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SANTOS, Julia Souza Soledade. Relacdo entre as versicanases ADAMTS e microambiente
inflamatorio no desenvolvimento de metastases: estudo em modelo de carcinoma mamario triplo
negativo 4T1. 2023. 84 f. Dissertagdo (Mestrado em Biotecnologia em Saude e Medicina
Investigativa) — Instituto Gongalo Moniz, Fundacao Oswaldo Cruz, Salvador, 2023.

RESUMO

O cancer de mama triplo negativo ¢ conhecido como o subtipo molecular de pior progndstico
quando comparado aos demais. Estudos atuais demonstram que a matriz extracelular (MEC)¢é um
fator importante para o carater agressivo de alguns tipos de cancer. Dentre os elementosda MEC, os
proteoglicanos sdo essenciais para a manutencdo da estrutura do tecido, como por exemplo o
versican (VCAN). Esse proteoglicano, quando fragmentando, gera protedlitos que tém sido
relacionados a atividade de matrikinas, uma vez que apresentam fun¢do imunomoduladora
associada a progressdo tumoral e a angiogénese. Todavia, a relacio de matrikinas com o
remodelamento da matriz ainda ndo foi elucidada. Objetiva-se avaliar a relagdo entre as
versicanases, microambiente tumoral inflamatorio e desenvolvimento de metastases em modelo
murino 4T1. Foram realizadas analises histomorfologicas em amostras de tumor primario,
linfonodo regional e pulmao nos grupos de 7, 14, 21 e 28 dias de crescimento tumoral e analises
da expressdo imuno-histoquimica de VCAN, VKINA, as desintegrinas e metaloproteinases com
dominios trombospondinas (ADAMTS) -1, -5 e -15,bem como andlise do perfil imunofenotipico
de células da resposta imune em sangue periférico e infiltrado tumoral. Ao longo dos 28 dias, houve
um aumento crescente da expressdo de VCAN. Contudo, a expressdo de VKINA atingiu maior
mediana aos 21 dias decrescimento tumoral, assim como a ADAMTS15. ADAMTSI ¢ 5 foram
mais expressas emestroma aos 21 e 28 dias de inoculagdo tumoral. VCAN, ADAMTS 1 ¢ 5
apresentaram maior expressao nas ultimas semanas do experimento, com correlagdo direta ao perfil
predominantemente pré-inflamatorio. No entanto, VKINA e ADAMTSI15 apresentaram maior
expressdo na terceira semana, quando ha o surgimento de metastases nesse modelo. Além da alta
expressdao de VKINA em 21 dias, esse protéolito teve relagdo com perfil imune predominantemente
anti-inflamatorio, criandoum microambiente favoravel a progressao do tumor. Os resultados
sugerem uma relacdo entre degradagdo da MEC e perfil inflamatorio. Contudo, ainda se faz
necessario compreender os efeitos destes perfis imunes no remodelamento da matriz extracelular
com relacdo das versicanases e seu protedlito nos diferentes tempos de progressao tumoral.

Palavras-chave: Cancer de mama triplo negativo. Degradacdo. Matriz extracelular. Versicanases.



SANTOS, Julia Souza Soledade. Relationship between ADAMTS versicanases and
inflammatory microenvironment in the development of metastases: study in a 4T1 triple
negative breast carcinoma model. 2023. 84 f. Dissertagio (Mestrado em Biotecnologia em Saude e
Medicina Investigativa) — Instituto Gongalo Moniz, Fundagdo Oswaldo Cruz, Salvador, 2023.

ABSTRACT

Triple negative breast cancer is known as the molecular subtype with the worst prognosis when
compared to the others. Current studies demonstrate that the extracellular matrix (ECM) is an
important factor in the aggressive nature of some types of cancer. Among the elements of the ECM,
proteoglycans are essential for the maintenance of tissue structure, such as versican (VCAN). This
proteoglycan, when fragmented, generates proteolites that have been related to the activity of
matrikins, since they have an immunomodulatory function associated with tumor progression and
angiogenesis. However, the relationship between matrikins and matrix remodeling has not yet been
elucidated. The objective is to evaluate the relationship between versicanases, inflammatory tumor
microenvironment and the development of metastases in a 4T1 murine model. Histomorphological
analyzes were performed on primary tumor, regional lymph node and lung samples in the groups
of 7, 14, 21 and 28 days of tumor growth and analyzes of the immunohistochemical expression of
VCAN, VKINA, disintegrins and metalloproteinases with thrombospondin domains (ADAMTS) -
1, -5 and -15, as well as analysis of the immunophenotypic profile of immune response cells in
peripheral blood and tumor infiltrate. Over the 28 days, there was an increasing increase in VCAN
expression. However, VKINA expression reached a higher median at 21 days of tumor growth, as
did ADAMTS15. ADAMTSI and 5 were more expressed in stroma at 21 and 28 days of tumor
inoculation. VCAN, ADAMTS 1 and 5 showed greater expression in the last weeks of the
experiment, with a direct correlation to the predominantly pro-inflammatory profile. However,
VKINA and ADAMTS15 showed greater expression in the third week, when metastases appear in
this model. In addition to the high expression of VKINA in 21 days, this proteolyte was related to
a predominantly anti-inflammatory immune profile, creating a microenvironment favorable to
tumor progression. The results suggest a relationship between the degradation of the extracellular
matrix (ECM) and the inflammatory profile. However, it is still necessary to understand the effects
of these immune profiles on the remodeling of the extracellular matrix, particularly concerning
versicanases and their proteolysis at different stages of tumor progression.

Keywords: Triple negative breast cancer. Degradation. Extracellular matrix. Versicanases.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama ¢ a neoplasia mais comum entre as mulheres no mundo e a segunda
principal causa de mortes relacionadas ao cancer nas mulheres (INCA, 2021). Apesar dos avangos
na pesquisa, esta doenga continua sendo um grande problema de saude, pois ainda h4d uma
incidéncia de 2.026.000 de novos casos no mundo por ano, de acordo com o GLOBOCAN (2020),
e no Brasil cerca de 66.280 casos anualmente (INCA, 2021).

Atualmente, sabe-se que o cancer de mama ¢ classificado também quanto as suas
caracteristicas moleculares, categorizadas em tumores luminais A, luminais B, superexpressao de
HER-2 e triplo negativos. O subtipo triplo negativo ¢ conhecido por ser omais agressivo com uma
baixa resposta as terapias disponiveis pois a sua falta de expressdodos receptores de estrogeno
(ER), progesterona (PR) e super expressdao da proteina HER-2 faz que ndo haja resposta a
tratamentos especificos que visam esses receptores, como terapias hormonais direcionadas ou
terapia alvo HER-2 (HAN et al., 2023). Isso faz com que o tratamento de tumores triplo negativos
seja mais desafiador em comparagdo com outros subtipos de cancer (ANASTASIADI, et al., 2017,
STEENBRUGGE, et al., 2017). Essas caracteristicas conferem maior risco de recidivas precoces
até 3 anos apos o diagnoéstico, desenvolvimento de metéstases viscerais e/ou cerebrais € uma menor
sobrevida global (LINet al., 2008; COLLINGNON et al., 2016).

Sabe-se que o microambiente tumoral tem um importante papel na progressao de tumores
agressivos, como no cancer triplo negativo, bem como no desenvolvimento das metéstases
(ALBINI; SPORN, 2007). Esse microambiente consiste em células tumorais, células do estroma
ndo tumorais, incluindo fibroblastos, células endoteliais, mioepiteliais e células inflamatorias,
como macrofagos, células T, Natural Killer (NK) e células dendriticas,além da matriz extracelular
(MEC) responsavel pela sustentagdo do tecido (SUND; KALLURI, 2009). Estes elementos estao
envolvidos nas principais caracteristicas do cancer,como o escape da vigilancia imunologica,
ativacdo da angiogénese, proliferacdo, invasdo e metastase, além de dar suporte a resisténcia
terapéutica (ZHANG, et al., 2019, DOS REIS, et al., 2019).

Durante a progressao tumoral, a MEC e seus elementos sofrem degradacdo pela acdodas
enzimas liberadas pelas células cancerosas, fibroblastos e células da resposta imune inata,gerando
fragmentos com acao imunomoduladora. Dentre os elementos da MEC, o proteoglicano versican

(VCAN) esta exposto a acdo destas enzimas uma vez que suaexpressao se apresenta aumentada em
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processos inflamatdrios e neopldsicos (CANAVESE,et al., 2011, HOPE, et al., 2016). Varias
proteases atuam como versicanases, regulando a expressao deste proteoglicano, como por exemplo
as ADAMTSs (A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin motifs) (BINDER, et
al., 2017). Estas enzimas pertencem ao grupo de metaloproteinases dependentes de zinco que
possuem caracteristicassemelhantes a desintegrina (LAMBERT, et al., 2020). O VCAN regulado
pelas ADAMTS pode gerar um subproduto chamado versikina (VKINA). Esse proteolito esta
relacionado com o processo inflamatdrio de forma favoravel a progressao tumoral, angiogénese e
desenvolvimento de metastases, exercendo o papel de matrikina. Sabe-se que matrikinas atuam
como padrdo molecular associado ao dano (do inglés Damage Associated Molecular Patterns,
DAMP), se ligam ao Receptor Toll-like (TLR) e, desta forma, sdo capazes de ativara resposta imune
(FREY etal., 2013; EBLE, J. A.; NILAND, S., 2019).

Através da interagdo com o heterodimero (TLR2/TLR6) e com CDI14, VKINA, por
exemplo, pode ativar as células mieloides infiltrantes de tumor para estimular a produgdo de
citocinas proé-inflamatorias como TNF-a e IL-6 e promover metastase (FREY et al., 2013). Os
efeitos deste proteolito na diferenciacdo de macrofagos também ja foram relatados em mieloma
multiplo (GUPTA et al., 2017; HOPE et al., 2014, 2016), bem como seu papel na infiltracdo de
células T CD8+ ¢ diferenciacdo de células dendriticas em cancer colorretal (HOPE et al, 2017).
Entretanto, o conhecimento sobre o papel desta matrikina em outras células da resposta imune,
ainda ¢ escasso.

Nesse contexto, faz-se necessario maior investigacao sobre a a¢do das proteases ADAMTS
associadas a protedlise de VCAN em microambiente inflamatdrio do cAncer de mama. Com intuito
de investigar o cancer triplo negativo, o0 modelo murino 4T1 foiestabelecido como modelo para o
estudo por possuir uma boa analogia com a progressao daneoplasia maligna mamaria, permitindo
monitorar as alteragdes do tecido, como crescimento, encolhimento e metdstase sem serem
rejeitados pelo sistema imunolégico do hospedeiro (STEENBRUGGE, et al., 2019). Dessa forma,
sera possivel avaliar a relagdo entre a degradacdo de VCAN pelas ADAMTSs e sua relagdo com

células imunes da respostaimune no microambiente tumoral.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer de mama em mulheres

O cancer de mama ¢ uma doenga heterogénea com comportamentos distintos em termos de
progressdo e progndstico, com etiologia multifatorial. Diversos fatores estdo relacionados ao
aumento do risco de desenvolvimento tumoral, como: a idade, mulheres acima de 50 anos tém
maiores riscos de desenvolver essa doenca (INCA, 2020); os fatores ambientais como ingestao de
bebidas alcodlicas, obesidade, auséncia de atividades fisicas e exposicdo frequente a radiacdo
ionizante; os fatores enddcrinos estdo relacionados com umamaior exposi¢ao ao estimulo de
estrogénio (enddgeno ou exodgeno) (ANASTASIADI et al., 2017); e, principalmente, as alteragdes
genéticas hereditarias e somaticas. As alteracdes hereditarias sdo mutagdes que sdo passadas de
geracdo através da linhagem familiar. Essas mutacdes podem aumentar significativamente o risco
de uma pessoa desenvolver cancer de mama. A mutacdo mais conhecida associada a esse risco € a
mutagdo nos genes Breast Cancer gene (BRCA) 1 e2 (ADAMI etal., 2008). Além das mutagdes em
BRCA1 e BRCA2,outras mutagdes genéticas também podem contribuir para a suscetibilidade
hereditaria ao cancer de mama. Essas mutagcdes podem estar associadas a sindromes genéticas
especificas,como a sindrome de Li-Fraumeni, sindrome de Cowden, entre outras (ABEN-ATHAR
etal., 2021).

Ja& as alteracdes genéticas somadticas ocorrem nas células do corpo devido a fatores
ambientais, como exposi¢ao a carcindgenos, radiagdo ou erros aleatérios durante a replicagdodo
DNA. Algumas mutagdes somaticas podem resultar na ativacdo de oncogenes, genes que
promovem o crescimento celular descontrolado e a formagdo de tumores. Por exemplo, a
amplificacdo do gene HER-2 ¢ associada a um subtipo agressivo de cancer de mama. Mutagdes em
genes supressores tumorais, como TP53 (associado a sindrome de Li- Fraumeni) e PTEN
(associado a sindrome de Cowden), podem levar a perda de controle do crescimento celular e
aumentar o risco de cancer de mama (ZANETTI, 2015).

Para uma investiga¢do de cancer de mama, ¢ necessario um exame clinico das mamase
exames de imagem para diagnostico preciso como por exemplo, ultrassom, mamografia ou
ressonancia magnética (SHAMSI; ISLAMIAN, 2017). A confirmagdo da doenca s6 € feita por meio

de bidpsia, que consiste na retirada de um fragmento do nddulo ou da lesdo suspeitapor meio de
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citologia aspirativa, pungdes ou exérese cirirgica. A amostra do material retirado¢ encaminhada
para andlise citopatologica ou anatomopatologica (BONILLA et al., 2017).

