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1.1 RESUMO 

OBJETIVO: Avaliar a relação entre a versicanase ADAMTS 15, versikina e o microambiente 

tumoral em modelo murino 4T1. MÉTODOS: Foram realizadas análises histomorfológicas em 

amostras de tumores, linfonodos e pulmões nos grupos de 7, 14, 21 e 28 dias de crescimento 

tumoral, análises da expressão imunohistoquímica de versican, versikina e ADAMTS 15, bem 

como avaliação da distribuição de colágeno na matriz extracelular peritumoral. 

RESULTADOS: O estudo teve como achados o surgimento de metástases espontâneas em 

pulmão a partir dos 21 dias, aliado a uma expressão progressiva de versican, versikina e 

ADAMTS 15 ao longo da progressão tumoral, em que as maiores expressões de versican em 

estroma e células tumorais foram aos 21 e 28 dias, e de versikina e ADAMTS 15, em estroma, 

aos 21 dias. Além disso, houve um aumento da  deposição dos diferentes tipos de colágeno, 

sendo o colágeno III predominante em relação ao colágeno I, e foi observada uma correlação 

negativa entre a expressão de versican e ADATMS 15 com a deposição de colágeno no grupo 

de 28 dias em estroma e em tumor. CONCLUSÃO: Nota-se uma relação entre esses 

componentes da matriz extracelular e o desenvolvimento do tumor de mama, ao ponto que sua 

remodelação pode ser um mecanismo pelo qual as células tumorais controlam o microambiente 

para facilitar sua progressão e o desenvolvimento de metástases. 

 

Palavras-chave: Câncer de Mama Triplo Negativo; ADAMTS; Matriz Extracelular. 
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1.2 ABSTRACT 

 

OBJECTIVE: To evaluate the relationship between versicanase ADAMTS 15, versikin and 

the tumor microenvironment in a 4T1 murine model. METHODS: Histomorphological 

analysis of tumor, lymph node and lung samples from the 7-, 14-, 21- and 28-day tumor growth 

groups, analysis of the immunohistochemical expression of versican, versikin and ADAMTS 

15, as well as evaluation of the distribution of collagen in the peritumoral extracellular matrix 

were performed. RESULTS: The study found the appearance of spontaneous metastases in the 

lung at 21 days, accompanied by progressive expression of versican, versikin and ADAMTS 

15 throughout tumor progression, with the highest expressions of versican in the stroma and 

tumor cells at 21 and 28 days, and of versikin and ADAMTS 15 in the stroma at 21 days. In 

addition, there was an increase in the deposition of the different types of collagen, with collagen 

III predominating over collagen I, and a negative correlation was observed between the 

expression of versican and ADATMS 15 and collagen deposition in the stroma and tumor in 

the 28-day group. CONCLUSION: It is evident a relationship between these extracellular 

matrix components and breast tumor development, so that the remodeling may be a mechanism 

by which tumor cells control the microenvironment to facilitate their progression and the 

development of metastases. 

 

Keywords: Triple Negative Breast Cancer; ADAMTS; Extracellular Matrix. 

  



10 

 

1.3 INTRODUÇÃO 

Em mulheres, o câncer de mama é a doença neoplásica mais incidente no mundo e a 

primeira causa de morte por câncer no Brasil. Esse tipo de tumor continua sendo um importante 

foco de estudo, devido ao elevado número de novos caso estimados, cerca de 73.610 casos para 

o ano de 202327,16.  

O carcinoma mamário configura-se como uma neoplasia complexa e heterogênea que 

apresenta diversos subtipos associados a aspectos moleculares, sendo eles: luminal A, luminal 

B, superexpressão de HER-2 e triplo negativos. O subtipo triplo negativo é caracterizado pela 

ausência de receptores de estrógeno, receptores de progesterona e HER2, representando o pior 

prognóstico devido à maior agressividade, às maiores taxas de recidiva e à falta de terapias 

específicas, em comparação com os demais1,5,19. 

Atualmente, tem sido reconhecido pela literatura científica que o microambiente 

tumoral é um fator chave em diversos aspectos, desde o desenvolvimento neoplásico, a resposta 

à imunoterapia e ao prognóstico do paciente, especialmente no câncer de mama triplo 

negativo1,20. Esse microambiente consiste em um ecossistema envolta dos tumores e das células 

tumorais, composto pelas próprias células tumorais, células endoteliais, células imunes, 

fibroblastos associados ao câncer (CAFs), perícitos, adipócitos, fatores de crescimento, 

citocinas, metaloproteases, e por uma matriz extracelular (MEC)30,24. A MEC tem composição 

única em cada órgão/tecido, apresentando como função básica a sustentação tecidual e 

regulação de funções celulares de migração, proliferação, diferenciação, apoptose e 

sobrevivência, mediadas pela sua remodelação4.  

