIGEL™ em placas do tipo Transwell®. °Potencial metastatico verificado
através de ensaios de metastase espontdnea em camundongo imunodeficiente do tipo nude.

3.3. Solucoes e meios de cultura para células de mamiferos

Meios de cultura:

DMEM: (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Life Technologies, Carlsbad,

CA, EUA).

RPMI: (desenvolvido no Roswell Park Memorial Institute) (Life Technologies).

HAM’S F12: (Nutrient mixture F-12) (Life Thechnologies).

Solugdes:

Solugéo salina: PBSA (“Phosphate Buffered Saline” — sem calcio ou
magnésio), solugao salina tamponada pH 7.2, composta por NaCl 140mM, KCL

2.7mM, Na,HPO4 8mM e KH2PO4 1.5mM.

Tripsina: solugdo 0.1% de tripsina (Gibco) em PBSA contendo EDTA 1mM

9pH 8.0).

Solucao Versene: EDTA 10mM (pH 8.0) em PBSA.
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Suplementos:

Soro fetal bovino: SFB (Atena Biotecnologia, Campinas, SP, Brasil).

Soro fetal cavalo: SFC (Atena Biotecnologia).

Ampicilina: Concentragéo utilizada: 25mg/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

EUA).

Estreptomicina: Concentragao utilizada: 10mg/mL (Sigma-Aldrich).

Hidrocortisona: Concentragao utilizada: 5mg/mL (Fisher Scientific, USA).

Insulina: Concentragao utilizada: 10mg/mL (Sigma-Aldrich).

Enterotoxina colérica: Concentracao utilizada: 10uM (Sigma-Aldrich).

EGF: Concentragao utilizada: 20ng/mL (R&D, USA).

3.4. Solucoes e meios de cultura para bactérias
Meio de Cultura

LB (Luria-Bertani): composto por triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L e
NaCl 10g/L, pH 7,5. Para preparo de meio sélido adicionou-se 15g/L de agar (Gibco-

BRL).

SuperBroth: para cultivo bacteriano, composto por tristonha 32g/L, extrato de

levedura 20g/L, NaCl 5¢g/L, pH 7.5.

Suplementos:

Ampicilina: Concentragao utilizada 150ug/mL (Sigma, USA)
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3.5. Anticorpos

Os anticorpos utilizados para ensaios de citometria de fluxo e western blot

estio descritos nas tabelas abaixo:

Tabela 3: Anticorpos utilizados para o ensaio de citometria de fluxo

Anticorpo Cat. N° Empresa Fluoréforo Diluigao
IgG1-k isotype control BD555748 BD Bioscience FITC 1:200
IgG2a-k isotype control BD555574 BD Bioscience PE 1:200
CD90/Thy-1 AB11155 Abcam FITC 1:200
CD14 AB25390 Abcam PE/Cy5.5 1:400
CD44 BD559942 BD Bioscience APC 1:200

Tabela com as caracteristicas dos anticorpos conjugados a fluoréforos utilizados nos
ensaios de citometria de fluxo. A diluigdo foi previamente padronizada em experimentos com
diferentes concentragbes dos anticorpos. Cat. N°: numero do catalogo
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Tabela 4: Anticorpos primarios utilizados para o ensaio de western-blot

Anticorpo Cat. N° Empresa PM (KDa) Fonte Diluigao
CD90/Thy-1 #9798 Cell Signaling 20 Rabbit  1:1000
Vimentina V6630 Sigma-Aldrich 58 Mouse 1:1000
E-caderina AB53033 Abcam 29-38 Rabbit  1:1000
N-caderina AB12221 Abcam 75-105 Rabbit  1:1000
Fibronectina F3648 Sigma-Aldrich 94 Rabbit  1:1000
Erk1/2 #4695 Cell Signaling 44-42 Rabbit  1:1000
pErk1/2 #4370 Cell Signaling 44-42 Rabbit  1:1000
Jnk #9258 Cell Signaling 46-54 Rabbit  1:1000
pJnk #9255 Cell Signaling 46-54 Mouse 1:1000
c-Jun SC1694  Santa Cruz 48 Rabbit  1:1000
p-c-Jun #3270 Cell Signaling 48 Rabbit  1:1000
c-Fos #2250 Cell Signaling 62 Rabbit  1:1000
p-c-Fos #5348 Cell Signaling 62 Rabbit  1:1000
EGF-R #3777 Cell Signaling 175 Rabbit  1:1000
pEGF-R #4267 Cell Signaling 175 Rabbit  1:1000
Actina A5441 Sigma-Aldrich 42 Mouse 1:1000

Tabela com as caracteristicas dos anticorpos primarios utilizados nos ensaios de Western
Blot. A diluigcdo foi previamente padronizada em experimentos com diferentes concentragbes
dos anticorpos. Cat. N°: numero do catalogo.

Tabela 5: Anticorpos secundarios utilizados para o ensaio de western-blot

Anticorpo Cat. N° Empresa Diluicao
Anti-rabbit IgG #70745S Cell Signaling 1:2000
Anti-mouse IgG ~ #7076S  Cell Signaling 1:2000

Tabela com as caracteristicas dos anticorpos secundarios conjugados a peroxidase
utilizados nos ensaios de Western Blot. A diluicdo foi previamente padronizada em
experimentos com diferentes concentragbes do anticorpo. Cat. N°: numero do catalogo.

3.6. Condigoes de cultura e manutengao das linhagens celulares humanas

A linhagem néao-tumorigénica de mama MCF10-A foi cultivada conforme

descrito por Soule e colaboradores (Soule et al., 1990). As linhagens de carcinoma
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mamario humano foram mantidas em meio de cultura especifico suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB), 25mg/L de ampicilina e 100mg/L de estreptomicina.
Todas as linhagens foram cultivadas a temperatura de 37°C em frascos plasticos
descartaveis em atmosfera de 2% CO, / 98% ar, para a manutengéao do pH préximo
ao fisioldgico. Ao atingirem, aproximadamente, 80% da densidade de saturacéo as
culturas celulares foram lavadas com PBSA e subcultivadas utilizando solugao de
tripsina para despregar as células do substrato. O estoques celulares foram
mantidos no meio de cultivo contendo 10% DMSO (dimetilsufoxido estéril) a -190°C,

em reservatorio contendo nitrogénio liquido.

Todas as linhagens utilizadas neste estudo foram testadas quanto a presenca

de Mycoplasma spp., por reacédo de PCR com primers especificos.
3.7. Ensaio de RT-PCR Quantitativo

3.7.1. Extracao do RNA total das linhagens celulares

A extracdo do RNA total das linhagens celulares foi realizada a partir de
aproximadamente 1x10° células de cada linhagem, utilizando-se os reagentes do
RNAEasy Kit (GE Healthcare, Chalfont, Reino Unido), conforme as especificagdes

do fabricante.

Os tecidos coletados e armazenados em nitrogénio liquido, foram macerados,
com auxilio de cadinho e pistilo, e o RNA total foi extraido através do método do

Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), conforme especificagao do fabricante.

A quantificaggo do RNA foi realizada em espectrofotdbmetro (Nanodrop

Spectrophotometer ND-100, Thermo Scientific, Wilmington, USA). O grau de pureza
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da preparagao foi estimado pela relacdo Abs260nm/Abs280nm, considerando-se,

como pureza satisfatéria, uma relagao préxima de 2.0.

3.7.2. Sintese da primeira fita do cDNA

Partindo-se de 1ug de RNA total das amostras, foram sintetizadas as fitas
simples de cDNA através de transcrigao reversa, utilizando-se a enzima Super Script
Il (Invitrogen), de acordo com as recomendagbes do fabricante. Os cDNAs
sintetizados foram entdo utilizados como template para a reacdo de PCR

quantitativo.

3.7.3. Desenho dos primers

Os primers utilizados para amplificagcédo dos genes nos experimentos de RT-
PCR quantitativo foram desenhados com o auxilio do programa computacional
Primers Express versdo 3.0 (Life Technologies), tendo sido sintetizados pela

empresa Invitrogen.

Para que apresentassem um bom desempenho nas reag¢des de PCR quantitativo, os
oligos foram desenhados de acordo com as seguintes caracteristicas: amplificagao
de fragmentos de aproximadamente 150pb, conteudo de CG entre 30 e 80%,
incapacidade de formacido de dimeros ou de estruturas secundarias e apresentar
temperatura de anelamento entre 58°C e 60°C. Além disso, a fim de evitar uma
eventual coamplificagdo de DNA gendmico contaminante, a maior parte dos pares

de primers foram desenhados em exons diferentes do gene.
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Tabela 6: Sequencia dos oligonucleotideos utilizados nos de ensaios de qRT-PCR

Gene Sequencia Do Oligonucleotideo
ABCG2 F: GTCAACTCCTCCTTCTACAAA

R: GGCACCTATAACCAGTCC
C-KIT F: CCCCGGGATGGATGTTTTG

R: CCTGGGTTCTGGGCTCTTG
CD14 F: CCGCTGGTGCACGTCTCT

R: AATCTTCATCGTCCAGCTCACA
CD24 F: AGTCCAATGTGGCAAGGAAAA

R: TGTGTCAATAAAAGGTGTGGAATTAGT
CD29 F: CATCTGCGAGTGTGGTGTCT

R: GTTGGACCGGCTGGGGTAAT
CD31 F: TGCCCTGCTCCCACAGA

R: GATTTAAGAACCGGCAGCTTAGC
CD44 F: CAACCGTTGGAAACATAACC

R: CAAGTGGGAACTGGAACGAT
CD90 F: CATCTGCGAGTGTGGTGTCT

R: CCCCACCATCCCACTACC
CD105 F: GCACCGATCCAGACCAC

R: GCACTGCGCAAGACAAAC
CD200 F: AGGTGGTCTTCAGAGAATTTGTAGTG

R: CAGCCCATAGTATCCCT
GAPDH F: ACCCACTCCTCCACCTTTGA

R: CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT
HPRT F: GAAGTCTTGCTCGAGATGTGA

R: TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT

As sequéncias estdo representadas na diregdo 5 — 3’. Os oligonucleotideos foram
validados através do BLAT e BLAT. Os amplicons gerados apresentam um tamanho médio
de 100pb. F: Forward; R: Reverse

3.7.4. Reagao da RT-PCR quantitativo

Para a quantificacdo do produto formado durante a reacdo de amplificacao,

foi utilizado o reagente SYBR®GreenDye (Applied Biosystems). Este reagente

possui intensidade de emissdao de fluorescéncia significativamente aumentada

quando ligado a dupla fita de DNA. Assim, quando ligado ao DNA, emite

fluorescéncia no comprimento de onda de 520nm, permitindo a deteccédo do produto

da reacado de PCR em tempo real.
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Todas as reagdes foram realizadas em triplicatas em um volume final
de 12ul no Termociclador 7300 Real-Time PCR system (Life Technologies). Como
template, foram utilizados 3ul do cDNA sintetizado e diluido 30x em agua Milli-Q®.
Para cada reacéao, foram utilizados 3ul do conjunto de primers na concentragao final
previamente determinada (item 4.5.4) e 6l do reagente SYBR®GreenDye. As
reagcdes foram realizadas nas seguintes condi¢gdes: 50°C por 2 min (etapa de
ativagdo da enzima Uracil N-Glicosilase, AmpEraser), 95°C por 10 min (etapa de
ativagdo da enzima DNA Polimerase, Taq Gold), 40 ciclos de 95°C de 15 seg (etapa
de desnaturagao) e 60°C por 1 min (etapa de anelamento dos oligonucleotideos e
extensdo do amplicon). Para avaliar a especificidade das reagdes de amplificagao e
detectar a presenca de eventual contaminacdo, uma reacdo de dissociagao do
produto amplificado foi realizada ao término de cada reacdo. Além disso, foram
realizadas reagdes controles de amplificagdo na auséncia de molde (cDNA)

denominadas NTC (Non-template Control).

Para o gerenciamento do termociclador e a coleta dos dados gerados, foi
utilizado o programa computacional 7300 System Software (Life Technologies).
Durante analise inicial dos dados, definiu-se um threshold na fase exponencial de
amplificagdo do gene. Assim que foi estabelecido o threshold, a partir da intersecgao
deste com a curva de amplificagdo, obteve-se o Ct da amostra (Threshold cycle,

ciclo no qual a fluorescéncia se encontra estatisticamente acima do backgraund).

Considerando a possibilidade de variagdo da concentracao inicial de cDNA na
anadlise dos dados provenientes de duas ou mais amostras, foi realizada a

normalizacdo na qual a expressdo do gene-alvo foi determinada em fungao da
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expressdo de genes controles. Assim, a quantificacdo das amostras foi realizada

utilizando-se GAPDH, HPRT e HMBS como controles.

3.7.5. Determinagao da concentragao final de primers

A concentracdo final adequada de cada par de primers, especificos para os
genes analisados, foi determinada através de reagdes variando a concentragéao final
maxima destes primers entre a maxima de 600nM e a minima de 200nM. Como
template, utilizou-se uma mistura de cDNAs provenientes de diferentes linhagens
celulares ou tecidos de carcinomas mamarios humano. Desta forma, foi possivel
determinar a menor concentracao final de primers que resultou na menor formacao
de dimeros, ou inexistente, sem que houvesse variagao no valor do Ct e no perfil da

curva de ampliagdo do gene em relagado as maiores concentragdes analisadas.

3.7.6. Determinagao da eficiencia dos primers

Para calcular a eficiéncia dos primers, foram realizadas reacbes de PCR
quantitativo utilizando-se, como template, uma mistura de cDNAs provenientes de
diferentes linhagens de mama humana. Através da analise de regresséao linear dos
valores de Cts em fungado do logaritmo da respectiva diluigdo, foi possivel obter o
coeficiente angular da reta (a, em y=ax+b). Este coefiente foi, entdo, utilizado para

célculo da eficiéncia de amplificagdo do produto pelos primers, na seguinte formula:

-1 - .
Ef = 10 /Coeficiente angular

Ef (%) = (Ef = 1) x 100
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3.7.7. Confirmagao da expressao diferencial

De posse dos Cts, inicialmente foi calculada a média dos Cts das ftriplicatas.
Dado que a expressdo do gene é analisada em relagdo a uma amostra que é
tomada como referéncia, calculou-se, entao, a diferenca entre a Média dos Cts da
amostra referéncia e a Média dos Cts da amostra estudada. Essa diferenca foi
definida como ACp. O Calculo do ACp foi realizado para os dados do gene-alvo e
para os dados do gene de expressao constitutiva. A férmula final (Plaffl 2001) para o
célculo da diferenca de expressdao dos genes entre as amostras analisadas,
considerando que pode n&o ocorrer um ganho de duas vezes do produto amplificado
a cada ciclo, dado que a eficiéncia de amplificagcdo dos primers utilizados nao é de

100%, € dada por:

ACP (gene alvo)
Ef (gene alvo)

ratio =
Fator de Normalizagao

O Fator de Normalizacao foi calculado através da analise da expressao dos
genes GAPDH, HPRT e H-MBS no programa computacional GeNorm (Speleman et
al., 2002). De acordo com esta analise, foram classificados os dois genes mais
estaveis, GAPDH e HPRT, que foram, entdo, utilizados para calcular o controle

enddgeno utilizado como Fator de Normalizagao no célculo da expresséao diferencial.

3.8. Citometria de fluxo

experimentos de citometria de fluxo foram realizados no citbmetro FACSAria
I/ll (BD Bioscience, California, USA) e FACSCalibur (BD Bioscience), seguindo as
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recomendagdes do MIFlowCyt (Lee, Spidlen et al., 2008). Os resultados foram
analisados e processados no programa computacional FlowJo 7.6.3 (Tree Star INC.,

USA).

3.8.1. Ensaio de citometria de fluxo para caracterizagdo dos marcadores de

membrana celular e para analise de células eGFP positivas.

Para a andlise dos marcadores, as linhagens celulares de mama humana
foram cultivadas até atingirem 80% da densidade de saturagdo. Como os
marcadores a serem analisados sao de superficie celular, optou-se por dissociar as
células com Versene 10mM para nao danificar a estrutura das proteinas de interesse.
Aproximadamente 1x10° células foram fixadas por 1h em paraformaldeido 4% e
bloqueadas com solugdo de BSA 5%, seguido da incubagdo com anticorpo
acoplado ao fluoréforo por 1h a temperatura ambiente. Como controle, a mesma
quantidade de células de cada linhagem foi incubada somente com PBSA. Apés a
incubagdo, as células foram lavadas com PBSA, filtradas em filtro de 70um e
analisadas no citbmetro de fluxo. Foram coletados 50.000 eventos por amostra.
Foram utilizados controles isotipicos de IgG e IgE ligados aos fluorocromos
especificos, como controle negativo em todos os experimentos. A lista de anticorpos
esta listada no item 3.5 e a configuragcdo do aparelho encontra-se no programa

MIFlowCyt que esta disponivel no final desta tese.

Para analise de células eGFP positivas nas linhagens transduzidas com o
vetores pLV-eGFP e pLV-eGFP-CD90, as células foram dissociadas com ftripsina,
ressuspendidas em PBSA e analisadas no citbmetro de fluxo FACSCalibur.
Aproximadamente 10.000 eventos foram analisados utilizando-se o filtro FL-1H para

determinacao das células verdes.
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3.8.2. Andlise e separagao celular de células expressando eGFP

O processo de separagao das células transduzidas com vetores contendo
eGFP (green fluorescent protein) baseou-se na fluorescéncia verde desta proteina
quando submetida a um comprimento de onda entre a luz azul e o ultravioleta. As
células dissociadas da placa foram analisadas em citdmetro de fluxo e uma carga foi
aplicada a gota que continha a célula eGFP positiva. Apés a passagem da gota
pelas placas defletoras, esta foi desviada e recolhida. As células selecionadas foram,
entdo, coletadas e cultivadas conforme descrito no item 3.2.1. A compensacgao foi
realizada antes de cada experimento de separagao de maneira automatica no
préprio programa FACSDiva 6.0. Controles de CST para a estabilidade dos
fotomultiplicadores e Drop-delay foram realizados sempre a cada novo experimento
€ a pureza das preparagdes foi aferida apds o procedimento através da analise de

uma aliquota do pool de células separadas.

3.9. Construgao do vetor lentiviral pLV-EGFP-CD90 para ensaio de super-
expressao
3.9.1. Desenho dos primers para amplificagao da regiao codificante do CD90

Os primers para amplificacdo foram desenhados utilizando-se a sequéncia
inicial e final do cDNA correspondente a sequéncia do cDNA de CD90 humano.
Foram adicionados os sitios para as enzimas de restricdo Xbal (TCTAGA) nos
primers forward, e o sitio Mlul (ACGCGT), nos primers reverse, para insergao dos

genes de interesse nos respectivos sitios Xbal e Mlul do vetor lentiviral.

Primers de Clonagem do CD90:

hCD90-F-Xbal: TCTAGAATGAACCTGGCCATCAGCATCG TM=71°C
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hCD90-R-Mlul: ACGCGTTCACAGGGACATGAAATCCGT TM=73°C

3.9.2. Amplificagao da regiao codificante do CD90

Cerca de 1,0ug de cDNA da linhagem celular tumorigénica de mama Hs578-T
foi utilizada como molde para amplificagao da regido codificante do gene CD90. Para
a reacao de amplificagao, foram utilizados os seguintes reagentes: 1X High Fidelity
Buffer (Finnzymes); 2mM de dNTP (Fermentas); 1U de Phusion® Hot Start High
Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes); primers especificos na concentragdo 0,5uM
(primer forward e primer reverse). As condi¢des de ciclagem no termociclador PTC-
225 Pelthier Thermal Cycler® (MJ Research) foram: 98 °C por 2 min; 39 ciclos de 98
°C por 10 seg, 72 °C por 30 seg, 72 °C por 2 min e 72 °C por 5 min para extensao
final dos fragmentos. O produto de PCR foi analisado em gel de agarose 0,8%
corado com Brometo de Etideo (0,5ug/mL) e visualizado em transiluminador Ultra

Violeta (UV).

3.9.3. Clonagem da regiao codificante do CD90

Os fragmentos correspondentes a regiao codificante do CD90 amplificados
por PCR foram fracionados em gel de agarose para, entdo, serem cortados e
purificados a partir do gel, utilizando-se o kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), de
acordo com as recomendagdes do fabricante. Apés a extracdo, o DNA foi

quantificado no espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer.

