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RESUMO

A obesidade afeta mais de 300 milhdes de pessoas no mundo e esta
relacionada com doencas como diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares e
canceres. Assim como a obesidade, o cancer € atualmente um problema de
saude publica mundial com um aumento em sua incidéncia de 20%
anualmente. Ha uma correlacdo positiva entre a incidéncia de tumores com pior
prognéstico e a obesidade. No microambiente tumoral a degradagdo dos
elementos de matriz extracelular (MEC) esta associada a migracao de células
tumorais por meio de membranas basais, barreira 6ssea e estroma intersticial.
Moléculas associadas a MEC como metaloproteinase de matriz (MMP-2, 3, 9,
11 e 13) auxiliam a degradacéo da MEC, permitindo assim maior migracao de
células tumorais, estdo, portanto, associados com as etapas de progressao
tumoral assim como seus inibidores (TIMP-1, TIMP-2 e RECK), e outros
componentes da MEC como a fibronectina, e colageno IV. Portanto, a
identificacdo dessas moléculas associadas ao processo metastatico em
camundongos obesos e a elucidacdo de seu papel neste processo sao
importantes para a exploracdo de novos métodos para o diagnostico precoce,
avaliacdo prognostica e padronizacdo de novas estratégias terapéuticas.
Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar e comparar marcadores
associados a processos metastaticos em animais obesos e controle por meio
de imunohistoquimica. Para tal a obesidade foi induzida durante 12 ou 16
semanas por meio de uma dieta hiperlipidica em que 60% das quilocalorias
foram advindas de lipideos. Ao final dessas semanas, o cancer de mama foi
induzido pela linhagem celular metastatica 4T1 com injecdo intradérmica na
mama superior de camundongos BALB/c (n=40). Os animais foram
eutanasiados apds 14 ou 21 dias e os tumores foram coletados. A analise
histopatolégica dos tumores foi feita por coloragdo Hematoxilina-Eosina
observando um aumento de vacuolos lipidicos, que podem contribuir para o
recrutamento de células imunes como fatores de crescimento, em tumores de
animais obesos comparados aos animais controles. Em relacdo a
imunohistoquimica em tumores obteve-se uma maior concentragdo dos
marcadores MMP-3, 9, 11, 13 nos animais obesos e uma menor concentracao
em seu inibidor RECK, demonstrando uma possivel progresséo tumoral mais
invasiva nesses animais. Em relacdo a fibronectina e colageno IV foi
encontrado uma marcagdo mais intensa em animais obesos em relagédo ao
controle. Entretanto, TIMP-1 e TIMP-2, demonstraram-se super expressos nos
obesos, como encontrado na literatura. Assim, os resultados indicam um tumor
uma progressao tumoral com um tumor mais invasivo e por iSso um pior
prognaéstico em animais obesos quando comparados aos controles.

Palavras chave: cancer de mama, obesidade, marcadores de matriz
extracelular, progressao tumoral



ABSTRACT

Obesity affects more than 300 million people worldwide and is associated with
diseases such as type 2 diabetes, cardiovascular diseases and cancers. As
obesity, cancer is currently a global public health problem increasing 20%
annually. There is a positive correlation between the incidence of tumors with
poor prognosis and obesity. The degradation of extracellular matrix components
(ECM) in the tumor microenvironment is associated with tumor cells migration
through basement membranes, bone barrier and interstitial stroma. Molecules
associated with ECM such as extracellular matrix metalloproteinase (MMP-2, 3,
9, 11 and 13) help the degradation of ECM, and so promote tumor cell
migration. Therefore, these molecules are associated with tumor progression
stages as well as their inhibitors (TIMP-1, TIMP-2 and RECK), and other ECM
components such as fibronectin and collagen IV. Thus, the identification of
these molecules associated with the metastatic process in obese mice and the
elucidation of their role in this process are important to explore new methods for
early diagnosis, prognostic evaluation and standardization of new therapeutic
strategies. Thus, this study aimed to evaluate and compare markers associated
with  metastatic processes in obese and control animals by
immunohistochemistry. For that purpose, obesity was induced for 12 or 16
weeks by a high fat diet ( 60% of the kilocalories is from lipids). At the end of
those weeks, breast cancer was induced by metastatic cell line 4T1 with
intradermal injection in the upper breast BALB / ¢ mice (n = 40). These animals
were euthanized after 14 or 21 days and the tumors were -collected.
Histopathology analysis of the tumors was performed by Hematoxylin-Eosin
staining. As result, it was observed an increase in lipid vacuoles, which may
contribute to the recruitment of immune cells such as tumor growth factors in
obese animals compared to control animals. The immunohistochemistry
analysis shows a higher concentration of MMP-3, 9, 11, 13 expressions in
obese animals and a lower concentration of their inhibitor RECK, suggesting a
more aggressive tumor invasion in those animals. Regarding the fibronectin
and collagen type IV were found higher concentrations in obese animals
compared to controls. However, TIMP-1 and TIMP-2, showed an upregulation in
obese, as found in the literature. Thus, the results indicate more invasive breast
cancer progression and so a worse prognosis in obese animals when compare
to controls.

Keywords: Breast cancer, obesity, extracellular matrix markers, tumor
progression



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estimaiva de novos casos de canceres primarios em mulheres em

2014 18
Figura 2: Desenvolvimento de metastases em tumores 20
Figura 3: Estrutura das MMPs 24

Figura 4: Atividade de metaloproteinases na invasao tecidual, angiogénese e
MEtastase tUMOral =---===mmnmmmmm e 26

Figura 5: A progressao tumoral e a atuacdo de metaloproteinases de matriz-27

Figura 6: Andlise do perfil bioquimico em camundongos controles e obesos
com 12 e 16 semanas de dieta 39

Figura 7: Andlise de necrose tumoral em camundongos apds 12 semanas de
dieta 40

Figura 8:Analise de vacuolos lipidicos indicados por seta em animais controles
e obesos 41

Figura 9: Imunohistoquimicas da analise da expressao de MMP-13 em animais
CONLIoleS € ODESOS-==mmmmmmmm e e 42

Figura 10: Imunohistoquimicas da analise da expresséo de TIMP-1 em animais
CONtroles @ ODESOS-===n=nmnmmemm e e m e e e e en 43

Figura 11: Imunohistoquimicas da analise da expressao de RECK em animais
CONLroleS @ ODESOS--=mmmmmmmm e e 44

Figura 12: Imunohistoquimicas da analise da expressdo de FIBRONECTINA
em animais controles e obesos 45

Figura 14: Imunohistoquimicas da analise da expressdo de MMP-2 em animais
controles e obesos de 16 semanas de dieta -----========== = 47

Figura 15; Imunohistoquimicas da analise da expressdo de MMP-3 em animais
controles e obesos de 16 semanas de dieta --------------=-=-====-m-mmmsmmmmm oo 48




Figura 16: Imunohistoquimicas da analise da expressdo de MMP-9 em animais
controles e obesos de 16 semanas de dieta -----------=====-mmm s o s 49

Figura 17: Imunohistoquimicas da analise da expressdo de MMP-11 em
animais controles e obesos de 16 semanas de dieta -50

Figura 18: Imunohistoquimicas da analise da expressdo de TIMP-2 em animais
controles e obesos de 16 semanas de dieta ----------------=-=m-mmmmsm s oo 51




LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Principais diferencas entre tumores benignos e malignos ------------- 15
Tabela 2: Caracteristicas da MMPS humas -----------=====mnmmmmmmmommmm oo 23
Tabela 3: Grupo de animais com 12 semanas de dieta. 32
Tabela 4: Grupo de animais com 16 semanas de dieta. 32
Tabela 5: Componentes da racao hiperlipidica utilizados em 1Kg. --------------- 34

Tabela 6: Quantificacdo de vacuolos lipidicos em animais controles e obesos
de 12 e 16 semanas de dieta 41




LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

MMP Metaloproteinase de matriz

PRO-MMP Metaloproteinase inativa

MT-MMP Metaloproteinase do tipo membrana
VEGF Fator de crescimento vascular endotelial
IL-4 Interleucina 4