Na tumorigênese, as células cancerígenas são capazes de induzir as proteínas de matriz 

a promover a progressão tumoral e organização do nicho metastático através da desregulação 

do remodelamento da MEC por enzimas proteolíticas1. Com isso, são observadas alterações na 

composição da matriz como: cross-linking de colágeno I, promovendo aumento da rigidez, 

recrutamento e ativação de fibroblastos em CAFs (fibroblastos associados ao câncer), transição 
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epitelial-mesenquimal, favorecendo a migração e invasão, estímulo da angiogênese e evasão 

imune20. Esse processo pode ocorrer por diferentes famílias de proteases, como as ADAMTSs 

(metaloprotease-desintegrinas com motivo de trombospondina I), metaloproteases que têm sido 

constantemente estudadas acerca da sua relação com o câncer4,20. 

A ADAMTS 15 é uma importante metaloprotease envolvida nesse processo de 

remodelamento, contudo ainda não tem seu papel elucidado no desenvolvimento do câncer de 

mama. Essa enzima apresenta uma atividade antiangiogênica e de redução da migração celular, 

porém, estes efeitos são independentes da sua atividade como metaloproteinase4,17. Estudos 

anteriores, realizados em linhagens de carcinoma mamário MDA-MB-231 e MCF-7, apontaram 

seus múltiplos efeitos no desenvolvimento de tumores mamários, tanto pró- quanto anti 

tumorais18.  

Um dos principais substratos dessa metaloprotease é o Versican (VCAN), proteoglicano 

hialectano presente na matriz extracelular que está envolvido em diversas etapas da sua 

remodelação, como a adesão, proliferação, migração celular e angiogênese3. Por isto, esta e 

outras enzimas da família ADAMTS são chamadas de versicanases. A clivagem desse 

proteoglicano em regiões específicas das isoformas V0 e V1, gera um fragmento bioativo com 

característica de matrikina, ou seja, associado a infiltração de células imunes, denominado de 

versikina (VKINA)22. Enquanto o VCAN tem sido apontado em estudos com uma atividade 

tolerogênica em tumores, há hipóteses de que a VKINA apresenta uma ação antagônica, sendo 

um possível alvo de estratégias antitumorais, porém, essa correlação inversa não é observada 

em todos os tipos tumores e microambientes22. 

Embora o VCAN seja considerado um relevante componente da MEC no câncer de 

mama em humanos e animais, a influência da sua proteólise, mais especificamente a função de 

um dos seus fragmentos bioativos, a versikina, na remodelação da MEC e no processo tumoral 

ainda é pouco elucidado9. Nessa perspectiva, esse tipo de estudo possibilita o entendimento dos 

mecanismos do câncer de mama influenciados pelo microambiente, como sua própria 
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progressão e o desenvolvimento de metástases, assim como a análise de potenciais 

biomarcadores e alvos terapêuticos. Sendo assim, esse estudo investigou a ação da protease 

ADAMTS 15, e da VKINA e suas relações com o remodelamento da matriz extracelular em 

diferentes etapas da progressão do tumor mamário no modelo murino 4T1. Este modelo é 

reconhecidamente válido por mimetizar aspectos do câncer humano, inclusive em aspectos de 

progressão do tumor e desenvolvimento de metástases espontâneas, o que permite o 

monitoramento das alterações, a avaliação das correlações e a identificação dos papeis das 

moléculas estudadas no desenvolvimento do tumor26,7. 
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1.4 MÉTODOS 

Desenho do Estudo 

Trata-se de um estudo de cunho experimental, realizado com camundongos da espécie 

Balb/c inoculados com células tumorais, com o intuito de avaliar a relação entre componentes 

da matriz extracelular e a progressão do tumor mamário murino 4T1.  

Aspectos Éticos 

O projeto tem aprovação do Comitê de Ética em Uso Animal da Fiocruz (Protocolo  

015/2020). 

Modelo Singênico 4T1 e Coleta de Amostras 

A linhagem de células de carcinoma mamário murino 4T1 foi mantida em meio DMEN 

F12 suplementado com 10% de FBS, penicilina a 100μg/mL e estreptomicina a 100μg/mL, à 

37ºC em atmosfera úmida com 5% de CO2.  

O protocolo experimental foi baseado na utilização de 36 camundongos BALB/c fêmeas 

a partir dos 45 dias de idade, os quais foram divididos em 1 grupo controle, sem inócuo de 

células tumorais (n=4), e 4 grupos teste (n=8), com inócuo de células tumorais 4T1.  