Para subclonagem do fragmento de interesse no vetor pGEM®-T Easy
(Promega), foram realizadas reagdes de ligacdo com a enzima T4-DNA ligase (kit

PGEM®-T Easy Vector System), a 16°C por 20h, seguida da inativagdo enzimatica a
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652C por 15 min. Aliquotas da reagao de ligagao foram utilizadas para transformagao

de bactérias E. Coli DH10b por eletroporacgao.

3.9.4. Preparo de bactérias Escherichia coli eletrocompetentes e

transformacgao por eletroporagao com DNA plasmideal

Para o preparo de bactérias eletrocompetentes, foram inoculados 10mL de
cultura recém-cultivada de E. Coli DH10b em 1L de meio LB. As bactérias foram
incubadas a 37°C, sob agitacédo, até Asoonm de 0,7 e foram, entdo, coletadas por
centrifugacdo a 4.000 g por 15 min a 4°C e ressuspedidas em 1L da agua Milli-Q®
estéril gelada. Foram realizadas trés lavagens com 0,5mL de agua Milli-Q®, 20mL e
10mL de solucdo 10% glicerol gelada. Apds as lavagens, as bactérias

eletrocompetentes foram ressuspendidas, aliquotadas e estocadas a -70°C.

As bactérias E. Coli DH10b eletrocompetentes foram transformadas por
eletroporagao com as construgdes plasmideais de interesse como descrito a seguir:
Uma aliquota de 2ul da reagao de ligagao foi adicionada a 40ul de bactérias. Esta
mistura foi transferida para uma cubeta de eletroporagao (gap entre os eletrodos de
2mm). O eletroporador (EC-100, EC Apparatus Corporation) foi ajustado conforme o
manual do aparelho para 2.800V, sendo entdo aplicado o pulso a cubeta. Em
seguida, foi adicionado 1mL de meio LB a suspensao bacteriana e esta foi incubada
a 37°C sob agitagdo de 200-250rpm por 1h. As bactérias transformadas foram
plagueadas em meio LB-agar 1,5% contendo 100ug/mL de ampicilina para obtencéo
de colbnias resistentes ao antibidtico. As placas foram, entao, incubadas a 37°C por
16h. Clones bacterianos foram selecionados para verificar a presenca do inserto de

interesse por PCR de colbnia.
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3.9.5. Rastreamento de clones bacterianos por PCR de col6nia

Clones bacterianos foram isolados e incubados a 37°C por 17h em placa de
96 pocos contendo 100uL de meio SuperBroth, suplementado com antibidtico. Apos
a incubacédo, 1ul da suspensao de bactérias recombinantes foi adicionada a reacao
de PCR contendo 1,226ul de H,O, 150ul de tampao 10X, 45ul de MgCl, 50mM, 19ul
de ANTP 10mM, 25ul de cada primer a 10uM e 10ul de Taq (50U, Invitrogen). As
condigdes de ciclagem do termociclador foram: 95°C por 5mim, 40 ciclos de 95°C
por 30seg, 55°C por 30 seg e 72°C por 1min, seguida da extenséo final por 5min a
72°C. Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 0.8%, corados com

Brometo de Etideo (0,5ug/mL) e visualizado em transiluminador Ultra Violeta (UV).

3.9.6. Preparacao de DNA plasmideal em pequena e média escala

Os clones bacterianos analisados e selecionados foram inoculados em meio
LB, suplementado com ampicilina (100pg/mL) e mantidos a 37°C, sob agitagao de
200-250rpm por cerca de 16h. Inoculos de 5mL e 50mL foram utilizados,
respectivamente, para preparagdes plasmideais pequenas ou médias. Para as duas
preparagdes foram utilizados kits de purificagdo seguindo as recomendagdes do
fabricante. Desta forma, foram utilizados o Kit lllustra plasmidPrep Mini Spin Kit (GE
Healthcare), para a preparagcao dos DNAs plasmideais em pequena escala e o Kit
lllustra plasmidPrep Midi Spin Kit (GE Healthcare) para preparacédo em média escala.
As preparacdoes de DNA resultantes foram quantificadas no espectrofotometro
(Nanodrop Spctrophotometer ND-100, Thermo Scientific, Wilmington, USA). A
sequéncia integra do cDNA do gene CD90 foi extraida do vetor p GEM®-T Easy por
digestdo com as enzimas de restricdo Xbal e Miul (Fermentas), sendo este

fragmento entdo purificado do gel como descrito no item 3.2.5.3.
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3.9.7. Analise da sequéncia de nucleotideos

A integridade da sequéncia do cDNA do gene CD90 foi avaliada por
sequenciamento de DNA no aparelho ABI Prism 3700 DNA Analyser (Applied
Biosystema) utilizando-se o Kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystema), conforme especificagcbes do fabricante. As sequéncias obtidas no
sequenciamento foram analisadas e alinhadas utilizando-se o0s programas

PhredPhrap (Ewing, Hillier, et al., 1998) e Blast (NCBI).

3.9.8. Subclonagem da construgao no vetor lentiviral de terceira geragao

A construcado contendo a sequéncia completa de nucleotideos do gene CD90
foi utilizado para a subclonagem nos respectivos sitios de restricao do vetor lentiviral
pLV-EGFP e esta construcdo foi entdo utilizada no ensaio funcional de

superexpressao.

3.10. Ensaio funcional

3.10.1. Producao de particulas lentivirais em células 293-T

As particulas virais recombinantes tanto da inibicdo quando da
superexpressao foram geradas por meio de transfecgao da linhagem empacotadora
de virus 293-T. Foram utilizados os vetores pLV-EGFP-CD90 para produgao de
particulas virais para o ensaio superexpressao e os vetores do sistema Mission
ShRNA, descrito no item 3.1, para o ensaio de inibicdo. Para cada uma das
construcdes de interesse, foi utilizada uma placa de 100mm de didmetro de células
293-T em alta densidade de saturacdo (80-90%). A propor¢gdo dos DNAs
plasmideais para a producdo dos lentivirus foi calculada de acordo com o protocolo

descrito por Tiscornia e colaboradores (Tiscornia et al., 2006). Sendo assim, utilizou-
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se 1,1ug do vetor de transferéncia, 720ng do vetor pMDL, 280ng do vetor pREV e
390ng do vetor pVSVG. Este plasmideos foramdiluidos em 150yl de meio DMEM
sem soro. Em outro tubo de microcentrifuga, 10yl do reagente de lipofecgao
(Lipofectamine 2000-Invitrogen) foram diluidos em 150ul de meio DMEM sem soro
para cada ensaio de transfec¢cdo. Os conteudos dos dois tubos foram misturados e
incubados por 20 min a temperatura ambiente. Apds este periodo, adicionou-se a
mistura lipossomos/DNA ao meio de cultura de células. Apds 5h, foi efetuada a troca
do meio para inicio das coletas de particulas virais em 24h. Apds a primeira troca de
meio depois da transfeccido, o sobrenadante de cada placa foi coletado a cada 24h
até 72hs apés a transfecgdo. Para tanto, adicionou-se 1ml de DMEM-10%SFB em
cada pogo. O sobrenadante de cada coleta foi centrifugado a 10.000xg por 5 min a
temperatura ambiente para eliminar restos celulares e, em seguida, aliquotados e

congelados a70°C.

3.10.2. Titulagcao das particulas lentivirais pLV-EGFP para calculo do titulo
biolégico

As particulas virais produzidas foram tituladas em células da linhagem 293-T
conforme descrito por Tiscornia e colaboradores (Tiscornia et al., 2006). Foram
preparadas diluicdes 10" e 102 dos meios condicionados por 48h contendo as
particulas virais. Para realizagao da transducéo viral, misturou-se 20ul das diluicbes
ou dos meios condicionados originais e 500ul de uma suspensao celular contendo
1x10° células 293-T em DMEM suplementado com 10% de SFB. Imediatamente
apos a mistura, as células foram transferidas para pocos de uma placa de 24 pogos
e incubadas por 48h, até o momento da contagem das células fluorescentes. Para
contagem estas células foram dissociadas e a porcentagem de células eGFP

positivas foi analisada no citdmetro de fluxo como descrito no item 3.10.1.
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O titulo de cada preparacgao viral foi obtido a partir da contagem da proporg¢ao

de células fluorescentes, utilizando-se a seguinte relagao:

Titulo (UFC) = (P x N /100 x V) x 1/DF, onde:

P = % de células EGFP+
N = nimero de células no momento da transducéo (10°)
V = volume da diluicdo usado para a transducao

DF = fator de diluicado

3.10.3. Transducao viral da linhagem MCF10-A com as particulas lentivirais

pLV-EGFP-CD90.

As células da linhagem MCF10-A foram transduzidas com a preparagao
lentiviral correspondente ao pLV-EGFP-CD90 e pLV-EGFP. Para infeccdo, cada
construcdo lentiviral foi misturada com uma suspensdo de 1x10* células para se
obter uma multiplicidade de infecgdo de 10 (Moi: Multiplicity of Infection) . As células
foram, entdo, plaqueadas em placas de 48 pocos € o meio de cultura foi trocado
apos 20h da transducgao. As células EGFP positivas foram selecionadas através da
separacgao celular no citdmetro de fluxo (cell sorting) como descrito no item 3.10.2 e
subcultivadas até que atingissem um numero de células suficiente para

congelamento em nitrogénio liquido.

3.10.4. Transducgao viral da linhagem Hs578-T com as particulas lentivirais do

sistema Mission shRNA

Para infeccdo da linhagem Hs578-T, foram plaqueadas 1x10* células/cm? em

placas de 35mm de didmetro com 50ul das particulas virais concentradas do
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sistema Mission shRNA. Apds incubagao das células com as particulas lentivirais
por um periodo de 16 a 18h, o meio de cultura foi renovado. A selecido das células
transduzidas foi realizada pela adigdo de 2ug/mL de puromicina. A escolha desta
concentracdo de antibiéticos foi previamente determinada por meio de exposi¢cao
das células parentais Hs578-T a diferentes concentragbes de puromicina (1 a
5ug/ml). Apds a selecgao, as células foram mantidas até que atingissem um numero

suficiente para congelamento em nitrogénio liquido.

3.10.5. Confirmagao da superexpressao e da inibicdo das linhagens

transduzidas

Para avaliar o nivel de mRNA do CD90 nas linhagens transduzidas, foram
realizadas reacbes de gRT-PCR conforme descrito no item 3.9. A expressao
protéica foi avaliada tanto por Citometria de Fluxo, como descrito no item 3.10.1,

como por Western Blot, descrito no item3.13.1.
3.11. Caracterizagao das linhagens geradas
3.11.1. Ensaio de Western-blot

3.11.1.1. Obtencao de extratos proteicos totais

As linhagens celulares, cultivadas em placas de 100mm de didmetro (p100),
foram lavadas com PBSA gelado e incubadas em solucdo de lise (M-PER®
Mammalian Protein Extraction Reagent Therm, Thermo Cientific) contendo
inibidores de proteases e fosfatase (Halt® Protease and Phosphatasse Inhibitor
Cocktel, Thermo Cientific) conforme a descrigdo do fabricante. O lisado foi
centrifugado a 14.000g por 10 minutos para retirada dos “debris” celulares. A

concentracdo das proteinas nos extratos foi determinada pelo método de Bradford
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(Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), utilizando-se uma curva

padrao de BSA (albumina sérica bovina).

3.11.1.2. Fracionamento de proteinas por eletroforese em gel de acrilamida e

transferéncia para membrana de nitrocelulose

Aliquotas de igual massa (10ug) dos extratos protéicos foram submetidas ao
fracionamento em gel vertical contendo 10% poliacrilamida — SDS a uma voltagem
constante de 150V durante 2h. Em seguida, as amostras fracionadas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose por transferéncia umida (300mA por
2h) em tampéo de transferéncia (0,3% de Tris; 1,44% de glicina; 0,1% de SDS e

20% metanol).

3.11.1.3. Incubagao das membranas com anticorpos especificos

Inicialmente para inibicdo da marcacao de sitios inespecificos, a membrana
foi bloqueada com solugao de bloqueio (PBSA, 5% de leite em pd desnatado, 0,1%
Tween20), por 1h a temperatura ambiente. Apds a incubagdo, a membrana foi
submetida a trés lavagens de 5 minutos cada com solugéo de lavagem (PBSA 0,1%
Tween 20), sendo, entdo, incubada com o anticorpo primario de interesse na diluigao
final de 1:1.000 em solugdo de bloqueio, a 4°C, overnight. Posteriormente, a
membrana foi lavada novamente, conforme descrito anteriormente, e incubada com
o anticorpo secundario, anti-igG conjugado com peroxidase diluido 2.000 vezes em
solucdo de bloqueio. Apds 2h de incubacdo a 4°C, a membrana foi lavada e a
atividade da peroxidase foi detectada por quimioluminescéncia utilizando-se o Kit
SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific) de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Os anticorpos foram removidos da

membrana utilizando-se o tampao Restore Stripping (Thermo Scientific). A
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membrana foi entdo lavada trés vezes por 10 minutos cada, re-incubada com
solucdo de bloqueio e depois incubada com o novo anticorpo primario. Como
controle, as membranas foram testadas com anticorpo monoclonal anti-B-actina. As
imagens das bandas foram quantificadas por densitometria, utilizando-se o software
Imaged 1.46r (National Institutes of Health, [NIH]). A expressao diferencial foi
analisada pela relacdo dos valores da densitometria dos anticorpos primarios
especificos pelos valores do controle dos mesmos extratos protéicos. Os anticorpos

utilizados estao descritos no item 3.5.

3.11.2. Ensaio de gene reporter

Com intuito de analisar o elemento responsivo do fator de transcricdo AP-1
nas linhagens MCF10A-CD90+, MCF10A-controle e Parental, foi realizado ensaio de
gene reporter utilizando o vetor pGL4.44[luc2P/AP1]. Como controle experimental,
foram utilizados os vetores pGL3 e pRL-TK. Primeiramente, 2x10° células foram
semeadas em placas de 24 pocos em ftriplicata para cada condicdo experimental.
ApOés 24h, para cada preparagéo foi diluido 0,8ug do vetor pGL4.44, 0,65ug do pGL3
e 0,15ug do vetor pRL-TK em 50ul de DMEM/F12 sem SFB. Em outro tubo, para
cada reacao, 2ul do reagente de lipofecgao (Lipofectamine 2000 — Invitrogen) foram
diluidos em 50ul de DMEM/F12 sem SFB. Os conteudos dos dois tubos foram entao
misturados e incubados por 20 minutos a temperatura ambiente, para, em seguida,
adicionar esta mistura ao meio de cultura das células. Cerca de 5h apds a
transfeccao, o meio de cultura foi trocado para meio sem soro com e sem o fator de
crescimento EGF. Apds 48h, a atividade da luciferase foi analisada utilizando-se o
Kit Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega), seguindo-se as

especificagdes do fabricante. A leitura da atividade da luciferase foi feita no aparelho
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SpectraMax® Paradigm Multi-Molde Microplate Detection Platform (Molecular

Devices, California, USA) no comprimento de onda entre 560-480nm.

3.11.3. Ensaio de crescimento em substrato sélido

Para caracterizar o tempo de dobramento das linhagens geradas, cerca de
5x10° células das linhagens MCF10-A e Hs578-T transduzidas e das respectivas
parentais foram cultivadas em placas de 96 pogos. Apds 72h, o numero de células
foi determinado utilizado-se o Kit CyQuant Cell Proliferation Assay (Invitrogen),
seguindo as instrugdes do fabricante. O numero de células foi calculado através da
uma curva padrao de intensidade de fluorescéncia versus densidade celular
conhecida, fazendo-se uma curva padrao para cada linhagem celular. Os calculos
para determinar o tempo de dobramento de cada uma destas linhagens foram
baseados na seguinte formula: A=Aq*2", onde A = ndmero final de células, Ay =
numero de células iniciais (plaqueadas) e n = numero de divisbes. O tempo de
dobramento (TD) foi calculado dividindo-se o tempo de incubagao pelo numero de

divisdes.
3.11.4. Ensaio de formagao de colénia em meio semi-sélido

O potencial tumorigénico das linhagens transduzidas e parentais foi
determinado indiretamente, através de ensaios de crescimento em suspensao de
agarose. Cada pogo de placas de 24 pocgos foi preenchido com 500ul de solugao
semi-sélida de agarose 0,6% e meio de cultura especifico. Sobre esta camada semi-
solida, foram plaqueados 100yl de meio de cultura contendo células isoladas
diluidas nas concentracdes 10°, 10* e 10° células/mL em meio de cultura, em
triplicata. Rapidamente, para evitar a adesao das células, foram adicionados 500yl

de solugado semi-sélida de agarose 0,3% em meio de cultura especifico para cada
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linhagem. 14 e 21 dias apdés o plagueamento, as colbnias foram fixadas
adicionando-se 100pl de formaldeido 37%, fotografadas e contadas utilizando-se o

microscopio EVOS FI Fluorescence imager (Life Technologies) aumento de 100X.

3.11.5. Ensaio de migracgao e invasao celular in vitro

O potencial invasivo das linhagens celulares transduzidas e das respectivas
linhagens parentais foi analisado através de ensaios de invaséao in vitro em placas
do tipo Transwell® (Corning), utilizando-se membrana basal reconstituivel
(Matrige/TM) como substrato para invasao. Foram utilizadas placas de 12 pocos
contendo insertos de membrana de policarbonato porosa de 12mm de diametro com
poros de 8um contendo ou n&o Matrige/TM. Previamente ao ensaio, as células foram
carenciadas para soro por aproximadamente 12h. Posteriormente, as células foram
dissociadas com solugdo de tripsina e contadas. Cerca de 1x10° células em 500yl
de meio de cultura sem soro foram plaqueadas sobre as membranas porosas
contendo ou nao MatrigelTM. No compartimento inferior de cada poco, foram
adicionados 700ul de meio de cultura contendo alta concentragdo de soro (10%),

quimioatraente para migragao/invasao das células através dos poros das

membranas.

Apés 24h e 48h, os insertos foram fixados em solugédo de formaldeido 3,7%
em PBSA por 20min a temperatura ambiente. Em seguida, os insertos foram lavados
em PBSA e incubados em metanol absoluto por 10 minutos. As células foram, entao,
coradas em solugdo de Coomassie (Comassie Blue:metal:acido acético [45:45:10]).
As células que nao atravessaram a membrana porosa, bem como a camada de
complexo protéico (Matrigel™), foram removidas com auxilio de hastes flexiveis de

algoddo (Cotonete®). Apds secagem, as membranas foram fotografadas em
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microscopio microscopio EVOS Fl Fluorescence imager (Life Technologies) em

aumento de 100X.

3.11.6. Ensaio de metastase experimental em ratos nude.

Ratos imunodeficientes do tipo nude, de 14 a 18 semanas de idade foram
utilizados. Aproximadamente 1x10° células das linhagens parentais e transduzidas,
mantidasem suspensao de 100ul de PBSA, foram injetadas na veia lateral da cauda
dos camundongos. 45 dias apdés a inje¢do, os animais foram sacrificados e
examinados quanto ao numero de colénias superficiais detectadas no pulm&o. Os
pulmbdes coletados foram, entdo, fixados em solugao de formaldeido 3,7% em PBSA
por, aproximadamente, 12h a 5°C, e mantidos em solugdo de etanol 70% para

posterior registro fotografico.

Toda a metodologia aplicada para o estudo esta de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovada pela Comissdo de Etica em

Cuidados e Uso Animal (CECUA) do IQ-USP.
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4. RESULTADOS

4.1. Anadlise da expressdo de mRNA de marcadores de células-tronco nas

linhagens de mama

Em busca de marcadores de células-tronco que pudessem estar relacionados
com a grau de malignidade no cancer mama, foram analisados, através da técnica
de RT-PCR quantitativo, a expressao relativa do mRNA de dez marcadores de
células-tronco nas linhagens tumorigénicas de carcinoma mamario e na linhagem
nao-tumorigénica de mama. Os resultados dos ensaios de RT-PCR quantitativo
representam os valores médios obtidos das triplicatas provenientes de trés
experimentos independentes. Os valores estdo representados na forma de
expressao génica relativa, calculada conforme descrito em Materiais e Métodos,
sendo, a linhagem nao-tumorigénica de mama, MCF10-A, tomada como referéncia.
Os niveis de HMBS foram classificados como menos estaveis, em comparacido aos
de GAPDH e HPRT, portanto, os resultados representados sao aqueles
normalizados pela expressao génica apenas de GAPDH e HPRT. O calculo da
eficiéncia dos primers foi determinado através da analise das curvas de regressao

linear obtidas em condi¢cbes experimentais especificas (Tabela 6).
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Tabela 7: Concentragao final de primers utilizados nas reag¢ées de qRT-PCR

PRIMER Concentragdao Coeficiente Eficiéncia

(nM) angular (%)

ABCG2 600 -3,87 81
C-KIT 400 -3.21 100
CD14 400 -3.20 100
CD24 400 -3.58 90
CD29 400 -3.39 97
CD31 600 -3.40 97
CD44 200 -3.44 95
CD90 400 -3.22 100
CD105 400 -3.56 91
CD200 600 -3.36 98
gapdh 600 -3.45 95
hprt 600 -3.39 97
hmbs 600 -3.77 81

Coeficiente angular das regressées lineares utilizado para calculo da eficiéncia de
amplificagdo do produto pelos primers como descrito em Material e Métodos.