Analises moleculares sugerem que o carcinoma humano pode ser subclassificado em pelo
menos quatro grupos principais que consistem em Luminal A, Luminal B, triplo- negativo e
HER2+, e seis subtipos intrinsecos que sdo basal-like 1, basal-like 2, imunomodulador,
mesenquimal, mesenquimal tipo tronco e receptor de androgénio luminal ANASTASIADI et al.,
2017). O subtipo Luminal A possui tumores positivos para receptorde estrogénio (RE) e/ou receptor
de progesterona (RP), e negativos para amplifica¢do e/ou superexpressao de HER2 e apresenta um
indice de Ki-67 inferior a 14%, por isso tem um melhor progndstico, com taxas mais altas de
sobrevivéncia e baixas taxas de recorréncia. Porconta do fato destes tumores apresentarem RE+, o
tratamento para esses tumores normalmente inclui terapia hormonal (WON; SPRUCK, 2020). O
subtipo Luminal B ja ndopossui um bom prognostico como o A, pois pacientes com este subtipo
sdo geralmente diagnosticados com tumores em estagios mais avancados e com linfonodos
positivos,expressao de genes associados ao HER2 e a um maior nimero de genes de proliferagao
celular, que incluem a expressao de genes como o Ki-67.

A expressdo de RE, RP, HER2 e mais recentemente a utilizagdo do indice do Ki-67,
distinguem o subtipo luminal A do luminal B (LEBERT et al., 2018). Ja o triplo negativo ¢
considerado o grupo de pior prognoéstico devido a auséncia de receptores hormonais e HER2, desta
forma nenhuma das terapias atuais sdo plenamente eficazes para esse tipo de cancer (LIN et al.,
2008). O quarto subtipo, HER2+, possui elevada expressdo da oncoproteina HER2, porém
apresenta negatividade para receptores hormonais. Esse subgrupo representa o segundo pior
progndstico em relagdo aos demais e as pacientes acometidas estdo mais propensas a
recorréncia precoce e desenvolvimento de metastases, apesar de responderem bem as terapiascom
alvo biologico anti-HER2 (COLLINGNON et al., 2016).

Embora esses sistemas de classificacdo contribuam para o manejo clinico dessa doenga,eles
ndo conseguem capturar a ampla diversidade molecular do cancer de mama. Nessas circunstancias,
abordagens complementares sdo importantes para contemplar essa variedadee validar alvos

terapéuticos relevantes (FEDERICO; CHONG; ZHANG, 2017).
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2.2 Cancer de mama triplo negativo

O cancer de mama triplo-negativo (CMTN) ¢ definido como um tipo de cancer de mama
com expressao negativa de estrogénio (ER), progesterona (PR) e receptor-2 do fator de crescimento
epidérmico humano (HER2) (YIN et al., 2020). O CMTN ocorre principalmente em mulheres
jovens na pré-menopausa com menos de 40 anos de idade, e representam aproximadamente 15 a
20% de todas as pacientes com cancer de mama (GONGetal., 2021). Em comparag¢ao com os outros
grupos de cancer de mama, o tempo de sobrevidadas pacientes CMTN ¢ menor e a taxa de
mortalidade ¢ de 40% nos primeiros 5 anos apds odiagndstico por ser um subtipo altamente
invasivo (YIN et al., 2020).

Existem 6 subtipos de CMTN que se baseiam no prognostico da doenga e na resposta da
terapia. Esses subgrupos sdo nomeados de acordo com seus padrdes de expressdomolecular: basal-
like 1 e 2 (BL1 e BL2), imunomodulador (IM), mesenquimal (M), tipo tronco mesenquimal (MSL)
e receptor de androgeno luminal (LAR) (SPORIKOVA; KOUDELAKOVA, 2018). Os subtipos
BL1 e BL2 sdo sensiveis a agentes prejudiciais ao DNA e tém expressao elevada no ciclo celular e
resposta a danos ao DNA. Os perfis de expressao génica dos subtipos M e MSL se sobrepdem aos
do cancer de mama metaplasico quimiorresistente e exibem a regulacdo positiva dos genes
envolvidos na transi¢cdo epitelial- mesenquimal, motilidade celular, remodelamento da matriz
extracelular e diferenciagdo celular (LI YIN et al., 2020). O subtipo IM ¢ caracterizado pelo
aumento da expressdo de genes de sinalizagdo imunologica (sinalizagdo de células imunes e
citocinas, e apresentagdo de antigenos pelas vias principais de sinalizacdo imunoldgica
(LEHMANN et al., 2011). Ja o subtipo LAR ¢ enriquecido em genes envolvidos na sinalizacao
hormonal, sintese de esteroides e metabolismo de estrogénio, incluindo superexpressao do receptor
de andrégeno (AR). Pacientes com o subtipo LAR apresentam menor sobrevida livre de recaidas
(SPORIKOVA; KOUDELAKOVA, 2018).

Devido ao seu feno6tipo molecular, o CMTN ndo ¢ sensivel a terapias endodcrinas ou a
terapias moleculares direcionadas. Logo, a quimioterapia ¢ o principal tratamento, mas a eficacia
da quimiorradioterapia adjuvante pds-operatoria convencional ¢ reduzida. As lesdesmetastaticas
residuais eventualmente levardo a recorréncia do tumor. O farmaco bevacizumab tem sido usado
em combinagdo com medicamentos quimioterapicos para trataro CMTN em algumas 4reas, mas o

tempo de sobrevivéncia dos pacientes ndo aumentou significativamente (BERGIN et al., 2019).
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Além dele, aimunoterapia, que estimula o sistemaimunologico a atacar as células cancerigenas, esta
sendo investigada como uma abordagem para cancer de mama triplo negativo. Inibidores de
checkpoint imunoldgico, como os que atuam em PD-1 e PD-L1, estdo sendo testados em ensaios
clinicos (LI et al., 2022).

A heterogeneidade do CMTN ¢ evidente em seu tratamento, logo os diferentes subtipos
diferem tanto na atividade proliferativa quanto na resposta ao tratamento convencional
(quimioterapia); entdo, as abordagens terapéuticas classicas devem considerar qual subtipo esta
sendo direcionado até que opgdes personalizadas estejam disponiveis nesse ambito (HUBALEK et

al., 2017).

2.3 Tumor mamario experimental transplantiavel: modelomurino 4T1

Modelos murinos de doengas ajudaram a desvendar vias moleculares altamente
conservadas e reguladores envolvidos na oncogénese humana. Varios modelos murinos de
metastases espontaneas de cancer de mama foram desenvolvidos para estudar os mecanismos
moleculares na progressdo e metastase de células tumorais de mama e para serem usados para
testagem de agentes terapéuticos (GUO et al., 2020).

A maioria dos exemplos murinos sdo de tumores genéticos que por mais que sejam
excelentes para estudos mecanicistas, ndo sao adequados para testar agentes terapéuticos, ja que as
metastases levam meses para se desenvolver nesses modelos genéticos espontaneos, exigindo
assim uma administra¢do a longo prazo dos agentes antineoplédsicos (YANG; ZHANG; HUANG,
2012). No entanto, um modelo de metastase induzida tem as vantagens da progressdo tumoral a
curto prazo e do facil rastreamento da progressdao do tumor em camundongos vivos, como acontece
com cancer de mama murino ortotopico 4T1 (GUO et al., 2020). Neste caso, as células tumorais
4T1 sdo transplantadas no tecido adiposo mamadriopara o desenvolvimento de nddulos tumorais
primarios e apresentam alta capacidade invasiva (SCHRORS et al., 2020). A maioria dos
camundongos portadores deste tumor desenvolvemmetastases em aproximadamente 30 dias apos
o transplante tumoral. No entanto, os tumores4T1 crescem agressivamente nos locais primarios e
se espalham para 6rgdos/tecidos secundarios a partir do seu local inicial. Nesta fase, muitas vezes
surgem as micrometastases, caracterizadas por pequenos grupamentos de células neoplasicas

espalhadas em linfonodos drenantes e 6rgios, como pulmio e figado (SCHRORS et al., 2020).
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O modelo 4T1 foi estabelecido para o estudo em oncologia por possuir uma boa analogia com a
progressdo da neoplasia, permitindo monitorar as alteragdes do tecido, como crescimento,
encolhimento e desenvolvimento de metastase sem serem rejeitados pelosistema imunologico do
hospedeiro (STEENBRUGGE, et al., 2019).

Nos ultimos 20 anos, houve muitas publicagdes com cancer de mama metastatico murino.
Modelos singénicos com implantagdo de células 4T1 marcadas com luciferase de vagalume em
camundongos imunocompetentes podem ser usados para rastrear a eficacia dadroga in vivo usando
tecnologia bioluminescente (RASHID et al., 2017). Este tipo de estudoleva em consideracdo a
resposta imune antitumoral do animal, interacdes cancer-estroma, o microambiente mamario e
demonstram reproduzir as etapas de progressdo e metastase do cancer mais eficientes do que
tumores de xenoenxertos (RASHID; NAGAHASHI; RAMACHANDRAN, 2016).

Devido a alta capacidade de exibir metastases nos mesmos sitios afetados pelo cancerde
mama humano, o modelo de carcinoma mamario murino 4T1 representa um sistema ideal para o
estudo de metastases, terapias, técnicas moleculares, celulares e patoldgicas de cancerde mama em

diversos 6rgaos/tecidos (PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 2001).

2.4 Microambiente tumoral

Recentes estudos demonstram que a analise do microambiente tumoral ¢ crucial para uma
melhor compreensao do cancer de mama. O microambiente tumoral é complexo e dindmico. Ele é
composto por uma variedade de componentes, incluindo células tumorais, células estromais, vasos
sanguineos, células imunes, matriz extracelular e fatores soluveis (EDECHI, et al., 2021). O
microambiente tumoral desempenha um papel crucial no crescimento, progressdo e resposta ao
tratamento do cancer. A compreensdo dessa complexarede de intera¢des ¢ fundamental para o
desenvolvimento de terapias mais eficazes edirecionadas (HINSHAW; SHEVDE, 2019). As
células tumorais interagem com outros componentes do microambiente e liberam sinais que afetam
o comportamento das células vizinhas (BAGHBAN et al., 2023), como exemplo liberando fatores
de crescimento que promovem a angiogénese.

As células estromais no microambiente tumoral sdo os fibroblastos, células endoteliaise

células musculares lisas. Essas células desempenham um papel na manuten¢ao da estruturae funcao
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dos tecidos, mas no microambiente tumoral, elas podem ser usadas pelas células cancerigenas para
promover o crescimento tumoral (ZHANG et al, 2020; WANG et al., 2023). As células imunes,
como linfocitos T, células Natural Killer (NK), células dendriticase macrofagos, estdo também
presentes no microambiente tumoral. Elas podem ter papéis tanto protetores (atacando as células
cancerigenas) quanto facilitadores (promovendo a evasdao imunologica) (WANG et al., 2023).

No cancer de mama, as células estromais podem ser recrutadas pelo tumor e influenciar
negativamente a resposta imunologica (FREIRE, 2019). Essas células podem secretar fatoresque
suprimem a atividade das células imunes, criando um ambiente imunossupressor que permite que
as células cancerigenas escapem da detec¢do e da destruigdo (GONZALEZ, HAGERLING,
WERB, 2018). Além disso, as células tumorais podem explorar os mecanismos de controle do
sistemaimunoldgico para evadir a resposta imune. Uma das estratégias ¢ a expressdo de moléculas
que se ligam a receptores de células T, como o PD-1, impedindo que as células imunes ataquem as
células cancerigenas (GONZALEZ, HAGERLING, WERB, 2018). Inibidores de checkpoint
imunolégico, como os que atuam em PD-1 e PD-L1, bloqueiam essas interagdes,permitindo que as
células T ataquem as células cancerigenas.

Embora tenha havido progresso significativo no tratamento do cancer de mama, a metastase
ainda ¢ desafiante, uma vez que € responsavel por mais de 90% das mortes por essa doenca (JHAN;
ANDRECHEK, 2017). Nesse processo de progressao tumoral, as células sofrem transi¢ao epitelial
para mesenquimal e atuam na remodelacdo da MEC liberando metaloproteinases que degradam as
proteinas da matriz extracelular. Esses processos facilitam em conjunto o escape das células
cancerosas do local do tumor primdrio para a circulacdo e depois para os demais 6rgaos

(FARHOODI et al., 2020).

2.5 Matriz extracelular

A matriz extracelular (MEC) ¢ uma estrutura tridimensional que esta presente em todosos
tecidos do corpo humano e ¢ essencial para a vida. Cada 6rgao tem uma MEC com composi¢ado
unica que ¢ gerada nos estagios iniciais embrionarios (HUMPHREY; DUFRESNE; SCHWARTZ,
2014). A funcdo da MEC vai além de fornecer suporte fisico para a integridade e elasticidade do
tecido, ela também ¢ uma estrutura dinamica que ¢ frequentemente remodelada para controlar sua

homeostase (BOONNANS et al., 2015). Suaimportancia ¢ comprovada, por exemplo, pela
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letalidade embrionéria causada por mutagdesem genes (ex.: BRCA1) que codificam componentes
da MEC e essas modificagdes genéticaspodem levar a perda da protecdo contra transformagdes
celulares, podendo ser mais suscetivel a progressao do carcinoma (BONNANS et al., 2015).