Inicialmente, os animais dos 4 grupos teste foram inoculados com células tumorais 4T1 

(2 milhões  de células em 100 uL) heterotopicamente na região subcutânea do flanco direito. 

Após a inoculação, o crescimento  do tumor e o peso do animal foram mensurados a cada 48 

horas. O volume do tumor foi calculado pela fórmula: volume do tumor (mm³) = (comprimento 

x largura) ² / 2 10.  

Aos 7, 14, 21 e 28 dias após a inoculação, foi realizada a eutanásia com anestésico  

(cetamina + xilasina 833 mg / kg via intraperitoneal). Tumores e pulmão foram dissecados, 

pesados e processados para análises histopatológicas e imuno-histoquímicas. Além disso,  

outros tecidos como linfonodos, baço, fígado, coração e rins também foram coletados e 
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processados para confirmar metástase em exame histopatológico com a coloração de 

Hematoxilina e Eosina (H&E).  

Processamento e Análise Histopatológica 

Após cada eutanásia, os fragmentos de tumor, pulmão e outros órgãos foram fixados em 

solução formalina neutra tamponada com fosfato a 10% no período de 24  horas e em seguida 

processados e incluídos em parafina. Para avaliar o remodelamento da matriz, cortes 

histológicos seriados de 4 μm foram obtidos e corados H&E, Tricrômico de Masson (TM) e 

Picro-sirius (PS) e analisados em microscópio de luz Olympus BX-40.  

Critérios de Avaliação das Colorações Especiais   

Foram realizadas colorações especiais de tricrômico de masson e picrossírius para 

análise e caracterização das fibras de colágeno. A coloração por picrossírius possibilita uma 

avaliação morfométrica quantitativa dos feixes de colágeno. Sob luz polarizada foi possível 

caracterizar o colágeno em tipo I e III conforme a birrefringência em vermelho-amarelado ou 

verde, respectivamente2. O tricrômico de masson foi utilizado para analisar a quantidade e 

distribuição de colágeno e de outros componentes da matriz8. 

As análises de picrossírius e de tricrômico foram realizadas em fotomicrografias obtidas 

em 10 campos histológicos, na objetiva de 20x, utilizando a câmera digital do microscópio 

LEICA LMD 6500, software de captura LAS® versão 4.5. A quantificação dos pixels obtidos 

nas micrografias foi realizada a partir do método semiautomático padronizado no nosso 

laboratório (Laboratório de Patologia Experimental – LAPEX) utilizando o software ImageJ®, 

versão Fiji (ferramenta Versatile), através do qual é possível determinar a área (µm) ocupada 

pelas fibras, assim como sua intensidade de coloração.   

Análise de Metástases   
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Foi realizada a contagem do número de nódulos metastáticos em lâminas coradas em 

HE, na objetiva de 100x e 400x, em três fragmentos de cada lóbulo pulmonar esquerdo.   

Foram considerados nódulos metastáticos pulmonares, qualquer agrupamento de células 

neoplásicas distribuído por todo parênquima pulmonar, pleura, brônquios e bronquíolos. 

Células neoplásicas isoladas ou êmbolos de células neoplásicas dentro de vasos não foram 

consideradas como metástases.    

Análise Imuno-Histoquímica  

Para esta técnica, secções de 4µm obtidas de cada caso foram colocadas sobre lâminas 

gelatinizadas. As lâminas passaram por um processo de desparafinização e reidratação através 

de uma sequência de passagens em xilol e em álcoois progressivamente diluídos (absoluto, 90% 

e 80%). Posteriormente, essas lâminas foram submetidas à recuperação antigênica em calor 

úmido com tampão citrato pH 6 ou por reação enzimática com condroitinase. Em seguida, 

incubadas com peróxido de hidrogênio 3% durante 4 ciclos de 10min para o bloqueio da 

peroxidase endógena e posteriormente, com Protein Block (NovolinkTM Max Polymer 

Detection System) por 30min para o bloqueio da proteína. Após bloquear possíveis reações 

cruzadas, os cortes foram então incubados com os respectivos anticorpos primários (anti-

versican, anti-VKINA e anti-ADAMTS15) por 1 hora à 25ºC ou overnight à 4ºC. Na sequência 

foi aplicado o anticorpo secundário por 30min e, posteriormente, o polímero (Novolink™ Max 

Polymer Detection System) por 30min. Por fim, as secções foram expostas ao cromógeno 3,3-

diaminobenzidina (DAB) e contra-coradas com hematoxilina de Mayer's (Tabela 1).   