A partir da analise do gRT-PCR, foi observado que o nivel da expressao
relativa do marcador ABCG2 mostrou-se mais elevado na linhagem MCF-7 de
cancer de mama que € nao-invasiva e nao-metastatica (Figura 6A; MCF10-A vs
MCF-7 2512 [MédiazEPM]; p<0,05). De modo similar, foi observado um aumento da
expressao génica do c-KIT na mesma linhagem, entretanto, este aumento nao foi
estatisticamente significativo (Figura 4.1B; MCF10-A vs MCF-7 13+3 [MédiatEPM];
p<0,05). Também foi possivel detectar a expressdo de CD29 (Figura 6C), CD31
(Figura 6D), CD105 (Figura 6E), CD24 (Figura 6F) e CD44 (Figura 6G) tanto na
linhagem normal MCF10-A como em pelo menos uma linhagem tumoral. A
expressdo do CD200 apresentou-se significativamente aumentada na linhagem de
carcinoma mamario MDA-MB-435 (Figura 4.1H; MCF10-A vs MDA-MB-435 5,6+0,6
[MédiatEPM]; p<0,05). Por sua vez, os niveis de mRNA do CD90 apontaram
superexpressdo estatisticamente significativa na linhagem celular Hs578-T de
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carcinoma mamario, que apresenta carater mais invasivo e metastatico (Figura 6l;
MCF10-A vs Hs578T 1,676.000+96795 [MédiatEPM]; p<0,05). J& o CD14 mostrou-
se altamente expresso na linhagem nao-tumorigénica MCF10-A (Figura 6J; MCF10-
A vs MCF-7: 0.00030+0.00002; vs. MB-MDA-231: 0.032+0.005; vs. MB-MDA-435:

0.00080+0.00007; Hs578-T: 0.014+0.004 [MédiaxEPM]; p<0,05).
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Figure 6: Analise de gRT-PCR da expressao dos marcadores de células-tronco em
linhagens tumorais e nao tumorigénica de mama.

As linhagens celulares foram cultivadas conforme descrito em Material e Métodos. Apos
atingirem 80% de confluéncia, o RNA total foi extraido e os niveis de expressdo de

diferentes marcadores de células tronco foram analisados por qRT-PCR: A) ABCG2, B) C-
KIT, C) CD29, D) CD31, E) CD105, F) CD24, G) CD44, H) CD200, 1) CD90, J) CD14. A

expressao € relativa a linhagem nao-tumorigénica MCF10-A. Os genes enddgenos
utilizados para a normalizagdo foram GAPDH e HPRT. Os asteriscos mostram a diferencga
de expresséao estatisticamente significativa (P<0.05). O qRT-PCR foi realizado em triplicatas

(n=3 experimentos independentes).
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De modo geral, através da analise da expressdo do mRNA, foi possivel
observar que, dentre os 10 marcadores estudados, o CD90 e o CD14 foram os mais
interessantes por estarem diferencialmente expressos de acordo com o grau de

malignidade das linhagens mamarias analisadas.

4.2. Andlise da expressao proteica dos marcadores de células-tronco nas

linhagens de mama

Com o intuito de investigar o nivel da expressao protéica dos marcadores
diferencialmente expressos identificados na analise do RT-PCR quantitativo, foi

utilizado citometria de fluxo com o mesmo painel de linhagens celulares.

Conforme o que foi observado na analise do mRNA, os resultados da analise
protéica mostrou que a linhagem mais agressiva, Hs578-T, apresentou mais de 90%
das células expressando o marcador de membrana CD90, com menos de 15% das
células expressando o marcador de superficie CD14 (Figura 7A). O oposto foi
observado na linhagem MCF10-A, na qual foi encontrado menos de 7% da
populacao positiva para o CD90 e mais de 60% de células positivas para o CD14
(Figura 7B). Por sua vez, o CD44, marcador classico de células-tronco tumorais de
mama, apresentou um padrao menos especifico, mostrando-se positivo em uma
significativa subpopulacdo tanto na linhagem MCF10-A (Figura 7C) quanto na

Hs578-T (Figura 7D).

Interessantemente, , as outras linhagens celulares, ou seja: MCF-7 (Figura
7E), MDA-MB-231 (Figura 7F) e MDA-MB-435 (Figura 7G), apresentaram niveis de
expressao intermediarios desses dois marcadores, como pode ser visto nos

respectivos histogramas.
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Figure 7: Analise dos marcadores de células tronco na linhagem normal e tumoral de
mama.

MCF10-A e Hs578-T foram mantidas em cultura como descrito em Material e Métodos.
Cérca de 10° células, mantidas em suspenséo, das linhagens Hs578-T (A) e MCF10A (B)
foram marcadas com anticorpos anti-CD90 e anti-CD14. A mesma proporgao de células de
cada linhagem foi duplamente marcada com CD90/CD44 (C). As linhagens foram
analisadas no citdmetro de fluxo FACSAria |. Os gates foram desenhados no programa
computacional FlowJo 7.6 tendo, como referéncia, as células nao-marcadas de cada
linhagem. A porcentagem de subpopulagdes celulares positivas e negativas estao indicadas
nos quadrantes de cada grafico e estao descritas no MIFlowCyt-item 4.4.2.
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Figure 8: Analise dos marcadores CD90 e CD14 nas linhagens tumorais de mama.

Cerca 10° células em suspensdo da linhagem MCF7 (A) e MB-MDA-231 (B) e MB-MDA435
(C) foram marcadas com anticorpos anti-CD90 e anti-CD14. As linhagens foram analisadas
no citbmetro de fluxo FACSAria I. Os gates foram desenhados no programa computacional
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FlowJo 7.6 tendo, como referéncia, as células n&o-marcadas de cada linhagem. A
porcentagem de subpopulagdes celulares positivas e negativas estdo indicadas nos

quadrantes de cada grafico e estdo descritas no MIFlowCyt-item 4.4.2.

Em conjunto, os resultados demostraram que o fendtipo CD90+/CD14-

mostrou ser eficiente para diferenciar completamente a linhagem nao-tumorigénica

MCF10A da linhagem mais agressiva Hs578-T (Figura 9).
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Figure 9: Porcentagem da subpopulagao celular nas linhagens de mama.

Porcentagem da subpopulagdo celular CD90*/CD14 nas linhagens celulares MCf10-A,

MCF-7, MB-MDA-231, MB-MDA-435 e Hs578-T.

erca de 10° células em suspensado da

linhagem MCF7 (A) e MB-MDA-231 (B) e MB-MDA435 (C) foram marcadas com anticorpos
anti CD90 e CD14. As linhagens foram analisadas no citdmetro de fluxo FACSAria |. Os
gates foram desenhados no programa computacional FlowJo 7.6 tendo, como referéncia, as
células ndo marcadas de cada linhagem. A porcentagem das subpopulagbes celulares

positivas e negativas estao
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4.3. Analise funcional de CD90 na linhagem normal MCF10-A e na linhagem

tumoral Hs578-T

Os resultados obtidos na andlise dos marcadores de células-tronco nas
linhagens celulares de mama indicaram que o CD90 pode estar relacionado com o
grau tumorigénico no cancer de mama. Visando investigar o papel deste marcador
durante a transformag¢ao maligna, foi realizado o ensaio funcional tanto na linhagem

mais tumorigénica (Hs578-T) como na linhagem nao-tumorigénica (MCF10-A).

4.3.1 Superexpressao do marcador CD90 na linhagem MCF10-A

O vetor pLV-eGFP-CD90 utilizado foi construido no laboratério a partir de
primers especificos. Para amplificacdo da regido codificante do gene CD90 foi
utilizado, como molde, DNA da linhagem celular tumorigénica de mama Hs578-T.
Através da técnica de PCR, foi possivel amplificar os fragmentos de cDNA de

1.128pb do CD90 (Figura 10).

PM CD90

1200pb
1D00pb

Figure 10: Amplificagao do cDNA de CD90 humano.

Gel de agarose 0,8% para visualizagéo do fragmento amplificado de CD90 de 1128pb.
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Estes fragmentos foram purificados e subclonados em vetor pGEM®-T Easy.
Através da técnica de PCR de col6nia, foi verificada a presenca do inserto de
interesse nos clones bacterianos gerados (Figura 11). Os fragmentos obtidos
apresentaram o tamanho esperado, levando-se em conta que os primers para o

vetor p GEM®-T Easy aumentam o tamanho do fragmento em cerca de 280pb.

PM Clones CDS0

1200pb

1000pD

Figure 11: PCR de coldnia dos clones obtidos para CD90.

Gel de agarose 1,2% para visualizagédo dos insertos amplificados a partir de PCR de colénia
das bactérias obtidas por eletroporagdo com o vetor pGEM contendo o gene de interesse.
PM: padrao de peso molecular.

Apds a confirmacdo da sequéncia correta do CD90 por sequenciamento e
analise de Bioinformatica, os plasmideos foram digeridos e purificados do gel para a
subclonagem nos respectivos sitios de restricdo do vetor lentiviral visando a

superexpressao deste gene (Figura ndo mostrada).

Assim, as particulas virais recombinantes foram geradas por meio de
transfecgdo da linhagem 293-T. As células transfectadas foram analisadas apds 48h
através de microscopia de fluorescéncia quanto a expressao do gene reporter eGFP.

O meio condicionado foi coletado conforme descrito em Material e Métodos. A
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presenca da fluorescéncia verde nas células indica que as particulas lentivirais

foram geradas de forma eficiente (figura 12).

48horas apoés a transfeccao

pLV-eGFP

pLV-eGFP- CD90

Figure 12: Células 293-T transfectadas com as construgées para producao de
particulas lentivirais.

Os vetores foram transfectados em células 293-T. Apdés 48h de transfecgdo, as células
foram observadas ao microscopio de fluorescéncia (100x de aumento) utilizando luz visivel
(painel esquerdo) e fluorescéncia a 509nm (painel direito).

Para o calculo do titulo das particulas lentivirais, células da linhagem 293-T
foram transduzidas. Por analise de citometria de fluxo, foi possivel observar que
cerca de 12% das células transduzidas eram eGFP positivas (Figura 13). A partir
desta porcentagem, foi realizado o calculo do titulo viral, conforme descrito em

Material e Métodos.
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Figure 13: Contagem, por citometria de fluxo, das células 293-T fluorescentes
transduzidas com os vetores pLV-eGFP e pLV-eGFP-CD90.
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As células foram transduzidas com os meios condicionados concentrados e diluidos
contendo as particulas lentivirais. Apds 48h, as células foram dissociadas e as células
fluorescentes foram contadas no citdbmetro de fluxo. O titulo foi obtido a partir da contagem
da proporgao das células fluorescentes e da utilizagdo da seguinte relagéo: Titulo (UFC) =
(P xN/100 x V) x 1/DF, onde P=% de células eGFP+, N=numero de células no momento
da transdugao (10°), V=volume da diluicdo usado para a transducdo e DF=fator de diluic&o.

A partir do calculo do titulo, foi utilizado multiplicidade de infeccdo (Moi) de 10
das particulas lentivirais contendo o vetor pLV-eGFP-CD90 para transduzir a
linhagem nao-tumorigénica MCF10-A, visando, assim, obter a superexpressao do
marcador CD90 nesta linhagem. O mesmo Moi foi utilizado para transduzir a
MCF10-A com o vetor controle pLV-eGFP. Apdés a transducdo, observou-se
aproximadamente 5% de células eGFP positivas na linhagem transduzida com o
vetor controle e cerca de 18% na linhagem transduzida com o vetor pLV-eGFP-
CD90. Apesar do baixo rendimento, foi possivel selecionar a subpopulacido eGFP
positiva dessas linhagens através da técnica de “cell sorting”, como mostrado na

Figura 14 (pLV-eGFP) e 15 (pLV-eGFP-CD90).
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e et
< 83 223
@ S 3
w o 03-:
x -.'lll’llllllll!lll'lll'lll]l
a0 120 150 200 50 o0 100 150 200 200
FSC-& 1000 88C-H & 1.000)
- =
Fayagn .. Sindets T
o _ e P SRy
b Jﬁt—) s
len) - ' 0
o “
-ll ll LI ]llll]Tll1llTTl] LA ]Al.l;ll..fllTll] LI llll|
an 1nn 170 00 0 a0 100 180 200 2680
Far-H (x 1,000) FSC-A (x 1,000)
§§ Populaton
&3 | B & Evenis
&3 " -l cells
23 I\] FITC + © I ssc
31 A B singets
E # " Il G=p+
2 .'l)l T e [ FITG +
T I PR lllfr—ﬁ'ﬂ-l'l'q_f-lﬂ'ﬂﬂl‘_ T : 5
10° 10° 1 10° Il GFP-
GFF FITC-A
Populauon FEvents %BParent Mean
B~ Events 10,000 W 460
B cells 7,048 70.5 320
Bl ssc 7.811 98.3 318
B singlets 7,750 99.2 317
B GrP+ 423 5.5 3513
EJFiTe + 611 78 2676
B GFp- 7,055 91.0 113

Figure 14: Separacgao das células MCF10A fluorescentes transduzidas com pLV-eGFP

(vetor vazio).
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As células foram transduzidas utilizando moi=10 das particulas lentivirais. Apos a
transducéo, as células foram dissociadas e as células eGFP+ foram isoladas do restante da
populagéo através de citometria de fluxo no FACSAria Il. A compensagao foi realizada antes
de cada experimento de maneira automatica no proprio programa FACSDiva 6.0. A pureza
das preparagoes foi aferida apds o procedimento através da analise de uma aliquota do pool
de células separadas.
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MCF10A - pLV-eGFP-CDS90 (CD20+)
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Figure 15: Separacdo das células MCF10A fluorescentes transduzidas com pLV-eGFP-
CD90 (CD90+).
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As células foram transduzidas utilizando-se moi=10 das particulas lentivirais. Apdés a
transducéo, as células foram dissociadas e as células eGFP+ foram isoladas do restante da
populagédo no citdmetro de fluxo FACSAria Il. A compensacgao foi realizada antes de cada
experimento de maneira automatica no proprio programa FACSDiva 6.0. A pureza das
preparagoes foi aferida apds o procedimento através da analise de uma aliquota do pool de
células separadas.

A expressao proteica do marcador CD90 das linhagens selecionadas foi

confirmada utilizando a técnica de Western Blot (Figura 16).

actina | " S —

Figure 16: Analise de Western Blot do CD90 na linhagem MCF10A parental, na
transduzida com o vetor pLV-eGFP (vetor vazio) e pLV-eGFP-CD90 (CD90+).

Os extratos protéicos das células fluorescentes previamente selecionadas por “cell sorting”
foram fracionados em gel de acrilamida, transferidos para a membrana de nitrocelulose e
incubados com o anticorpo anti-CD90. O immunoblot mostrado é um resultado
representativo da expresséao protéica do CD90 na linhagem MCF10A CD90+.

4.3.2 Inibicao do marcador CD90 na linhagem Hs578-T

Para inibicdo da expressdo do CD90 na linhagem tumorigénica Hs578-T,
foram utilizadas cinco construgdes distintas do sistema mission shRNA. As linhagens
geradas foram, entdo, selecionadas com 2ug/mL de puromicina. Através da técnica
de qRT-PCR, foi possivel observar que a construgao mais eficiente para inibicdo da

expressdo do RNA mensageiro do CD90 na linhagem Hs578-T foi a TRCN
88



0000057025 (Figura 17; Hs578T Parental vs Hs578T TRCN57025 0.0590+0,01;
p<0,05). A expressao protéica do CD90 foi avaliada, inicialmente, por citometria de
fluxo (Figura 18) e, posteriormente, a inibicdo da linhagem transduzida com a

construgdo TRCN57025 foi confirmada através de Western Blot (Figura 19).

shRNA CDS0 - Hs578T

0.74 rxx

L2 2
h*

Expressio Relativa de RNAmM

Figure 17. Expressao do RNA mensageiro do marcador CD90 na linhagens Hs578-T
transduzidas e na parental.

Analise por qRT-PCR dos niveis de expressao relativa de mRNA de CD90 na linhagem
Hs578-T parental e nas linhagens transduzidas com cinco vetores lentivirais do sistema
Mission shRNA detentores de sequéncias adequadas para inibigdo do CD90. Como controle,
foi utilizado o vetor shRNA non-target do mesmo sistema. A expressao é relativa a linhagem
Hs578T Parental. Os genes enddgenos utilizados no Genorm foram GAPDH e HPRT. Os
asteriscos mostram a diferenga de expressdo estatisticamente significativa (p<0,05).
Experimento realizado em triplicata (n=3 experimentos independentes).
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Figure 18: Niveis da expressao proteica do marcador CD90 na linhagens Hs578-T
transduzidas e na parental.

A analise protéica foi realizada por citometria de fluxo. 10° células em suspensdo de cada
linhagem foram marcadas com anticorpo anti-CD90. O controle corresponde a células nao
marcadas com o anticorpo. Os gates foram desenhados no programa computacional FlowJo
7.6 tendo, como referéncia, as células ndo marcadas de cada linhagem. As porcentagens de
células CD90 positivas e negativas estdo indicadas nos quadrantes de cada grafico.
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Figure 19: Analise de Western Blot do CD90 na linhagem Hs578T parental, transduzida
com o non-target e a constru¢ao TRCN57025 (CD90-).

Apods o resultado de qRT-PCR e citometria, a linhagem com menor expressdo do CD90 foi
selecionada para analise da expresséao protéica por Western Blot. O immunoblot mostrado é
um resultado representativo da inibigdo protéica do CD90.
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4.4. Caracterizagao das linhagens MCF10-Cd90+ e Hs578T-CD90-

4.4.1. Morfologia e tempo de dobramento

Apds a confirmagdo da inibicdo do CD90 na linhagem Hs578T e a
superexpressao na MCF10A, foram analisados, primeiramente, o0 aspecto

morfoldgico e o tempo de dobramento destas células.

Foi possivel notar que as células da linhagem Hs578T geneticamente
modificada para o estudo do efeito da inibicdo do gene CD90 eram menores, mais
arredondadas e apresentavam um crescimento mais lento em relagdo a linhagem
parental e a linhagem transduzida com o vetor controle non-target (Figura 20A, 20B
e 20C). A diferenca no tamanho das células foi quantificada no programa
computacional Imaged a partir da analise das areas das células. De acordo com
essa quantificagcao, foi observado que o tamanho das células da linhagem Hs578-T
nas quais o CD90 havia sido suprimido era aproximadamente dez vezes menor em
relacdo as células parentais e ao controle non-target (figura 20D). A velocidade de
crescimento das linhagens foi testada através da analise do tempo de dobramento
das mesmas. A partir desta analise, foi observado que as células Hs578T-CD90-
apresentaram o dobro do tempo de dobramento em relagao as células parentais e
as células transduzidas com vetor controle (Figura 20E), confirmando, assim, o

crescimento mais lento da linhagem contendo o CD90 inativado.
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Figure 20: Caracterizagcao das linhagens Hs578-T transduzidas.