A MEC ¢ composta por cerca de 300 proteinas, incluindo o colageno, proteoglicanos (PGs)
e glicoproteinas. Os coldgenos sdo as principais proteinas estruturais da MEC e sdo classificados
em formas fibrilares (colagenos I-11I, V e XI) e ndo fibrilares. As fibrilas de coldgeno fornecem
resisténcia a tragdo a MEC, limitando o aumento dos tecidos. Glicoproteinas, como a elastina,
também tém um papel importante na montagem da MEC, estdo envolvidos na interacdo matriz-
célula, atuando como ligantes para receptores desuperficie celular, como as integrinas. Elas
também funcionam como um reservatoério de fatores de crescimento que estdo ligados 8 MEC e
podem ser liberados apods a protedlise (ISLAM et al., 2020). Os PGs sdo proteinas centrais com
cadeias laterais de glicosaminolicanos ligados (GAG) e sdo intercaladas entre as fibrilas de
colageno (BONNANS; CHOU; WERB, 2014), a exemplo do proteoglicano de sultato de
condroitinaversican. Estes preenchem o espaco intersticial extracelular e conferem a hidratagao,
retendoa agua dentro do tecido (HUMPHREY; DUFRESNE; SCHWARTZ, 2014).

Os glicosaminosglicanos (GAGs), componente central e estruturante dos PGs, se ligam a
muitosfatores de crescimento, que os sequestraram na MEC modulando assim a sinaliza¢ao das
células cancerigenas e das células estromais. Isso pode influenciar a prolifera¢do, a migragdoe a
angiogénese das células tumorais (NAJAFI et al, 2018). Além disso, a intera¢do entre
proteoglicanos e fatores de crescimento também pode afetar a adesdo celular e a remodelagaoda
matriz extracelular, contribuindo para a invasao e metéstase das células cancerigenas. Essainteragdo
complexa pode influenciar o comportamento das células tumorais, sua resposta aotratamento e a
progressao da doenga (HUMPHREY; DUFRESNE; SCHWARTZ, 2014).

As ligagdes entre células e matriz extracelular controlam a orientagdo da estrutura interna
de cada célula (FARHOODI; SEGALINY; WAGONER, 2020). As juncgdes entre ascélulas criam
uma comunicagdo, permitindo que as células compartilhem sinais que regulemseu padrdo de
expressao génica e sua estrutura. A formacao e a destruicdo das ligagdes mudam o jeito como as
células se movem no organismo, orientando-as durante o crescimento, o desenvolvimento e o
reparo celular. Dessa forma, os mecanismos de adesdo celular a matriz extracelular ¢ critica para
cada um dos aspectos da organizac¢do, fun¢ao edindmica das estruturas das células (BINDER et al.,

2017). Existem dois tipos principais de MEC que diferem em relagdo a sua localizacdo e
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composicdo: a matriz de tecido conjuntivo intersticial, que envolve as células e fornece andaimes
estruturais para os tecidos; e a membrana basal, que ¢ uma forma especializada de MEC que separa
o epitélio do estroma circundante (HUMPHREY; DUFRESNE; SCHWARTZ, 2014).

A medida que as células tumorais proliferam, a MEC circundante sofre mudancas na sua
arquitetura importantes em uma interacdo dinamica entre o microambiente e as células residentes.
Essas alteragdes mostram que a progressao do tumor exige uma interagao continuaentre a MEC e as
células tumorais (NAJAFI et al., 2018). O aumento da deposi¢ao de proteinas da matriz promove
a progressdo tumoral, interferindo na adesdo célula-célula, consequentemente amplificando a
sinalizacdo do fator de crescimento (PICKUP et al., 2014).A visualizagdo do tecido circundante as
células epiteliais durante a metastase tumoral revelou organizacdo e alinhamento da matriz
localizada ao longo da borda de ataque de tumores invasivos (WALKER et al., 2018). De fato,
observou-se que a invasdo celular local desses tumores ¢ orientada ao longo de fibras colagenas
alinhadas, sugerindo que a linearizagdo dasfibras coldgenas facilita a invasdo tumoral (INSUA-
RODRIGUEZ; OSKARSSON, 2015). Acredita-se que essas fibras de colageno densamente
alinhadas atuem como trilhas para a proliferacdo de células neopladsicas migrarem para fora do
tumor. Nesse processo de invasdo,proteoglicanos e enzimas proteoliticas sdo de extrema relevancia
para o remodelamento da MEC e manutencdo de um microambiente favordvel a progressdao

tumoral.

2.6 Versican e versicanases

Versican (VCAN) ¢ um proteoglicano contendo sulfato de condroitina que ¢ sintetizadopor
uma variedade de células e ¢ um dos principais componentes da matriz extracelular, quefornece
uma matriz solta e hidratada durante os principais eventos do desenvolvimento embriondrio e em
processos patoldgicos (JHAN; ANDRECHEK, 2017). Existem 5 variantesdiferentes geradas pelo
splicing alternativo dos éxons 7 e 8 internos que codificam dois dominios de glicosaminoglicanos
na proteina central, como demonstrado na figura 1 (PAPADAS; ASIMAKOPOULOS, 2020). Essas
variantes diferem no tamanho da proteinaprincipal e no nimero de cadeias CS conectadas.
Enquanto as variantes VO e V1 do VCAN carregam cadeias CS e sdo as principais formas que se
acumulam em processos inflamatoriosepatoldgicos, a variante V3 ndo possui cadeias CS e nao ¢

alterado de forma significativa na doenca. J& a variante V4, ainda pouco estudada, consiste apenas
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nos dominios G1 e G3, umaporcao N-terminal e outra C-terminal, respectivamente. A presenga de
V4 foi descrita em casos de cancer de mama humano, onde apresentou-se regulada positivamente.

Sua funcdo ainda ndo ¢ bem esclarecida (KISCHEL et al., 2010; PAPADAS et al., 2020).

vo vi v2 v3 v4

Acido hialurénico

Dominio de ligacio ao dcido hialurdnico
Repeticdo tipo fator de crescimento epidermal
Repeticdo tipo lectina

Proteina regulatéria do complemento

CD44

Estrutura e isoformas de Versican. Adaptado de Binder et al., 2017

Fonte: (BINDER et al., 2017)

VCAN ¢ uma molécula complexa que consiste em dominios modulares de proteinas
centrais e cadeias laterais de glicosaminoglicanos, e existem vdrias etapas de sintese e processos
que as regulam (PAPADAS; ASIMAKOPOULOS, 2020). Apresenta cerca de 86%de homologia
entre as espécies murina ¢ humana (NASO et al., 2016), indicando a importancia e a natureza
altamente conservada deste proteoglicano. Esta molécula participa da adesdo, proliferagdo,
migra¢do celular e angiogénese, desempenhando um papel central na morfogénese e manutengdo
dos tecidos. Além disso, o versican contribui para o desenvolvimento de varios processos
patoldgicos, como por exemplo o cancer (CANAVESE et al., 2011).

Quando superexpressa na MEC, VCAN esté sujeito a clivagem por enzimas proteoliticas
com as da familia ADAMTs, conhecidas como versicanases. Assim, ¢ gerado um proteodlito
chamado VKINA, um bioativo produto da acdo de uma ADAMTS especifica na ligacdo Glu441-
Ala442, no dominio GAG-B das isoformas VO e V1 (RASHID et al., 2016). A VKINA esta
relacionada com o processo inflamatodrio, exercendo o papel de matrikina, asquais atuam como
padrdo molecular associado ao dano se ligando ao Receptor Toll-like (TLR) e, desta forma, sdao
capazes de ativar a resposta imune inata (FREY et al., 2013; EBLE; NILAND, 2019). Esses

fragmentos de VCAN também sdo capazes de provocar atividades bioldgicas, como a promogao
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da morte celular (apoptose) (NANDADASA;FOULCER; APTE, 2014). A fun¢do de VKINA no
microambiente ainda ¢ bastante estudado,podendo atuar de forma favoravel ou desfavoravel a
progressao tumoral, angiogénese e desenvolvimento de metéstases.

As ADAMTS s3o metaloproteinases (MMPs) secretadas que desempenham papéis
fundamentais na formacgdo, homeostase e remodelagdo da MEC, sendo descritas até o presente
momentol9 isoformas. O espectro de substrato das proteases ADAMTS pode variarde proteinas
individuais da MEC a familias inteiras de proteinas, como os hialectanos (LAMBERT et al., 2020).
Estas enzimas extracelulares apresentam uma montagem complexa e estdo, estruturalmente,
organizadas em um dominio proteinase € um dominio auxiliar. O dominio proteinase compreende
os dominios sinal, metaloproteinase e desintegrina. A maior variabilidade entre os membros da
ADAMTS ¢ encontrada no dominioauxiliar, que é composto por uma ou mais repeti¢des de
sequéncia de trombospondina tipo 1(TSRs), um dominio rico em cisteina e um dominio espagador.
Alguns membros da familia também tém um ou mais dominios especializados como parte de seu

dominio auxiliar, demonstrado na figura 02.
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Figura 2 - Organizac¢ao do dominio basico dos 19 membros da familia ADAMTS e seus principais grupos funcionais
adaptada.

Fonte: (KELWICK, Richard et al. 2015, p. 113)

A clivagem de substrato mediada por ADAMTS ¢ necessaria para a formagao, remodelagao
e adaptacao fisiologica da MEC as necessidades de tecidos e sistemas de 6rgdosindividuais. As
ADAMTS-1, -4, -5, -9, -15 e -20 demonstraram clivar VCAN, sendoconhecidas como versicanases
(NANDADASA; FOULCER; APTE, 2014).

No entanto, as proteases ADAMTS também podem estar envolvidas, indiretamente, na
destrui¢do de tecidos, como acontece no cancer de mama (LAMBERT et al., 2020). Eles participam
da degradagdo inicial da membrana basal, facilitando a invasdo de célula malignasno tecido
conjuntivo através da degradagdo restrita de proteinas da MEC. Além disso, os fragmentos
resultantes do processamento de proteinas da matriz estdo relacionados a importantes controles
regulatorios, tanto de natureza inibitdria quanto estimulatoria (BINDER et al., 2017). Dessa forma,

as modificagdes do meio extracelular surgiram como um mecanismo basico para a regulagao do
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reparo de vasos, progressdo da aterosclerose, bemcomo estimulagdo e inibi¢cdo da angiogénese
(LAMBERT et al., 2020).

As ADAMTSs mostram suscetibilidade restrita a inibi¢ao pelos quatro inibidores teciduais
de metaloproteinases, os TIMPs. Além dos TIMPs, a atividade dessas enzimas também € controlada
por sua internalizag¢do, degradacdo e regulagdo por citocinas, fatores decrescimento, hormonios e
mediadores inflamatdrios, como por exemplo IL-10 que inibe as ADAMTSs 1 e 5 (KELWICK et
al., 2015).

2.7 Inflamacéo no cancer

O sistema imunologico ¢ conhecido por desempenhar um papel fundamental no
desenvolvimento do cancer (PAPADAS; ARAUZ; CICALA, 2020). Quando se trata do cancer de
mama, a interacao entre as células cancerigenas e o sistema imunologico ¢ extremamente complexa
e influencia diretamente a evolucdo da doenga. O sistema imune constantemente patrulha o corpo
em busca de células anormais, incluindo as células cancerigenas, através de um processo chamado
imunovigilancia (CASSIANO, 2022). As células NK e os linfocitos T citotoxicos desempenham
um papel importante na identificagaoe destrui¢ao das células cancerigenas.

Em resposta a lesdo tecidual, uma rede de sinais quimicos inicia € mantém uma resposta
projetada para reparar o tecido afetado. Isso envolve a ativacdo e migragdo de leucdcitos
(neutrodfilos, monocitos e eosinodfilos) para o local da lesdo (SINGH et al., 2019). Para a migracao
dos leucocitos, ha uma ativagdo da L-selectina de moléculas de adesdo (L-selectina)que facilitam a
rolagem ao longo do endotélio vascular; (LIEW; KUBES, 2019) desencadeamento de sinais que
ativam e regulam positivamente as integrinas leucocitdrias mediadas por citocinas e moléculas
ativadoras de leucécitos; imobiliza¢do das células na superficie do endotélio vascular por meio
de adesdo e transmigragdo através do endotéliopara locais de dano, facilitadas pelas MMPs
(BARBEIRO et al., 2015).

O perfil de citocinas que sdo secretadas em microambiente inflamatério ¢ importante no
desenvolvimento de doengas cronicas. A citocina pro-inflamatéria TNF-o (fator de necrose
tumoral-a) controla as populagdes de células inflamatdrias, bem como média muitosdos outros
aspectos do processo inflamatorio (GERADA; RYAN, 2020). As células tumorais produzem

diversas citocinas que atraem os leucdcitos. O componente inflamatorio de uma neoplasia em
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desenvolvimento pode incluir uma populagdo diversificada de leucocitos todoscapazes de produzir
uma variedade de citocinas, mediadores citotoxicos, incluindo MMPs emediadores soluveis de
morte celular, como TNF-a, interleucinas e interferons (IFNs) (MURALIDHARAN;
MANDREKAR, 2013). As células dendriticas também migram para o tecido periférico inflamado,
onde capturam antigenos e, apds a maturagdo, migram para oslinfonodos para estimular a ativagdo
dos linfocitos T (SINGH et al., 2019).