As lâminas controles passaram pelas mesmas etapas, havendo substituição apenas na 

etapa do anticorpo primário, o qual foi substituído por soro normal.   

Critérios de Avaliação dos Marcadores Imuno-Histoquímicos   

Os critérios para a marcação da expressão dos marcadores foram baseados no sistema 

de score avaliado por Skandalis et al., 2011. Esse sistema é baseado em uma avaliação 
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semiquantitativa do estroma e das células tumorais, o qual inclui a porcentagem total do tecido 

marcado pela molécula e a intensidade da marcação da mesma, considerada (1) como negativo 

ou fracamente marcado, (2) positivo fraco, (3) positivo moderado e (4) como positivo forte.   

Sendo assim, o grau de expressão dos marcadores foi dado pela multiplicação da 

porcentagem de tecido marcado (0 - 100%) pela intensidade de marcação (1 - 4).   

Análise Estatística  

Os resultados quantitativos obtidos que apresentaram distribuição normal foram 

submetidos à análise de variância a 5% de probabilidade, seguido de teste de médias. Para 

relacionar as variáveis, foi utilizado o Teste T para os dados paramétricos e o Kruskall Wallis 

para os dados não paramétricos. Para as análises de correlação, foram realizados os testes de 

Spearman e de Regressão Linear.  

As análises foram realizadas com auxílio do software de estatística Graphpad Instat v. 

8.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA), sendo consideradas como significativas as associações 

e concordâncias cuja probabilidade de significância do teste obteve valor de p < 0,05. 
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1.5 RESULTADOS 

Caracterização do Tumor 4T1 

Posterior à inoculação das células tumorais 4T1, todos os camundongos foram 

acompanhados e avaliados a cada 48h para observar a progressão do carcinoma mamário. Nessa 

perspectiva, durante o experimento houve um aumento progressivo no peso desses animais, 

visto no Gráfico 1, sendo maior no grupo controle. 

Em relação à evolução tumoral, no período dos 28 dias de experimento, foi realizada a 

avaliação do volume do tumor e, no dia da eutanásia de cada grupo, do peso do tumor de cada 

animal. Nessas análises, foi observado um evidente aumento tanto no tamanho do tumor no 

decorrer dos 28 dias, quanto no seu peso, sendo ambos maiores no grupo de 28 dias (Grupo D), 

como ilustrado na Figura 1 e no Gráfico 02, respectivamente. 

Análise Histopatológica 

Os tumores foram analisados histopatologicamente no sítio primário e metastático 

através da coloração de hematoxilina e eosina (H&E), para quantificação da necrose, ulceração, 

metástase em linfonodo e em pulmão.  

Na análise macroscópica realizada no decorrer do experimento, foi observada a presença 

de ulceração e aderência ao tecido cutâneo a partir dos 14 dias, na maioria dos camundongos. 

Quanto aos critérios histopatológicos, 23 camundongos apresentaram necrose tumoral, sendo 

observada a partir dos 14 dias, e 10 apresentaram metástase pulmonar, iniciando aos 21 dias. 

Além disso, dos animais em que a coleta dos linfonodos inguinais foi possível, 9 apresentaram 

metástase, informações que podem ser visualizadas na Tabela 02. 

Na pesquisa de metástase em parênquima pulmonar, foram observados focos 

metastáticos em alguns animais dos grupos de 21 e 28 dias, os quais podem ser observados na 

Figura 2, onde são representadas fotomicrografias de pulmão na coloração de hematoxilina e 

eosina. 
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Caracterização Morfológica de Colágeno na Matriz Extracelular Tumoral 

Para caracterização morfológica de colágeno na matriz, foram utilizadas as colorações 

especiais de tricrômico de masson (coloração azulada) e picrossírius red (coloração esverdeada-

avermelhada), cujos padrões das fibras de colágeno foram avaliados nas áreas adjacentes à 

proliferação epitelial do tumor de cada caso.  

Nas análises de tricrômico de masson, foram revelados valores de média de 

remodelamento de colágeno semelhantes nos 14, 21 e 28 dias no tumor. A coloração de 

picrossírius, por sua vez, revelou uma predominância de colágeno do tipo III em todos os grupos 

em comparação ao colágeno do tipo I, entretanto, os dois tipos de colágeno apresentaram um 

aumento gradativo no decorrer da progressão do tumor primário. Dados demonstrados na tabela 

3. A disposição dessas fibras de colágeno, em ambas as colorações utilizadas podem ser 

observadas na Figura 3. 