Fotomicrografias das linhagens: Hs578T-CD90" (A), Hs578T-parental (B) e Hs578T-non-
target (C) em diferentes densidades. O plagueamento foi realizado em baixa densidade
celular e as imagens foram registradas ao microscépio EVOS Fl Fluorescence imager no
aumento de 100x. (D) Area celular da linhagem Hs578T-non-target e Hs578T-CD90' relativa
a area da linhagem parental. As areas das linhagens foram quantificadas no programa
computacional ImageJ. (E) Tempo de dobramento baseado na proliferagédo celular. Cerca de
5x10° células foram cultivadas em placas de 96 pocos por 72h. O nimero de células foi
determinado utilizando-se o Kit CyQuant Cell Proliferation Assay. Os asteriscos mostram a
diferenca de expressao estatisticamente significativa (p<0,05). Experimento realizado em
triplicatas (n=3 experimentos independentes em quadruplicatas).
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Embora a linhagem MCF10A expressando o CD90 tenha apresentado uma
diferengca morfolégica mais sutil em relagao a linhagem controle MCF10-pLV, houve
uma notdria diferenga quanto ao crescimento celular, principalmente na auséncia do
fator de crescimento epitelial (EGF). Através dos registros de imagens mostrados
nas figuras 21A, 21B e 21C é possivel observar que as células da linhagem MCF10-
CD90+ eram um pouco maiores e alongadas e apresentaram uma velocidade de
crescimento maior em relagdo a linhagem controle tanto na presenga quanto na
auséncia do EGF. Quando quantificado o tamanho, notou-se que a linhagem
MCF10A-CD90+ era aproximadamente cinco vezes maior em relagao a linhagem
parental e a linhagem controle (Figura 21D). A analise do tempo de dobramento
dessas linhagens também foi realizado na presenga e na auséncia de EGF no meio
de cultura, conforme mostrado nas figuras 21E e 21F, respectivamente. A partir
desta analise, foi constatado que as células MCF10A-CD90+, independentemente
de EGF, levaram aproximadamente 20h para dobrarem o numero de células. Ja as
linhagens parental e controle apresentaram maior tempo de dobramento na
presenca de EGF em relacdo a célula MCF10A-CD90+ e esse tempo aumentou,

chegando a 50h, na auséncia do EGF.
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Figure 21: Caracterizagcao das linhagens MCF10A transduzidas.

As linhagens MCF10A-CD90+ e MCF10A-pLV foram cultivadas na presencga € na auséncia
de EGF. Fotomicrografias foram registradas apdés 24h (A), 48h (B) e 72h (C) do
plaqueamento para registro da diferenga da densidade celular e morfologia. O
plaqueamento foi realizado em baixa densidade celular e as imagens foram registradas no
microscopio EVOS Fl Fluorescence imager sob aumento de 100x. (D) Area celular da
linhagem MCF10A-pLV e MCF10A-CD90+ relativa a area da linhagem parental. As areas
das linhagens foram quantificadas no programa computacional Imaged. Tempo de
dobramento baseado na proliferagao celular das células cultivadas na presenca de EGF (E)
e na auséncia de EGF (F) . Cerca de 5x10° células foram cultivadas em placas de 96 pocos
por 72h. O numero de células foi determinado utilizando-se o Kit CyQuant Cell Proliferation
Assay. Os asteriscos mostram a diferenca de expressao estatisticamente significativa
(p<0,05). Experimento realizado em ftriplicatas (n=3 experimentos independentes
quadruplicatas).

4.4.2. Andlise da via de sinalizagao de EGF

A partir dos resultados anteriores, foi observado que a linhagem MCF10-A
expressando CD90 era capaz de crescer independentemente do fator de
crescimento epidérmico (EGF). Para investigar a possivel relagéo entre o CD90 e a
ativacao da via de sinalizacdo de EGF, inicialmente, foram avaliados, por Western
Blotting, a expressao proteica e a respectiva fosforilagdo de fatores cruciais
presentes nesta via. Devido a necessidade do EGF no meio de cultura para o

crescimento da linhagem MCF10-A parental, as células desta linhagem e daquela
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transformada com o vetor vazio foram carenciadas por somente 48h antes da
extragao proteica. Ja a linhagem MCF10A-CD90+ foi cultivada na auséncia de EGF.
Como controle positivo, foi feita a analise de todas as linhagens cultivadas na
presenca de meio contendo EGF (dados ndo mostrados). Através dessa anadlise de
Western blotting, foi possivel observar que houve uma alteragao significativa dos
niveis de fosforilagdo do receptor de EGF e de alguns fatores (Erk(1/2), c-dun e Jnk)

tanto na linhagem MCF10A-CD90+ como na linhagem Hs578T-CD90-.

Como mostrado na figura 22A, na auséncia de EGF, o nivel de expresséao da
forma fosforilada do seu receptor apresentou-se significativamente aumentado na
linhagem MCF10A-CD90*, e drasticamente reduzido na linhagem parental e naquela
transformada com vetor vazio (pLV-eFGP). Foi observado também uma diferenga de
expressao significativa na linhagem Hs578T. Conforme apresentado na mesma
figura, observa-se uma reducgao dos niveis de fosforilagdo do receptor de EGF na
linhagem Hs578T-CD90- e niveis um pouco mais elevados na linhagem parental e
naquela transformada com o vetor non-target. O mesmo padréao foi observado na
analise das proteinas Erk(1/2) (Figura B), c-Jun (Figura C) e Jnk (figura D), cujos
niveis de fosforilagdo foram mais elevados nas linhagens que expressam o CD90
(MCF10-CD90+, Hs578T-parental e Hs578T-non-target) e reduzidos nas linhagens
que nao expressam o CD90 (MCF10-A-parental, MCF10A-vetor vazio e Hs578T-
CD90-). Além desses fatores, também foi abalisada a fosforilagdo do c-Jun,
entretanto, ndo se encontrou diferenga de expressdo nas linhagens investigadas

(dados nao mostrados).
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Figure 22: Analise da expressao proteica de compononentes da via de sinalizagado de

sinalizagao EGF.
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Analise por Western Blotting do receptor de EGF (A), Erk(1/2) (B), c-Jun (C) e Jnk (D) nas
linhagens MCF10A-Parental, MCF10A-pLV (vetor vazio), MCF10A-CD90+, Hs578T-Parental,
Hs578T-non-target e Hs578T-CD90-. Os immunoblots mostrados sao resultados
representativos. Os resultados de densitometria sdo médias MédiatEPM; Os asteriscos
mostram a diferengca de expressado estatisticamente significativa (p<0,05). Experimento
realizado em ftriplicatas (n=3 experimentos independentes em triplicatas).

A partir da analise dos resultados obtidos por Western Blot, verificou-se que a
linhagem MCF10A expressando CD90, mesmo na auséncia de fator de crescimento
epidérmico, apresentou proteinas fosforiladas essenciais para ativagao da via de
sinalizagdo de EGF. Sabendo-se que essa via resulta na ativacdo do fator
transcricional AP-1 (activating protein-1), foi testado, entdo, se a linhagem MCF10A-
CD90+, na auséncia de EGF, era também capaz de ativar o fator AP-1. Para isso, foi
realizado ensaio de gene repodrter utilizando um vetor contendo o elemento
responsivo do fator de transcrigdo AP-1, o qual leva a transcrigdo do gene da
luciferase. A atividade desta enzima foi normalizada através da expressao
constitutiva da Renilla luciferase, cujo cDNA foi co-transfectado com o gene reporter.
Analise dos resultados mostrou que a atividade de AP1-luciferase na linhagem
MCF10A-CD90+ nao tratada com EGF foi significativamente maior, cerca de trés
vezes, em relagdo as linhagens parental e controle (Figura 23). Além disso, é
importante ressaltar que, mesmo na presenca de EGF, a atividade da luciferase
também foi maior nas células que superexpressdo CD90, mostrando que esta
molécula foi capaz nao so6 de ativar o fator AP-1 independentemente de EGF, como,

também, de aumentar a atividade de AP-1 na presenca do EGF.
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Figure 23: Analise da atividade do elemento responsivo do fator de transcricao AP-1.

2x10° células das linhagens MCF10A-Parental, MCF10A-pLV e MCF10A-CD90+ foram
plaqueadas, transfectadas com vetor pGL4.44 e pRL-TK, carenciadas para SFB e EGF ou
tratadas com EGF. A leitura da atividade da luciferase foi feita apds 48h da transfecgao no
comprimento de onda entre 560/480nm. A atividade da luciferase foi normalizada através a
atividade/expressao constitutiva da Renilla. Os asteriscos mostram a diferengca de
expressao estatisticamente significativa (p<0,05). O experimento foi realizado em triplicatas
(n=3 experimentos independentes em triplicatas).

Assim, em conjunto, os resultados mostraram que células ndo tumorigénicas
de mama expressando o CD90 foram capazes de ativar a via de sinalizacdo de EGF

independente da presenca deste fator no meio de cultura.

4.4.3. Analise de marcadores tumorais

Para caracterizagcdo do potencial tumorigénico do CD90 nas linhagens
transformadas, foram selecionadas proteinas que estdo relacionadas com a

transformacao maligna do cancer de mama para serem analisadas.
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Como marcador de malignidade, investigou-se a expressdo das duas
isoformas, (molécula completa e a truncada), do receptor Neuroquinina 1 (NK1). A
escolha desta proteina foi baseada em estudos que mostraram que a forma
truncada do NK1 exerce fungdes oncogénicas, encontrando-se mais expressa no
carcinoma mamario. Baseado nestes estudos, foi analisado tanto a expressao do
RNA mensageiro como da proteina das duas isoformas deste receptor. Os
resultados do RT-PCR quantitativo mostraram que a relagao entre a forma truncada
e a forma completa do receptor NK1 foi significantemente mais elevado na linhagem
MCF10-CD90+ chegando a ser 12 vezes maior em relagdo a linhagem parental
(Figura 24A) . Este resultado foi confirmado por Western Blot, no qual foi observado
uma maior expressao da forma truncada da proteina na linhagem MCF10A-CD90+.
Por outro lado, a inibicgdo do CD90 na linhagem Hs578T nao causou alteragcéo
significativa alguma na expressao do receptor NK1 na respectiva linhagem parental

e naquela transformada com o vetor non-target (Figura 24C; Figura 24D).
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Figure 24: Analise da expressao das isoformas completa e truncada do receptor NK1.

As linhagens celulares foram cultivadas conforme descrito em Material e Métodos. Apos
atingirem 80% de confluéncia, o RNA e as proteinas totais foram extraidos. A expressédo do
NK1 foi analisada por gRT-PCR (mRNA) e Western Blot (proteica). (A) resultado da analise
por qRT-PCR e (B) resultado da analise do Western das linhagens MCf10A-Parental,
MCF10A-vetor vazio e MCF10A-CD90+. (C) resultado da analise do qRT-PCR e (D)
resultado da analise do Western das linhagens Hs578T-Parental, Hs578T-non-target e
Hs578T-CD90-. A expressdao do mRNA é relativa as linhagens parentais (MCF10A e
Hs578T). Os genes enddgenos utilizados para a normalizagao foram: GAPDH e HPRT. Os
resultados de densitometria sdo médias MédiaztEPM; Os asteriscos mostram a diferenca de
expressao estatisticamente significativa (p<0,05). Experimentos realizados em triplicatas
(n=3 experimentos independentes em ftriplicatas).

Além de investigar o NK1, foi analisado também a expressao proteica de
marcadores do processo da transicdo epitélio-mesenquimal. Esta analise foi
baseada no fato do CD90 ser um marcador classico de células-tronco mesenquimais
e a transicao ser caracterizada pela mudanca do fendtipo epitelial para mesenquimal.
Basicamente, esta mudanca se da através da perda, ou expressao reduzida, de
marcadores de células epiteliais, como: E-caderina e claudina, e o aumento da
expressao de marcadores mesenquimais, como a N-caderina e vimentina. Quando

os marcadores mesenquimais foram analisados nas linhagens MCF10A-Parental,
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MCF10A-vetor vazio e MCF10-CD90+, foi possivel observar que os marcadores
mesenquimais vimentina e N-caderina, estavam mais expressos nas linhagens
MCF10A-CD90+ (figura 25A; Figura 25B). Ja nas linhagens Hs578T-Parental,
Hs578-T non-target e Hs578T-CD90- a expressdo desses marcadores estava
reduzida na linhagem Hs568T-CD90- (Figura 25D; Figura 25E). Nao houve alteracéo
significativa do marcador epitelial E-caderina nas linhagens analisadas (figura 25C;
Figura 25F), devendo ser investigada a localizagcdo deste marcador por

imunohistoquimica.
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Figure 25: Anadlise da expressao proteica dos marcadores da transicao epitélio-

mesenquimal.
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Analise de Western Blotting da expresséo de Vimentina (A), N-caderina (B), E-caderina (C)
nas linhagens MCF10A-Parental, MCF10A-pLV (vetor vazio), MCF10A-CD90+. Vimentina
(C), N-caderina (D), E-caderina (E) e Hs578T-Parental, Hs578T-non-target e Hs578T-
CD90-. Os immunoblots mostrados sao resultados representativos. Os resultados de
densitometria sdo médias MédiatEPM; Os asteriscos mostram a diferenga de expressao
estatisticamente significativa (p<0,05). Experimento realizado em ftriplicatas (n=3
experimentos independentes em triplicatas).

4.4.4. Andlise in vitro do potencial invasivo das linhagens celulares

Com intuito de caracterizar o potencial invasivo das linhagens transformadas
com o CD90, foram realizados ensaios de quimioinvasao celular in vitro. Os ensaios
foram realizados em placas do tipo Transwell®, utilizando-se membrana basal

reconstituivel (Matrigel™

) como substrato para invasao e soro (SFB) como agente
quimioatrativo. As células, previamente carenciadas para soro, foram plaqueadas
sobre as membranas de policarbonato porosas das placas Transwell®, as quais

estavam revestidas, ou ndo, com Matrigel™ para determinar o grau de invasdo e o

grau de migracao celular.

A partir destes ensaio, observou-se que dentre as linhagens MCF10A,
somente aquele expressando o CD90 foi capaz de migrar (Figura A) em diregao ao
agente quimioatrativo. Além disso, somente células desta linhagem foram capazes
de degradar os elementos da matriz extracelular, presente na membrana basal
reconstituivel, e invadir atingindo o compartimento inferior da camara (Figura B). Ja
para as outras linhagens, MCF10A-parental e MCF10A-vetor vazio, observou-se

apenas um numero néo significativo de células na porgéao inferior da camara.

Os ensaios realizados com as linhagens Hs578T-Parental, Hs578T-non target
e Hs578T-CD90- mostraram que houve uma diminuigdo significativa do numero de

células da linhagem Hs578-T com o CD90 silenciado que foram capazes de migrar

109



para o lado inferior da camara (Figura C). Também foi observado que células desta

mesma linhagem, Hs578T-CD90-, apresentaram uma baixa capacidade de invaséo

através dos poros obstruidos com a membrana basal de Matrige

ITM

(Figura D). Como

esperado, a linhagem parental e aquela que recebeu o non-target foram capazes

tanto de migrar de como invadir a placa revestida em direcdo ao agente

quimioatrativo.
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Figure 26: Ensaio de migracao e invasao celular em Transwell® utilizando membrana
basal reconstituivel (MatrigelTM).

As células (10°/pogo) carenciadas para soro das linhagens parentais e transformadas foram
plaqueadas sobre as camaras revestidas, ou ndo, com a membrana basal. No
compartimento inferior, foram adicionados meios de cultura especificos contendo alta
concentragao de soro, o qual atuou como quimioatrativo. Apdés 48horas as células foram
fixadas e coradas. As fotomicrografias foram registradas no microscopio EVOS FI
Fluorescence Imager no aumento de 100x. (A) Migragao das linhagens MCF10A-Parental,
MCF10A-vetor vazio e MCF10A-CD90+, (B) contagem de células que migraram para o lado
inferior do inserto, (C) Invasdo das linhagens MCF10A-Parental, MCF10A-vetor vazio e
MCF10A-CD90+, (D) numero de células que invadiram a membrana basal. (E) Migragao das
linhagens Hs578T-Parental, Hs578T-non-target e Hs578T-CD90-, (F) numero de células que
migraram através dos poros, (G) invasdo das linhagens Hs578T-Parental, Hs578T-non-
target e Hs578T-CD90- e (H) numero de células que invadiram a membrana basal. A barra
de erros representa o desvio padrao de trés experimentos independentes realizados em
triplicatas. Os asteriscos mostram as diferengas de expressao estatisticamente significativas
(p<0,05).

113



4.4.5. Analise in vitro do potencial metastatico das linhagens celulares

Para investigar o potencial metastatico das linhagens transformadas com o
CD90, foram realizados ensaios in vitro de formacao de colénia em meio semi-sdlido.
Foram realizados trés experimentos independentes, em triplicatas, com as linhagens
parentais, controles e transformadas. Além disso, devido a importancia do EGF nos
resultados anteriores, os ensaios com as linhagens MCF10A-Parental, MCF10A-

vetor vazio e MCF10A-CD90+ foram feitos na presenca e auséncia deste fator.

Conforme esperado, a linhagem né&o-tumorigénica MCF10A-Parental e a
MCF10A-vetor vazio nao foram capazes de formar colénias nos diferentes meios.
Por outro lado, a linhagem MCF10A-CD90+ apresentou capacidade de formar
numerosas colénias no meio contendo EGF e também formou uma quantidade
significativa de colénias no meio sem EGF (figura 27A; Figura 27C). Foram
observados cerca de 200 colénias no meio contendo EGF e 50 colénias no meio
sem EGF (Figura 27B; Figura 27D), mostrando o possivel potencial metastatico

dessa linhagem independentemente do fator de crescimento epidérmico.

Conforme o esperado, também houve formacéo de colénias nas linhagens
tumorais Hs578T-Parental e Hs578T-non target. Foram contadas aproximadamente
80 colbnias tanto da linhagem parental bem como na linhagem controle. A inibigao
do CD90 na linhagem tumoral Hs578T levou uma drastica redugdo no tamanho e no
numero de colbnias, sendo contabilizadas cerca de no maximo 20 pequenas
colonias formadas (figura 27E; figura 27F), sugerindo, assim, um baixo potencial

metastatico dessa linhagem.
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Figure 27: Ensaio de formacgao de colénias em suspensao de agarose.

N° de coldnias totais

As suspensées de células (10* células/poco) foram plaqueadas sobre a camada de agarose
0,6% em meio de cultura especifico. Para a camada superior, foi utilizado agarose 0,3%.
Apods 21 dias, foi determinado o numero de colbnias e foram registradas fotomicrografias ao
microscopio EVOS FI Fluorescence Imager no aumento de 100x. (A) Ensaio de formagéo de
colénias das linhagens Hs578T-Parental, Hs578T-non-target e Hs578T-CD90- e (B)
numero de coldnias totais. (C) Linhagens MCF10A-Parental, MCF10A-vetor vazio e
MCF10A-CD90+ no meio contendo EGF e (D) numero de colénias contadas. (E) Linhagens
MCF10A-Parental, MCF10A-vetor vazio e MCF10A-CD90+ no meio sem EGF e (F) numero
de colbnias contadas. A barra de erros representa o desvio padrao de trés experimentos
independentes realizados em ftriplicatas. Os asteriscos mostram as diferencas de expressao
estatisticamente significativas (p<0,05).

4.4.6. Analise do potencial metastatico in vivo das linhagens celulares

Para uma caracterizacdo mais acurada do papel do CD90 no potencial
metastatico das linhagens de mama, foram realizados ensaios premilinares in vivo
de metastase experimental em pulmdo de ratos imunodeficientes. 1x10° células
foram injetadas via veia caudal dos animais e, apds 45 dias, os pulmdes foram
examinados quanto ao numero de coldnias superficiais. Conforme esperado, nos

pulmbes dos ratos injetados com as células das linhagens MCF10A-Parental e
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MCF10-A-vetor vazio ndo se observou col6nia alguma. Além disso, os pulmdes
desses animais apresentaram uma superficie homogénea e clara (Figura 28A). Ja
os pulmdes dos animais injetados com a linhagem MCF10-A superexpressando o
CD90 apresentaram colénias na superficie e focos escuros, que podem ser regides
de necrose (Figura 28A). Foram observadas colbnias nos pulmdes de todos os ratos
injetados com as células das linhagens Hs578T-Parental, Hs578T-non target e
Hs578T-CD90-. Entretanto, os pulmdes dos ratos injetados com as células parentais
e controle apresentaram extensas regides de necrose, conforme pode ser

observado na figura 28B.

As coldnias superficiais de todos os pulmdes foram contadas, e os resultados
sdo apresentados nas figuras 28C e 28D. Apesar do numero de colbnias
observadas nos pulmdes dos animais injetados com as linhagens MCF10-CD90 e
Hs578T-CD90- ser maior, € importante ressaltar que as lesbes e as extensas
regides de necroses dos pulmdes correspondentes as linhagens Hs578T-Parental e
Hs578T-non target dificultaram a contagem macroscopica. Estes pulmdes estdo em

analise histolégica para a avaliagao patoldgica.
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Figure 28. Ensaios de metastase in vivo em pulmao de ratos injetados com as
linhagens parentais e transformadas.