O sistema imunologico inato fornece a primeira linha de defesa do hospedeiro contra o
cancer. O reconhecimento de patdgenos por receptores de reconhecimento padrdo (PRR) induz a
ativacdo de vias de sinalizagdo especificas em células imunes inatas (LIEW; KUBES,2019). As
células envolvidas em respostas imunes inatas sdo os mastocitos, neutrofilos, monocitos,
macrofagos, células dendriticas e células NK. Cada um desses subconjuntos celulares monta
respostas especificas e desempenha fungdes distintas para a inducdo de inflamag¢do durante a
carcinogénese (VESELY et al., 2011). Aqui destacaremos o papel dosmondcitos, macrofagos,
células dendriticas e células NK no infiltrado tumoral, objetos de estudo deste trabalho.

As células mais proeminentes do sistema imunoldgico inato sdo os mondcitos, macréfagos
e DCs, que reconhecem Padrdes moleculares associados a patéogenos (PAMPs) por meio de
Receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), como TLRs, NLRs Receptores do tipo NOD
(NLRs) e Receptores do tipo RIG (RLRs), e fagocitam patdégenos diretamente para degrada-los
intracelularmente. As células imunes inatas reconhecem amplos grupos de patdgenos, como
bactérias e virus, por meio de componentes que sdoconservados dentro de cada grupo (SINGH
et al., 2019).

Os macrofagos associados a tumores (TAMs) compde importantes elementos doinfiltrado
inflamatorio em neoplasias e sao derivados de mondcitos. Os TAMs produzem umasérie de fatores
fortes de crescimento angiogénico e linfangiogénico, citocinas e proteases, todos mediadores que
potencializam a progressao neoplasica (MURALIDHARAN; MANDREKAR, 2013). Em estudo
com melanomas e cancer cervical, além de alterar o equilibrio local de fatores pré-angiogénicos no
desenvolvimento tumoral, os autores demonstraram que as TAMs expressavam VEGF-C e VEGF-
D, bem como o receptor VEGF-3 (VEGFR-3), elementos importantes para forma¢do de vasos
linfaticos e metastases linfaticas (CORTES et al., 2017). Ao colocar as TAMs no centro do
recrutamento e da resposta a estimulos angiogénicos e linfangiogénicos, elas podem promover a

dissemina¢do de tumores. Os TAMs também induzem a expressdo de VCAM-1 nas células
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mesoteliais; acredita-se ser essetambém um passo fundamental para a disseminacdo de células
tumorais (CHENG et al., 2021).

As células NK matam as células infectadas pela liberacao de proteinas formadoras de poros
chamadas perforinas e enzimas proteoliticas chamadas granzimas. As células NK monitoram e
reconhecem as células alvo por sua baixa expressao superficial da autoproteinaMHC I (RAUTELA
et al., 2018). Além das interacdes tumorais diretas, a atividade citoliticade NK pode ser induzida
por meio de células dendriticas ativadas por peptideos antigénicossoliiveis. Em melanomas, as
células NK infiltram-se pouco nos sitios primarios € acumulam-se principalmente no espaco
peritumoral, porém, durante a regressdo, podem ser observadasmais dispersas pelo tecido tumoral
(LEI XU et al. 2020). Diferente da resposta inata, a imunidade adaptativa ou adquirida ¢ uma
resposta especifica para um dado antigeno, que pode matar células cancerigenas e gerar uma
memoriaimunoldgica de cada antigeno relacionado ao tumor (XIA et al., 2021). Isso cria um
reservatdrio de células imunes capazes de responder a futura células cancerigenas que expressam
o mesmo antigeno. A imunidade adquirida consiste em linfocitos T e B, que atacam as células
tumorais a partir do reconhecimento de antigenos tumorais pelas células Tauxiliares CDA4+,
desencadeando uma resposta humoral mediada pelas células B,consequentemente produzindo
anticorpos que reconhecem antigenos tumorais (WU et al., 2021). Em contraste com o sistema inato
que fornece uma resposta relativamente inespecificae rapida, o sistema adaptativo ¢ caracterizado
por respostas mais especificas orquestradas pelas células T frente a cada antigeno (MESQUITA et
al., 2010).

As células T CD4 se diferenciam em subtipos distintos, incluindo os subtipos TH1 e TH2.
Os subtipos TH1 e TH2 representam diferentes direcionamentos funcionais das célulasT CD4,
resultantes de respostas imunes adaptativas a diferentes tipos de patégenos (VAZ etal., 2007). Esses
subtipos tém perfis de citocinas distintos e contribuem para a resposta imunede maneiras diferentes.
As células TH1 produzem citocinas como IFN-y, IL-2 interleucina-2 (IL-2) e TNF-a, ja TH2
produzem citocinas como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (ABBAS, 2015).0 equilibrio entre respostas
TH1 e TH2 no microambiente tumoral ¢ crucial. Um dominio excessivo de respostas TH2 pode
contribuir para a progressdo do cancer, enquanto uma resposta TH1 robusta ¢ desejavel para uma
resposta antitumoral eficaz (ZHENG et al., 2021).Além disso, a proteina FOXP3 ¢ um fator de
transcricdo que desempenha um papel importante na regulagdo do sistema imunoldgico,

especificamente na diferenciacdo e funcaodas células T reguladoras (Tregs) com a fun¢do de
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suprimir respostas imunes excessivas (OLGUIN et al., 2018). No entanto, estudos tém mostrado
que, em alguns casos, células ndo-Tregs também podem expressar FOXP3, incluindo algumas
células T CD8. A expressao de FOXP3 em linfocitos T CD8 tem sido associada a fungdes
regulatorias ou imunossupressoras, que podem influenciar a resposta antitumoral (CONDE et al.,
2023).

Os linfocitos T CD8 desempenham um papel central na defesa antitumoral, pois sdo capazes
de reconhecer e destruir células cancerosas que apresentam antigenos especificos dotumor. Essas
células reconhecem peptideos tumorais apresentados pelo MHC classe I nas células cancerosas. A
ativagdo dos linfocitos T CDS8 resulta na liberacdo de citocinas como IFN-y, que promove a
ativagdo de células imunes adicionais, como macréfagos, e aumenta aresposta imune contra o
cancer (DI GIOACCHINO et al. 2022).

As células inflamatdrias e as citocinas que as células T produzem, influenciam toda a massa
tumoral, regulando o crescimento, a migragdo e a diferenciacdo de todos os tipos de células no
microambiente tumoral, incluindo células neoplésicas, fibroblastos e células endoteliais (OZGA;
CHOW; LUSTER, 2021). Posteriormente, as células neopldsicas também desviam mecanismos
inflamatorios, como interagdes as selectinas, producdo de MMP e funcdes de citocinas para
favorecer a disseminacdo neopldsica e metastases. Sendo uma tentativa do tumor de alterar as
fungdes das células imunes, favorecendo assim seu desenvolvimento (REICHE; NUNES;
MORIMOTO, 2014).

As agdes pro-tumorais das células inflamatérias incluem a liberacio de fatores de
crescimento e sobrevivéncia, a promog¢ao da angiogénese e linfangiogénese, a estimulagio ao dano
ao DNA, o remodelamento da MEC para facilitar a invasdo e a evasdo dosmecanismos de defesa
do hospedeiro (EL HAGE et al., 2008). Embora as respostas inflamatdrias sejam inicialmente
antitumorais, nos pacientes com cancer essa resposta ¢ prejudicada. Isso pode surgir por dois
mecanismos distintos mediados por tumores: uma falhaem regular positivamente as citocinas anti-
inflamatorias ou subversao da resposta do hospedeiro resultante da dessensibilizacdo de receptores
devido a altas concentracdes de quimiocinas e citocinas (MULDER et al., 2019).

Estudos experimentais anteriores mostraram que as ADAMTSs possuem propriedadespro e
anti-tumorigénicas, dependendo do tipo de tumor e do microambiente inflamatoério (REDONDO-
GARCIA; et al., 2021). Nesse contexto, a ADAMTS1 mostrou-se capaz dealterar o estroma

tumoral e a inflamag¢do em modelo murino de cancer de mama, que resultou em maior crescimento
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tumoral ¢ metastases (RODRIGUEZ-BAENA, et al., 2018;TAN, et al., 2019). As ADAMTS4,
ADAMTSS e ADAMTSI12 demonstraram-se regulatorias em céanceres gastrointestinais,
correlacionando com a progressdao do tumor (SHANG et al., 2020; HARAGUCHI et al., 2017; LI
et al.,, 2020). No entanto, a ADAMTSI18 apresentou um efeito antitumorigénico no cancer de
pulmao (ZHANG et al., 2019).

Dessa forma, ¢ importante uma maior analise e estudo sobre a agdo das versicanases
associadas a protedlise de versican na inflamac¢do do cancer de mama para que seja possivel
encontrar uma relagdo da expressao das enzimas ADAMTS no sitio tumoral com o infiltradode

células inflamatorias e no desenvolvimento de metastases em modelo murino 4T1.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a relacdo entre expressdo das ADAMTSs e protedlise de versican em

microambiente inflamatdrio tumoral e nicho metastatico em modelo murino 4T1.

3.2 Objetivos especificos

e (Caracterizar a neoplasia e o remodelamento da matriz extracelular no sitio priméarionos
diferentes tempos de progressao tumoral no modelo murino singénico (4T1);

e Avaliar a expressdo de enzimas proteoliticas ADAMTS 1, 5 e 15, VCAN e seu
protedlito VKINA, em tumor primario e metastatico;

e Caracterizar a resposta imune associada ao processo de protedlise de VCAN em

microambiente inflamatdrio no sitio tumoral primério.
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4 METODOLOGIA

4.1 Cultivo celular e modelo singénico 4T1

A linhagem de células 4T1 foi mantida em meio DMEN F12 (Hyclone, Logan, UT)
suplementado com 10% de FBS, penincilina a 100pg/mL e estreptomicina 100pg/mL. A cultura de
células 4T1 foi mantida a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO2.

Foram utilizados 36 camundongos BALB/c fémeas a partir dos 45 dias de idade,divididos
em 1 grupo controle (sem indculo de células tumorais (n=4)) e 4 grupos (n=8)com indcuo de células
tumorais 4T1. Inicialmente, 4 grupos de animais foram inoculados com células tumorais 4T1
heterotopicamente na regido subcutanea do flanco direito.

O crescimento do tumor e o peso do animal foram medidos a cada 48 horas. O volumedo
tumor foi calculado pela formula: volume do tumor (mm?®) = (comprimento x largura) 2/ 2 (Reis et
al., 2019). Aos 7, 14, 21 e 28 dias apos a inocula¢do tumoral, os animais foram eutanasiados com
anestésico (cetamina + xilasina 833 mg / kg via IP). Os tumores e pulmaoforam dissecados, pesados
e processados para analises histopatologicas, imuno-histoquimicas e de citometria de fluxo. Outros
tecidos como linfonodos, bago, figado, coragao, rins e ossos também foram coletados e processados

para confirmar metastase em exame histopatologico.

4.2 Processamento e analise histopatologica

Os fragmentos de tumor, pulmao e os demais 6rgdos foram fixados em solugdo formalina
neutra tamponada com fosfato a 10% no periodo de 24 horas e em seguida processadas e incluidas
em parafina. Cortes histoldgicos (4um) foram obtidos e corados comHematoxilina e Eosina (H&E),
Tricromico de Masson e Picro-sirius para serem analisados em microscopio de luz Olympus BX-
40. Para a analise de metastase foi realizada a contagemdo niimero de nodulos metastaticos em
laminas coradas em HE, objetiva de 100x e 400x, contendo trés fragmentos de cada l6bulo
pulmonar esquerdo. Foram considerados nddulos metastaticos pulmonares, qualquer agrupamento
de células neoplasicas distribuido por todoparénquima pulmonar, pleura, bronquios e bronquiolos.
Células neoplésicas isoladas ou émbolos de células neoplasicas ndo foram consideradas como

metastases.
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Foram realizadas duas repeti¢cdes do experimento para colheita de material suficientepara

as analises propostas.

4.3 Aspectos éticos

O projeto tem aprovagdo do Comité de Etica em Uso Animal da Fiocruz (Protocolo

015/2020).

4.4 Analise imuno-histoquimica

Para esta técnica, sec¢des de 4um foram obtidas de cada caso e coletadas sobre laminas
gelatinizadas. As laminas foram desparafinizadas, reidratadas em uma série de alcoois
progressivamente diluidos, e submetidas a recuperacao antigénica em calor-umido (banho-maria a
95° por 20 minutos) com o tampao citrato/trilogy ou submetidas a reagdo enzimatica com
condroitinase a depender do anticorpo primdrio testado (Tabela 01). Posteriormente, todas as
laminas foram incubadas em peroxido de hidrogénio a 10% (Farmax) para o bloqueio da atividade
da peroxidase endogena por 15 minutos e posterior bloqueio da atividade da proteina (Novolink™
Max Polymer Detection System) por 20 minutos. Apos o resfriamento, as ldminas foram cobertas
em PBS por 10 minutos. As sec¢deshistologicas foram incubadas com os anticorpos primarios por
1 hora a 25°C, 30 min a 25°Cou overnight a 4°C, a depender do anticorpo utilizado, € na sequéncia
aplicado o método de revelacao polimérica (Novolink™ Max Polymer Detection System). Por
ultimo, as sec¢des foram expostas ao cromogeno 3,3 — diaminobenzidina (Novolink™ Max
Polymer DetectionSystem) e contra-coradas com hematoxilina de Mayer’s. Controles negativos
foram obtidospela substituicdo do anticorpo primario por soro normal e os controles positivos

foram utilizados de acordo com as recomendagoes do fabricante.
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Tabela 1 - Respectivos clones, marcas, recuperagdes antigénicas, diluigdes, tempo de incubagdo dosanticorpos e
controle positivo que sdo utilizados no experimento 4T1 no modelo murinho.