IL-10 Interleucina 10

EGF Fator de crescimento epidérmico

FGF Fator de crescimento do fibroblasto
TGF-a Fator transformador de crescimento — a
TGF-p1 Fator transformador de crescimento 31
TIMP Inibidor tecidual de metaloproteinase
RECK Inibidor de metaloproteinase

HIF1-a Fator induzido por hipéxial-a

IMC Indice de massa corporal

CCL2 Quimiocina da familia CC

CXCL8 Quimiocina ou interleucina 8

4T1 Linhagem metastatica de carcinoma mamario
MEC Matriz extracelular

IL-1 Interleucinatipo 1

IL-6 Interleucinatipo 6

TNF Fator de necrose tumoral

TAM Macrofagos associados ao tumor

CELULA NK Célula Natural Killer, célula matadora natural

CELULA TCD8 Linfocito T citotéxico



SUMARIO

3 11 o Yo [0 o= T TS 14
122 © ] o] = {1V 0 1= U 29
2.1 ODBJELIVO QEIAL.....uuuiiiiiii i i a e e 29
2.2 ObjetiVOS €SPECITICOS. . .uuuuriiuiiiiiii et e e e e e 29

3 Material @ MELOUOS. .. ..uueiiieiiiiiiiii et e e 30
3.1 Andlise do perfil BIOQUIMICO......ccccoiiiiiiii e 30
3.2 ANIMAUS. ...ttt e e et e e e e e e e as 30
3.3 LiNNagem CIUIAN........ccoiiiiiiieee e 32
3.4 INducao da 0beSIdade. .........coooiiiiiiiiii e 32
3.5 Inducéo do tumor de mama e obesidade...............ceiiiiiiiiii e 33
3.6 MOITOIOQIA. ....cceeiieeeee e ——— 34
3.7 IMUNONIStOQUIMICAL. ....ceiie it 34
3.8 ANAlISE MICIOSCOPICA. ....e i ueteeieeeee ettt e ettt et e e e e e e e e e e e e nnees 35
3.9 Quantificacdo de ImunNohiStOQUIMICA........ccooviiiiiiiiieiii e 36
4 RESUITATOS ... . ittt ettt e e e e e e e e e e e e e 37
4.1 Caracterizagdo do modelo animal............cooooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee s 37
4.2 Andlise histopatoldgica do tecido tumoral..............ccccooeviviieiiiiciiicce e, 39
4.3 Andlise histopatoldgica de vaciolos lipidiCoS.........ccceveeeiiieeiiieiiiiiiiiiiieeii, 40

4.4 Relacgéo entre MMP-13 e alguns inibidores...........cccoooeieiiiiiiiiiieciiiis 41
4.5 Expressao de elementos de matriz extracelular...........c.ccooeeeeviiiiiiinicveeennnnn, 44

4.6 Expressao de metaloproteinases em animais de 16 semanas de dieta......46



4.7 Relacédo entre a expressdao de MMP-2 e TIMP-2 em animais de 16 semanas

(o (=30 [1<] - VUURT TP 50
D D S U S S A0 . e ettt e e 51
0 CON C US A e e e e e 56

7 Referéncias BibliografiCas............uuvviiiiiiiiiiiii e 58



1 INTRODUCAO

Os tumores sdo caracterizados por uma formacdo anormal de células em
qualquer tecido do corpo. Existem tumores benignos que s&o formados por
células semelhantes a do tecido normal, com células bem delimitadas e sem a
ocorréncia de metastases e tumores malignos, os canceres, que possuem um
crescimento rapido com células pouco delimitadas e metéstase frequentemente

presente como mostra a tabela 1 (INCA 2015; OMS).

TUMOR BENIGNO TUMOR MALIGNO

Formado por células bem Formado por células anaplasicas
diferenciadas (semelhantes as do (diferentes das do tecido normal);
tecido normal); estrutura tipica do atipico, falta diferenciacéo

tecido de origem

Crescimento progressivo; pode Crescimento rapido; mitoses
regredir anormais e numerosas
N&o ocorre metastase, Nao invade Metastase frequentemente presente

nem infiltra tecidos adjacentes

Massa bem delimitada Massa pouco delimitada, localmente
invasivo; infiltra tecidos adjacentes

Tabela 1: Principais diferencas entre tumores benignos e malignos (INCA 2012, OMS 2012)

O cancer é atualmente um problema de salde publica mundial com um
aumento em sua incidéncia de 20% anualmente. Espera-se para 2030, 27
milhdes de novos casos de cancer em todo o mundo. Somente no Brasil, em
2013, registrou-se 520 mil novos casos e, em 2014, 580 mil novos casos de
cancer (INCA, 2014).

De acordo com os estudos atuais, o cancer pode ser desencadeado por
desordens genéticas devido a exposicdo a fatores ambientais de risco como
radiacdo solar, tabagismo, alcool, medicamentos, habitos alimentares, habitos

sexuais ou por uma multicasualidade (INCA, 2014).



Os diferentes tipos celulares se multiplicam passando pelas quatro fases do
ciclo celular, G1, S, G2 e M, que possuem pontos de checagem garantindo que
a transicdo de uma fase a outra ocorra sem que haja erros. Entretanto, as
células cancerosas surgem devido ao crescimento autbnomo das células que
ndo respondem ao controle celular dando origem a clones de células
transformadas que estdo associadas a uma desordem de funcdes celulares
essenciais como proliferagcdo, morte e diferenciacdo, formando outras novas
células anormais e acarretando transtornos funcionais (Urrego et al., 2014).

Diante da enorme variabilidade entre os varios tipos de cancer exibindo
caracteristicas muito heterogéneas, os tumores malignos adquiriram a
propriedade de serem incapazes de morrer por apoptose, uma das
caracteristicas mais marcantes da maioria dos tumores malignos. (Hassan,
Watari, Abualmaaty, Ohba, & Sakuragi, 2014) A homeostasia celular se da por
um balanco entre a quantidade de proteinas antiapoptéticas e pro-apoptéticas.
O processo de apoptose também ocorre quando ndo ha uma adeséo correta a
matriz extracelular, fundamental para a sobrevivéncia celular e problemas
nesse processo de fixacdo induz um tipo de apoptose denominado anoikis
(Gilmore, 2005).

Do ponto de vista imunolégico, os antigenos expressos pelos tumores sao
reconhecidos pelo sistema imune, porém, as ceélulas tumorais sdo semelhantes
as células do hospedeiro em muitos aspectos resultando em um
reconhecimento de poucos antigenos como néo proprios e tornando o tumor
fracamente imunogénico. Outra justificativa para a falha de respostas
imunoldgicas na prevencdo do crescimento tumoral esta no fato de a massa

tumoral se desenvolver rapidamente, superando a capacidade do sistema



imunoldgico de erradicar todas as células tumorais existentes por meio de
respostas de células CD8+ e células natural killer (NK) (Finn, 2012).

As células tumorais, segundo Hanahan et al.,, (2000), possuem
caracteristicas que as diferem de células ndo cancerosas e influenciam a
fisiologia normal da célula: 1) auto-suficiéncia quanto a fatores de crescimento
2) ndo resposta a fatores inibitorios de proliferacdo 3) evasdo a apoptose 4)
alto potencial de replicacdo 5) angiogénese sustentada 6) invasdo tecidual e
metéstase ( resultado do processo de interacdo entre as células tumorais e o
microambiente em que elas se encontram). Recentemente, 0s eventos
moleculares que correlacionam inflamag&o e cancer estdo sendo elucidados,
estabelecendo a inflamagdo como a sétima caracteristica de alteracdo que
interfere na homeostase celular.

No microambiente tumoral, as células inflamatérias contribuem para a
proliferacdo e sobrevivéncia das células malignas, angiogénese, metastase e
subversdo da imunidade adaptativa. Dados recentes sugerem que um
mecanismo envolvido na inflamacao relacionada ao cancer € a indugcédo de
instabilidade genética por mediadores inflamatoérios levando ao acumulo de
alteracbes genéticas aleatérias em células tumorais. As principais
caracteristicas da inflamacao relacionadas ao cancer incluem a infiltracdo de
leucdcitos do sangue, macrofagos associados ao tumor (TAMS) cujo acumulo
esta associado a regifes hipoxicas de tumores, a presenca de mensageiros
polipeptidicos de inflamagéo como citocinas (TNF, IL-1, IL-6) e quimiocinas tal
como CCL2 e CXCL8 (Colotta, Allavena, Sica, Garlanda, & Mantovani, 2009).