1x10° células foram injetadas via veia caudal em ratos imunodeficientes. Apds 45 dias, os
animais foram eutanasiados e os pulmdes foram analisados. (A) Pulmdes dos animais
injetados com as linhagens MCF10-Parental, MCF10A-vetor vazio e MCF10-A-cd90+. (B)
Pulmdes dos animais injetados com as linhagens Hs578T-Parental, Hs578T-non target e
Hs578T-CD90-. (C) Numero de col6nias na superficie dos pulmdes dos animais injetados
com as células das linhagens MCF10-Parental, MCF10A-vetor vazio e MCF10-A-cd90+. (D)
Numero de col6nias na superficie dos pulmdes dos animais injetados com as células das
linhagens Hs578T-Parental, Hs578T-non target e Hs578T-CD90-.
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5. DISCUSSAO

5.1. Analise dos marcadores de células tronco

Em busca de novos marcadores que estejam relacionados com o potencial
agressivo do carcinoma mamario e com a biologia de células-tronco, na primeira
parte deste trabalho, analisou-se a expressao de dez marcadores de células-tronco
em quatro linhagens distintas de cancer de mama e em uma linhagem nao-

tumorigénica.

Através da analise do nivel do mRNA, foram obtidos resultados interessantes
relacionando alguns dos marcadores de células-tronco com certas caracteristicas
das linhagens celulares de mama. A expressao do ABCG2 foi observado apenas na
linhagem MCF-7. ABCG2 é uma proteina transportadora de membrana da familia
ABC (adenosine triphosphate (ATP)-binding cassete) que funciona como uma
bomba de efluxo, dependente de energia, extruindo drogas e substancias téxicas
para o meio extracelular (Borst et al., 2000). Além desta proteina ser conhecida por
conferir a células tumorais uma resisténcia a multiplasdrogas (Fojo & Coley, 2007),
também ¢é muito utilizada para isolar uma populacdo especifica de células com
caracteristicas de células-tronco, denominada side population (Goodell et al., 1996).
Esta subpopulacgéo foi identificada em diversas linhagens tumorais, incluindo a MCF-
7, estando estritamente associada a células iniciadoras de tumor e a resisténcia a
tratamentos quimioterapicos (Patrawala et al., 2005). Um fato interessante descrito
por Yin e colaboradores foi que a expressdo do ABCG2 na linhagem MCF-7 é
reprimida durante a transicao epitélio-mesenquimal (Yin et al., 2008). Assim, a
expressao desse gene foi encontrada apenas em MCF-7, provavelmente, devido ao
fato desta linhagem ser a unica com caracteristicas de células epiteliais, entre as

linhagens tumorais analisadas.
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Outro marcador encontrado na linhagem MCF7 foi o c-Kit. Também
conhecido como CD117, o c-Kit € um receptor tirosina quinase, cujo ligante é uma
proteina denominada stem cell factor. Este receptor possui um papel importante no
desenvolvimento de células-tronco hematopoiéticas, células germinativas e
melanécitos (Gibson et al., 2002), estndo envolvido em diversos mecanismos
celulares como: proliferagao, diferenciagcdo e tumorigénese (Heinrich et al., 2002).
Estudos realizados em mama mostraram que o c-Kit esta altamente expresso em
tecidos epiteliais mamarios normais e possui uma baixa expressao em tumores de
mama invasivo ou metastatico (Natali et al., 1996; Chui et al., 1996). Além disso, em
estudo similar, Kondi-Patifi e colaboradores observaram uma superexpressao do c-
Kit em lesbes benignas mamarias e, em contraste, uma baixa expressdo em
carcinomas invasivo de mama (Kondi-Patifi et al., 2010). Além disso, um trabalho
mais recente, identificou o c-Kit na maioria das células progenitoras luminais RE(-)
mamarias € mostrou que a via de sinalizagao desta molécula pode ser um potencial
alvo para terapia ou prevengao de cancer de mama associado ao gene BRCA1
(Regan et al., 2012). Assim, de acordo com esses dados e a expressao diferencial
do c-Kit encontrado na linhagem MCF7, é possivel sugerir que o c-Kit poderia ser
um marcador de bom progndstico no carcinoma mamario. Entretanto, para isso, é
extremamente necessario uma caracterizagcdo molecular e uma investigagao clinica

mais completa do papel dessa molécula.

Embora o c-Kit tenha se mostrado um marcador interessante para ser
estudado, o CD14 foi considerado mais promissor devido a sua alta expressido na
linhagem nao tumorigénica MCF10A. Apesar de ser uma molécula classicamente
descrita como um componente do sistema imune, o CD14, assim como o c-Kit,

também foi observado em células do tecido mamario. O primeiro relato da expressao
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do CD14 em mama foi em células epiteliais luminais de camundongo em um
trabalho que associou este receptor e STAT3 ao processo de involugéo da glandula
mamaria (Stein et al., 2004). Posteriormente, o CD14, em conjunto com o CD61, foi
identificado como novos marcadores de células progenitoras luminais mamarias
(Asselin-Labat et al., 2007), tendo sido utilizados para caracterizar alguns tipos
celulares em uma hipotética organizagao hierarquica da glandula mamaria (Stingl,
2009). Sustentando esses dados, um estudo mais recente de caracterizagao das
células luminais da glandula mamaria, revelou que, dentre a populagao de células
luminais examinadas, o CD14 estava expresso em cerca de 86% das células
progenitoras, confirmando a relevancia desta proteina no tecido mamario (Shehata
et al.,, 2012). Funcionalmente, ndo se sabe o papel do CD14 nestas células,
entretanto, estudos sugeriram que o CD14, identificados em células luminais ER-,
pode constituir uma vantagem evolutiva para indicar a presenga de bactérias no leite
materno, podendo, também, ser o responsavel pela inflamacédo que causa a mastite
(Kendrick et al., 2008). Uma caracteristica relevante do CD14 & que existe uma
forma soluvel, na qual a proteina perde a porgcdo final da cauda
glicosilfosfatidilinusitol, que pode ser encontrada tanto no soro (Ziegler-Heitbrock and
Ulevitch, 1993), como na urina (He et al., 2012). Um dado interessante desta forma
soluvel foi observado em pacientes com cancer de mama HER2+. Neste trabalho, foi
demonstrado que pacientes com menor nivel de CD14 soluvel no soro apresentaram
um maior risco de recorréncia da doenca, em comparagdo com Os que
apresentaram um nivel maior dessa proteina no soro (He et al., 2012). Segundo os
autores deste trabalho, o CD14 poderia ser um potencial biomarcador no
prognéstico de recidiva no carcinoma mamario do subtipo HER2+. Desse modo,

dentre os marcadores de células-tronco analisados neste trabalho, o CD14 foi

123



selecionado como o mais promissor, podendo ser um indicador de melhor
prognéstico. Entretanto, este marcador deve ser caracterizado funcionalmente e
avaliado em amostras de pacientes para, assim, ter respostas mais relevantes de
sua fungao e distribuicdo no cancer de mama. E importante ressaltar que apesar dos
resultados ndo terem sido apresentados neste trabalho, ambos estudos estdo em

andamento.

Alguns marcadores, como CD29, CD31, CD105, bem como os marcadores de
células iniciadoras de mama CD44 e CD24, apresentaram expressao tanto na
linhagem n&o-tumorigénica MCF10-A bem como em, pelo menos, uma das
linhagens tumorigénicas de mama. Dessa forma, ndo foram selecionados para
analise funcional, uma vez que ndo estavam diferencialmente expressos e nao
mostraram relagdo com o grau de malignidade das linhagens tumorais de mama. Ja
o CD200, apesar da alta expressao apenas na linhagem tumorigénica MDA-MB-435,
nao foi selecionado devido a origem controversa desta linhagem. Muitostrabalhos da
literatura vem questionando se as células MDA-MB-435 foram realmente originadas
de um carcinoma mamario, uma vez que que esta linhagem possui expressao de

diversos marcadores de melanoma (Brown et al., 2000).

Dentre todos os marcadores analisados, o CD90 mostrou-se o mais
interessante. Também conhecido como Thy-1, o CD90 é uma glicoproteina
ancorada a superficie celular, tendo sido originalmente identificada em timécitos
(William et al., 1982; Seki et al., 1985). Atualmente, o CD90 ja foi descrito em
diferentes tipos celulares (Haeryfar et al., 2004) sendo relacionado com diversas
fungdes distintas, tais como: ativagao de células T (Fujita et al., 1996), regulacéo do
crescimento de neuritos (Tiveron et al., 1992,) proliferagdo (Fries et al., 1994),

adesao e migragao celular (Saalback et al., 2002; He et al.,, 1991; Barker et al.,
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2004). Cada vez mais, o CD90 vem sendo utilizado e conhecido como marcador de
células-tronco. Este receptor ja foi identificado em células progenitoras hepaticas
(Lazaro et al., 2003; Herrera et al., 2006; Dan et al., 2006), células-tronco
hematopoiéticas (Craig et al., 1993), células progenitoras de queratindcitos
(Nakamura et al., 2006) e, de acordo com padrao estabelecido por Dominicci e
colaboradores, o CD90 é um dos marcadores que deve estar positivo para
caracterizacao e isolamento de células-tronco mesenquimais (Dominicci et al., 2006).
Além disso, em cancer, o CD90 foi identificado em alguns tipos de tumores, tendo
siso caracterizado por estes trabalhos como um marcador de células iniciadoras
tumorais. Em carcinoma hepatocelular, o CD90 foi identificado em uma
subpopulacao de células mais agressivas que foram caracterizadas como sendo
células iniciadoras tumorais (Yang et al., 2008). Estudos clinicos deste marcador
mostraram que quanto mais elevado o nivel de expressao do CD90 pior era o
prognéstico do paciente portador da doenga (Jeng-wei et al., 2011; Sukawati et al.,
2013). Além disso, um estudo mais recente mostrou que a presenga de células
CD90+ neste carcinoma estava associada com a alta incidéncia de metastase a
distancia (Yamashita et al., 2013). Estudos realizados em glioblastoma, sugeriram o
CD90 nao apenas como um potencial marcador de progndstico, mas, também,
como um marcador de células iniciadoras de tumor em gliomas (Liu et al., 2006; He
et al., 2011). Em céancer de esbfago, foi mostrado que as células CD90+
apresentavam habilidade de iniciar o tumor, se diferenciar, apresentar potencial
metastatico e, ainda, eram resistentes a quimioterapia (Kwan Ho et al., 2013). O
primeiro relato do CD90 no carcinoma mamario humano € mostrado nesta tese,
tendo sido obtido através da analise das linhagens celulares de mama.. Neste

trabalho, foi observado que a expressdo do CD90 estava relacionada com o grau de
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malignidade das linhagens analisadas, sendo que cerca de 90% das células
presentes na linhagem mais maligna Hs578T eram CD90+ (Lobba et al., 2012). A
partir desses resultados e dos dados da literatura, o CD90 foi considerado o
marcador mais promissor, merecendo ser melhor investigado quanto ao seu papel

funcional durante a progressao tumoral do carcinoma mamario.

5.2. Caracterizagao funcional do CD90

Os primeiros resultados obtidos sobre a caracterizagcao funcional mostrou que
o CD90 foi capaz de alterar a morfologia celular. De acordo com os resultados, foi
observada uma diminuicdo no tamanho e um arredondamento das células da
linhagem Hs578T-CD90- e um aumento significativo do tamanho das células da
linhagem MCF10-CD90+. Embora ndo se saiba o mecanismo exato para explicar
essas mudancas, especula-se que podem ser atribuida a alteracdo da sinalizacao
exercida pelo CD90 nas células. Um fato ja descrito € que a proteina CD90 é co-
imunoprecipitada com proteinas da familia de tirosinas quinases (SFKs) (Narisawa-
Saito et al., 1996; Stuermer et al., 2001). Acredita-se que a expressao do CD90 na
membrana da célula é suficiente para inibir ativacdo das SFKs, levando a diminuigao
da fosforilacdo da p190RhoGAP e resultando no aumento da ativagdo da Rho
GTPase (Barker et al., 2004). A Rho GTPases sado importantes reguladores da
homeostase dos tecidos, trabalhando no sentido de coordenar sinais extracelulares
e intracelulares em multiplos processos celulares (Ramakers, 2002; Welsh et al.,
2001). A ativagdo da Rho GTPase promove a montagem da fibra de estresse e a
formagdo da adesédo focal (Ridley & Hall, 1992) e estes efeitos tem um impacto
significativo na interacdo célula-substrato-, organizacdo do citoesqueleto e

progressao do ciclo celular (Barker et al., 2004). Apesar destas alteragbes serem
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apenas hipotéticas, seria interessante avaliar mais profundamente essa via, ja que,

teoricamente, poderia ser uma op¢ao de alvo para terapia do carcinoma mamario.

Além da mudanga morfoldgica, também houve alteracdo na proliferagdo das
células transformadas. Foi observado que houve uma diminuigdo significativa na
taxa de proliferagdo da linhagem Hs578T-CD90- e um aumento drastico na
proliferacdo da linhagem MCF10A-CD90+. Um fato importante neste resultado foi a
capacidade da linhagem MCF10A-CD90+ de proliferar independentemente da
presenca do EGF no meio de cultura. E importante ressaltar que, pela primeira vez,
foi demonstrado que a expressdao do CD90 foi capaz de manter a via de EGF
ativada. Esta ativacdo foi constatada através do aumento da expressdao da forma
fosforilada do receptor e dos fatores Erk, c-Jun, e Jnk na linhagem MCF10A-CD90+
e a diminuigdo dos mesmos na linhagem Hs578T-CD90-. Além disso, a analise da
atividade do elemento responsivo ao fator de transcricado AP1 comprovou que a via
de EGF, além de estar ativada, também é funcional na linhagem MCF10-CD90.
Atualmente, sabe-se que a superexpressao do EGFR no carcinoma mamario esta
associado com maior tamanho do tumor, com a baixa diferenciacido celular e com o
pior prognostico (Sainsbury et al., 1987; Salomon et al.,, 1995). Como descrito
anteriormente, este receptor € normalmente encontrado no subtipo triplo-negativo
mais agressivo, basal-like (Burness et al., 2010; Rakha et al. 2007), e o tratamento
das pacientes apresentando este fendtipo vem sendo um desafio ndo apenas pela
agressividade do tumor, mas, também, pela falta de uma terapia-alvo relevante. A
maioria das vias de sinalizagdes ativadas pelo receptor de EGF é mediada por PI3
quinase, Ras-Raf-MAPK e Jnk (Downward et al.,1984; Schulze et al., 2005). Ao nivel
celular, esta via induz a proliferagdo celular, altera a motilidade e protege contra
apoptose. Ao nivel fisiolégico, a ativagdo da via promove invasdo e angiogénese
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(Eccles, 2011). A desregulacédo da via de EGF pela superexpressao do EGFR ou
pela ativagdo constitutiva da via pode promover a progressao tumoral, incluindo a
doenca metastatica (Salomon et al.,, 1995, Lurge & Lenz, 2009; Martinazzi et al.,
1993). Paralelamente a via de EGF, a sinalizagdo disparada pelo CD90, embora
ainda nao esteja muito elucidado, também parece ter um papel na proliferagao
celular. Para esta fungao parece requerer a via da calcineurina, proteina tirosina
quinase, PI-3 quinase, proteina quinase C, MAPK, Smad1 e STAT3 (Haeryfar &
Hoskin, 2001; Takahashi et al., 2005), podendo, assim, de alguma forma, haver uma
integracdo que explique a ativagao da via de EGF pelo CD90. Apesar da integracéo
destas duas vias ser promissora, nao foi elucidado neste trabalho se o CD90 esta
relacionado diretamente com a ativacao da via de EGF ou se esta relacionado com
a regulacao da expressao génica e a producgao constitutiva do EGF. Assim, para
uma melhor avaliacdo dos mecanismos de proliferacdo envolvendo o EGF e o CD90,

primeiramente, deve se esclarecer em qual nivel ocorreu a modificacao celular.

Como marcador de malignidade observou-se a expressdao do receptor
Neuroquinina-1 (NK1). A escolha do NK1 foi devida ao fato do gene correspondente
a este receptor codificar duas formas distintas, sendo uma com o tamanho completo
e a outra truncada (Fong et al., 1992). A forma truncada exerce fungéo de oncogene,
estando aumentada no cancer de mama (Patel et al., 20050. Nossos resultados
demonstraram que houve um aumento dos niveis tanto do mRNA como da proteina
da forma truncada nas células MCF10A-CD90+, sugerindo uma caracteristica mais
maligna desta linhagem. Ja na linhagem Hs578T-CD90- ndo houve diferenca
significativa em relagdo a parental Hs578T, o que pode ser devido ao fato do
silenciamento do CD90ter sido eficiente, porém ainda existir alguma expressao que
pode alterar o resultado.  Apesar da diferenca ter sido observada apenas na
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linhagem na qual o CD90 foi superexpresso, o resultado mostrou que a expressao

do CD90 pode levar a expressado de um fendétipo mais maligno no cancer de mama.

Outro parametro caracterizado foi o papel do CD90 na tumorigénese. Para
avaliar a capacidade migratéria e invasiva das células, foi realizado ensaio in vitro

utilizando elementos de membrana basal reconstituivel (Matrigel™

) como substrato
para invasao. Os resultados desse ensaio mostroram que as células MCF10A-
CD90+ foram capazes tanto de migrar como de invadir a membrana basal. As
células Hs578T-CD90- apresentaram uma diminuigdo significativa da habilidade de
migracdo e invasdo em relagcdo a linhagem parental. A invasividade tumoral
apresentada nesse ensaio esta diretamente relacionada a capacidade das células
tumorais de migrarem e invadirem tecidos vizinhos, disseminando-se via circulagao
sanguinea e linfatica. A plasticidade de células epiteliais e a perda de diferenciagao
sdo0 um marco na progressdao maligna durante as fases invasivas e metastaticas.
Nas etapas iniciais do processo metastatico, as células tumorais sofrem alteracoes
morfolégicas que envolve perda da polaridade, perda do contato com células
vizinhas e a subsequente dispersdo apo6s aquisicdo de motilidade (Thiery and
Sleeman, 20060. Sabe-se que essa mudangca morfologica ocorre devido a
reorganizagdo do citoesqueleto através da atividade da proteina Rho GTPase
(Barker et al., 2004). Conforme descrito anteriormente, aparentemente, o CD90 pode
interagir tanto com integrinas como com tirosinas quinases citoplasmaticas, as quais
podem levar a ativagado da proteina Rho GTPase e, consequentemente, a migragao

celular (Wetzel et al., 2004, Saalback et al., 2005), reforcando, novamente, a

importancia da via do CD90 na progressao tumoral do cancer de mama.

Outro processo relacionado com as alteragbes morfoldgicas que levama

invasao € o processo de transi¢cao epitélio-mesenquimal. Como ja foi descrito, este
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processo € caracterizado pela mudanca do fendtipo epitelial para o fendtipo
mesenquimal. Essa alteragdo envolve desarranjo de jungdes aderentes e
desmossomos, bem como a reorganizagao dos complexos celulares de adesao ao
substrato. Apdés perda de polaridade, o citoesqueleto ¢é significativamente
remodelado. A substituicao do filamento intermediario de citoqueratina por vimentina
€ considerado um importante critério na ocorréncia da transicdo (Petersen et al.,
2001; Savanger, 2001; Thiery, 2003; Vicent-Salomon & Thiery, 2003). Os resultados
mostraram que tanto a expressdao do CD90 na linhagem MCF10A, quanto sua
inativagdo na linhagem HS578T levou a alteragdes de marcadores da transicéao
epitélio-mesenquimal. Foi observado um aumento da expressdo dos marcadores
mesenquimais, vimentina e n-caderina, na linhagem MCF10A-CD90+ e uma
diminuicdo desses marcadores na linhagem Hs578T-CD90-. Entretanto, ndo se
observou uma diferenga significativa na expressao do marcador epitelial E-caderina
nas linhagens transformadas. Entretanto, este marcador devera ser analisado
através da técnica de imunofluorescéncia, ja que, em alguns casos, durante a
transicao epitélio-mesenquimal, ndo € observada a diminuicdo da expressao da E-

caderina e, sim, sua translocacdo da membrana para o citoplasma.

O aumento da expressao dos marcadores mesenquimais nas linhagem
MCF10A-CD90+ sugere que o CD90 pode de alguma forma iniciar a transigdo das
células para o fendtipo mesenquimal sem estimulos extracelulares e fatores
presentes no microambiente. Dessa forma, de acordo com a hipétese proposta pela
Figura 5 estas células seriam mais propicias a migrarem e reverterem o fenétipo

mesenquimal no sitio secundario distante.