Expressão de Versican, Versikina e ADAMTS 15 em Estroma Peritumoral e Células 

Murinas 4T1 

Para avaliar a degradação enzimática, os marcadores Versican, Versikina e ADAMTS 

15 tiveram sua expressão avaliada em estroma peritumoral e nas células tumorais nos grupos 

de 14, 21 e 28 dias de crescimento tumoral.  

Análise da expressão de VCAN em estroma e células neoplásicas 

O proteoglicano versican apresentou maior expressão no estroma peritumoral nos 

grupos de 21 e 28 dias quando comparado aos tumores do grupo de 14 dias, com diferenças 

estatisticamente significativas (p = 0,0119 e p = 0,0257). A sua expressão em células tumorais 

4T1, por sua vez, foi maior observada no grupo de 28 dias em comparação ao grupo de 14 dias 

(p = 0,0042).  
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Também foi observada uma diferença estatística na avaliação do escore final de 

expressão de VCAN nas células tumorais, o qual foi maior no grupo de 28 dias em comparação 

ao grupo de 14 dias (p = 0,0323). A imunomarcação de VCAN em estroma e em célula 4T1 

pode ser observada na Figura 4. 

Análise da expressão de Versikina em estroma e células neoplásicas 

O proteólito VKINA, por sua vez, apresentou um maior número de casos com altas 

intensidades de expressão (grau 3 e 4) nos grupos de 21 e 28 dias no estroma, contudo não foi 

observada uma diferença estatística significativa. Entretanto, na análise de escore final, houve 

maior expressão em estroma dessa molécula no grupo de 21 dias com diferença estatística (p = 

0,0193) em comparação com o grupo de 14 dias. A imunomarcação de VKINA em estroma 

peritumoral e em células neoplásicas pode ser observada na Figura 5. 

Análise da expressão de ADMTS15 em estroma e células neoplásicas 

A análise de expressão estromal da versicanase AD15 demonstrou diferenças 

estatísticas significativas quanto a porcentagem, intensidade e escore final de expressão, ao 

comparar os grupos de 21 e 28 dias (p = 0,0081, p = 0,0169, p = 0,0219, respectivamente). A 

imunomarcação desta enzima pode ser observada na Figura 6. 

As intensidades de expressão dos marcadores podem ser observadas na Figura 7. 

Expressão de Versican, Versikina e ADAMTS 15 no Parênquima Pulmonar 

A intensidade de expressão dos marcadores também foi avaliada nas amostras de 

pulmão, não sendo observadas diferenças estatísticas na expressão de Versikina e ADAMTS 

15 em parênquima pulmonar, porém foram reveladas diferenças significativas entre os grupos 

na análise de expressão de Versican, sendo maior no grupo de 28 dias em comparação ao grupo 

de 7 dias (p = 0,0039 ).  



20 

 

A imunomarcação das moléculas em pulmão nos diferentes tempos de avaliação, podem 

ser observadas nas Figuras 8 e 9, respectivamente. 

Correlação entre a Degradação Enzimática e o Remodelamento da Matriz Extracelular 

No intuito de compreender a relação entre a expressão de ADAMTS15 e sua ação 

proteolítica na MEC, foi realizada a correlação entre a imunoexpressão dos marcadores da 

degradação enzimática com a deposição de colágeno de matriz. A avaliação por tricrômico de 

masson, possibilitou a observação de uma correlação negativa entre a deposição de colágeno e 

a expressão de VCAN (p = 0,0246 e r =-0,85) e de ADAMTS 15 (p = 0,0333 e r = - 0,92), nas 

células tumorais do grupo de 28 dias. Além disso, foi observada uma correlação inversa entre 

a deposição de colágeno tipo III e a expressão de VCAN em estroma, também no grupo de 28 

dias (p = 0,0008 e r = - 0,99). Esses dados podem ser observados na Figura 10. 
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1.6 DISCUSSÃO 

A complexidade e heterogeneidade da neoplasia mamária, assim como sua crescente 

incidência, tornou necessária a implementação de modelos complementares de investigação, 

para auxiliar na descoberta de novas estratégias e para validação de novos alvos terapêuticos12. 

Nesse aspecto, observa-se a viabilidade dos modelos murinos, os quais apresentam linhagens 

com características conhecidas e compartilham aspectos genéticos e fisiológicos com os 

humanos, o que os torna factíveis para o estudo de tumores21.  