E bem documentado, por exemplo, que em um tecido mamario normal, as

estruturas celulares se modificam ciclicamente em resposta aos hormonios



ovarianos. A proliferacdo celular, a apoptose, invasao e diferenciacdo sao
processos que sdo precisamente regulados, mas, se desregulam em patologias
como o cancer alterando os processos fisioldégicos supracitados (Lebeau,
Nerlich, Sauer, Lichtinghagen, & Lohrs, 1999).

O desenvolvimento de um tumor depende, portanto, de alteragdes celulares
que se estabelecem e levam ao crescimento de uma massa tumoral. Nas
neoplasias malignas de acordo com a origem tecidual, os tumores sdo como de
origem epitelial como carcinoma ou adenocarcinoma, de origem conjuntiva
como lipossarcoma ou fibrossarcoma, de origem hemolinfopoética como
leucemia ou linfomas, entre outros. (INCA, 2014)

A incidéncia de carcinomas (tumor maligno desenvolvido a partir de células
epiteliais) como o de objeto de estudo, corresponde a 80% dos casos em
adultos (MELO, et al., 2011). O cancer de mama recebe destaque na literatura
por ser o segundo tipo de tumor mais frequente em mulheres, respondendo por

20% dos casos novos de cancer a cada ano como mostra a figura 1 (INCA,

2014).
casos novos %o

Mama Feminina 57.120 20,8%

Mulheres Colon & Reto 17.530 &,4%
Colo do Utero 15.590 5,7%
Traqueia, Bringuio & a
Pulm3o 10.930 4,0%
Glandula Tireoide 8.050 2,9%
Estémago 7.520 2,7%
Corpo do Utero 5.900 2,2%
Ovario 5.680 2,1%
Linfoma ndo Hodagkin 4.850 1,8%
Leucemias 4,320 1,6%

Figura 1 - Estimaiva de novos casos de canceres primarios em mulheres em 2014 segundo o
Instituto Nacional do Céancer (INCA, 2014)



Na populacdo mundial, a média de sobrevida ap6s cinco anos de
surgimento do tumor primério, é de 61%. No Brasil, as taxas de mortalidade
devido ao cancer de mama continuam elevadas, muito provavelmente porque a
doenca ainda é diagnosticada em estagios avancados. Relativamente raro
antes dos 35 anos, acima desta faixa etaria, a incidéncia do cancer de mama
cresce rapida e progressivamente (INCA, 2014)

O céancer de mama possui alto potencial metastatico, se espalhando para
outras partes do corpo a partir de em média trés anos do diagnostico inicial, e
tumores secundarios reaparecem, dez anos ou mais apdés o surgimento do
tumor priméario. As terapias atuais incluindo o processo cirargico, terapia
hormonal, quimioterapia, radioterapia e a combinacdo destas, ndo séo
totalmente eficazes se tratando de metastases no cancer de mama (Ali, SM et
al., 2003).

A maioria dos tumores sélidos malignos causam metastase a partir de um
orgdo primario e se espalham para outros 6rgdos como pulméao, figado,
cérebro e 0ssos. As células tumorais conseguem evadir a resposta de células T
CD8+ e células Natural Killer (NK) e, a partir dai, serdo capazes de formar
Nnovos vasos sanguineos, processo chamado de angiogénese, que sera
imprescindivel para o estabelecimento de um microambiente tumoral com

nutrientes e oxigenagao necessaria para a sobrevivéncia das células tumorais



e da constante proliferacdo das mesmas, como mostra a figura 2.
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Figura 2: Desenvolvimento de metastases em tumores (Adaptado de Kitamura, Qian, & Pollard,
2015).

A biologia do cancer em todos o0s seus aspectos celulares, bioquimicos,
teciduais, hormonais e imunoldgicos tiveram grande crescimento com a
insercdo de modelos animais que pudessem levar os pesquisadores a uma
dimensdo mais profunda dos acontecimentos que regulam o aparecimento de
células tumorais, bem como seu tratamento. Neste sentido, modelos que
possibilitam o estudo da biologia do cancer de mama foram desenvolvidos.

(Heppner, Miller, & Shekhar, 2000).



Os modelos animais que representam o0 comportamento do carcinoma
mamario humano foram desenvolvidos para lidar com elementos relevantes
sobre a biologia, progresséo e estabelecimento de metdstases do cancer de
mama (Heppner et al., 2000). O modelo ortotépico 4T1, baseado em células da
linhagem 4T1 derivadas de um carcinoma mamario de camundongos BALB/c,
€ capaz de promover metastases nos mesmos sitios em que ocorrem no
cancer de mama humano, sendo assim uma excelente forma de estudo
(Heppner et al., 2000; Lelekakis et al., 1999). Somente com a experimentacao
animal foi possivel estabelecer o papel do microambiente tumoral para sua
expressdo e estabelecimento de metéstases, além de entender como a
inflamacéo esta intimamente relacionada com este processo. (Colotta et al.,
2009; Heppner et al., 2000).

Para que ocorram metastases e migracdo celular do tumor, barreiras fisicas
precisam ser rompidas tais como membrana basal endotelial que permitem a
disseminagdo de células tumorais via sangue ou linfa. Neste sentido, as
metaloproteinases de matriz (MMPs — do inglés matrix metalloproteinases)
estdo associadas com essa quebra de barreiras fisicas por meio da
degradacdo de proteinas na matriz extracelular que favorecem a migracédo de
células tumorais (Davies, 2014; Kessenbrock, Plaks, & Werb, 2010).

A matriz extracelular (MEC) se caracteriza por um agrupamento de
elementos intercelulares como glicosaminoglicanas (polissacarideos),
proteoglicanas (complexos glicoproteicos), proteinas estruturais (fibras
colagenas) e proteinas adesivas (fibronectina). Nos tecidos conjuntivos, as
células se encontram dispersas na MEC. Possui diversas fung¢des tais como

protecao fisica, interacao entre diversos tipos celulares e liberacao de sinais de



sobrevivéncia e de diferenciacdo celular. As macromoléculas que constituem a
matriz extracelular sdo secretadas principalmente por fibroblastos, células mais
comuns no tecido conjuntivo substrato de MMPs (Kessenbrock et al., 2010;
Oskarsson, 2013).

No tecido tumoral, o papel da matriz extracelular ndo esta limitado somente
a atuar como barreira fisica a neoplasia, mas funciona como um reservatorio
para proteinas ligantes e fatores de crescimento que influenciam o
comportamento do mesmo. (DeClerck et al., 2004).

Neste microambiente, a degradacdo dos elementos de matriz esta
associada a migracao de células tumorais por meio de membranas basais,
barreira 0ssea e estroma intersticial. As metaloproteinases de matriz podem
clivar diversos componentes da matriz extracelular e da membrana basal,
favorecendo a formacdo de um microambiente adequado para o
desenvolvimento tumoral (Melo, n.d.).

As metaloproteinases de matriz extracelular sdo uma familia de
endopeptidases dependentes de zinco para sua atividade que é composta por
24 genes em humanos, sintetizadas como zimogénios inativos (PRO-MMP)
(Sternlicht & Werb, 2001) Entre esses genes, ha diferentes tipos de
metaloproteinases de matriz (MMP): proteinases secretadas e proteinases do
tipo membrana (MT-MMP). Classicamente as MMPs s&o divididas entre
colagenases, gelatinases, estromelisinas e metaloproteinases do tipo

membrana EGEBLAD & WER, 2002)conforme mostra a tabela 2.