Ainda relacionado com o processo de invasao e metastase, também deve ser

mencionado que, durante a invasdo, ocorre uma complexa cascata de eventos,
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incluindo a quebra organizada dos componentes da matriz extracelular por
metaloproteinases de matriz (MMPs) (ltoh & Nagase, 2002). Um dado interessante,
descrito por Tang e colaboradores, mostrou que células iniciadoras de tumor de
es6fago CD90+ apresentaram uma elevada expressdao de metaloproteinases
envolvidas na carcinogénese (Tang et al., 2013). Embora o estudo das MMPs nao
tenha sido o foco inicial do trabalho, a andlise desses fatores sera de extrema
importancia para complementar a caracterizagao do papel CD90 na tumorigénese de

mama.

Para completar a caracterizagdo da natureza tumorigénica do CD90, o
potencial metastatico das linhagens celulares foi avaliado através de ensaios in vitro
de formacdo de colénia em meio semi-solido e ensaios in vivo de metastase
experimental em pulm&o de ratos imunodeficientes do tipo nude. O ensaio in vitro
tem sido classicamente utilizado para demonstrar a propensdao de linhagens
celulares a metastase. Os resultados publicados sugerem que €& possivel
estabelecer uma correlacido entre a capacidade de crescimento de células tumorais
em agarose com a capacidade proliferativa destas células em sitios especificos de

metastase (Lee & Welch, 1997, Li et al, 1989).

In vivo, o processo de metastase pode ser avaliado experimentalmente
através de ensaios nos quais as células tumorais sao injetadas ortotopica ou
diretamente na circulacdo de animais experimentais. Estes ensaios sdo chamados,
respectivamente, de metastase espontanea e metastase experimental. Em ambos
0s casos, a etapa fina do ensaio consiste na formacdo de metastases visiveis em

sitios secundarios.
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De acordo com os resultados obtidos nos ensaios, foi observado que a
linhagem MCF10A-CD90+ apresentou células com capacidade metastatica. Ja a
linhagem Hs578T-CD90- apresentou uma menor propensao metastatica in vitro. A
partir deste ensaio, foi possivel confirmar que o CD90 foi responsavel pela

malignizacao celular no cancer de mama.

Assim, pela primeira vez, o CD90 foi caracterizado funcionalmente como um
marcador envolvido na transformagado maligna do carcinoma mamario. Diversos
mecanismos hipotéticos de possiveis vias do CD90 foram correlacionados com as
mudancgas celulares durante o processo de tumorigénese da mama. Esses
mecanismos deverao ser estudados ndo s6 para o melhor entendimento da biologia
do cancer de mama, mas, também, para o desenvolvimento de terapias-alvo mais
especificas. Além disso, € essencial que se faga um estudo clinico do CD90 para
correlacionar a expressao deste receptor com os parametros moleculares e anato-
patolégicos que sdo utilizados nos atuais protocolos clinicos, para que se possa,
assim, sugerir o CD90 como um novo marcador molecular que podera
complementar os prognoésticos das pacientes portadoras do carcinoma mamario.
Para perseguir este objetivo, uma colaboragcdo foi montada com
pesquisadores/médicos da Faculdade de Medicina da Santa Casa de Misericédia de
Sao Paulo, para se ter acesso ndao s6 a amostras tumorias e normais de mama, mas,
também, aos prontuarios das pacientes. Este estudo esta em andamento, com um

grande numero de amostras tendo sido coletadas e processadas.
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6. CONCLUSAO

Neste presente trabalho, através da analise de diversos marcadores de
células tronco, foi identificado um marcador, o CD90, que estava relacionado com o
grau de malignidade das linhagens tumorais analisadas. Buscando entender melhor
o papel do CD90 na progressao tumoral mamaria, foi realizado um ensaio funcional
através da superexpressao deste marcador na linhagem de mama nao-tumorigénica
e o silenciamento na linhagem tumoral mamaria mais agressiva. De acordo com o
estudos realizados, foi demostrado que o CD90 esta envolvido com diversos
processos celulares que podem levar a transformacdo maligna, tais como, a
alteracao morfolégica das células, aumento da proliferagao celular, ativacdo da via
de EGF, expressao de marcadores de malignidade, invasdo e metastase. Assim,
pela primeira vez, foi demosntrado que o CD90 esta envolvido com o processo de
malignizacdo no cancer de mama. Além disso, coletivamente, os dados obtidos
neste estudo estendem o conhecimento para o entendimento da biologia do cancer
de mama, contribuindo, assim, para futuros estudos que visam o desenvolvimento

de novos protocolos clinicos e terapéuticos.
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7. PERSPECTIVAS

Os dados obtidos neste trabalho permitem propor as seguintes perspectivas

para a continuacio deste estudo:

* Repetir o ensaio de tumorigénese in vivo.

* Analisar anato-patologicamente os pulmdes dos ratos do ensaio in vivo.

* Analisar a expressao dos marcadores moleculares utilizados na classificagao
dos subtipos de tumores mamarios (RE, RP e HER2) nas linhagens

transformadas com o CD90

* Analisar os marcadores de transicao epitélio-mesenquimal utilizando a técnica

de imunohistoquimica

* Avaliar se a linhagem MCF10A passa a expressar o CD90 apds o tratamento

com TGF-}

* Analisar os genes de pluripoténcia (OCT-4, Nanog, Sox2 e KIf4) nas

linhagens transformadas com CD90

* Analisar a expressao das metaloproteinases de matriz e seus inibidores nas

linhagens transformadas com o CD90

* Avaliar a capacidade das células transformadas com CD90 de formar

mamoesferas

* Avaliar a viabilidade celular apds o tratamento quimioterapico

* Caracterizar o CD14 na linhagem MCF10A e Hs578T através do ensaio

funcional
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* Analisar a expressao do CD90 e do CD14 em amostras de pacientes

portadoras de cancer de mama e correlacionar com os dados clinicos
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¢ Abstract
The recently emerged concept of cancer stem cell (CSC) has led to a new hypothesis on
the basis for tumor progression. Basically, the CSC theory hypothesizes the presence of a
hierarchically organized and relatively rare cell population, which is responsible for tumor
initiation, self-renewal, and maintenance, in addition to accumulation of mutation and
resistance to chemotherapy. CSCs have recently been described in breast cancer. Different
genetic markers have been used to isolate breast CSCs, none of which have been corre-
lated with the tumorigenicity or metastatic potential of the cells, limiting their precise
characterization and clinical application in the development of therapeutic protocols.
Here, we sought for subpopulations of CSCs by analyzing 10 judiciously chosen stem cell
markers in a normal breast cell line (MCF10-A) and in four human breast cancer cell
lines (MCEF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-435, and Hs578-T) displaying different degrees
of metastatic and invasiveness potential. We were able to identify two markers, which are
differentially expressed in nontumorigenic versus tumor cells. The CD90 marker was
highly expressed in the malignant cell lines. Interestingly, the CD14 molecule displayed
higher expression levels in the nontumorigenic cell line. Therefore, we demonstrated that
these two markers, which are more commonly used to isolate and characterize stem cells,
are differentially expressed in breast tumor cells, when compared with nontumorigenic
breast cells.  © 2012 International Society for Advancement of Cytometry
¢ Key terms
CD90; Thy-1; breast cancer; cancer stem cell; CD14; breast cancer stem cell

INTRODUCTION

Breast cancer is the leading cause of cancer-related death in women worldwide
(1,2). In most patients, death is caused by the metastatic disease, which may evolve
from the primary tumor. Emerging data suggest that one of the mechanisms
accounting for progression of this tumor is the existence of subpopulations of cells
present within human cancers, which display stem cell properties. These cells are
defined to possess the capacity of self-renewal and differentiation into all of the het-
erogeneous cancer cells lineages, which comprise the tumor. In particular, cancer cells
with stem cell-like properties have been proposed to play a critical role in metastatic
progression and tumor resistance to commonly used cancer treatment (3,4).

The current methods for determining whether cell populations isolated from solid
tumors are in fact cancer stem cells (CSCs) involve purification of these cells, by cyto-
metric technologies (5), from tumor samples, based on the properties of normal stem
cells, namely: the expression of specific cell surface markers. Using this methodology,
Al-Hajj et al. (6) identified and isolated breast CSCs using the combined expression of
CD44"/CD24~"°"/lin. This subpopulation of cells is highly enriched for cells, which
are able to initiate tumors, can serially propagate tumors in mice (illustrating their
capacity of self-renewal) and are resistant to conventional chemotherapy (7).

Although evidence suggests that the CD44*/CD24 /°"""> population may
represent the breast CSC, recently, some studies have demonstrated that the clinical
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1. Introduction

Copyright © 2013 Bernadette Bibber et al. This is an open access article distributed under the Creative Commons Attribution
License, which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly
cited.

Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent cells found in both fetal and adult tissues. MSCs show promise for cellular therapy
for several disorders such as those associated with inflammation. In adults, MSCs primarily reside in the bone marrow (BM) and
adipose tissues. In BM, MSCs are found at low frequency around blood vessels and trabecula. MSCs are attractive candidates for
regenerative medicine given their ease in harvesting and expansion and their unique ability to bypass the immune system in an
allogeneic host. Additionally, MSCs exert pathotropism by their ability to migrate to diseased regions. Despite the “attractive”
properties of MSCs, their translation to patients requires indepth research. “Off-the-shelf” MSCs are proposed for use in an
allogeneic host. Thus, the transplanted MSCs, when placed in a foreign host, could receive cue from the microenvironment for
cellular transformation. An important problem with the use of MSCs involves their ability to facilitate the support of breast and
other cancers as carcinoma-associated fibroblasts. MSCs could show distinct effect on each subset of cancer cells. This could lead
to untoward effect during MSC therapy since the MSCs would be able to interact with undiagnosed cancer cells, which might be in
a dormant state. Based on these arguments, further preclinical research is needed to ensure patient safety with MSC therapy. Here,
we discuss the basic biology of MSCs, discuss current applications, and provide evidence why it is important to understand MSC
biology in the context of diseased microenvironment for safe application.

scientific meetings on stem cells. The new focus corre-
lated with an increase in registered stem cell clinical trials

Stem cell therapy is not a new field but should be con-
sidered as an expanded field to successful bone marrow
transplantation for several disorders such as autoimmune
diseases and hematological malignancies. Decades of clinical
application to reconstitute the hematopoietic system have
led to improved methods to increase the age for transplants,
resulting in benefit to an aging population [1, 2]. The long
history of a focus on hematopoietic stem cells resulted in
scientists overlooking other organs with tissue-specific stem
cells. This past decade corrected this oversight, resulting
in an “explosion” in the number of papers, journals, and

(clinicaltrials.gov). Those involved in the educational system
across the globe are aware that stem cells are moving rapidly
to the clinic while the education of future scientists and
practicing physicians lags. This review discusses whether
clinical trials with stem cells need a pause while scientists
and a team of supporting experts become involved in robust
investigational studies. We argue that such delay will ensure
that stem cell delivery is done safely.

The field of stem cell provided invaluable information in
cancer biology, including insights into cancer stem cells. As
scientists begin to understand the latter type of stem cells,



Supplementary material to the MS “Differential expression of CD90 and CDI14 stem cell
markers in malignant breast cancer cell lines” by Lobba et al. according to the MIFlowCyt 1.0
Experiment Annotation Using MIFlowCyt Standard
1. Experiment Overview
1.1. Purpose
To analyze stem cells markers CD90 and CD14 in human breast cancer cell lines and
non-tumorigenic breast cell line seeking for markers that are, in fact, differentially
expressed in these cells.
1.2. Keywords
CD90, Thy-1, breast cancer, cancer stem cell, CD14, breast cancer stem cell
1.3. Experimental Variables
We analyzed the protein presence of stem cell markers CD90 and CDI14 in human
breast cancer cell lines: MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-435, Hs578-T; and in
human non-tumorigenic breast cell line: MDF10-A.
1.4. Organization
1.4.1. Name
1.4.1.1. University of Sao Paulo, Chemistry Institute, Department of
Briochemistry, Molecular and Cellular Therapy Center.
1.4.2. Address
1.4.2.1. Av. Professor Lineu Prestes, 748, sala 964. Cidade Universitaria. Sao
Paulo, Brazil. CEP: 05508-000.
1.5. Primary Contact

1.5.1. Name: Mari Cleide Sogayar



1.5.2. Email: mcsoga@iq.usp.br
1.6. Date
The flow cytometry analyses were performed between February and June 2011.
1.7. Conclusions
We found that the CD90 marker was highly expressed in the malignant cells lines,
while the CD14 marker displayed higher expression levels in the normal cell line.
1.8. Quality Control Measures
Single stained controls were included. Voltages were adjusted such that fluorescence
intensity was identical for each antibody, regardless of acquisition date. Calibrations
beads (Beads; BD catalog no. 642412. Lote no. 80484).
2. Flow Sample/Specimen Description
2.1. Biological Sample Description
Non-tumorigenic human breast cell line: MCF10-A
Human breast cancer cell lines MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-435, Hs578-T
2.2. Environmental Samples
Not applicable.
2.3. Sample Characteristics

Features of cell lines

Cell Line ER PR Source Histologic type Invasive potential Metastatic potential
MCF-10 - - P.Br F - -

MCF-7 + + PE IDC + .

MDA-MB-231 - - PE AC TR n

MDA-MB-435 - - PE IDC ++ ot

Hs578-T - - P.Br IDC ot e+

AC, adenocarcinoma; F, fibrocystic disease; IDC, invasive ductal carcinoma; P.Br, primary

breast; PE, pleural effusion; ER/PR/ status: ER/PR positivity. (Neve RM, Chin K, Fridlyand J, et



al. Collection of breast cancer cell lines for studying the functionally of distinct cancer subtypes.
Cancer Cell 2006;10:515-27)
2.4 Sample Treatment Description
Not applicable.

2.5 Fluorescence Reagent Description

Characteristic Being | Antibody Name Clone Name | Vendor Diluition
Measured Cat N° Used
Blue
. abcam
FITC Cell Surface Protein CD90/Thy-1 F15-42-1 ab11155 1:200
. IgG1- k isotype BD )
FITC Cell Surface Protein control MOPC-31C 555748 1:200
. IgG2a - k isotype BD )
PE Cell Surface Protein control G155-178 555574 1:200
. abcam
PE/Cy5.5 Cell Surface Protein CDl14 61D3 4b25390 1:400
Characteristic Being | Antibody Name Clone Name | Vendor Cat | Diluition
Measured N° Used
BD
APC Cell Surface Protein CD44 G44-26 Pharmingen | 1:200
559942

3. Instrument Details
3.1 Instrument Manufacturer
BD FACSAria I Special Order
BD FACSDiva Software v5.0.3

ww.bdbiosciences.com

3.2 Instrument Configuration and Settings



Detector voltages listed below are from the data analysis from one of the three
experiments, with little to no changes being made between then; see section 1.8 for
how voltages were adjusted Biosciences; instrument details that are not specifically
mentioned here have not been altered after purchase from the manufacturer (BD). The
lasers are listed in the order the cells pass through them, with height, width and area
detected as parameter values. The detectors and filters are listed in the order the light
hits them with the exception of the FSC. PMT = photomultiplier tube; PD =
photodiode; BP = band-pass filter where the first number is the wavelength of the
center of the interval, and the second number is the width of the interval; LP = long-
pass filter; n.a. = not applicable. LP filters are dichroic, and reflect at an angle of

incidence of 11.25°.

Detector Filter Filter 2 Channel . .
1 Parameter Amplification
Laser name (2nd voltage
(type) (1st filter) detected (mV) type
yp filter)
Blue laser FSC 488/10
(488 nm) (PD) BP n.a. FSC 11 Log
Solid-state 488 A 780/60
Coherent (PMT) 735 LP BP PE-Cy7 n.a. Log
SapphireTM -
o ?S&T) BlessLp }639135/ 40 g;rscg 511 Log
20 mW
488 C 610/20 PE-Texas-
(PMT) 595 LP BP Red n.a. Log
488 D 572/26
(PMT) 556 LP BP PE n.a. Log
?SE/IT) E 502 LP | 530/30BP | FITC 397 Log
?SE/IT) F blank | n.a SSC 198 Log
Ly daser 355 A 53030 | Al
(355 nm) PMT 502LP | b a exa n.a. Linear
Solid state | (PMT) uor




Coherent
Lightwave 355 B 440/40 )
Xeyte (PMT) blank BP DAPI n.a. Linear
20 mW
Red laser
(633 nm) 637 A 780/60 i .
1SD (PMT) 735 LP BP APC-Cy7 |[n.a. Linear
UniphaseTM
HeNe Air
Cooled (6313“,) B blank 2%0/20 APC 453 Log
Power 30mW
3.3 Other Relevant Instrument Details
3.3.1 Threshold
On FCS 5000
3.3.2 Nozzle
100 micrometer
3.3.3 Events rate/number of events
Average of 1000-2000/sec
4. Data Analysis Details
4.1 List-mode Data Files
First Experiment
Name Statistic #Cells
10_05_2011_Hs578T
CD14,2f,CD90_001.fcs 50000
Celulas 60.7 30364
FITC-A+ 95.5 28985
FITC-A- 4.54 1379
PerCP-Cy5-5-A+ 30.6 9285
PerCP-Cy5-5-A- 69.4 21079
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 72 21864
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 9.19 2791
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.198 60
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 18.6 5649
10_05 2011 _Hs578T CD14,2f,CD90.fcs 50000
Celulas 67.9 33943
FITC-A+ 95.3 32350
FITC-A- 4.69 1593




PerCP-Cy5-5-A+ 48.5 16456
PerCP-Cy5-5-A- 51.5 17487
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 62.9 21340
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 17.9 6062
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.943 320
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 18.3 6221
Three-D View

10_05 2011 Hs578T CD14_001.fcs 50000
Celulas 64.8 32413
PerCP-Cy5-5-A+ 20 6471
PerCP-Cy5-5-A- 80 25942
10 05 2011 _Hs578T CD14.fcs 50000
Celulas 65.2 32578
PerCP-Cy5-5-A+ 28.9 9411
PerCP-Cy5-5-A- 71.1 23167
10_05 2011 Hs578T CD90 001.fcs 50000
Celulas 75.9 37950
FITC-A+ 86.8 32929
FITC-A- 13.2 5021
10 05 2011 _Hs578T CD90.fcs 50000
Celulas 77.4 38685
FITC-A+ 90.7 35081
FITC-A- 9.32 3604
1005 2011 _Hs578T Controle.fcs 50000
Celulas 74.8 37401
FITC-A+ 4.57 1708
FITC-A- 95.4 35693
PerCP-Cy5-5-A+ 3.97 1483
PerCP-Cy5-5-A- 96 35918
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.027 10
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 1.29 482
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.297 111
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 98.4 36798
10 05 2011 Hs578T Controle 001.fcs 50000
Celulas 72.3 36135
FITC-A+ 5.7 2058
FITC-A- 94.3 34077
PerCP-Cy5-5-A+ 5.07 1832
PerCP-Cy5-5-A- 94.9 34303
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.053 19
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 1.4 505
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.382 138
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 98.2 35473
10 05 2011 Hs578T IGg1.fcs 50000
Celulas 69 34489
FITC-A+ 5.13 1769
FITC-A- 94.9 32720
10 05 2011 Hs578T IGg2A.fcs 50000
Celulas 57.6 28805
PerCP-Cy5-5-A+ 3.41 981
PerCP-Cy5-5-A- 96.6 27824




10_05_2011_MCF7 1Gg2A fcs

50000

celulas 80.5 40269
PerCP-Cy5-5-A+ 1.25 504
PerCP-Cy5-5-A- 98.7 39765
10_05_2011_MCF7

CD14,2f,CD90_001.fcs 50000
celulas 84.6 42292
FITC-A+ 9.1 3849
FITC-A- 90.9 38443
PerCP-Cy5-5-A+ 15.6 6583
PerCP-Cy5-5-A- 84.4 35709
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.22 93
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 3.94 1665
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 4.3 1817
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 91.5 38717
10 05 2011 _MCF7 CD14,2f,CD90.fcs 50000
celulas 80.6 40291
FITC-A+ 7.25 2921
FITC-A- 92.8 37370
PerCP-Cy5-5-A+ 14 5622
PerCP-Cy5-5-A- 86 34669
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.184 74
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 2.88 1162
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 4.28 1723
10 05 2011 _MCF7 CD14_001.fcs 50000
celulas 82.9 41444
PerCP-Cy5-5-A+ 5.11 2117
PerCP-Cy5-5-A- 94.9 39327
10 05 2011 _MCF7 CD14.fcs 50000
celulas 69.7 34864
PerCP-Cy5-5-A+ 5.45 1900
PerCP-Cy5-5-A- 94.6 32964
10 05 2011 MCF7 CD90 001.fcs 50000
celulas 85.9 42926
FITC-A+ 7.63 3276
FITC-A- 924 39650
10 05 2011 _MCF7 CD90.fcs 50000
celulas 84 42000
FITC-A+ 9.65 4053
FITC-A- 90.4 37947
10 05 2011_MCF7 Controle.fcs 50000
celulas 81.2 40575
FITC-A+ 3.09 1253
FITC-A- 96.9 39322
PerCP-Cy5-5-A+ 1.54 626
PerCP-Cy5-5-A- 98.5 39949
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.712 289
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.525 213
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.022 9
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 98.7 40064
1005 2011_MCF7 Controle 001.fcs 50000




celulas 82.2 41117
FITC-A+ 3.52 1449
FITC-A- 96.5 39668
PerCP-Cy5-5-A+ 1.48 609
PerCP-Cy5-5-A- 98.5 40508
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.9 370
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.54 222
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.017 7
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 98.5 40518
10 05 2011 _MCF7 IGg1.fcs 50000
celulas 79.7 39833
FITC-A+ 3 1193
FITC-A- 97 38640
10_05 2011_MCF10A