Anticorpos Clone Marca Recuperagiao | Diluicdo do | Incubag¢io do | Controle
antigénica anticorpo anticorpo positivo
ADAMTS 3C8F4 Santa Trilogy 1:50 1 hora Figado
1 Cruz
ADAMTS Ab4103 Abcam Citrato 1:500 1 hora Figado
5 7
ADAMTS 561819 | Invitrogen Citrato 1:400 1 hora Figado
15
Versican 12C5 DSHB Condroitinase 1:50 Overnight Pele
Versikina DPEAA Thermo Citrato — 1:1000 30min Pele
E 1748A Fisher EDTA

Fonte: Autora

4.5 Critérios de avaliacdo dos marcadores imuno-histoquimicos

Os critérios para a marcagdo da expressao de VCAN, VKINA e ADAMTS foram baseados
no sistema de score avaliado por Skandalis ef al., 2011 e adaptado por Damasceno et al., 2016. A
avaliacdo semiquantitativa do estroma e das células tumorais foi realizada, na qual inclui a
porcentagem total do estroma ou células tumorais marcadas e a intensidade da marcagdo dos
mesmos, considerada (1) como negativo ou fracamente marcado, (2) positivofraco, (3) positivo
moderado e (4) como positivo forte. Os graus de expressdo foram entdo dados pela multiplicagdo

da porcentagem (0-100%) pela intensidade (1-4).

4.6 Imunofenotipagem de sangue periférico e tumor primario

Apos a realizagdo do protocolo experimental, fragmentos do tumor de camundongo,
representativos das areas peri/intratumoral e 0,5 mL de sangue periférico em EDTA (concentragio
final Img/mL) foram avaliadas por citometria de fluxo. Os leucdcitos e outrascélulas do sangue
periférico foram obtidos mediante lise osmotica com solugdo salina 0,3% de NaCl por 5 minutos e
duas lavagens com solug¢do salina a 0,9% de NaCl (300g) para reestabelecimento da osmolaridade.

Uma vez obtidas, as células foram submetidas a marcagdo com anticorpos anti-CD3, anti-CD4,
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anti-CD8, anti-IFN-y, anti-TNF, anti-IL-10, anti-CD62L, anti-CD54, anti-FOXP3 e anti-PERF
associados a fluorocromos (Tabela 02 €03). Para a caracterizacdo do infiltrado inflamatério os
fragmentos de tumor foram fragmentados e tamisados em malha microscopica de 45nm e
submetidas a duas lavagens com solugdo salina a 0,9% de NaCl (300g). A suspengdo de células
tumorais foi submetidaa marcagdo com os seguintes anticorpos monoclonais anti-IL-12, anti-IL-2,
anti-MHCII, anti-CD106, anti-CD16/32, anti-CD?3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD11b, anti-CD16 e
anti- Arginase.

As células de sangue periférico e dos tumores foram adquiridas no citometro BD Fortessa,
comum minimo de 50.000 eventos selecionados pelos pardmetros FCS (tamanho) e SSC
(complexidade) e os dados obtidos foram analisados usando o software FlowJo 7.0 (Becton
Dickinson San Jose, CA, USA).

Tabela 2 - Respectivos anticorpos utilizados para o painel de citometria de linfocitos, macr6fagos/mondcitos,
moléculas de adesdo e outros tipos celulares

Células T Macroéfagos/Monécitos Moléculasde adesao Células
CD3 CD11b CD54 CD16
CD4 CDI11bIL-2 CD106

CD62 CD11bIL-12
FOXP3 CDl11b MHC 1T
PERF CD11b CD16/32
IFN-y CD11b Arg
TNF-a

IL-10

TNF

Fonte: Autora
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Tabela 3 - Respectivos anticorpos utilizados para o painel de citometria, suas marcas e clones.

ANTICORPOS MARCA CLONE
CD4 APC Invitrogen MAS-28357
CDS FITC Elabscience 53-6.7
CD16/32 Elabscience 2.4G2
CD106 Elabscience M/K -2.7
IL-10 Elabscience MPS - 20F3
FOXP3 Elabscience 3G3
CDl11b APC Elabscience M1/70
1L-2 Elabscience JES6-5H4
PERFORIN Elabscience S16009A
MHC 11 Elabscience M5/114
TNF PeCy7 BD biosciences Mabl1
IFN PE CF 594 Bd biosciences B27 562392
CD62L PE abcam Ab6632
CD54 PE Santa Cruz Sc-52553
Arg PE Santa Cruz Sc-271430
1L-12 BV 450 Abcam Ab223592
CD16 FITC abcam Ab183354

Fonte: Autora

4.7 Analise do colageno da matriz extracelular

Para analise e caracterizagdo das fibras de colageno, sec¢des histologicas foram
submetidas as coloragdes especiais. O Tricromico de Masson foi utilizado para mensura¢ao do
colageno total presente nas regides peri e intratumoral. A coloracdo Picrosirius foi feita para

caracteriza¢ao do coldgeno tipo I ou tipo III sob luz polarizada. Ambas as analises foram realizadas
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capturadando imagens em 10 campos histologicos, na objetiva de 40x, utilizando a camera digital
do microscopio LEICA LMD 6500, software de captura LAS® versdo 4.5. Os pixels azuis
(Tricromico de Masson), verde ou vermelho (Picrosirius) foram quantificados a partir de um
método semi-automatico padronizado em nosso laboratorio (LAPEX — Laboratorio de Patologia
Experimental) utilizando o software ImageJ®, versao Fiji (ferramenta Versatile), o qual permitiu a
determinagdo da area (um) ocupada pelas fibras de colageno, bem como, intensidade de coloracao

das fibras.

4.8 Analise estatistica

Os resultados quantitativos obtidos que apresentarem distribui¢do normal foram
submetidos a andlise de varidncia a 5% de probabilidade, seguido de teste de médias. Foram
realizados os testes de normalidade Kolmogorov-smirnov e Shapiro-wilk para avaliar a distribuig¢do
das variaveis. As diferengas entre os grupos foram observadas utilizado teste ANOVA para os dados
paramétricos e o Kruskal Wallis para os dados ndo paramétricos. A correlagdo entre as variaveis
foi analisada pelos testes de Pearson ou Spearman. Foram consideradas como significativas as
associagoes, correlagdes e concordancias cujaprobabilidade de significancia do teste foi p<0,05.
As andlises foram realizadas com auxiliodo sofiware de estatistica Grap Pad Instat v. 8.0

(GraphPad, San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacio do tumor 4T1

Ap6s a inoculagdo das células tumorais, os camundongos foram pesados a cada 48h para
acompanhar o crescimento do carcinoma mamario induzido. Foi observado um aumento dopeso
desses animais ao longo do experimento realizado, concomitante a evolu¢ao tumoral aolongo de 28
dias de acompanhamento (Figura 03). O crescimento do tumor foi avaliado pelamedida do volume

realizada a cada 48h até o dia da eutanasia, ilustrado na figura 04.
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Figura 3 - Peso dos camundongos nos grupos de 7 (Amarelo), 14 (Laranja), 21 (Vermelho) e 28 dias (Verde)
de acompanhamento ap6s inoculagdo de células tumorais murinas 4T1, além do grupo controle (Azul), sem indcuo de
célulasno experimento.

Fonte: Autora
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Figura 4 - Volume do tumor no periodo de 28 dias do 1° experimento. a. Medigdo do volume do tumor no grupo de 07
dias de acompanhamento. b. Medi¢do do volume do tumor no grupo de 14 dias de acompanhamento. ¢. Medigao do
volume do tumor no grupo de 21 dias de acompanhamento. d. Medi¢do do volume do tumor no grupo de 28 dias de
acompanhamento. e. Sobreposi¢do das curvas de crescimento nos grupos de 7, 14, 21 e 28 dias de acompanhamento.
Fonte: Autora

No dia de eutanasia de cada grupo avaliado, foi medido o peso do tumor desses animais
para uma analise comparativa entre os grupos avaliados. Observou-se um crescenteaumento do
peso do tumor ao longo do experimento, sendo maior no grupo de 28 dias (grupoverde), como

demonstrado na figura 05.
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Figura 5 - Peso dos tumores nos grupos de 7, grupo 14, grupo 21 e grupo 28 de acompanhamento ap6s inoculagdo de
células tumorais murinas 4T1 no experimento.
Fonte: Autora

5.2 Analise histopatologica

As analises foram realizadas no sitio primario e no sitio metastatico pela coloragdo de

hematoxilina e eosina (H&E) onde foi feita a quantificagdo da necrose, ulceragdo,metéstase

em linfonodo e em pulmao.

Figura 6 - Fotomicrografia no aumento de 20x de tumor no grupo de 28 dias na coloragdo de Hematoxilina e Eosina
(HE).
Fonte: Autora
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Foi observado macroscopicamente que, durante o experimento, a maioria dos camundongos
j& apresentaram ulceracdo no tecido cutdneo aos 14 dias de experimento. Nas analises
histopatologicas e macroscopicas, 23 camundongos apresentaram necrose tumoral aos 14, 21 e 28
dias, 10 apresentaram metéastase pulmonar, sendo observados em 4 dos 8 animais avaliados aos 21
dias. Dos animais em que foi possivel coletar os linfonodos inguinais, 9 apresentaram metastase.
Ao analisar o parénquima pulmonar, foi observado focos metastaticos nos grupos de 21 e 28 dias
(figura 07). No ultimo grupo, um camundongoveio a obito antes de ser realizado a eutanasia. Nao
foram colhidas amostras dos 6rgdos, tumor e sangue periférico deste animal.

Os demais orgaos (bago, rins, figado e coragdo) foram analisados microscopicamente na

coloracdo de HE e apresentaram-se morfologicamente normais sem alteragdes.

Tabela 4 - Avaliacdo de presenca de necrose, ulceracdo ¢ metédstase nos camundongos aos 7, 14, 21 e 28 diasde
acompanhamento do experimento.

7 dias 14 dias 21 dias 28 dias

(n/total) (n/total) (n/total) (n/total)
Necrose 0/8 8/8 8/8 7/8
Ulceracao 0/8 5/8 8/8 8/8
Metastase emlinfonodo 0/7 0/6 7/7 2/2
Metastase pulmonar 0/8 0/8 4/8 6/8

n=numero

Fonte: Autora
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14 DIAS

21 DIAS

28 DIAS

Figura 7 - Parénquima pulmonar de camundongos BALB/c inoculados com o tumor 4T1 e eutanasiados ao 14°,21° e
28°dia de inoculagdo tumoral. a. Pulmao sem metastase e presenca de células inflamatdrias no intersticio (400x). b.
Pequena area de metastase pulmonar no grupo de 21 dias (100x). c. Extensa area de metastase pulmonar no grupo de
28 dias (100x). Coloracdo de Hematoxilina e Eosina (HE).

Fonte: Autora
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Figura 8 - Linfonodo de camundongo de 21 dias com area de metastase de carcinoma mamario 4T1 (100x). Coloragao
de Hematoxilina e Eosina (HE).
Fonte: Autora

5.3 Caracterizacdao morfologica de colageno na matrizextracelular tumoral

A caracterizagdo morfologica de coldgeno na MEC foi feita através das coloragdes especiais
Tricromico de Masson (coloragdo azulada) e Piscrosirius Red (coloragdo esverdeada-avermelhada)
(figura 08). Os padrdes das fibras de colageno foram analisados nas areas adjacentes a proliferagdo
epitelial dos tecidos tumorais de cada caso.

O Tricromico de Masson (TM) possibilita a andlise da quantidade, distribuicdo e
organiza¢do do colageno e de alguns componentes da matriz extracelular. J& o Picrossirius (PS)
desempenha um papel crucial para identificagdo de colageno tipo I (vermelho) e colageno tipo III
(verde).

As andlises dessas coloragdes foram realizadas em fotomicrografias capturadas em 10
campos histoldgicos, na objetiva de 40x. Os pixels azuis (TM), verde ou vermelho (PS) foram
quantificados pelo método semi-automético padronizado em nosso laboratério (LAPEX —

Laboratorio de Patologia Experimental) utilizando o software Image]®, versdo Fiji (ferramenta
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Versatile), o qual permitiu a determinacdo da 4rea (um) ocupada pelas fibras de coldgeno, bem
como, intensidade de coloragdo das fibras. A andlise das amostras tumorais em Tricromico de
Masson revelaram os valores de média semelhantes de deposi¢do de colageno aos 14, 21 e 28 dias

(Tabela 05) no tumor.
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Figura 9 - Coloragdo em Tricromico de Masson revelando deposi¢do de coldgeno no estroma peritumoral (a)e nas
células tumorais (b) no aumento de 400x. Barra 20 pm. Coloragdo em Picrosirius Red revelando deposi¢ao de colageno
tipo I (em vermelho) e tipo III (em verde) no estroma peitumoral (c e d) no aumento de 200x.

Fonte: Autora

Tabela 5 - Caracterizacdo das fibras de coldgeno na coloracdo de TM e PS.