MMP Nomes alternativos Substratos
Colageno I, 11, 11, VII, VIII, X, entactina, agreguina, colageno desnaturado,
1 Colagenase 1 A L o 3
proteina basica mielinica, pr6-MMP-1, 2, 9
- Colageno desnaturado, colageno 1V, V,VII,X, XI, XIV, colageno |, elastina, fibronectina,
z Creleiilizse & laminina, agreguina, plasminogénio
Proteina proteoglicana, laminina, fibronectina, colageno I, Il, IV, V,IX; X, XI,
3 Estromelisina 1
colageno desnaturado, elastina, proteina bascia mielinica
o Colageno I, IV, V, IX, X, XI, XVIIl, colageno desnaturado, laminina, fibronectina,
7 Matrilisina 1 ) ) ) o L
elastina, agreguina, proteina bascica mielinica
Colageno |, 11, 11, V,VIL,VIII, X, colageno desnaturado, agreguina,
8 Colagenase 2 ] . .
fibronectina, entactina
9 Gelatinase B ou | Colageno desnaturado, colagenos 1, IV, V, VII, X, XI, XIV, XVIII, elastina, laminina,
Colagenase tipo IV fibronectina, plasminogénio, proteina basica mielinica
10 Estromelisina 2 Proteina proteoglicana, colageno I, lil, IV, V, laminina, fibronectina, elastina
11 Estromelisina 3 Fibronectina, laminina, agreguina, colageno desnaturado, protease alfa 1
12 Metaloelastase Elastina, colageno 1, IV, vitronectina, plasminogénio, laminina, fibrinogénio, fibrilina,
fibronectina, colageno desnaturado, proteina basica de mielina
Colageno I, II, lll, 1V, IX, X, XIV, XVIII, colageno desnaturado, fibronectina, laminina,
13 Colagenase 3 b
agreguina
MT1-MMP ou z . . . . . .
14 metaloproteinase 1 de %Jlageno 11, 111, colageno desnaturado, fibronectina, laminina, proteoglicanos, pr6-MMPs 2,
membrana
MT2-MMP ou
15 metaloproteinase 2 de | Fibronectina, laminina, agreguina, proteoglicanos, pro-MMP-2
membrana
16 mgtSa;I'\c:Ip')VrI;einase 3 3: Colageno I, colageno desnaturado, fibronectina, caseina, proteoglicanas de cartilagem,
TETETE laminina 1, macroglobulina 2, pr6-MMP-2
MT4-MMP ou
17 metaloproteinase 4 de | Gelatina, fibrinogénio, fibrina, precursor de TNF, pr6-MMP2
membrana
18 Colagenase 4 Colageno I, 11, 1ll, gelatina
Colageno |, IV, gelatina, agreguina, fibrinogénio, laminina, tenascina,
19 Estromelisina 4 i . . . o
proteina oligométrica da matriz cartilaginosa
20 Enemilisina Ameloginina, agreguina, proteina oligométrica da matriz cartilaginosa
23 CA-MMP Gelatina
MT5-MMP ou
24 metaloproteinase 5 de | Fibronectina, gelatina, pro-MMP2
membrana
MT6-MMP ou
25 metaloproteinase 6 de | Colageno IV, gelatina, fibronectina, fibrila, r6-MMP2,9
membrana
26 Matrilisina 2 Gelatina, inibidor da protease alfa, pr6-MMp 9
27 C-MMP ?
28 Epilisina Caseina

Tabela 2: Tipos de MMPs (Adaptado de Visse & Nagase, 2003)



As colagenases, incluindo MMPs 1, 5 e 13 catalisam a degradacdo de
formas fibrilares de colageno 1, Il e lll. As gelatinases como MMP 2 e 9, séo
colagenases do tipo IV, abundante em membranas basais, que degradam
gelatina (colageno desnaturado) e os tipos V, VI, IX e X. As estromelisinas,
exemplificadas por MMP 3, 7, 10 e 11 catalisam a reagdo de diversas
substancias diferentes como os proteoglicanos, lamininas e fibronectinas.
(Lebeau et al., 1999). Por fim, as metaloproteinases do tipo membrana, como
MMPs 14, 15 e 16 possuem atividade proteolitica relacionada com a migracéo
de maneira em que a expressdo de MT-MMP est4 associada com células
malignas invasivas (Remacle et al., 2013)

A estrutura das metaloproteinases é constituida por um dominio minimo
comum gue contém trés regides: uma localizacdo amino-terminal (Pre), um pro-
dominio (Pro) contendo um grupo tiol (SH) e o dominio catalisador contendo
zinco (Zn). A maioria das MMPs possuem uma regido semelhante a
hemopexina , um dominio constituido por quatro repeticdes que contém uma
ponte de dissulfeto ( SS ) entre o primeiro e o Ultimo subdominio , que esta
ligada ao dominio catalitico de acordo com a figura 3 (Kessenbrock et al.,

2010).

Dominio minimo

SH
Pre Pro

N W
SH llllll!:i 'jgi::zi::iig’
PreY Pro Fu
B

Catilise Hemopexina

Figura 3: Estrutura das MMPs (Adaptado de Kessenbrock et al., 2010)



As metaloproteinases de matriz do tipo membrana (MT-MMP) séo
ligadas de forma covalente a membrana extracelular e as proteases secretadas
(MMP) podem, também, estarem localizadas na superficie celular por meio da
ligagcdo por integrinas ou por meio de interagcbes da superficie celular
associados com colageno tipo IV, proteoglicanos, laminina e fibronectina (Q. Yu

& Stamenkovic, 1999; W.-H. Yu, Woessner, McNeish, & Stamenkovic, 2002).

As metaloproteinases acima descritas séo frequentes no estroma néo
tumoral, sendo produzidas por neutréfilos, macréfagos, linfocitos, mastécitos,
células endoteliais, fibroblastos, células dendriticas e células progenitoras
hematopoiéticas. Ha um controle transcricional na expressdo de MMPs por
meio de citocinas como IL-4 e IL-10, fatores de crescimento como EGF, FGF e
TGF-a e TGF-B1 (Melo, n.d.)

Para que ocorra regulacdo de metaloproteinases no estroma nao
tumoral, € imprescindivel que haja inibidores das MMPs como o0s nao
especificos, a2-macroglobulina e al-antiprotease, e os inibidores teciduais
especificos como o TIMP (do inglés tissue inhibitors of metalloproteinases) 1, 2,
3 e 4 cujo mecanismo de atuacao ja estd bem elucidado, sendo capazes de
inibir a atividade de proteases por meio da ligacdo ndo covalente de alta
afinidade com MMPs ativas (Davies, 2014), e RECK (do inglés reversion-
inducing cysteine-rich protein with kazal motifs), cuja forma de agédo ainda néo
esta esclarecida (Figueira et al., 2009).

Esses inibidores sédo produzidos pelos mesmos tipos celulares que
produzem as MMPs e estdao normalmente no estroma ndo tumoral para
regularem a expressdo de MMPs atuando concomitantemente (Melo, n.d.).

Especificamente, no microambiente tumoral, sabe-se que a atividade



aumentada de MMPs estd associada as fases de crescimento do tumor,
invasdo, metastases e angiogénese, tendo uma super expressao em diferentes
canceres. As metaloproteinases de matriz regulam também, uma variedade de
processos fisiolégicos e de sinalizagdo do microambiente tumoral e o estroma

de acordo com a figura 4 (Vizoso et al., 2007).

Invasdo tecidual

. Protease Substrato
MMP-1, -2, -3,-13, -14 ECM
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Figura 4: Atividade de metaloproteinases na invaséao tecidual, angiogénese e metastase
tumoral (Adaptado de Kessenbrock et al., 2010).

Corroborando estas informacdes, estudos in vivo mostrando que a
inibicio de MMPs envolvidas com a invasdo de tumores foi largamente
estudada, porém, a taxa de sobrevivéncia dos pacientes ndo foi elevada,
indicam que a funcdo de MMPs e seus inibidores é mais complexa do que se
imaginava (VIZOSO et al., 2007; (Jiang, Goldberg, & Shi, 2002)

O desenvolvimento de uma massa tumoral esta, portanto, fortemente
relacionada com fatores como as MMPs, que possibilitam n&o somente sua
progressao, mas fornecem os sinais necessarios para sua manutencao (figura
5). Assim, outros fatores relevantes para a progressdo tumoral podem ser
citados, como por exemplo, o HIF1-a (do inglés Hypoxia-inducible factor 1-

alpha) que esta relacionado com um microambiente em hipdxia, agindo como


http://www.uniprot.org/uniprot/Q16665
http://www.uniprot.org/uniprot/Q16665

um estimulo para a angiogénese e metastase (Semenza, 2002; Subarsky &
Hill, 2003; Vaupel, 2004); e o VEGF (Vascular endothelial growth factor, sigla
em inglés), possui atividade pro-angiogénica e estimula a migracdo celular

(Shibuya, 2011)

[Pro: MMP-1, -2, -7, -9, -14] [ Pro: MMP-2, -3, -9, -14 ]

[Pro:MMP—S. A1, 714] [Pro: MMP-1, -2, -3, -7, ]

-13, -14

Pro: MMP-7, -9, -11

Pro: MMP-2, -3, -7,
-9, -12

Figura 5: A progressao tumoral e a atuacdo de metaloproteinases de matriz (Adaptado de
Kessenbrock et al., 2010).