CD14,2f,CD90_001.fcs 50000
Celulas 74.9 37433
FITC-A+ 3.99 1492
FITC-A- 96 35941
PerCP-Cy5-5-A+ 68.3 25549
PerCP-Cy5-5-A- 31.7 11884
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.005 2
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.93 348
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 254 9495
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 73.7 27588
10_05 2011 _MCF10A CD14,2f,CD90.fcs 50000
Celulas 76.3 38173
FITC-A+ 3.19 1216
FITC-A- 96.8 36957
PerCP-Cy5-5-A+ 64.8 24751
PerCP-Cy5-5-A- 35.2 13422
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0 0
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.705 269
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 22.1 8424
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 77.2 29480
10 05 2011 _MCF10A CD14_001.fcs 50000
Celulas 75.1 37563
PerCP-Cy5-5-A+ 56.8 21327
PerCP-Cy5-5-A- 43.2 16236
10 05 2011 _MCF10A CD14.fcs 50000
Celulas 74.4 37187
PerCP-Cy5-5-A+ 54.6 20319
PerCP-Cy5-5-A- 45.4 16868
10 05 2011 _MCF10A CD90 001.fcs 40340
Celulas 68.3 27561
FITC-A+ 2.02 556
FITC-A- 98 27005
10 05 2011 _MCF10A CD90.fcs 50000
Celulas 74.8 37418
FITC-A+ 4.24 1588
FITC-A- 95.8 35830
10 05 2011_MCF10A Controle.fcs 50000




Celulas 69.2 34587
FITC-A+ 1.7 589
FITC-A- 98.3 33998
PerCP-Cy5-5-A+ 16.5 5693
PerCP-Cy5-5-A- 83.5 28894
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.012 4
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.254 88
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 1.04 358
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 98.7 34137
10 05 2011 _MCF10A Controle 001.fcs 50000
Celulas 75.2 37586
FITC-A+ 1.12 422
FITC-A- 98.9 37164
PerCP-Cy5-5-A+ 5.03 1891
PerCP-Cy5-5-A- 95 35695
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.037 14
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.144 54
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.088 33
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 99.7 37485
10 05 2011_MCF10A IGg1.fcs 50000
Celulas 75 37525
FITC-A+ 1.88 704
FITC-A- 98.1 36821
10 05 2011 _MCF10A IGg2A.fcs 50000
Celulas 71.8 35897
PerCP-Cy5-5-A+ 5.02 1802
PerCP-Cy5-5-A- 95 34095
10 05 2011 231 CD14,2f,CD90 001.fcs 50000
Celulas 88.3 44173
FITC-A+ 1.58 699
FITC-A- 98.4 43474
PerCP-Cy5-5-A+ 8.66 3824
PerCP-Cy5-5-A- 91.3 40349
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.005 2
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.589 260
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 2.66 1175
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 96.7 42736
1005 2011 231 CD14,2f,CD90.fcs 50000
Celulas 89.7 44845
FITC-A+ 2.48 1113
FITC-A- 97.5 43732
PerCP-Cy5-5-A+ 16.6 7428
PerCP-Cy5-5-A- 83.4 37417
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.009 4
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.836 375
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 5.45 2442
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 93.7 42024
10 05 2011 231 CD14 001.fcs 50000
Celulas 89.5 44743
PerCP-Cy5-5-A+ 19.8 8866
PerCP-Cy5-5-A- 80.2 35877




10_05_2011 231 CD14.fcs 50000
Celulas 88.6 | 44283
PerCP-Cy5-5-A+ 14 6201
PerCP-Cy5-5-A- 86| 38082
10_05_2011 231 CD90_001.fcs 50000
Celulas 90.8 | 45423
FITC-A+ 2.79 1266
FITC-A- 972 | 44157
10_05_2011 231 CD90.fcs 50000
Celulas 87.9 | 43945
FITC-A+ 2.88 1264
FITC-A- 97.1 42681
10_05_2011 231 IGg1.fcs 50000
Celulas 875 | 43727
FITC-A+ 1.69 739
FITC-A- 98.3 | 42988
10_05_2011_231 IGg2A.fcs 50000
Celulas 85.4 | 42691
PerCP-Cy5-5-A+ 1.6 685
PerCP-Cy5-5-A- 98.4 | 42006
10_05_2011_231 Controle.fcs 50000
Celulas 83.8 | 41891
FITC-A+ 1.1 461
FITC-A- 98.9 | 41430
PerCP-Cy5-5-A+ 1.93 808
PerCP-Cy5-5-A- 98.1 41083
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.024 10
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.212 89
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.119 50
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 99.6 | 41742
10_05_2011_231 Controle_001.fcs 50000
Celulas 812 | 40591
FITC-A+ 1.01 410
FITC-A- 99 | 40181
PerCP-Cy5-5-A+ 1.86 755
PerCP-Cy5-5-A- 98.1 39836
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.012 5
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.192 78
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.111 45
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 99.7 | 40463
10_05_2011_435 CD14,2f,CD90_001.fcs 50000
Celulas 79.8 | 39900
FITC-A+ 14.8 5888
FITC-A- 852 | 34012
PerCP-Cy5-5-A+ 24.6 9802
PerCP-Cy5-5-A- 75.4 | 30098
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 2.53 1008
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 1.49 594
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 1.9 760
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 94.1 37538
10_05_2011_435 CD14,2f,CD90.fcs 50000




Celulas 82.8 | 41406
FITC-A+ 13.7 5679
FITC-A- 86.3 | 35727
PerCP-Cy5-5-A+ 19.5 8058
PerCP-Cy5-5-A- 80.5 | 33348
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 2.64 1094
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 1.31 544
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 1.72 712
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 943 | 39056
10_05_2011_435 CD14_ 001.fcs 50000
Celulas 815 | 40742
PerCP-Cy5-5-A+ 11.6 4712
PerCP-Cy5-5-A- 88.4 | 36030
10_05_2011_435 CD14.fcs 50000
Celulas 93.8 | 46918
PerCP-Cy5-5-A+ 55.5 | 26026
PerCP-Cy5-5-A- 445 20892
10_05_2011_435 CD90_001.fcs 50000
Celulas 89.6 | 44820
FITC-A+ 13.7 6120
FITC-A- 86.3 | 38700
10_05_2011_435 CD90.fcs 50000
Celulas 847 | 42349
FITC-A+ 69.9 | 29593
FITC-A- 30.1 12756
10_05_2011_435 Controle_001.fcs 50000
Celulas 89.9 | 44927
FITC-A+ 6.16 2766
FITC-A- 93.8 | 42161
PE-A+ 1.11 500
PE-A- 98.9 | 44427
PerCP-Cy5-5-A+ 6.91 3106
PerCP-Cy5-5-A- 93.1 41821
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.098 44
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.227 102
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.033 15
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 99.6 | 44766
10_05_2011_435 IGg1.fcs 50000
Celulas 96.1 48048
FITC-A+ 1.89 908
FITC-A- 98.1 47140
10_05_2011_435 IGg2A.fcs 50000
Celulas 90.6 | 45278
PE-A+ 1.01 458
PE-A- 99 | 44820
PerCP-Cy5-5-A+ 8.89 4023
PerCP-Cy5-5-A- 91.1 41255
10_05_2011_435 Controle.fcs 50000
Celulas 82.1 41063
FITC-A+ 6.89 2829
FITC-A- 93.1 38234




PerCP-Cy5-5-A+ 5.3 2177
PerCP-Cy5-5-A- 94.7 38886
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.127 52
Q2: PerCP-Cy5-5-A+, FITC-A+ 0.236 97
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.063 26
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 99.6 40888
Second Experiment:

Name Statistic | #Cells

17 _05 2011 Hs576 IgG2.fcs 50000
Celulas 84.2 42077
PerCP-Cy5-5-A+ 8.59 3615
PerCP-Cy5-5-A- 91.4 38462
17_05_2011_Hs576 CD14,2f,CD90_001.fcs 50000
Celulas 89.2 44597
FITC-A+ 86.6 38643
FITC-A- 13.4 5954
PerCP-Cy5-5-A+ 35.7 15900
PerCP-Cy5-5-A- 64.3 28697
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 46.7 20845
Q2: PerCP-Cy5-5-A+, FITC-A+ 15.7 7000
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.751 335
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 36.8 16417
17_05_2011_Hs576 CD14,2f,CD90.fcs 50000
Celulas 87.1 43572
FITC-A+ 86.2 37561
FITC-A- 13.8 6011
PerCP-Cy5-5-A+ 34.3 14937
PerCP-Cy5-5-A- 65.7 28635
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 46.1 20099
Q2: PerCP-Cy5-5-A+, FITC-A+ 15.2 6636
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.721 314
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 37.9 16523
17 _05_2011 Hs576 CD14_001.fcs 50000
Celulas 87.7 43863
PerCP-Cy5-5-A+ 26.4 11586
PerCP-Cy5-5-A- 73.6 32277
17_05_2011_Hs576 CD14.fcs 50000
Celulas 90.1 45031
PerCP-Cy5-5-A+ 26.6 11985
PerCP-Cy5-5-A- 73.4 33046

17 _05_2011 Hs576 CD90_001.fcs 50000
Celulas 88.6 44286
FITC-A+ 83.2 36838
FITC-A- 16.8 7448
17_05_2011_Hs576 CD90.fcs 50000
Celulas 87.9 43927
FITC-A+ 81 35589
FITC-A- 19 8338




17 _05_2011_Hs576 Controle.fcs 50000
Celulas 88 44019
FITC-A+ 8.44 3717
FITC-A- 91.6 40302
PerCP-Cy5-5-A+ 7.3 3215
PerCP-Cy5-5-A- 92.7 40804
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.404 178
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 2.84 1251
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.17 75
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 96.6 42515
17 05 2011 Hs576 Controle 001.fcs 50000
Celulas 87.8 43876
FITC-A+ 7.72 3388
FITC-A- 92.3 40488
PerCP-Cy5-5-A+ 10.7 4686
PerCP-Cy5-5-A- 89.3 39190
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.096 42
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 2.93 1286
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 1.32 578
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 95.7 41970
17 05 2011 Hs576 IgG1.fcs 50000
Celulas 89.9 44934
FITC-A+ 9.33 4193
FITC-A- 90.7 40741
17 05 2011_MBMDA231 IgG2.fcs 50000
Celulas 96.2 48123
PerCP-Cy5-5-A+ 4.1 1971
PerCP-Cy5-5-A- 95.9 46152
17 05 2011 MBMDAZ231 CD14,2f,CD90 001.fcs 50000
Celulas 97 48503
FITC-A+ 5.53 2684
FITC-A- 94.5 45819
PerCP-Cy5-5-A+ 14.9 7235
PerCP-Cy5-5-A- 85.1 41268
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.148 72
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.711 345
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.903 438
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 98.2 47648
17 _05 2011_MBMDA231 CD14,2f,CD90.fcs 50000
Celulas 96.5 48263
FITC-A+ 5.17 2493
FITC-A- 94.8 45770
PerCP-Cy5-5-A+ 13 6286
PerCP-Cy5-5-A- 87 41977
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.201 97
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.69 333
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.736 355
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 98.4 47478
17_05 2011 _MBMDA231 CD14 001.fcs 50000
Celulas 96.7 48345
PerCP-Cy5-5-A+ 10.5 5091




PerCP-Cy5-5-A- 89.5 43254
17 05 2011_MBMDA231 CD14.fcs 50000
Celulas 96.8 48403
PerCP-Cy5-5-A+ 12.7 6157
PerCP-Cy5-5-A- 87.3 42246
17 _05 2011 _MBMDA231 CD90 001.fcs 50000
Celulas 96.4 48203
FITC-A+ 4.77 2297
FITC-A- 95.2 45906
17 05 2011_MBMDA231 CD90.fcs 50000
Celulas 96.3 48139
FITC-A+ 4.45 2143
FITC-A- 95.5 45996
17 05 2011_MBMDAZ231 Controle.fcs 50000
Celulas 95.8 47921
FITC-A+ 3.87 1853
FITC-A- 96.1 46068
PerCP-Cy5-5-A+ 3.72 1785
PerCP-Cy5-5-A- 96.3 46136
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.417 200
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.227 109
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.002 1
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 99.4 47611
17 05 2011 _MBMDAZ231 Controle 001.fcs 50000
Celulas 96.8 48381
FITC-A+ 4.6 2225
FITC-A- 954 46156
PerCP-Cy5-5-A+ 3.77 1822
PerCP-Cy5-5-A- 96.2 46559
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.548 265
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.192 93
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.004 2
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 99.3 48021
17 05 2011 _MBMDAZ231 IgG1.fcs 50000
Celulas 96.7 48370
FITC-A+ 4.19 2028
FITC-A- 95.8 46342
17 05 2011_MBMDA435 1IgG2.fcs 50000
Celulas 98.9 49461
PerCP-Cy5-5-A+ 2.54 1258
PerCP-Cy5-5-A- 97.5 48203
17 05 2011 _MBMDA435 CD14,2f,CD90 001.fcs 50000
Celulas 99 49478
FITC-A+ 5.53 2737
FITC-A- 94.5 46741
PerCP-Cy5-5-A+ 12.7 6262
PerCP-Cy5-5-A- 87.3 43216
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.02 10
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 1.07 529
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 1.75 868
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 97.2 48071




17 _05 2011_MBMDA435 CD14,2f,CD90.fcs 50000
Celulas 98.7 49346
FITC-A+ 5.26 2595
FITC-A- 94.7 46751
PerCP-Cy5-5-A+ 21.9 10802
PerCP-Cy5-5-A- 78.1 38544
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.014 7
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 1.12 551
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 4.64 2290
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 94.2 46498
17 05 2011 _MBMDA435 CD14 001.fcs 50000
Celulas 98.8 49419
PerCP-Cy5-5-A+ 13.2 6518
PerCP-Cy5-5-A- 86.8 42901
17 05 2011_MBMDA435 CD14.fcs 50000
Celulas 99 49517
PerCP-Cy5-5-A+ 3.99 1974
PerCP-Cy5-5-A- 96 47543
17 05 2011_MBMDA435 CD90 001.fcs 50000
Celulas 98.9 49440
FITC-A+ 5.19 2564
FITC-A- 94.8 46876
17 05 2011_MBMDA435 CD90.fcs 50000
Celulas 99 49506
FITC-A+ 5.88 2913
FITC-A- 94.1 46593
17 _05 2011_MBMDAA435 Controle.fcs 50000
Celulas 99 49494
FITC-A+ 4.35 2154
FITC-A- 95.6 47340
PerCP-Cy5-5-A+ 2.51 1243
PerCP-Cy5-5-A- 97.5 48251
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.166 82
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.802 397
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.154 76
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 98.9 48939
17 05 2011 _MBMDAA435 Controle 001.fcs 50000
Celulas 98.9 49434
FITC-A+ 4.49 2219
FITC-A- 95.5 47215
PerCP-Cy5-5-A+ 3.07 1519
PerCP-Cy5-5-A- 96.9 47915
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.125 62
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.84 415
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.218 108
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 98.8 48849
17 05 2011 _MBMDAA435 IgG1.fcs 50000
Celulas 98.7 49372
FITC-A+ 4.39 2168
FITC-A- 95.6 47204

17_05_2011_MCF7 CD14,2f,CD90_001.fcs

30000




Celulas 79.4 23829
FITC-A+ 15.1 3600
FITC-A- 84.9 20229
PerCP-Cy5-5-A+ 28.7 6834
PerCP-Cy5-5-A- 71.3 16995
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.298 71
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 18.1 4314
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 16.1 3838
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 65.5 15606
17_05_2011_MCF7 CD14,2f,CD90.fcs 30000
Celulas 77.9 23374
FITC-A+ 13 3039
FITC-A- 87 20335
PerCP-Cy5-5-A+ 22.4 5228
PerCP-Cy5-5-A- 776 18146
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.59 138
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 15.1 3541
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 12.7 2957
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 716 16738
17_05_2011_MCF7 CD14_001.fcs 30000
Celulas 79.9 23957
PerCP-Cy5-5-A+ 23.4 5599
PerCP-Cy5-5-A- 76.6 18358
17_05_2011_MCF7 CD14.fcs 30000
Celulas 776 23274
PerCP-Cy5-5-A+ 20.6 4804
PerCP-Cy5-5-A- 79.4 18470
17_05_2011_MCF7 CD90_001.fcs 30000
Celulas 74.8 22440
FITC-A+ 11.1 2480
FITC-A- 88.9 19960
17_05_2011_MCF7 CD90.fcs 30000
Celulas 74.3 22293
FITC-A+ 11.8 2639
FITC-A- 88.2 19654
17_05_2011_MCF7 Controle.fcs 14935
Celulas 67.8 10128
FITC-A+ 3.25 329
FITC-A- 96.8 9799
PerCP-Cy5-5-A+ 3.17 321
PerCP-Cy5-5-A- 96.8 9807
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.523 53
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 3.69 374
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.681 69
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 95.1 9632
17_05_2011_MCF7 Controle_001.fcs 35597
Celulas 70.3 25032
FITC-A+ 6.34 1587
FITC-A- 93.7 23445
PerCP-Cy5-5-A+ 1.75 439
PerCP-Cy5-5-A- 98.2 24593




Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 5.31 1329
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 2.6 652
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.032 8
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 92.1 23043
17 05 2011 _MCF7 IgG1.fcs 30000
Celulas 79.1 23716
FITC-A+ 9.89 2346
FITC-A- 90.1 21370
17 05 2011 _MCF7 IgG2.fcs 30000
Celulas 74 22201
PerCP-Cy5-5-A+ 1.82 403
PerCP-Cy5-5-A- 98.2 21798
17 05 2011 _MCF10A CD14,2f,CD90_001.fcs 50000
Celulas 97.4 48721
FITC-A+ 2.53 1232
FITC-A- 97.5 47489
PerCP-Cy5-5-A+ 63.1 30722
PerCP-Cy5-5-A- 36.9 17999
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.259 126
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 1.78 867
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 5.73 2794
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 92.2 44934
17 _05 2011 _MCF10A CD14,2f,CD90.fcs 50000
Celulas 96.7 48356
FITC-A+ 2.47 1195
FITC-A- 97.5 47161
PerCP-Cy5-5-A+ 61.5 29738
PerCP-Cy5-5-A- 38.5 18618
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.242 117
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 1.75 846
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 5.41 2616
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 92.6 44777
17 05 2011 _MCF10A CD14_001.fcs 50000
Celulas 97 48488
PerCP-Cy5-5-A+ 7.06 3423
PerCP-Cy5-5-A- 92.9 45065
17 05 2011 _MCF10A CD14.fcs 50000
Celulas 96.4 48212
PerCP-Cy5-5-A+ 7.9 3808
PerCP-Cy5-5-A- 92.1 44404
17 05 2011 MCF10A CD90 001.fcs 50000
Celulas 97.5 48737
FITC-A+ 2.02 983
FITC-A- 98 47754
17 05 2011_MCF10A CD90.fcs 50000
Celulas 97.1 48537
FITC-A+ 2.03 985
FITC-A- 98 47552
17 _05 2011 _MCF10A Controle.fcs 50000
Celulas 96.9 48471