No contexto do câncer de mama triplo negativo, o modelo murino 4T1 tem sido 

amplamente utilizado por mimetizar aspectos da doença humana e por ser facilmente 

transplantável e pouco imunogênico14,26. Esse modelo apresenta uma característica importante 

que é o crescimento progressivo do tumor no sítio primário, seguido da invasão local dos tecidos 

circundantes e a formação de metástases espontâneas no pulmão a partir da segunda semana, 

achados confirmados no presente trabalho, corroborando com estudos prévios de Dos Reis e 

colaboradores (2019) e Yang, Zhang e Huang (2013). 

Considerando a invasividade e falta de responsividade do câncer de mama triplo 

negativo, não sendo sensível a terapias endócrinas e terapias moleculares direcionadas, visto 

seu fenótipo molecular, a análise do microambiente tumoral tem se tornado crucial para uma 

melhor compreensão da neoplasia1,11,30. Dessa forma, no intuito de compreender essa complexa 

rede de interações, nesse estudo, foi avaliada a relação de diferentes componentes do 

microambiente com a progressão do tumor murino 4T1, e suas possíveis correlações.  

No presente estudo, as análises imunohistoquímicas mostraram uma crescente 

expressão de VCAN em estroma peritumoral e em células tumorais, o que aponta uma 

associação desse marcador com a progressão do tumor, ao ponto que, suas maiores expressões 

foram observadas nos grupos de 21 e 28 dias, e foi observada uma regulação positiva entre a 

expressão desse proteoglicano e a formação de metástases em linfonodo e pulmão. Tais achados 

corroboram com estudos anteriores que apontam que níveis elevados desse proteoglicano estão 
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associados à invasão tumoral, angiogênese e formação de metástases, o que sugere sua 

contribuição para a agressividade e disseminação do câncer22. 

A interação entre versican e as células neoplásicas influencia o desenvolvimento  

metastático. No entanto, no que diz respeito ao câncer de mama, o papel da proteólise de 

versican e seu proteólito, versikina, permanece pouco explorado, assim como suas relações com 

os outros componentes da matriz e o envolvimento com a progressão tumoral10. 

No presente trabalho VKINA revelou um diferente perfil de expressão, uma vez que foi 

mais expressa no período de 21 dias, coincidindo com a semana de surgimento de metástases, 

seguida de um leve declínio no período de 28 dias. Tal resultado se assemelha à trabalhos 

anteriores que associam a proteólise de versican a um pior prognóstico, embora a bioatividade 

dos seus proteólitos, incluindo a versikina, tenha efeitos variáveis a depender do contexto, 

podendo ser intensificadores ou inibidores da patogênese22,28. A matrikina já foi associada em 

estudos com a presença de um infiltrado de células T em outros tipos de câncer, incluindo câncer 

colorretal, além disso outras pesquisas associaram a VKINA com um ambiente pró tumoral e 

favorável à metastização15,22.   

Semelhante à versikina,  ADAMTS 15 revelou maior expressão aos 21 dias de 

crescimento tumoral.  Estudos anteriores demonstraram que a ADAMTS 15 apresenta múltiplas 

funções que influenciam na vascularização tumoral e nas interações das células neoplásicas 

com seu microambiente18. Um ensaio em camundongos imunocomprometidos, demonstrou que 

a ADAMTS 15 teve efeitos na colonização tecidual por células de carcinoma mamário, mas o 

efeito era dependente do órgão alvo, sendo observada redução de metástases em fígado e um 

aumento de metástase pulmonar em células que expressam a ADAMTS 15 cataliticamente 

ativa18.  

A rede de colágenos age como uma barreira mecânica contra a migração e invasão de 

células neoplásicas. Porém, alterações na estrutura dessas fibras torna maior o risco de 

metástase, o que ocorre quando há maior deposição de colágenos I, III e IV13. Conforme os 
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resultados, foi observada uma maior deposição de colágeno tipo III em comparação com o 

colágeno tipo I. Sabe-se que o colágeno tipo III contribui para a elasticidade da MEC e 

mudanças na elasticidade ou rigidez tecidual influenciam na capacidade das células tumorais 

moverem-se e disseminarem-se23. Isso pode indicar que, nesse modelo 4T1, a MEC sofre maior 

deposição de colágeno do tipo III, afetando a comunicação entre as células neoplásicas e seu 

entorno, o que favorece a proliferação, invasão e progressão tumoral.  

Além disso, ambos os tipos de colágeno (I e III) foram relacionados de forma favorável 

à progressão tumoral visto que há um aumento crescente de deposição de colágeno ao longo do 

experimento, corroborando com os estudos de Dos Reis e colaboradores (2019). O aumento da 

deposição de colágeno I contribui, inclusive, para a alta densidade mamográfica, um fator de 

risco para agressividade no câncer de mama e pior prognóstico23.  