Tricromico de Masson

14d 21d
Tumor
Media 9.703  8.222
Desvio 2362  5.155
Padrao

Fonte: Autora

Picrossirius — Colageno I

28d 14d 21d 28d
10.007 4.130  14.395  20.162
4.533 4206  6.593 13.379

Picrossirius — Colagenolll

14d 21d 28d
15.955 20.048 21.711

11.968 17.810 12.196



50

5.4 Expressao de versican, versikina, ADAMTSI, 5 e 15 em estroma peritumoral e células
murinas 4T1

5.4.1 Analise da expressdo de Versican (VCAN) em estroma e células neoplasicas

Nesta analise, observou-se uma maior expressdo de VCAN no estroma peritumoral nos
grupos de 21 e 28 dias quando comparado aos tumores avaliados no grupo de 14 dias (p=0,0119 ¢
p=0,0257, respectivamente). Quando a expressdo foi avaliada em células tumorais 4T1, observou
uma maior expressdo de VCAN no grupo de 28 dias quando comparado ao grupo de 14 dias (p
=0,0042).
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Figura 10 - Expressdo de VCAN no estroma peritumoral e nas células murinas 4T1 no periodo de 28 dias. a - ¢. Escores
de porcentagem, intensidade e escore final de expressdo no estroma nos grupos de 14, 21 e 28 dias. d - f. Escores de
porcentagem, intensidade e escore final de expressdo em células neoplasicas nos grupos de 14, 21 e 28 dias. Teste de
Kruskal Wallis. Valores de p foram considerados significativos quando p<0,05.

Fonte: Autora

Em relagdo ao escore final nas células tumorais 4T1 (Figura 11F), observou uma maior

expressao de VCAN no grupo de 28 dias quando comparado ao grupo de 14 dias (p =0,0323). A
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imunomarca¢do de VCAN em estroma peritumoral e em células neoplésicas podeser observada na

Figura 16.

5.4.2 Andlise da expressao de Versikina (VKINA) em estroma e células neoplasicas

Ao analisar o proteolito versikina, foi observado um maior nimero de casos com
intensidade 3 e 4 nos grupos de 21 e 28 dias no estroma peritumoral, contudo foi observada uma
diferenga estatistica significativa (Figura 12 b). Acerca do escore final, h4 uma maior expressao
estromal de VKINA no grupo de 21 dias em comparagdo com o grupo de 14 dias (p=0,0193). A
imunomarcagdo de VKINA em estroma peritumoral e em células neoplésicaspode ser observada

na Figura 16.
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Figura 11 - Expressdao de VKINA no estroma peritumoral e nas células murinas 4T1 no periodo de 28 dias. a - c.
Escore deporcentagem, intensidade e escore final de expressao no estroma nos grupos de 14, 21 ¢ 28 dias. d - f. Escore
de porcentagem,intensidade e escore final de expressdo em células neoplasicas nos grupos de 14, 21 e 28 dias. Teste
de Kruskal Wallis. Valores de p foram considerados significativos quando p<0,05.

Fonte: Autora
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5.4.3 Anadlise da expressao de ADAMTSI1 em estroma e células neoplasicas

Ao analisar a versicanase ADAMTSI, observou-se uma maior porcentagem de

expressdo no estroma nos grupos de 21 e 28 comparando ao grupo de 14 dias (Figura 13a)

(p=0,0320 e p=0,0350, respectivamente). Além disso, a intensidade de marcacdo revelou-semais

forte nos grupos de 21 e 28 dias quando comparado ao grupo de 14 (p=0,0179). Em relacdo ao

escore final de expressao no estroma (figura 13c) foi verificado uma maior expressdo de

ADAMTSI nos grupos de 21 e 28 dias em relagdo ao grupo de 14 dias (p=0,0046 e p=0,0048

respectivamente). A imunomarcacdo de ADAMTS] em estromaperitumoral e em células

neoplasicas pode ser observada na Figura 16.
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Figura 12 - Expressdo de ADAMTSI no estroma peritumoral e nas células murinas 4T1 no periodo de 28 dias. a - ¢.
Escore de porcentagem, intensidade e escore final de expressao no estroma nos grupos de 14, 21 e 28 dias. d - f. Escore
de porcentagem, intensidade e escore final de expressdo em células neoplésicas nos grupos de 14, 21 e 28 dias. Teste
deKruskal Wallis. Valores de p foram considerados significativos quando p<0,05.

Fonte: Autora



5.4.4 Andlise da expressao de ADAMTSS em estroma e células neoplésicas

Nao foram observadas diferencas na expressdo estromal e tumoral de ADAMTSS em
amostras de tumores primdrios de animais inoculados com as células 4T1 e eutanasiados no14°,
21°, e 28° dia de crescimento tumoral. A imunomarcacdo de ADAMTSS em estroma peritumoral

e em células neoplasicas pode ser observada na Figura 16.
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Figura 13 - Expressdo de ADAMTSS no estroma peritumoral e nas células murinas 4T1 no periodo de 28 dias. a - .
Escore de porcentagem, intensidade e escore final de expressao no estroma nos grupos de 14, 21 ¢ 28 dias. d - f. Escore
de porcentagem, intensidade e escore final de expressdo em células neoplasicas nos grupos de 14, 21 e 28 dias. Teste de
Kruskal Wallis. Valores de p foram considerados significativos quando p<0,05.

Fonte: Autora
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5.4.5 Analise da expressdao de ADAMTSIS em estroma e células neoplésicas

Foi observada uma reducdo da porcentagem de expressdo (Figura 15a), intensidade
(Figural5b) e escore final (Figura 15¢) da ADAMTSI15 no 28° dia em relagdo ao 21° dia de
inocula¢do tumoral (p=0,0081, p=0,0169, p=0,0219, respectivamente). Nao foram observadas
diferencas significativas entre os grupos quanto a expressdo em células neopldsicas. A
imunomarcag¢do desta enzima em estroma peritumoral e em células neoplésicas pode ser observada

na Figura 16.
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Figura 14 - Expressdao de ADAMTSI15 no estroma peritumoral e nas células murinas 4T1 no periodo de 28 dias. a - c.
Escorede porcentagem, intensidade e escore final de expressdo no estroma nos grupos de 14, 21 e 28 dias. d - f. Escore
de porcentagem, intensidade e escore final de expressao em células neoplasicas nos grupos de 14, 21 e 28 dias. Teste de

KruskalWallis. Valores de p foram considerados significativos quando p<0,05.

Fonte: Autora
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Figura 15 - Expressdes de VCAN, VKINA e as enzimas ADAMTSI, 5 E 15 em tumor primario 4T1. a. Expressao
forte de VCAN no estroma tumoral em 14 dias. 100x b. Expressao forte de VCAN no estroma tumoral ¢ nas células
tumorais em 21 dias. 200x. ¢. Expressdo moderada de VKINA no estroma em 28 dias. 200x. d. Expressdo fraca de
VKINA nas células tumorais em 21 dias. 400x. e.Expressdo forte de ADAMTSI no estroma em 21 dias. 200x. f.
Expressdo forte de ADAMTSI nas células tumorais em 28 dias. 400x. g.Expressdo moderada de ADAMTSS no
estroma em 14 dias. 100x. h. Expressao forte de ADAMTSS nas células tumorais em 21 dias. 400x. i. Expressdo
moderada de ADAMTSI15 no estroma em 21 dias. 200x. j. Expressao negativa de ADAMTS15 nas células tumorais
em 21 dias. 400x. a-j Contra-coloragdo de hematoxilina de mayer’s ¢ marcagcdo com DAB.

Fonte: Autora
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5.4.6 Correlagdo entre colageno e expressdo de VCAN e ADAMTSs

Na andlise da coloragdo de Tricromico de Masson, foi observada correlacdo negativa entre
colageno e expressao de ADAMTSS (p=0,0131 e r=-0,85) no grupo de 14 dias, bem como com
expressdo de VCAN (p=0,0246 er=-0,85) e ADAMTSI1S5 (p=0,0333 e r=-0,92) em células tumorais
no grupo de 28 dias.

Na coloragdo de Picrossirius, os dois tipos de colageno (I e III) presentes na matriz
extracelular apresentaram um aumento gradativo ao longo da progressao do tumor primario(Tabela
04), contudo ndo houve diferencga significativa. Foi observada correlagdo inversa entre a disposicao
de colageno tipo III revelou correlagdo inversa com expressao de VCAN em estroma (p= 0,0008 e

r=-0,99) e correlagdo positiva com expressao de ADAMTSS (p=0,0444 e r= 0,84) no grupo de 28

dias.
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Figura 16 - Correlagdo de deposi¢do de colageno na matriz extracelular, corado em Picrossirius e Tricromico de
Masson, ¢ expressdao de VCAN no grupo de 28 dias em estroma (a) e em células tumorais (p= 0,0008 e r=-0,99) (b).
Curva de regressao linear simples (p=0,0246 e r=-0,85).
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Figura 17 - Correlagdo de deposicao de colageno na matriz extracelular, corado em Tricrémico de Masson, e expressao
de ADAMTSS no grupo de 14 dias (p=0,0131 e r=-0,85) (a), ADAMTSS, corado em Picrossirius, no grupo de 28 dias
(p=0,0444 ¢ = 0,84) (b) e ADAMTSIS5 no grupo de 28 dias (c) avaliados em células tumorais (p=0,0333 e r=-0,92).
Curva de regressao linear simples.
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5.5 Expressao de versican, versikina, ADAMTSI, 5 e 15 no parénquimapulmonar
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Figura 18 - Expressdo de (a) VCAN, (b) VKINA, (c) ADAMTSI, (d) ADAMTSS e (¢) ADAMTS1S em parénquima
pulmonar nos grupos de 7, 14, 21 e 28 dias. Teste de Kruskal Wallis. Valores de p foram considerados significativos
quando p<0,05.

Fonte: Autora

Foi avaliado a intensidade de expressdo de VCAN (Figura 18), VKINA, ADAMTSI, 5e 15
em amostras de pulmao sem nddulos metastaticos ou em areas peritumorais, quando houve focos
evidentes de metdstases. Todos os animais apresentaram expressdo de VCAN no parénquima
pulmonar apds o 28° dia de inoculagdo tumoral, enquanto no 7° dia nenhumanimal apresentou
expressdo de VCAN (Figura 17a). Foi observado uma maior expressao deVCAN nos estagios finais
de inoculacdo tumoral quando comparado aos estagios iniciais (Figura 17a).

Quanto a expressao da versicanase ADAMTSI, foi observada maior expressao desta nos
pulmdes de animais do grupo de 28 dias quando comparado ao grupo de 7 dias (p<0,0001), 14 dias
(p=0,0003) e 21 dias (p=0,0024). Ademais, foi observado um aumento da expressiode ADAMTSS
quando comparado ao grupo de 7 dias (p=0,0352) (Figura 17d).
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Figura 19 - Expressao de VCAN em parénquima pulmonar de camundongos inoculados com células da linhagem 4T1.
A. Expressdo negativa em parénquima pulmonar aos 7 dias. 100x. B. Expressdo negativa em foco metastatico e fraca
em parénquima pulmonar aos 14 dias como foco metastatico. 200x. C. Expressao fraca em parénquima pulmonar aos
21 dias com foco metastatico. 200x.
Fonte: Autora
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5.6 Caracterizacao fenotipica de infiltrado inflamatorio tumoral e sua relacio com a
proteolise de VCAN e seu proteolito

5.6.1 Enderegamento de linfocitos e células de origem mieldide para o sitio tumoral

Durante a avaliag@o fenotipica das células T no sangue periférico foi observado na segunda
semana e terceira semana de inoculagdo tumoral maior frequéncia de células T CD4* quando
comparada com a frequéncia de células T CD8", seguida de uma redugdo na quarta semana, onde
ha um aumento da frequéncia de células T CD8* (Figura 19a). Ao avaliarmosa expressdo da
molécula de enderegamento leucocitario ICAM (CD54+) e L-selectina(CD62L+) nas células T
CD4+ e T CD8+ circulantes, observou-se uma redu¢do do nimero dessas na segunda semana de
inoculacdo tumoral seguida de um aumento expressivo na terceira e quarta semana de inoculacao
tumoral, indicando maior adesdo linfocitica (rolagemdas células sobre a superficie endotelial),

migracdo transendotelial, ativacdo e provavel resposta imune efetora.
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Figura 20 - Frequéncia de células T CD4+ ¢ T CD8+ no sangue periférico de camundongos inoculados com células
da linhagem 4T1 apds 7, 14, 21 e 28 dias (a), nimero de células T CD4+CD62L+ e T CD8+CD62L+ no sangue
periférico de camundongos inoculados com células da linhagem 4T1 apds 7, 14, 21 e 28 dias (b) e nimero de células
T CD4+CD54+ e T CD8+CD54+ no sangue periférico de camundongos inoculados com células da linhagem 4T1 apos

7, 14, 21 e 28 dias (¢).
Fonte: Autora

Observou-se no infiltrado tumoral, nas trés primeiras semanas, uma maior frequénciade

células T CD4" comparado com a frequéncia de células T CD8' ¢ uma inversio dessas

frequéncias na transi¢ao da terceira semana para a quarta, onde ha um aumento da frequénciadas

células T CD8" e uma diminui¢do da frequéncia de células T CD4™ (Figura 20), semelhante ao que

foi observado no sangue periférico.
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Figura 21 - Frequéncia de células T CD4+ e T CD8+ no infiltrado tumoral de camundongos inoculados comcélulas da
linhagem 4T1 apos 7, 14, 21 e 28 dias.
Fonte: Autora

Ao avaliarmos o niamero das células de origem mieloide em amostras de tumor primario 4T1,
foi observado um maior ntimero de células CD11b" nos tempos tardios de inoculagdo tumoral, com
pico dessas células na terceira semana, seguida de um leve declinio na quartasemana (Figura 21%)
Esse resultado foi corroborado pelo maior numero de células CD11b+CD106+ (VCAM) em
amostras tumorais aos 21 e 28 dias, o que indica. um aumento da migragdo destas células para o

sitio tumoral nas ltimas semanas de experimento.
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Figura 22 - Numero de células CD11b + no infiltrado tumoral de camundongos inoculados com células da linhagem
4TI apds 7, 14, 21 e 28 dias (a) e Numero de células CD11b +CD106+ no infiltrado tumoral de camundongos
inoculados com cé¢lulas da linhagem 4T1 apods 7, 14, 21 e 28 dias.