Nos ultimos anos, a literatura tem apontado uma correlacdo positiva
entre aumento da incidéncia de tumores e pior prognostico dos mesmos com a
obesidade. A obesidade esta associada com um excesso de tecido adiposo,
com uma inflamacg&o crénica sistémica de baixo grau e € considerada uma
crise metabdlica com fatores multiplos como genéticos, ambientais e
metabdlicos. (Dubois, Delort, Billard, Vasson, & Caldefie-Chezet, 2013).

A obesidade afeta mais de 300 milhdes de seres humanos no mundo e este
namero devera aumentar mais de um bilh&o até o ano de 2030 (Kelly, Yang,
Chen, Reynolds, & He, 2008).

O incremento do numero de individuos obesos esta intimamente associado
ao aumento de doencas como diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares,

esteatose hepatica, doencas de vias respiratorias e biliares, neurodegeneracao


http://en.wikipedia.org/wiki/Vascular_endothelial_growth_factor

e certos tipo de cancer (Gregor & Hotamisligil, 2011). Além dessas doencas,
destaca-se o risco aumentado de desenvolver-se céncer, incluindo cancer de
mama (Grossmann et al., 2010; Loi et al., 2005).

Sabe-se que 0 aumento do IMC (indice de Massa Corporal) esta associado
com o aumento da recorréncia de cancer de mama, canceres mais agressivos
e um menor periodo de sobrevivéncia. Porém, os mecanismos celulares e
moleculares relacionados a interacao entre obesidade e cancer de mama néo
sao totalmente entendidos (Renehan, Tyson, Egger, Heller, & Zwahlen, 2007)

Estudos recentes mostram que, o consumo em longo prazo de uma dieta
hiperlipidica aumentou o crescimento do tumor sélido de mama por células 4T1
em camundongos BALB/c. Além disso, houve um acréscimo da proliferacao de
células tumorais, angiogénese e infiltracdo de células imunes no modelo animal
utilizado (Kim et al., 2011).

Aliados a estes resultados, nosso grupo trabalhando com dieta hiperlipidica
isocalérica em camundongos BALB/c inoculados com as células da linhagem
tumoral 4T1, obteve resultados que indicaram que ha metastase 6ssea mais
intensa no camundongo obeso em relacao ao controle. Além disso, o tamanho
e 0 peso do tumor no animal obeso também estiveram significativamente
aumentados.

A avaliacdo de marcadores associados a maior progressao tumoral, através
de imunohistoquimica dos tumores de animais obesos se torna interessante
para futuras avaliacbes progndésticas e a padronizacdo de novas estratégias
terapéuticas, uma vez que o0s resultados mostram que a progressao dos
tumores em animais obesos é alterada em relacdo aos controles. Assim, no

presente trabalho nos propomos a identificar possiveis marcadores para a



identificacdo de processos metastaticos em um modelo animal que mimetiza a

obesidade e o cancer de mama humano.
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2 OBJETIVOS

jetivo Geral:
a expressdo de marcadores relevantes a progressao tumoral
atica em mama de camundongos obesos.

2.2 Objetivos Especificos:

Induzir e avaliar a obesidade

Analisar e quantificar a expressao de vacuolos lipidicos;

Analisar e quantificar a expressao das metaloproteinases MMPs 2, 3, 9,
11, 13, importantes para o0 cancer de mama através de
imunohistoquimica em animais obesos;

Analisar e quantificar a expressao de inibidores de metaloproteinase
TIMP-1, TIMP-2 e RECK em céncer de mama através de
imunohistoquimica em animais obesos;

Avaliar e quantificar a expressédo de elementos de matriz extracellular

fibronectina e coladgeno IV em animais obesos.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Anélise do perfil bioquimico

O modelo animal deste estudo € composto por camundongos BALB/c que tem
como caracteristica resisténcia a obesidade. Para isso, foi necessaria
inicialmente, uma caracterizacdo do modelo animal de 12 e 16 semanas de
dieta para confirmar por meio de perfis bioquimicos e pelo peso dos animais as
alteracbes entre o0s animais controles e obesos. Os resultados foram
comparados utilizando o teste two-way ANOVA, com valor de p<0,05. As
analises foram realizadas utilizando o software SPSS 20.0. Os graficos foram

construidos utilizando o software SIGMA PLOT 12.4

3.2 Animais

Camundongos fémeas BALB/c com idade de 6 a 8 semanas foram
obtidos do biotério do Centro de Biologia da Reproducdo da Universidade
Federal de Juiz de Fora e mantidos sob condicdes de temperatura e
luminosidade controladas recebendo agua filtrada e ragcdo controlada
(camundongos controles — 10% kcal, camundongos obesos — 60% kcal), no
biotério do Laboratério de Imunologia, Departamento de Parasitologia,
Microbiologia e Imunologia, Instituto de Ciéncias Biologicas, da Universidade

Federal de Juiz de Fora. Protocolo 039/2012



Os animais foram divididos nos seguintes grupos:

Grupo 1 Numero de animais
Controle + 14 dias de tumor 5
Obeso + 14 dias de tumor 5
Controle + 21 dias de tumor 5
Controle + 21 dias de tumor 3

Tabela 3: Grupo de animais com 12 semanas de dieta.

Grupo 2 Numero de animais
Controle + 14 dias de tumor 5
Obeso + 14 dias de tumor 5
Controle + 21 dias de tumor 5
Obeso + 21 dias de tumor 5

Tabela 4: Grupo de animais com 16 semanas de dieta.

Os dois grupos foram alimentados durante 12 e 16 semanas de dieta

respectivamente.



3.3 Linhagem Celular

A linhagem celular metastéatica de carcinoma mamario 4T1 foi concedida
pelo Laboratério de Medicina Experimental do Instituto Nacional do Cancer, Rio

de Janeiro.

As células foram cultivadas em RPMI (Roswell Park Memorial Institute),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), bicarbonato de soédio
(3,7g/L), piruvato de sodio (1mM), vitaminas (0,1mM), aminoacidos néao
essenciais (0,1mM) e aminoé&cidos essenciais (0,1mM) além de penicilina
(10U), estreptomicina  (100mg/L) e L-glutamina (2mM) durante

aproximadamente 5 dias.

3.4 Inducgéo de obesidade

Com a finalidade de induzir a obesidade, camundongos de grupos
obesos foram alimentados com uma racao hiperlipidica isocalérica (em que
35,2% de sua composicao foram advindas de lipidios) na mesma proporcéo de
proteinas, vitaminas, minerais e fibras que a racdo dos camundongos controles

como mostra a tabela 4.



Ragao Hiperlipidica

Ingredientes Quantidade (1 Kg)
Amido de milho 115,5g
Caseina 200g
Milho dextrinizado 132g
Sacarose 100g
Oleo de soja 40g
Banha de porco 312g
Celulose microfina 50g
Mistura de minerais 35g
Mistura de vitaminas 10g
L-cistina 3g
Bitartarato de colina 2,5¢g

Tabela 5: Componentes da racéo hiperlipidica utilizados em 1Kg.