Nas análises de correlação, da coloração de tricrômico de masson e expressão imuno-

histoquímica, no tumor, os resultados mostraram correlações negativas entre colágeno, VCAN 

e ADAMTS 15. Isso indica uma relação inversa entre a enzima, o proteoglicano e a deposição 

de colágeno. Apesar da relação entre VCAN e colágeno ser pouco relatada, um estudo 

demonstrou o papel de versican como regulador favorável da fibrilogênese e da compactação 

de colágeno, mediada por células, in vitro e in vivo6. A relação inversa encontrada no presente 

trabalho, pode ser explicada pelo método de avaliação, uma vez que foi analisada aqui apenas 

a densitometria do colágeno. É válido ressaltar também que a organização estrutural do 

colágeno ainda não é completamente compreendida, diferentes organizações trazem diferentes 

cenários, seja de supressão ou de proliferação tumoral23. 
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1.7 CONCLUSÃO 

A crescente expressão de VCAN, VKINA e ADAMTS15 com o decorrer dos tempos 

de progressão do tumor, e a correlação inversa com deposição de colágeno, aponta para a 

dinâmica de remodelamento que a matriz extracelular sofre durante a progressão tumoral para 

facilitar a expansão do tumor, invasão das células no estroma e impulsionar a formação das 

metástases.  

Tais resultados indicam que a remodelação da MEC, pode ser um mecanismo pelo qual 

as células tumorais controlam o microambiente para facilitar sua progressão e promover o 

desenvolvimento de metástases25. Esses achados corroboram para a necessidade de maiores 

estudos acerca da relação entre os componentes de matriz extracelular e o desenvolvimento do 

câncer de mama, assim como do envolvimento dessas moléculas com a resposta imunológica, 

para avaliar possíveis correlações, visto que, estas moléculas podem se tornar novos 

biomarcadores e alvos terapêuticos, ou permitir a descoberta de outros potenciais. 
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1.9 TABELAS 

Tabela 1. Respectivas recuperações antigênicas e diluições dos anticorpos e do DAB que foram 

utilizadas no experimento 4T1 para a técnica de imuno-histoquímica. 

MARCADORES 

RECUPERAÇÃO 

ANTIGÊNICA 

DILUIÇÃO 

DO 

ANTICORPO 

INCUBAÇÃO 

DO 

ANTICORPO 

DILUIÇÃO 

DO DAB 

 

INCUBAÇÃO 

DO DAB 

VCAN Tris | Estufa 1:50 Overnight 1:20 3-5min 

VKINA 
Citrato EDTA | 

Microondas 1:1000 30min 1:20 1-2min 

ADAMTS 15 
Citrato | 

Microondas 
1:400 1 hora 1:20 ~ 3min 
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Tabela 02.  Avaliação de presença de necrose, ulceração e metástase nos camundongos aos 7, 

14, 21 e 28 dias de acompanhamento. 

*n=número 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 7 dias 

(n/total) 

14 dias 

(n/total) 

21 dias 

(n/total) 

28 dias 

(n/total) 

Necrose 0/8 8/8 8/8 7/8 

Ulceração 0/8 5/8 8/8 8/8 

Metástase em 

linfonodo  

0/7 0/6 7/7 2/2 

Metástase pulmonar 0/8 0/8 4/8 6/8 
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Tabela 3. Caracterização das fibras de colágeno na coloração de Tricrômico de Masson e Picrossírius. 

Tricrômico de Masson  Picrossírius –  Colágeno I Picrossirius – Colágeno III 

 14 d  21 d  28 d 14 d  21 d 28 d 14 d  21 d 28 d 

Tumor          

Média 9.703 8.222 10.007 4.130 14.395 20.162 15.955 20.048 21.711 

Desvio padrão 2.362 

 

5.155 

 

4.533 

 

4.206 

 

6.593 

 

13.379 

 

11.968 

 

17.810 

 

12.196 
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1.10 GRÁFICOS 

 

Gráfico 1. Peso dos camundongos nos grupos de 7 (Amarelo), 14 (Laranja), 21 (Vermelho) e 

28 dias (Verde) de acompanhamento após inoculação de células tumorais murinas 4T1, além 

do grupo controle (Azul), sem inócuo de células no experimento. 
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Gráfico 2. Peso dos tumores nos grupos de 7, grupo 14, grupo 21 e grupo 28 de 

acompanhamento após inoculação de células tumorais murinas 4T1 no experimento. 
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1.11 FIGURAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Volume do tumor no período de 28 dias do 1º experimento. a. Medição do volume do 

tumor no grupo de 07 dias de acompanhamento. b. Medição do volume do tumor no grupo de 14 

dias de acompanhamento. c. Medição do volume do tumor no grupo de 21 dias de acompanhamento. 