Fonte: Autora
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5.6.2 Resposta imune linfocitica e relagdo com expressao de VCAN em tumor 4T1

Para caracterizar o perfil de ativagdo e fungdo de LT CD4 e CD8 no microambiente tumoral
do tumor 4T1, foram avaliadas as citocinas pro-inflamatdrias IFN-y e TNF-alfa e anti-inflamatoria
IL-10, bem como marcador de célula regulatoria FoxP3. O perfil de LT CD8" também foi avaliado
quanto a sua acdo citotoxica através da marcacdo de perforina. As duas primeiras semanas de
crescimento tumoral foram caracterizadas por infiltrado tumoral predominantemente pro-
inflamatorio, enquanto as duas ultimas semanas foram caracterizadas pela expressdo de citocinas
anti-inflamatorias. Apesar de haver um crescimento do numero de linfocitos T CD8" da terceira
para quarta semana, também foi observado um pico de expressdo de FoxP3 na terceira semana de
crescimento tumoral, sugerindo um papel regulatorio dessas células T CD8". A caracterizagdo os

perfis de linfocitos podem ser observados nos graficos apresentados na figura 22.
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Figura 23 - Caracterizacdo dos perfis de linfocitos no sangue periférico das moléculas IL-10 (a), TNF (b),FOXP3
(c), CD62L (d), CD54 (e), PERF (f) e IFN (g).
Fonte: Autora

A presenga de VCAN em estroma intratumoral apresentou relacdo com perfil de LT
CD4"CD62L" (p=0,0333 e r=0,97), assim como com o infiltrado LT CD4TFN-y* (p=0.0167¢ r=1,0)
em sangue periférico no grupo de 28 dias. O declinio da frequéncia de células T CD4" no sangue
periférico observado neste grupo sugere recrutamento de deste perfil celularpara o sitio tumoral e

relacdo do proteoglicano neste processo (grafico Ola).
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Para caracterizar o perfil de ativagdo e funcdo das células mieldides no tumor 4T1, foram

avaliadas células CDI11b*, CD16/32%, expressio de IL-2, IL-12, MHCII e Arginase. A

caracterizacdo dos perfis de células mieloides pode ser observada nos graficos apresentados na

Figura 23.
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Figura 24 - Caracterizagdo dos perfis das células mieldides no tumor das moléculas IL-2, CD16/32 (a),Arginase,
IL-12 (b) e MHC II (c).
Fonte: Autora

Aos 14 e aos 28 dias de crescimento tumoral, a expressdo de VCAN em células demonstrou

uma relagdo positiva com infiltrado de células CD11b* CD16/32" (p=0.0023 e r=0,81) e (p=0,0377

e r=0,75), respectivamente. Vale ressaltar que este proteoglicanotambém apresentou correlacao

positiva com infiltrado de células CD11b*IL-12" aos 14 dias(p=0.0134 ¢ r=0.67), indicando sua

relagdo com resposta pro-inflamatoria.
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5.6.4 Relagao de VKINA e infiltrado intratumoral de células mieloides em tumor 4T1

Ao avaliarmos o perfil do infiltrado de células mieloides foi observado que células CD11b*
CD16/32" apresentaram correlagdo positiva com a expressdo de matrikina em célulatumorais na
segunda semana de crescimento tumoral (p=0,0127 e r=0,84). Neste grupo de animais, também foi
observada correlacdo positiva entre VKINA e células CD11bIL-27, sugerindo possivel papel desta
molécula na manuten¢do de microambiente anti-inflamatorio.Na andlise da correlagdo entre a
protedlise de VCAN e perfil de linfocitos intratumorais, ndo foram observadas correlagdes
significativas. Contudo, vale ressaltar, que entre os dias 14 e 21 de crescimento do tumor 4T1
ocorre a disseminagdo das metastases (PULASKI, 2001)

A correlagdo entre esta matrikina em estroma e a presenga de células mieloides CD11b*se manteve
aos 28 dias (p=0,0341 e r=0,082), quando a mesma também apresentou relacdo com expressao de
arginase nesta populacao (p=0,0238 e r=0,86), sugerindo um cenario anti-inflamatério, uma vez

que esta enzima ¢ secretada, especialmente, por macrofagos do tipo M2.

5.6.5 Relagao entre ADAMTS 1, 5 e 15 e o infiltrado de células T e células mieloides emtumor
4T1

Aos 14 dias de crescimento tumoral, a expressdo de ADAMTS1 em células e em estroma
foi correlacionada inversamente ao perfil de linfocitos TCD4" CD54" (p=0,0024 ¢ r= - 0,92;
p=0,0234 ¢ r=-0,79, respectivamente), bem como com células CD4'TFN* (0,0086¢e r=-0,86) em
sangue periférico. Ao avaliarmos a expressdo de FOXP3" na populago de linfocitos citotoxicos
também observamos uma correlagdo negativa associada a expressdo desta metaloproteinase por
células tumorais (p=0,0143 e r=-0,87).

Aos 21 dias, ADAMTSI expresso em estroma apresentou correlagdo inversa com células
CD4"CD54", por outro lado a expressdo celular foi correlacionada as células
CD8'CD54" (p=0,0112 e r=-0,85). As correlagdes inversas sugerem que a medida que o tumor
cresce ocorre uma maior produgdo de enzima e maior enderecamento de células do sangue para o
sitio tumoral.

Ao analisamos a relacdio de ADAMTSS e o infiltrado intratumoral, observamos uma

correlagdo direta com células CD11b" (p=0,0030 e r=0,92). Aos 28 dias, a expressdo da enzima em
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estroma apresentou relagdo com células LT CD4*TNF* (p=0,0492 e r=0,77). Nesse mesmo periodo,
as células T CD8" apresentaram correla¢ao positiva com a expressdoda enzima em células tumorais
(p=0,0333 e r=0,97).

Ao avaliarmos a ADAMTSI1S5, ndo foram observadas correlagdes com perfil imune nos

grupos analisados.
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6 DISCUSSAO

A avaliagdo do proteoglicano VCAN em modelo murino 4T1 tem sido proposta nointuito
de compreender o papel dessa molécula na progressio do cancer de mama. Estudos tém
demonstrado que o VCAN desempenha um papel significativo na regulagdo do microambiente
tumoral em 4T1 (FEDERICO et al., 2017). Niveis elevados de VCAN estdoassociados a invasao
tumoral, angiogénese e formagdo de metéstases, o que sugere sua possivel contribuicdo para a
agressividade e disseminag¢do do cancer (PAPADAS et al., 2020). Contudo, a participacdao das
enzimas responsaveis pelo remodelamento da MEC ainda ¢ pouco compreendida.

O modelo murino 4T1 ¢ conhecido por ser amplamente utilizado para estudar os estagios
da progressdo do cancer de mama e sua interagdo com o sistema imunoldgico (GUOet al., 2020).
Essas células, originalmente derivadas de um tumor mamadrio espontaneo em uma fémea da
linhagem BALB/c, apresentam caracteristicas semelhantes aos tumores de mama triplo negativos
em humanos sendo relevante para estudar esse subtipo molecular, sabidamente agressivos e
resistentes aos tratamentos convencionais existentes (ARROYO-CRESPO et al., 2019). Este
modelo murino compartilha inimeras alteragdes moleculares com os tumores triplo negativos,
incluindo a fraca ou auséncia de expressao de receptores deestrogeno, progesterona e HER-2, o que
reforca os estudos pré-clinicos com 04T1(SCHRORS et al., 2020).

Outra caracteristica importante do modelo 4T1 € o crescimento progressivo do tumor no
sitio primdrio, seguido pela invasdo local dos tecidos circundantes e a formagdo de metéstases no
pulmao espontaneas a partir da segunda semana, achados confirmados no presente experimento,
corroborando com estudos prévios de Dos Reis e colaboradores (2019)e Yang, Zhang e Huang
(2013).

A deposicao de coldgeno no cancer de mama ¢ um fendmeno complexo que esta sendocada
vez mais estudado para compreender melhor sua influéncia no desenvolvimento e progressao do
cancer. O coldgeno ¢ uma proteina estrutural essencial na matriz extracelular dos tecidos e
desempenha um papel fundamental na manutencao da integridade dos 6rgaos,na migracao celular,
na angiogénese e na remodelacdo do tecido (XU et al., 2019). No contexto do cancer, varias
pesquisas tém explorado como as mudangas na composi¢ao e organiza¢do da matriz extracelular,

incluindo a deposi¢do de diferentes tipos de coldgeno, podem afetar o comportamento das células
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cancerigenas e a resposta do sistema imunoldgico(ROMER; THORSETH; MADSEN, 2021;
FUJISAKI; FUTAKI, 2022).

Inicialmente, observamos uma maior deposi¢do de colageno tipo IIl ao compararmos com
os dados de colageno tipo 1. Sabe-se que o colageno tipo III contribui para a elasticidadeda MEC e
essas mudancas na elasticidade ou rigidez tecidual podem influenciar na capacidade das células
tumorais moverem-se e disseminarem-se. Isso pode indicar que, nessemodelo 4T1, a MEC sofre
maior deposi¢ao de colageno do tipo III, afetando a comunicag@oentre as células neoplasicas e seu
entorno, além de influenciar na proliferacdo, invasdo e resisténcia ao tratamento. Esse achado de
maior colageno tipo III contradiz achados anteriores (HSU et al., 2022), onde o coladgeno tipo I
aparece em maior quantidade em relagdoao colageno tipo III, com predominancia de matriz densa
e compacta em modelo canino.

Além disso, nesse estudo, ao analisarmos as relagdes entre tipos de coldgeno, VCANe
ADAMTS, vimos que a correlacdo negativa entre VCAN e colageno tipo III pode estar associada
ao potencial de VCAN em induzir a compactagdo das fibras. Em cancer de mamaem humanos, foi
observada uma correlacdo inversa entre VCAN e coldgeno tipo 1 em areasin situ de carcinomas,
diferente dos achados do presente estudo. Em contrapartida, outro estudo com o modelo 4T1
mostrou que o coldgeno tipo III foi relacionado a supressdo do crescimento do tumor e metastase
do cancer de mama (BRISSON, et al., 2015). A correlacaopositiva com a ADAMTSS5 no periodo
de 28 dias, indica a atuagdo dessa enzima namanutengdo dessa matriz frouxa para favorecer a
disseminagdo de nodulos metastaticos tardios e progressdo desse carcinoma em camundongos
corroborando com estudos prévios (BAY-JENSEN et al., 2016; HSU et al., 2022).

Ademais, ao caracterizarmos a matriz na coloragao de Tricromico de Masson (TM)no
tumor e no pulmdo, os resultados mostraram correlagcdes negativas entre colageno eVCAN,
ADAMTSS e 15 durante o experimento. Um ambiente rico em coldgeno podedificultar a
penetracdo de células imunoldgicas no tumor, afetando a eficacia da respostaimune antitumoral.
Neste estudo, podemos visualizar que as enzimas e o proteoglicano VCAN ndo estdo
relacionadas positivamente com essa deposi¢do de colageno. Além disso,os colagenos (tipo I e
tipo III) estdo relacionados de forma favoravel a progressdo tumoralvisto que ha um aumento
crescente de deposi¢do de colageno ao longo do experimento,corroborando com os estudos de
Song e colaboradores (2021) e Hsu e colaboradores (2022).Na avaliagdo imuno-histoquimica vimos

que o VCAN, VKINA e as ADAMTSI, 5 e 15 foram expressas no estroma tumoral e nas células
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tumorais durante a progressao do tumorno cancer de mama. O VCAN teve sua maior expressao no
estroma e nas células tumorais no periodo de 21 e 28 dias, corroborando com os achados prévios
em modelo 4T1, cancer deovario e gastrointestinal (Dos Reis et al., 2019; Voutilainen et al., 2003;
Setoguchi et al., 2011). Além da sua forte expressdo nas Ultimas semanas refor¢a o papel deste
proteoglicanona invasdo e no desenvolvimento de metastases.

A VKINA apresentou um perfil de expressao um pouco diferente de VCAN, uma vezque
teve sua maior expressao no periodo de 21 dias, a semana em que identificamos as metastases, com
um leve declinio no periodo aos 28 dias. Interessantemente, nas ultimas semanas de crescimento
tumoral hd um predominio da resposta anti-inflamatdria, o que sugere um papel modulador da
VKINA favorecendo um microambiente pro-tumoral e metastatico (FREY et al., 2013; EBLE,
NILAND., 2019). Ademais, VKINA ¢ ADAMTS15tiveram um comportamento semelhante. A
relagdo de ADAMTSIS5, matrikina e angiogénesetumoral j& foi descrita previamente (BINDER et
al., 2017; ASANO et al., 2017). Aparentemente, a protedlise de VCAN ¢ um importante processo
para o remodelamento da MEC e organizacdo de novos vasos, criando um cendrio facilitador a
metastase.