FITC-A+

1.13

547




FITC-A- 98.9 47924

PerCP-Cy5-5-A+ 1.52 738

PerCP-Cy5-5-A- 98.5 47733

Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.512 248

Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.386 187

Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.39 189

Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 98.7 47847

17 _05 2011 _MCF10A Controle 001.fcs 50000

Celulas 96.6 48280

FITC-A+ 1.08 521

FITC-A- 98.9 47759

PerCP-Cy5-5-A+ 0.71 343

PerCP-Cy5-5-A- 99.3 47937

Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.549 265

Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.354 171

Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.05 24

Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 99 47820

17 05 2011_MCF10A IgG1.fcs 50000

Celulas 97.5 48755

FITC-A+ 1.36 663

FITC-A- 98.6 48092

17 05 2011_MCF10A IgG2.fcs 50000

Celulas 96.4 48209

PerCP-Cy5-5-A+ 11.9 5736

PerCP-Cy5-5-A- 88.1 42473
Third Experiment:

Name Statistic | #Cells

22 05 2011_Hs578

CD14,2f,CD90_001.fcs 50000

Celulas 82.7 41368

FITC-A+ 96.2 39801

FITC-A- 3.79 1567

PerCP-Cy5-5-A+ 22 9104

PerCP-Cy5-5-A- 78 32264

Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 69.4 28714

Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 6.46 2671

Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.104 43

Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 24 9940

22 05 2011 Hs578 CD14,2f,CD90.fcs 50000

Celulas 89 44504

FITC-A+ 96.5 42958

FITC-A- 3.47 1546

PerCP-Cy5-5-A+ 21.6 9598

PerCP-Cy5-5-A- 78.4 34906

Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 70.3 31303

Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 4.39 1955

Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.027 12

Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 25.2 11234




22_05_2011_Hs578 CD14_001.fcs 50000
Celulas 90.2 45078
PerCP-Cy5-5-A+ 14.8 6668
PerCP-Cy5-5-A- 85.2 38410
22 05 _2011_Hs578 CD14.fcs 50000
Celulas 89.1 44538
PerCP-Cy5-5-A+ 14.3 6385
PerCP-Cy5-5-A- 85.7 38153
22_05_2011_Hs578 CD90_001.fcs 50000
Celulas 87.6 43779
FITC-A+ 94.8 41521
FITC-A- 5.16 2258
22_05_2011_Hs578 CD90.fcs 50000
Celulas 85.8 42913
FITC-A+ 95.1 40794
FITC-A- 4.94 2119
22 05 _2011_Hs578 1gG1.fcs 50000
Celulas 88.7 44364
FITC-A+ 4.73 2097
FITC-A- 95.3 42267
22_05_2011_Hs578 1gG2.fcs 50000
Celulas 89.8 44909
PE-A+ 1.1 496
PE-A- 98.9 44413
22 05 2011 _Hs578 controle.fcs 50000
Celulas 87.5 43726
FITC-A+ 5.62 2458
FITC-A- 94 .4 41268
PE-A+ 0.805 352
PE-A- 99.2 43374
PerCP-Cy5-5-A+ 4.56 1994
PerCP-Cy5-5-A- 95.4 41732
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.075 33
Q2: PerCP-Cy5-5-A+, FITC-A+ 0.59 258
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.114 50
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 99.2 43385
22 05 2011 _Hs578 controle 001.fcs 50000
Celulas 88.3 44159
FITC-A+ 5.78 2553
FITC-A- 94.2 41606
PerCP-Cy5-5-A+ 4.75 2097
PerCP-Cy5-5-A- 95.3 42062
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.104 46
Q2: PerCP-Cy5-5-A+, FITC-A+ 0.969 428
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.211 93
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 98.7 43592
22_05_2011_MCF7

CD14,2f,CD90_001.fcs 50000
Celulas 95.6 47776
FITC-A+ 8.6 4109
FITC-A- 91.4 43667




PerCP-Cy5-5-A+ 7.72 3688
PerCP-Cy5-5-A- 92.3 44088
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.597 285
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 3.86 1846
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.741 354
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 94.8 45291
22 05 2011 _MCF7 CD14,2f,CD90.fcs 50000
Celulas 954 47725
FITC-A+ 11 5258
FITC-A- 89 42467
PerCP-Cy5-5-A+ 10.2 4875
PerCP-Cy5-5-A- 89.8 42850
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.71 339
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 100 47725
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 1.02 489
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 92.9 44333
22 05 2011 MCF7 CD14 001.fcs 50000
Celulas 95.5 47764
PerCP-Cy5-5-A+ 8.28 3957
PerCP-Cy5-5-A- 91.7 43807
22 05 2011 _MCF7 CD14.fcs 50000
Celulas 96.1 48033
PerCP-Cy5-5-A+ 11.2 5390
PerCP-Cy5-5-A- 88.8 42643
22 05 2011 _MCF7 CD90 001.fcs 50000
Celulas 95.8 47902
FITC-A+ 9.55 4576
FITC-A- 90.4 43326
22 05 2011 MCF7 CD90.fcs 50000
Celulas 95.8 47917
FITC-A+ 9.04 4330
FITC-A- 91 43587
22 05 2011 _MCF7 IgG1.fcs 50000
Celulas 96.3 48143
FITC-A+ 7.1 3419
FITC-A- 92.9 44724
22 05 2011 _MCF7 IgG2.fcs 50000
Celulas 95.6 47790
PE-A+ 0.287 137
PE-A- 99.7 47653
22 05 2011 MCF7 controle.fcs 50000
Celulas 93.2 46576
FITC-A+ 2.47 1152
FITC-A- 97.5 45424
PE-A+ 0.29 135
PE-A- 99.7 46441
PerCP-Cy5-5-A+ 1.6 746
PerCP-Cy5-5-A- 98.4 45830
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.404 188
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.769 358
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.036 17




Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 98.8 | 46013
22 05 2011_MCF7 controle_001.fcs 50000
Celulas 95.7 | 47874
FITC-A+ 2.61 1250
FITC-A- 97.4 | 46624
PerCP-Cy5-5-A+ 1.45 695
PerCP-Cy5-5-A- 985 | 47179
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.161 77
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 12.7 6068
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 2.11 1008
22_05 2011_MCF10A

CD14,2f,CD90_001.fcs 50000
Celulas 97.4 | 48677
PerCP-Cy5-5-A+ 755 | 36774
PerCP-Cy5-5-A- 245 | 11903
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0 0
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 100 | 48677
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 284 | 13827
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 67.7 | 32951
22 05 2011_MCF10A CD14,2f,CD90.fcs 50000
Celulas 96.2 | 48121
PerCP-Cy5-5-A+ 69.9 | 33620
PerCP-Cy5-5-A- 30.1 | 14501
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0 0
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 3.38 1625
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 243 | 11705
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 723 | 34791
22 05 2011_MCF10A CD14_001.fcs 50000
Celulas 958 | 47884
PerCP-Cy5-5-A+ 61.5 | 29471
PerCP-Cy5-5-A- 385 | 18413
22 05 2011 _MCF10A CD14.fcs 50000
Celulas 97.4 | 48706
PerCP-Cy5-5-A+ 65.8 | 32048
PerCP-Cy5-5-A- 342 | 16658
22 05 2011_MCF10A CD90_001.fcs 50000
Celulas 90.5 | 45265
FITC-A+ 5.87 2659
FITC-A- 941 | 42606
22 05 2011 _MCF10A CD90.fcs 50000
Celulas 943 | 47133
FITC-A+ 6.55 3085
FITC-A- 935 | 44048
22 05 2011_MCF10A IgG1.fcs 50000
Celulas 97.7 | 48861
FITC-A+ 1.33 649
FITC-A- 98.7 | 48212
22 05 2011_MCF10A IgG2.fcs 50000
Celulas 97.9 | 48969
PE-A+ 0.317 155
PE-A- 99.7 | 48814




22 05 2011 _MCF10A controle.fcs 50000
22 05 2011 _MCF10A controle 001.fcs 50000
Celulas 96.7 48363
FITC-A+ 1.7 823
FITC-A- 98.3 47540
PerCP-Cy5-5-A+ 52 2517
PerCP-Cy5-5-A- 94.8 45846
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.306 148
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.544 263
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.039 19
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 99.1 47933
22 05 2011 231 CD14,2f,CD90 001.fcs 50000
Celulas 97 48490
FITC-A+ 12.9 6252
FITC-A- 87.1 42238
PerCP-Cy5-5-A+ 33.3 16161
PerCP-Cy5-5-A- 66.7 32329
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.025 12
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 2.35 1138
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 10.9 5309
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 86.7 42031
22 05 2011 231 CD14,2f,CD90.fcs 50000
Celulas 95 47499
FITC-A+ 13.3 6297
FITC-A- 86.7 41202
PerCP-Cy5-5-A+ 29.7 14097
PerCP-Cy5-5-A- 70.3 33402
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.046 22
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 2.44 1157
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 9.28 4407
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 88.2 41913
22 05 2011 231 CD14 001.fcs 50000
Celulas 96.5 48236
PerCP-Cy5-5-A+ 26.9 12967
PerCP-Cy5-5-A- 73.1 35269
22 05 2011 231 CD14.fcs 50000
Celulas 95.8 47902
PerCP-Cy5-5-A+ 25.7 12332
PerCP-Cy5-5-A- 74.3 35570
22 05 2011 231 CD90 001.fcs 50000
Celulas 95.9 47961
FITC-A+ 12.8 6153
FITC-A- 87.2 41808
22 05 2011 231 CD90.fcs 50000
Celulas 95.7 47851
FITC-A+ 12.2 5844
FITC-A- 87.8 42007
22 05 2011 231 IgG1.fcs 50000
Celulas 95.8 47902
FITC-A+ 5.29 2533
FITC-A- 94.7 45369




22 05 2011 231 IgG2.fcs 50000
Celulas 95.3 47660
PE-A+ 0.365 174
PE-A- 99.6 47486
22 05 2011 231 controle.fcs 50000
Celulas 96.2 48098
FITC-A+ 5.05 2430
FITC-A- 94.9 45668
PE-A+ 0.337 162
PE-A- 99.7 47936
PerCP-Cy5-5-A+ 2.92 1403
PerCP-Cy5-5-A- 97.1 46695
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.16 77
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.651 313
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.102 49
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 99.1 47659
22 05 2011 231 controle 001.fcs 50000
Celulas 97 48495
FITC-A+ 4.73 2294
FITC-A- 95.3 46201
PerCP-Cy5-5-A+ 2.81 1364
PerCP-Cy5-5-A- 97.2 47131
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.169 82
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.612 297
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.103 50
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 99.1 48066
22 05 2011 435 CD14,2f,CD90 001.fcs 50000
Celulas 99.5 49733
FITC-A+ 13.5 6738
FITC-A- 86.5 42995
PerCP-Cy5-5-A+ 33.4 16604
PerCP-Cy5-5-A- 66.6 33129
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 1.14 565
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 4.49 2231
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 7.15 3558
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 87.2 43379
22 05 2011 435 CD14,2f,CD90.fcs 50000
Celulas 99.3 49670
FITC-A+ 13.4 6633
FITC-A- 86.6 43037
PerCP-Cy5-5-A+ 37.5 18619
PerCP-Cy5-5-A- 62.5 31051
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.932 463
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 4.53 2251
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 8.97 4455
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 85.6 42501
22 05 2011 435 CD14 001.fcs 50000
Celulas 99.2 49618
PerCP-Cy5-5-A+ 38.8 19228
PerCP-Cy5-5-A- 61.2 30390
22 05 2011 435 CD14.fcs 50000




Celulas 99.3 49649
PerCP-Cy5-5-A+ 38.6 19168
PerCP-Cy5-5-A- 61.4 30481
22_05_2011_435 CD90_001.fcs 50000
Celulas 98.8 49394
FITC-A+ 13.6 6729
FITC-A- 86.4 42665
22_05_2011_435 CD90.fcs 50000
Celulas 98.4 49181
FITC-A+ 15.5 7621
FITC-A- 84.5 41560
22_05_2011_435 1gG1.fcs 50000
Celulas 99.3 49641
FITC-A+ 4.83 2397
FITC-A- 95.2 47244
22_05_2011_435 I1gG2.fcs 50000
Celulas 98.9 49468
PE-A+ 0.798 395
PE-A- 99.2 49073
22 05 2011 _435 controle.fcs 50000
Celulas 97.2 48605
FITC-A+ 3.21 1562
FITC-A- 96.8 47043
PE-A+ 0.562 273
PE-A- 99.4 48332
PerCP-Cy5-5-A+ 2.91 1413
PerCP-Cy5-5-A- 97.1 47192
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.274 133
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 0.885 430
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.097 47
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 98.7 47995
22 _05_2011_435 controle_001.fcs 50000
Celulas 99.2 49591
FITC-A+ 4.09 2027
FITC-A- 95.9 47564
PerCP-Cy5-5-A+ 3.53 1751
PerCP-Cy5-5-A- 96.5 47840
Q1: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A+ 0.45 223
Q2: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A+ 1.22 603
Q3: PerCP-Cy5-5-A+ , FITC-A- 0.089 44
Q4: PerCP-Cy5-5-A- , FITC-A- 98.2 48721
Fourth Experiment:
Name Statistic | #Cells
Specimen_001_Hs
CD44,2f,CD90.fcs 50000
Cells 83.9 41968
APC-A+ 64.1 26915
APC-A- 35.9 15053




FITC-A+ 78.4 32899

FITC-A- 21.6 9069

Q1: APC-A-, FITC-A+ 26 10914

Q2: APC-A+, FITC-A+ 38.2 16043

Q3: APC-A+, FITC-A- 121 5095

Q4: APC-A-, FITC-A- 23.6 9916
Specimen_001_Hs CD44.fcs 50000

Cells 83.2 41589

APC-A+ 60.7 25256

APC-A- 39.3 16324
Specimen_001_Hs CD90.fcs 50000

Cells 83 41502

FITC-A+ 76.5 31733

FITC-A- 23.5 9769
Specimen_001_Hs Controle.fcs 50000

Cells 80.8 40378

APC-A+ 0.688 278

APC-A- 99.3 40100

FITC-A+ 2.68 1082

FITC-A- 97.3 39296

Q1: APC-A-, FITC-A+ 0.949 383

Q2: APC-A+ , FITC-A+ 0.099 40

Q3: APC-A+ , FITC-A- 0.074 30

Q4: APC-A-, FITC-A- 98.9 39925

Fifth Experiment:

Name Statistic | #Cells
Specimen_001_MCF10A CD44,2f,CD90.fcs 15018
Cells 81.8 12284
APC-A+ 95.7 11753
APC-A- 4.32 531
FITC-A+ 2.48 305
FITC-A- 97.5 11979
Q1: APC-A-, FITC-A+ 0.204 25
Q2: APC-A+, FITC-A+ 1.12 138
Q3: APC-A+ , FITC-A- 89.5 11000
Q4: APC-A-, FITC-A- 9.13 1121
Specimen_001_MCF10A CD44.fcs 12299
Cells 79.6 9794
APC-A+ 95.4 9348
APC-A- 4.55 446
Specimen_001_MCF10A CD90.fcs 16014
Cells 80.9 12952
FITC-A+ 2.63 341
FITC-A- 97.4 12611
Specimen_001_MCF10A Controle.fcs 30456
Cells 78.5 23920
APC-A+ 0.957 229
APC-A- 99 23691




FITC-A+ 0.665 159
FITC-A- 99.3 23761
Q1: APC-A-, FITC-A+ 0.318 76
Q2: APC-A+, FITC-A+ 0.096 23
Q3: APC-A+, FITC-A- 0.008 2
Q4: APC-A-, FITC-A- 99.6 23819

4.2 Compensation Details

Data from one subject were compensated into FlowJo (version 7.6.3 on a Macintosh
OS X version 10.6.8) using the spillover matrices depicted below. Note these matrices
correspond to samples from one experiment, namely, the third one. The presence of dot
plots at a 45 degree incline would indicate that compensation was not adequate and
there may be spectral overlap; however that apparently this is not the case as shown
above. We attribute such distribution to the great heterogeneity of cancer cells. Also, as
cells were not previously synchronized, there were representatives from each stage of
cell cycle, a fact known to lead to such dispersed profiles

ICC experiment spillover matrix.

APC-A APCCyT-A  FITCA PE-A PE-Cy7-A  PE-Texas R... PerCP-CyS-...
APC-A 1002 0.00%  0.00%  0.00%  0.00% 0.00%  0.00%
APC-Cy7-A 0.00% 100 0.00%  0.00%  0.00%  0.00%  0.00%
FITC-A 0.00%  0.00% 1007 0.00%  0.00%  0.00%  5.07%
PE-A 0.00%  0.00%  0.00% 100 0.00%  0.00%  0.00%
PE-Cy7-A 0.00%  0.00%  0.00%  0.00% 1007 0.00% = 0.00%
PE-Texas Red-A 0.00%  0.00% 0.00%  0.00% 0.00% 100 0.00%

PerCP-Cy5-5-A 0.00%  0.00%  14.8%  0.00%  0.00%  0.00% 1007



APC-A
APC-Cy7T-A
Alexa Fluor 430-A
DAPI-A

FITC-A

PE-A

PE-CyT-A
PE-Texas Red-A

PerCP-Cy5-5-A

APC-A APC-Cy7-A  Alexa Fluor... DAPI-A FITC-A PE-A PE-Cy7T-A PE-Texas R... PerCP-Cy5-...

100 0.00%  0.00%  0.00%  8.16% = 0.00% = 0.00% = 0.00%  0.00%
0.00% 100 0.00% = 0.00%  0.00%  0.00%  0.00%  0.00%  0.00%
0.00%  0.00% 100 0.00% = 0.00% = 0.00%  0.00%  0.00%  0.00%
0.00%  0.00%  0.00% = 100 0.00%  0.00%  0.00%  0.00%  0.00%
5.06%  0.00% = 0.00% = 0.00% = 100 0.00%  0.00%  0.00%  0.00%
0.00% = 0.00%  0.00%  0.00% 0.00% 100 0.00%  0.00%  0.00%
0.00% = 0.00%  0.00%  0.00% 0.00%  0.00% 100 0.00% = 0.00%
0.00%  0.00% = 0.00% 0.00%  0.00% 0.00% 0.00% = 100 0.00%

0.00% = 0.00%  0.00%  0.00%  0.00% 0.00% 0.00%  0.00% 100

4.3 Data Transformation Details

Not applicable.

4.4 Gating (Data Filtering) Details

Similar gating strategy was used for all the data files to identify the following antigen-

presenting cell populations: CD90+ cells, CD90-cells, CD14+cells and CD14-cells,

and also double staining. After drawing the gates to define each marker on a single

sample, the same gating was applied to all samples on the FlowJo.

4.4.1 Gate Description

First, the cells were separated in the FSC vs. SSC plot (as shown bellow). After
gating, this population was analyzed against the CD90+ cells, CD90-cells,
CD14+cells and CD14-cells, and also double staining. Thereby, the percentage of

stained cells was analyzed as described in the 4.4.2 item.
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4.4.2 Gate Statistics
The following table shows percentages of each of the subpopulations defined by
described gates. Percentages indicate % of parent gate, i.e. parent gate is
denominator.
Histograms
Hs578-T - cells = 87.5%
CDYOP**'"™ =95.1%
CDY0™#* ™ = 4.9%
CDI14P™ = 14.4%
CD14"™#"™° = 85.6%
MCF10-A - cells = 96.5%
CDYOP*™'™ = 6.55%
CDY0™#" ™= 93.5%
CD14P"™ = 65.8%
CD14"™#%™° = 34.2%

Double Tagging



Hs578-T CD90/CD14 - cells = 89.0%
CDYOP!Ve/CD 148 = 70.3%,
CDY0 PSve/CD 1 4P8ve = 4 49,
CD90 "#/CD 4P = 0,0%
CDY0 "#Ve/CD 14" = 25 2%,
Hs578-T CD90/CD44 - cells = 83.9%
CDYOP* Ve /CD44 &M = 26.0%
CDY0 PoSve/CD44Ps Ve = 38 20
CDY0 "#V/CD44PSe = 12.1%
CDY0 "#V/C D448 = 23 6%
MCF10-A CD90/CD14 - cells = 96.2 %
CDOOP e /CD 14" = (.0 %
CDI0 P! /CD 14PN = 3 40,
CDY0 &V /CD 1475 = 24 3%,
CDY0 &V /CD 148 = 72 3%,
MCF10-A CD90/CD44 - cells = 81.8%
CD9OP Ve /CD44™ e = () 2%,
CDY0 PoSive/CD44Pos e = | 194,
CDY0 "#1/CD44PSe = 89 50

CD90 negative/CD44negative — 9. 1 %

4.4.3 Gate Boundaries



Gate boundaries as illustrated in Figure 2 of the accompanying main paper are
recorded in the FlowJo workspace, which is available upon request for each of the
subjects included in this study. Gate boundaries were adjusted according to the non-
stained control cell fluorescence.

4.4.4 Other relevant gate information

Not applicable.