d. Medição do volume do tumor no grupo de 28 dias de acompanhamento. e. Sobreposição das 

curvas de crescimento nos grupos de 7, 14, 21 e 28 dias de acompanhamento. 
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Figura 2. Parênquima pulmonar de camundongos BALB/c inoculados com tumor 4T1 e 

eutanasiados ao 14º, 21º e 28º dia de inoculação tumoral. a. Pulmão sem metástase e presença 

de células inflamatórias no interstício (aumento 40x). b. Pequena área de metástase pulmonar 

no grupo de 21 dias (aumento 10x), seta preta. c. Extensa área de metástase pulmonar no grupo 

de 28 dias (aumento 10x), seta branca. Coloração de Hematoxilina e Eosina (HE). 
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Figura 3. Coloração em Tricrômico de Masson revelando deposição de colágeno, em azul, no 

estroma peritumoral (a) e intratumoral (b), no aumento de 40x. Coloração em Picrosirius Red 

revelando deposição de colágeno tipo I (em vermelho) e tipo III (em verde) no estroma 

peritumoral (c e d) no aumento de 20x.  
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Figura 4. Expressão de VCAN no estroma peritumoral e nas células murinas 4T1 no período 

de 28 dias. a - c. Escores de porcentagem, intensidade e escore final de expressão no estroma 

nos grupos de 14, 21 e 28 dias. d - f. Escores de porcentagem, intensidade e escore final de 

expressão em células neoplásicas nos grupos de 14, 21 e 28 dias. Teste de Kruskal Wallis. 

Valores de p foram considerados significativos quando p < 0,05. 
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Figura 5. Expressão de Versikina no estroma peritumoral e nas células murinas 4T1 no período 

de 28 dias. a - c. Escores de porcentagem, intensidade e escore final de expressão no estroma 

nos grupos de 14, 21 e 28 dias. d - f. Escores de porcentagem, intensidade e escore final de 

expressão em células neoplásicas nos grupos de 14, 21 e 28 dias. Teste de Kruskal Wallis. 

Valores de p foram considerados significativos quando p < 0,05. 
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Figura 6. Expressão de ADAMTS 15 no estroma peritumoral e nas células murinas 4T1 no 

período de 28 dias. a - c. Escore de porcentagem, intensidade e escore final de expressão no 

estroma nos grupos de 14, 21 e 28 dias. d - f. Escore de porcentagem, intensidade e escore final 

de expressão em células neoplásicas nos grupos de 14, 21 e 28 dias. Teste de Kruskal Wallis. 

Valores de p foram considerados significativos quando p < 0,05. 
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Figura 7. Expressões de VCAN, VKINA e da enzima ADAMTS 15 em tumor primário 4T1. 

a. Expressão forte de VCAN no estroma tumoral em 14 dias. b. Expressão forte de VCAN nas 

células tumorais em 21 dias. c. Expressão moderada de VKINA no estroma em 28 dias. d. 

Expressão fraca de VKINA nas células tumorais em 21 dias. e. Expressão moderada de 

ADAMTS15 no estroma em 21 dias. f. Expressão negativa de ADAMTS15 nas células tumorais 

em 21 dias. a-f Contra-coloração de hematoxilina de mayer’s e marcação com DAB.   
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Figura 8. Expressão de (a) VCAN, (b) VKINA e (c) ADAMTS15 em parênquima pulmonar nos grupos de 7, 14, 21 e 28 dias. Teste de Kruskal Wallis. 

Valores de p foram considerados significativos quando p<0,05. 
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Figura 9. Expressão de VCAN em parênquima pulmonar de camundongos inoculados com 

células da linhagem 4T1. a.  Expressão negativa em parênquima pulmonar aos 07 dias. b. 

Expressão fraca em parênquima pulmonar aos 14 dias. c. Expressão fraca em parênquima 

pulmonar aos 21 dias, apresentando pequeno foco de metástase. d. Expressão moderada em 

parênquima pulmonar aos 28 dias, apresentando metástase. 
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Figura 10. Correlação de deposição de colágeno na matriz extracelular, corado em Picrossirius (PS) e Tricrômico de Masson (TM), e expressão de VCAN 

no grupo de 28 dias em estroma (a) (p = 0,0008 e r = -0,99) e em células tumorais (b) (p = 0,0246 e r = -0,85), e de ADAMTS15 no grupo de 28 dias avaliados 

em células tumorais (c) (p = 0,0333 e r = - 0,92). Curva de regressão linear simples. 
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