3.5 Inducédo do tumor de mama e eutanasia

A linhagem celular 4T1 foi inoculada na concentracdo 5 x10* celulas.ml™
e volume de 100ul por animal, com injecdo intradérmica na mama superior. Os
camundongos foram eutanasiados por meio dos anestésicos xilasina e
guetamina diluidos em soro fisiol6gico em aproximadamente 300ul por animal

ao fim de 14 ou 21 dias de tumor. 4T1 Eutanasia

12 ou 16 semanas de dieta
96 a 8 semanas de idade 14, 21 ou

25 dias



3.6 Morfologia

ApOGs 0 14° ou 21° dia de tumor, os animais foram sacrificados por meio
de sobredose de anestésico. Os tumores foram removidos e mantidos em
solucdo de formaldeido a 10% diluido em tamp&o PBS durante 24h e em
seguida mantidos em alcool 70%. Posteriormente, os tumores foram incluidos
utilizando técnicas histoldgicas rotineiras, os quais foram desparafinizados,

hidratados e encaminhados para coloracao.

3.7 Imunohistoquimica

As laminas foram submetidas a recuperacdo antigénica em micro-ondas
durante 7 minutos em poténcia de 900 watts, seguido por um periodo de
resfriamento de 20 minutos dentro do préprio micro-ondas. ApGs as laminas
serem lavadas (2 vezes, 5 minutos) em tampao PBS, o bloqueio da peroxidase
endogena foi realizado utilizando uma solucdo de H202 (dgua oxigenada) a
3% durante 10 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, as laminas
foram novamente lavadas (2 vezes, 5 minutos) com tampao PBS e, em
seguida, incubadas com anticorpo primario (diluicbes descritas a seguir) na
temperatura de 4° overnight. No dia seguinte, as laminas foram novamente
lavadas em PBS (3 vezes, 5 minutos) e incubadas com anticorpo secundario.
Posteriormente, o complexo ABC (Avidina - Biotina - Peroxidase) foi adicionado
e incubado em temperatura ambiente por 30 minutos. As laminas foram
lavadas em PBS, reveladas com DAB e contra-coradas com hematoxilina de
Haris durante 1 minuto, lavadas, secas ao ar e montadas com ERV-MOUNT

(EasyPath).



3.8 Anélise microscopica

As laminas foram analizadas em microscépio Olympus BX53 objetiva
10x, 20X ou 40x, acoplado a uma camera Olympus DP73. O software utilizado

para captura de imagens foi o CellSens Dimension Olympus (EUA).

+ Padronizacdo: Os anticorpos foram testados em diversas
diluigbes — 1:200; 1:100; 1:50; 1:20 — para utilizar a mais

adequada nas baterias de coloracéo seguintes.

3.9 Anticorpos utilizados:

Anticorpos Diluicao
MMP-2 1:50
MMP-3 1:50
MMP-9 1:50
MMP-11 1:50
MMP-13 1:50
TIMP-1 1:50
TIMP-2 1:50
RECK 1:50
COLAGENO IV 1:50
FIBRONECTINA 1:50




3.10 Quantificacdo de Imunohistoquimicas

As marcagdes imunohistoquimicas foram quantificadas por meio do programa
Image ProPlus 4.5 com as laminas identificadas por meio de numeros para
evitar uma quantificacdo tendenciosa. Apos a imagem aberta com zoom para
facilitar a selecdo exata do campo a ser quantificado, no item Perform
Segmentation, foi selecionada uma cor para ser colocada no campo de
interesse por meio do conta-gotas e aplicar a New Mask. Em seguida, no item
Image Histogram, os campos de interesse ficaram na cor branca e a escala de
cinza quantificou a porcentagem dos campos marcados. Os resultados foram
comparados utilizando o teste t Student com valor de p<0,05. As analises
foram realizadas utilizando o software SPSS 20.0. Os gréaficos foram

construidos utilizando o software SIGMA PLOT 12.4.



4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo do modelo animal

A caracterizacdo do modelo animal utilizado por nosso grupo, foi feita

por meio da analise de perfis biogquimico que incluiu colesterol, triglicérides,

leptina e glicemia, mostrando diferencas significativas em niveis expressos por

animais obesos quando comparados aos animais controles indicando a

obesidade conforme mostra a figura 1.
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Figura 6: Analise do perfil bioquimico em camundongos controles e obesos com 12 e 16
semanas de dieta. A- Quantificacdo de colesterol em animais controles e obesos de 12 e 16
semanas de dieta; B- Quantificacdo de triglicérides em animais controles e obesos de 12 e 16
semanas de dieta; C — Quantificacdo do peso de animais controles e obesos ao longo das
semanas de dieta; D.1 - Quantificacdo da glicemia em animais controles e obesos com 12
semanas de dieta no tempo 0" e 60 ; D.2- Quantificacao de glicemia em animais controles e
obesos de 16 semanas de dieta no tempo 0" e 60°. E — Quantificacdo de leptina no soro de

animais controles e obesos com 12 e 16 semanas de dieta. Letras a, b, ¢, d ou * indicam

(pg mI™)

128

3000 -

2000 -

1000 A

60'

Leptina

D.2%

140 A

120 4

)

o

(pg mi

60 -

40 4

20 A

Glicemia

I Controle
[ Obeso

100 4

80 -

I Controle
[ Obeso

a

a

diferenca estatistica.

125

16s

16s

60'




4.2 Analise histopatoldgica do tecido tumoral

A andlise histopatolégica realizada através de coloracdo com
Hematoxilina-Eosina revelou o aumento de necrose tecidual caracterizada pela
diminuicdo celular nos tumores analisados apés 25 dias de inducdo quando
comparados com tumores analisados apos 14 dias de inducdo em animais
controles e obesos conforme mostra a figura 7. A necrose tecidual também foi
relevante no estabelecimento dos dias de coleta do tumor para os

processamentos imunohistoquimicos pelo fato de estar associada a formacgéao

de uma camada de queratina que impossibilitaria os processos histolégicos.

Figura 7: Andlise de necrose tumoral em camundongos apés 12 semanas de dieta. A- Animal
controle 14 dias de tumor; B- Animal controle de 25 dias de tumor; C- Animal obeso de 14 dias
de tumor; D- Animal obeso de 25 dias de tumor. Aumento: 200x



4.3 Analise histopatolégica de vacuolos lipidicos

Foi observado o aumento de vacuolos lipidicos em tumores de animais
obesos que podem estar associados com o recrutamento de células
imunolégicas para o tumor favorecendo a sua progressdo. Os animais de
obesos de 12 semanas de dieta e 14 dias de tumor e de 16 semanas de dieta e
14 dias de tumor apresentaram um namero mais de 5 vezes acima do niamero

de vacuolos encontrados em animais controles. Ja 0os animais obesos de 16

semanas de dieta e 21 dias de tumor apresentaram de 15 vezes mais vacuolos

Figura 8:Andlise de vacuolos lipidicos indicados por seta em animais controles e obesos em
aumento de 100x. A- animal controle de 12 semanas de dieta e 14 dias de tumor; B- animal
controle de 16 semanas de dieta e 14 dias de tumor; C- animal controle de 16 semanas de
dieta e 21 dias de tumor; D- animal obeso de 12 semanas de dieta e 14 dias de tumor; E-
animal obeso de 16 semanas de dieta e 14 dias de tumor; F- animal obeso de 16 semanas de
dieta e 21 dias de tumor. Setas indicam os vacuoles lipidicos.
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% de MMP-13

4.4 Relacado da expressdo de MMP-13 e alguns inibidores

Em relacdo a expressao de MMP 13, que como uma metaloproteinase
de matriz esta associada a clivagem de macromoléculas da matriz extracelular,
em nosso estudo os tumores de animais obesos apresentaram marcagao mais
intensa, sugerindo maior expressao desta metaloproteinase nestes animais em

relacdo aos controles, conforme demosntra a figura 9.
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Figura 9: Imunohistoquimicas da analise da expressdao de MMP-13 em animais controles e obesos. Aumento de 400x.
A- animal controle,12 semanas de dieta, 14 dias de tumor; B- animal controle, 16 semanas de dietas, 14 dias de tumor;
C- animal controle, 16 semanas de dieta e 21 dias de tumor; D- animal obesos, 12 semanas de dieta, 14 dias de tumor;
E- animal obeso, 16 semanas de dieta, 14 dias de tumor; F- animal obeso, 16 semanas de dieta e 21 dias de tumor.
Setas indicam marcag&o imunohistoquimica. Gréaficos representando a quantificacdo da marcacéo imunohidtoquimica;
cada barra representa a média (n=5); G- 12 semanas de dieta e 14 dias de tumor; H- 16 semanas de dieta. As setas
indicam as marcag¢8es imunohistoquimicas e os * indicam que houve diferenca significativa.