As enzimas ADAMTSI1 foram as que apresentaram maior intensidade de marcagdo tanto
nas células neoplasicas como no estroma tumoral do cancer de mama desses camundongos. A forte
marca¢cdo de ADAMTSI em mieloma multiplo foi relatada no estudode Hope e colaboradores 2016,
contrariando achados prévios em cancer de mama e de cancercolorretal em humanos (FILOU, et al
2015) e carcinomas mamarios em cadelas (Souza, 2021), onde as marcagdes eram raras ou
ausentes. O modelo 4T1 parece expressar mais estaenzima, mas os motivos para discrepancia com
outras espécies e modelos de estudo ndo sdoesclarecidos.

No modelo 4T1, a resposta inflamatdria desempenha um papel crucial no desenvolvimento
e progressdao do tumor, bem como na interag@o entre o sistema imunologicoe as células tumorais.
Ao longo dos primeiros dias apds a inoculacdo das células tumorais, as células inflamatdrias
comecam a infiltrar-se no sitio tumoral. Os macrofagos, por exemplo,podem se diferenciar em
subtipos pro-inflamatorios (M1) quando secretam o padrdo de citocinas como IL-12" ¢ TNF' e
estimula linfécitos TH1 ou anti-inflamatorios (M2) quandosecretam IL-10" e expressam arginase,
dependendo do ambiente tumoral naquele periodo daprogressao (SAQIB et al 2018). Em um estudo
realizado por DeNardo et al. (2009), foi investigado a resposta inflamatdria no adenocarcinoma em

relag@o a func¢do dos macrofagos. Eles demonstraram que os macrofagos infiltrados no tumor eram
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principalmente do tipo M2,que exibem propriedades anti-inflamatorias e imunossupressoras. Os
resultados indicaram que a resposta inflamatoria no modelo de cancer ¢ influenciada pela
polarizagcdo dosmacrofagos para o fenétipo M2.

Nota-se uma atuagdo sinérgica dos dois mecanismos pro- e anti-inflamatdérios no

desenvolvimento metastatico do tumor 4T1, com predominio do perfil pro-inflamatorio até a
terceira semana e anti-inflamatorio na ultima semana de crescimento tumoral. Neste contexto, as
correlagcdes de VCAN e VKINA com o infiltrado inflamatério revelou que a VKINA se
correlacionou com uma resposta anti-inflamatoria, uma vez que apresenta correlagdo positiva com
expressdo de arginase, IL-10 e redugdo de IL-12, sugerindo que hd um recrutamento de macréfagos
M2 para o microambiente tumoral na ultima semana do experimento. Um estudo de Zong e
colaboradores (2021) também relata que no microambiente tumoral mamadrio secreta sinais e
fatores que podem levar a polarizagdo dos macrofagos para o fendtipo M2. Células cancerosas e
componentes do estroma tumoral liberam citocinas, como IL-4 e IL-13, que contribuem para a
diferenciag¢do dos macrofagos M2. Macréfagos M2produzem citocinas anti-inflamatérias, como IL-
10, que podem suprimira atividade antitumoral das célulasimunes efetoras.
Ao analisar o VCAN, observou-se uma resposta inflamatoria contraria a matrikina. O perfil de
inflamagdo relacionado com esse componente da matriz extracelular correlacionou-se com
linfocitos TCD4+ expressando a molécula de adesao L-selectina (CD62L") e de linfocitos Thl (T
CD4 TIFN") aos 28 dias, sugerindo uma relagdo de VCAN com uma resposta adaptativa e pro-
inflamatoria.

Além disso, a expressao de VCAN e VKINA tanto no estroma e nas células tumoraisteve
relacdo com a presenca de células mieloides CD11b+ no sitio tumoral. A contribuicdo dessas
células estd envolvida na ativacdo da resposta imunoldgica adaptativa contra as célulastumorais 4T1.
Um estudo mais recente de Li e colaboradores (2018) observaram que essas células de origem
mieloide CD11b capturavam antigenos tumorais e os apresentavam aos linfocitos T, promovendo
a producao de citocinas pro-inflamatorias e a expansao das célulasT citotoxicas CD8+. Esse cenario
tem uma maior compatibilidade com o perfil inflamatériodo VCAN devido as relagdes relatadas
anteriormente. Também foram avaliadas as versicanases 1, 5 e 15, enzimas metaloproteinases que
desempenham um papel importante em processos biologicos como remodelacdo da matriz
extracelular, angiogénese e regulacdo da resposta imunologica. O papel da enzimaADAMTSI1

foi estudado em vérios tipos de cancer. No entanto, existe controvérsia emrelagcdo a oncologia
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e o papel dessa versicanase, pois ela pode atuar como um supressor deou como facilitador da
progressdo tumoral, dependendo do contexto celular inserido. Otrabalho de Tan, et al., 2019
evidenciou que a ADAMTSI esta fortemente correlacionadacom a metastase do cancer de mama.
Contudo, no estudo de Noriega-Guerra et al., 2018, essametaloproteinase pode ter uma atividade
supressora no crescimento e progressao de célulastumorais, diminuindo a proliferacao de células
de fibrossarcoma e a velocidade de migracdo.No estudo realizado por Oller e colaboradores. (2018)
investigou-se o papel da ADAMTSS naresposta inflamatéria em camundongos. Os pesquisadores
descobriram que a expressdo dessa enzima estava associada a regulacdo de citocinas
inflamatorias. Asuperexpressdao de ADAMTSS no tumor resultou em um aumento da produgao de
citocinaspro-inflamatorias, como IL-6 e IL-8, pelas células tumorais, evidenciando a agdo da
ADAMTSS na promogdo da resposta inflamatoria. Corroborando com os achados prévios,
observamos uma correlagdo da ADAMTSS com a molécula pro-inflamatéria TNF elinfocitos T
CD8" na ultima semana do experimento. Essa associagdo sugere que esta metaloproteinase
pode promover da producdo de moléculas pré-inflamatoérias no microambiente.

O trabalho de Viloria et al. (2009) investigou a associagao entre a expressioda ADAMTS15
e o cancer colorretal. Os pesquisadores observaram que a ADAMTS15 estava expressa em niveis
mais baixos em tumores de cancer colorretal do que em tecido normal adjacente. A diminui¢do da
expressao da ADAMTSIS estava correlacionada com a invasdo tumoral, metéstase linfonodal e
pior prognostico, indicando seu possivel papel comosupressor tumoral nesse contexto. Embora esse
estudo ndo esteja diretamente relacionado aomodelo murino 4T1, eles destacam o potencial da
ADAMTSI15 em influenciar a progressaotumoral em outros tipos de cancer. Considerando que as
ADAMTSs tém papéis semelhantesna remodela¢do da matriz extracelular € no comportamento
tumoral, ¢ possivel que a ADAMTSI1S5 também desempenhe um papel na progressdo do cancer de
mama metastatico no modelo murino 4T1, j& que observamos uma maior expressdo dessa enzima
no periodo em que ha o aparecimento de metastases, indicando o papel dessa MMP na progressao

do cancer de mama, assim como relatado em outros trabalhos prévios (PORTER et al., 2006).
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados observados, a crescente expressao de VCAN, VKINA, ADAMTSI,
5 e 15 sdo evidentes ao longo do crescimento tumoral e progressao dos tumores4T1, especialmente
pelas células tumorais. Concomitantemente, hda um aumento favoravel dos diferentes tipos de
coldgeno, indicando uma alta deposicao de colageno no estagio final do cancer de mama o que
implica em uma maior dificuldade para as células do sistema imunoldgico penetrarem na matriz
paraa destrui¢do desse tumor.

VCAN, ADAMTS 1 e 5 apresentaram maior expressdo nas uUltimas semanas do
experimento, com correlagdo direta ao perfil predominantemente pro-inflamatério. No entanto,
VKINA e ADAMTSI15 apresentaram maior expressao na terceira semana, quando ha o surgimento
de metastases nesse modelo. Além da alta expressdo de VKINA em 21 dias, este protéolito teve
relagdo com perfil imune predominantemente anti-inflamatdrio, criando um microambiente
favoravel a progressao do tumor.

E notério uma atuagio sinérgica dos dois mecanismos pro - e anti-inflamatério ao longo b
experimento, com predominio do perfil anti-inflamatorio na terceira semana de crescimento
tumoral, quando ocorre maior expressao da VKINA e ADAMTS-15, sugerindo uma relagdo entre
degradagao da MEC e perfil inflamatério. Contudo, ainda se faz necessario compreender os efeitos
destes perfis celulares no remodelamento da matriz extracelular comrelagdo das versicanases e seu

proteolito nos diferentes tempos de progressao.
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Anexo A

D4 CD§ CDSICAM | CDSICAM | CD4CDe2 | CDSCD62 [CD1IbVCAM| CDSPERF | CDSPERF | CDMFOXP3 | CDSFOXE3

7 DIAS

MEDIA 9357 19,96 46,86 25,57 228,10 285,40 1357 05714 8714 31429 457
DESVIO PADRAO 9,788 1237 51,04 37,86 88,80 144,00 12,19 1,512 16,30 8,203 2831
14 DIAS

MEDIA 3523 20,00 240 4030 520 1844 4750 0,000 3,500 0,000 1,:28
DESVIO PADRAO 7075 4637 1659 1585 2303 3422 4729 0,000 2619 0,000 1,356
21 DIAS

MEDIA 24,50 1335 1937 1069 88,75 93 88 1348 0,000 69,83 50,83 4960
DESVIO PADRAO 8323 9,844 1145 05,5 nK 72,14 1446 0,000 71,16 534! 315,0
28 DIAS

MEDIA 2458 5760 63.40 20.60 3,600 169.0 1550 0.000 8857 15.14 N4
DESVIO PADRAO 3114 26,16 18,76 10,2 330 16,5 79,58 0,000 12,65 9,616 4
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CDAIFN CDBIFN CD4IL10 CD8IL10 CD4TNF CDBTNF D16 CD11bARG | CDI1BILI2Z | CDIILIL2 | CDILCDIG32 |CD1ILMHCH | CDI1b
5200 1084 3429 0.000 40,36 1271 1637 2553 6933 1,714 4943 326.3 67.81
67,80 1250 4894 0.000 8243 1841 2039 2101 8391 2928 36.65 327, 248
584.1 1109 3128 4,250 9,000 2,750 3601 4 9849 1,750 2,500 53,88 79
2008 2063 2748 4,892 6,782 4,062 S184 614 7064 4,559 3817 55,82 1628
2463 25,38 67383 17,83 31,67 71,00 6824 966, 4600 36,88 1589 1924 239
15,58 4544 8637 9326 32,10 29,74 1964 199 1462 19.07 1647 125.5 €283
53,00 1,600 1904 8286 21,43 1942 45,16 3828 8879 56,63 2784 606,0 1655
4203 2702 1216 136,4 27,80 1321 20,38 28838 011 s 65,88 3532 ms 1356
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Anexo B - Grificos de correlagdo do VCAN, VKINA ¢ ADAMTS com o sistema imunologico
VERSICAN

a b
4000
20—
3000
154
2000 104
10004 5‘[
l 3
3 0- r Y . .
01 T J ' ' 10 20 30 40
0 10 20 a0 40 . .
Tumer scors - VCAN = Tumor score - VOAN
c
20+
154
10 -
0
5 _ L J
o
o
1 70 . R S
100 200 300
5

Estroma score - VCAN

Correlacao da expressao VCAN no estroma e nas células tumorais com as células imunes no grupo
de 14 dias(p=0.0134 ¢ r=0,67) com CD11b+IL-12+ (a), no grupo de 28 dias (p=0,0377 e r=0,75)
com CD11b+CD16/32+

(b) e no grupo de 28 dias (¢) com T CD4+ CD62L+ (p=0,0333 ¢ r=0,97). Curva de regressao linear

simples.



Anexo C — Versikina

154

10+

5

104

40+

304

20+

10+

I -y T
50 100 150
Tumor score - VRINA

1
200

100 200 300
Estroma score - VRINA

400

A RN L L N R A

wasirw ug

84

154
104 °
54 o
- o
0 8 4 | E— T
50 100 150 200
-5 Tumor score - VKINA
-10-
15000
10000
a
5000+ a
.
° e o
a T T T 1
100 200 300 400
5000~ Estroma score - VRINA

Correlacao da expressdo VKINA no estroma e nas células tumorais com as células imunes no grupo
de 14 dias(p=0,0325 e r=0,77) com CD11b+IL-2+ (a), no grupo de 14 dias (p=0,0127 ¢ r= 0,84)
com CD11b+CD16/32+(b), no grupo de 28 dias (¢) com CD11b+ (p=0,0341 e r=0,82) e no grupo
de 28 dias (d) com CD11b+Arg+ (p=0,0238 e r=0,86). Curva de regressao linear simples.



Anexo D - ADAMTSI, 5
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Correlagdo da expressdo das ADAMTSI e 5 no estroma e nas células tumorais com as células

imunesno grupo de 14 dias (p=0,0024 e r=-0,92)com T CD4+ICAM+ (a), no grupo de 14 dias
(p=0,0086 e r=-0,86) com T CD4+ IFN+ (b), no grupo de 14 dias (c) com TCD8+ FOXP3+
(p=0,0143 e r=-0,87),n0 grupo de 14 dias (g) com CD11b+ (p=0,0030 e r=0,92), no grupo de 21
dias (d) com T CD4+ICAM+ (p=0,0234 e r=-0,79), no grupo de 21 dias (e) com T CDS+ICAM+
(p=0,0112 e r=- 0,85), no grupo de 28 dias (f) com CD16+ (p=0,0151 e r=0,88), no grupo de 28
dias (h) com T CD8+