% de TIMP-1
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A marcacdao para o inibidor de metaloproteinases TIMP-1, que ja foi descrito
relacionado a um pior prognoéstico em diversos canceres incluindo o de mama,
revelou que o tumor de animais obesos tem aumento de expressédo deste
marcador quando comparado ao tumor dos animais controle, como apontado
na figuralo.
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Figura 10: Imunohistoquimicas da andlise da expressdo de TIMP-1 em animais controles e obesos. Aumento de 400x.
A- animal controle,12 semanas de dieta, 14 dias de tumor; B- animal controle, 16 semanas de dietas, 14 dias de tumor;
C- animal controle, 16 semanas de dieta e 21 dias de tumor; D- animal obesos, 12 semanas de dieta, 14 dias de tumor;
E- animal obeso, 16 semanas de dieta, 14 dias de tumor; F- animal obeso, 16 semanas de dieta e 21 dias de tumor.
Gréficos representando a quantificacdo da marcagdo imunohidtoquimica; cada barra representa a média (n=5); G- 12
semanas de dieta e 14 dias de tumor; H- 16 semanas de dieta. Os * indicam que houve diferenga estatistica.



% de RECK

40

Sabe-se que o0 RECK € um inibidor de metaloproteinase de membrana
gue atua na supressdo a invasao tumoral e, portanto, foi descrito como um
marcador de bom progndéstico no cancer de mama. Encontramos neste estudo,
maior expresséo deste marcador em animais controles quando comparados ao
tumor dos animais obesos como observado na figura 11 indicando uma

possivel regulacdo negativa de MMPs que atuam na progressao do cancer.
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Figura 11: Imunohistoquimicas da andlise da expressdo de RECK em animais controles e obesos.
Aumento de 400x.A- animal controle,12 semanas de dieta, 14 dias de tumor; B- animal controle, 16
semanas de dietas, 14 dias de tumor; C- animal controle, 16 semanas de dieta e 21 dias de tumor; D-
animal obesos, 12 semanas de dieta, 14 dias de tumor; E- animal obeso, 16 semanas de dieta, 14 dias de
tumor; F- animal obeso, 16 semanas de dieta e 21 dias de tumor. Gréficos representando a quantificagédo
da marcagdo imunohidtoquimica; cada barra representa a média (n=5); G- 12 semanas de dieta e 14 dias
de tumor; H- 16 semanas de dieta. Os * indicam que houve diferenca estatistica.



% de Fibronectina

4.5 Expressao de elementos da matriz extracelular

Alguns componentes de matriz extracelular como fibronectina e
coldgeno IV estdo associados com a progressao tumoral. A expressdo de
fibronectina foi analisada em camundongos de 12 e 16 semanas de dieta e 14
e 21 dias de tumor revelando-se aumentada no tecido de animais obesos em

relacdo aos controles como mostra a Figura 12.
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Figura 12: Imunohistoquimicas da analise da expressdo de FIBRONECTINA em animais controles e
obesos. Aumento de 400x A- animal controle,12 semanas de dieta, 14 dias de tumor; B- animal controle,
16 semanas de dietas, 14 dias de tumor; C- animal controle, 16 semanas de dieta e 21 dias de tumor; D-
animal obesos, 12 semanas de dieta, 14 dias de tumor; E- animal obeso, 16 semanas de dieta, 14 dias de
tumor; F- animal obeso, 16 semanas de dieta e 21 dias de tumor. Gréficos representando a quantificagdo
da marcagdo imunohidtoquimica; cada barra representa a média (n=5); G- 12 semanas de dieta e 14 dias
de tumor; H- 16 semanas de dieta.



% de COL-V
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A anadlise do componente da MEC, Colageno 1V, revelou que os animais
controles possuem maior expressdao deste elemento de matriz quando
comparados aos tumores de animais obesos, conforme demonstrado na figura
13.
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Figura 13: Imunohistoquimicas da analise da expressdo de COLAGENO IV em animais controles e
obesos. Aumento de 400x A- animal controle,12 semanas de dieta, 14 dias de tumor; B- animal controle,
16 semanas de dietas, 14 dias de tumor; C- animal controle, 16 semanas de dieta e 21 dias de tumor; D-
animal obesos, 12 semanas de dieta, 14 dias de tumor; E- animal obeso, 16 semanas de dieta, 14 dias de
tumor; F- animal obeso, 16 semanas de dieta e 21 dias de tumor. Gréficos representando a quantificagédo
da marcagdo imunohidtoquimica; cada barra representa a média (n=5); G- 12 semanas de dieta e 14 dias
de tumor; H- 16 semanas de dieta. Os * indicam que houve diferenca significativa



4.6 Expressao de marcadores em animais de 16 semanas de dieta

A analise de alguns marcadores foi realizada apenas em animais de 16
semanas de dieta. Iniciando pela metaloproteinase de matriz 2, MMP-2, que
estd descrita como superexpressa em diversos tumores, esteve elevada em
animais controles em relacao aos obesos além da diferenca entre os dias 14 e
21 de tumor como mostra a figura 14.
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Figura 14: Imunohistoquimicas da andlise da expressdo de MMP-2 em animais controles e obesos de 16
semanas de dieta. Aumento de 400x. A- animal controle,16 semanas de dieta, 14 dias de tumor; B-
animal controle, 16 semanas de dietas, 21 dias de tumor; C- animal obeso, 16 semanas de dieta, 14 dias
de tumor; D- animal obeso, 16 semanas de dieta, 21 dias de tumor. Graficos representando a
guantificagdo da marcacdo imunohidtoquimica; cada barra representa a média (n=5); E- 16 semanas de
dieta.



Sabe-se que a MMP-3 esta associada com a clivagem de componentes da MEC que
favorecerdo que as células tumorais atravessem a membrana basal epitelial e endotelial
vascular favorecendo a migracdo de células tumorais. A analise de MMP-3 em animais de 16
semanas de dieta demonstrou uma expressdo significativamente mais elevada em animais
obesos quando comparados aos controles sem diferenga entre 14 e 21 dias de tumor como

demonstrado na figura 15.
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Figura 15; Imunohistoquimicas da analise da expressdo de MMP-3 em animais controles e obesos de 16
semanas de dieta. Aumento de 400x A- animal controle,16 semanas de dieta, 14 dias de tumor; B- animal
controle, 16 semanas de dietas, 21 dias de tumor; C- animal obeso, 16 semanas de dieta, 14 dias de
tumor; D- animal obeso, 16 semanas de dieta, 21 dias de tumor. Gréficos representando a quantificacéo
da marcacdo imunohidtoquimica; cada barra representa a média (n=5); E- 16 semanas de dieta. Os *
indicam que houve diferenca significativa.



A MMP-9, assim como a MMP-2, foi demonstrada superexpressa em
diversos tipos de cancer. Analisando o marcador MMP-9 em animais de 16
semanas de dieta, obtivemos um aumento significativo na expressédo desta
metaloproteinase em animais obesos em relacdo aos controles. Nao houve
diferenca estatistica entre os dias 14 e 21 de tumor como mostra a figura 16.
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Figura 16: Imunohistoquimicas da andlise da expresséo de MMP-9 em animais controles e obesos de 16
semanas de dieta. Aumento de 400x. A- animal controle,16 semanas de dieta, 14 dias de tumor; B-
animal controle, 16 semanas de dietas, 21 dias de tumor; C- animal obeso, 16 semanas de dieta, 14 dias
de tumor; D- animal obeso, 16 semanas de dieta, 21 dias de tumor. Gréaficos representando a
quantificagdo da marcagdo imunohidtoquimica; cada barra representa a média (n=5); E- 16 semanas de
dieta. Os * indicam que houve diferenca significativa.



A MMP-11 é produzida por células de origem mesenquimal como
adipécitos e esta relacionada com um mau progndéstico em carcinomas. A
analise imunohistoquimica de MMP-11 em animais de 16 semanas de dieta
obteve um aumento significativo na expressao deste marcador em animais
obesos comparados a animais controles. Ndo houve diferenca entre os dias 14

e 21 de tumor analisados conforme a figura 17.
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Figura 17: Imunohistoquimicas da anélise da expressdo de MMP-11 em animais controles e obesos de 16
semanas de dieta. Aumento de 400x. A- animal controle,16 semanas de dieta, 14 dias de tumor; B-
animal controle, 16 semanas de dietas, 21 dias de tumor; C- animal obeso, 16 semanas de dieta, 14 dias
de tumor; D- animal obeso, 16 semanas de dieta, 21 dias de tumor. Gréaficos representando a
quantificagdo da marcagdo imunohidtoquimica; cada barra representa a média (n=5); E- 16 semanas de
dieta. Os * mostram que houve diferenga significativa.



Por fim, o Ultimo marcador analisado em animais de 16 semanas de
dieta foi o inibidor de metaloproteinase 2 (TIMP-2) que atua como um cofator
de MMP-2 aumentando de forma concomitante & MMP-2. Encontramos um
aumento significativo na expressdo deste marcador em animais obesos em
relacdo aos animais controles. Nao houve diferenca entre os dias 14 e 21 de

tumor conforme mostra a figura 18.
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Figura 18: : Imunohistoquimicas da analise da expresséo de TIMP-2 em animais controles e obesos de 16
semanas de dieta. Aumento de 400x. A- animal controle,16 semanas de dieta, 14 dias de tumor; B-
animal controle, 16 semanas de dietas, 21 dias de tumor; C- animal obeso, 16 semanas de dieta, 14 dias
de tumor; D- animal obeso, 16 semanas de dieta, 21 dias de tumor. Graficos representando a
guantificagdo da marcacdo imunohidtoquimica; cada barra representa a média (n=5); E- 16 semanas de
dieta. Os * indicam que houve diferenca significativa.



5 DISCUSSAO

Estudos anteriores do nosso grupo com o modelo de dieta hiperlipidica em
camundongos BALB/c inoculados com as células da linhagem tumoral 4T1,
obtiveram resultados que indicam que h& metdstase 6ssea mais intensa no
camundongo obeso em relagdo ao controle e, além disso, o tamanho e o0 peso

do tumor no animal obeso também estiveram significativamente aumentados.

Desta forma, o principal objetivo desse estudo foi determinar se a
expressao de proteinas associadas ao cancer de mama esta relacionada com
a maior progressdo tumoral jA observada em animais obesos. Um evento
associado com a progressao tumoral € a degradacdo de macromoléculas da
matriz extracelular (MEC) como colageno 1V, fibronectina e outras
glicoproteinas (Yurchenco, 1990). No entanto, diferentes proteases,
especialmente o grupo das metaloproteinases de matriz (MMPs) que quebram
macromoléculas da MEC, tem sido relacionadas com o pior progndstico em

diversos canceres humanos (Figueira et al., 2009; Yurchenco, 1990).

Até o ano de 2000, os mecanismos de invasao e metastase tumoral eram
desconhecidos. Atualmente, jA se sabe que as células cancerosas possuem
alteracdes em sua forma, estdo associadas a fixagcdo a outras células e a
matriz extracelular e ha participacdo de metaloproteinases na invasao e

progressao de diversos canceres. (Hanahan & Weinberg, 2011)

Segundo Kim et al., (2011), em camundongos BALB/c obesos submetidos a
uma dieta hiperlipidica, hA um aumento de goticulas de gordura, os chamados
vacuolos lipidicos no tecido tumoral mamario. Associados com as células

tumorais, esses vaclUolos podem atuar no recrutamento de células



imunoldgicas para o tumor e na producdo de fatores de crescimento, citocinas
e quimiocinas que permitem uma angiogénese sustentada por meio de fatores
pro-apoptoticos, auto-suficiéncia quanto a fatores de crescimento, invasao
tecidual e metastase. Em animais obesos de 12 e 16 semanas de dieta, 14 e
21 dias de tumor, observamos um aumento significativo de vacuolos lipidicos o
que mostra que de fato, a dieta hiperlipidica altera o nimero destes vacuolos
favorecendo o estabelecimento do microambiente tumoral e progressdo do

tumor.

Pivetta et al., (2011) propds em seu estudo com células de adenocarcinoma
de mama humano da linhagem MDA-MB-23, que grandes quantidades de
MMP-13 é expressa no tumor e, que, assim como a expressdo de MMP-13,
houve uma regulacéo positiva do inibidor tecidual de metaloproteinase TIMP-1.
A expressdo de TIMP-1 esta relacionada a um pior prognostico em diversos
canceres incluindo o cancer de mama (Figueira et al., 2009). Em nosso estudo,
observamos o aumento da expressdo de MMP-13 e TIMP-1 em animais
obesos de 12 e de 16 semanas de dieta com 14 e 21 dias de tumor, 0 que

pode explicar o tumor mais invasivo e metastatico em animais obesos.

Hagedorn et al., (2001) verificaram defeitos ha membrana basal peritumoral
pela perda da expressdo significativa de colageno IV. Foi evidenciado por
Tosios et al., (1998) uma tendéncia para descontinuidade linear do colageno IV
durante o aumento gradativo da displasia. Stetler-stevenson, (1990) também
mostrou que o colageno IV é blogueado por inibidores de metaloproteinases
(TIMP). Nossos resultados indicam uma diminuicdo da expressédo de colageno

IV em animais obesos quando comparados a animais controles.



Sabe-se que o inibidor de metaloproteinases do tipo RECK esta associado
a metaloproteinases do tipo membrana que atuam na supressdo a invasao
tumoral e metéstases, regulando negativamente MMPs envolvidas na
carcinogénese. Por isso, RECK foi descrito como um marcador de bom
prognoéstico em diversos canceres como o de mama (Hardwick, Rhee, &
Coussens, 2002). Em nosso estudo, 0s controles expressaram visualmente

maiores quantidades de RECK em relacéo ao grupo obeso.

A constituicdo basica da matriz extracelular é de proteinas fibrosas como o
coldgeno e elastina, e de glicoproteinas alongadas como a fibronectina e
laminina, que tém uma funcao de proporcionar adesdo célula-matriz, além de
glicosaminoglicanas e proteoglicanas que formam um local onde se encontram
imersos todos os constituintes da matriz. A desregulagédo da matriz extracelular
pode ter como consequéncias condi¢des patolégicas como o cancer. No cancer
de mama, componentes da matriz, entre eles a fibronectina, estdo associados
com a progressao tumoral e metastase. De forma intrigante, esses mesmos
componentes de matriz extracelular relacionados ao cancer também estéo
associados a remodelacédo tecidual (OSKARSSON, 2013). Tem sido sugerido
que a perda de fibronectina durante a carcinogénese pode permitir a livre
migracdo das células neoplasicas (Kosmehl et al., 1999). Entretanto, segundo
BAE et al., 2013, ha uma correlagé@o positiva entre a expressao de fibronectina
e a agressividade do cancer de pulméao. Nas analises imunohistoquimicas do
presente estudo, o tumor de animais obesos expressam, visualmente, maior
expressao de fibronectina que o tumor de animais controles. Portanto, devido

as funcdes sobrepostas e a resultados contraditorios da fibronectina mostradas



na literatura, ela reflete um marcador inconclusivo, que necessita ser melhor

avaliado neste modelo.

A MMP-3, também chamada de estromelisina-1, é regulada por meio de
estimulos como fatores de crescimento, citocinas, promotores de tumores e
produtos de oncogenes (Munhoz, F.B.A., et al., 2010). Essa protease pode
desempenhar um papel tanto na invaséo local e propagacdo metastética que
esta associada com a capacidade das células tumorais atravessarem a
membrana basal do epitélio e o endotélio vascular. Portanto, a super expressao
de MMP-3 esté associada com alguns tipos de tumor relacionada angiogénese
invasdo tumoral e metastase (Johansson N, et al., 2000). Em nosso estudo,
obtivemos uma expressdo aumentada de MMP-3 em animais obesos de 12 e

16 semanas de dieta e 14 e 21 dias de tumor.

Na literatura, sabe-se que as metaloproteinases de matriz 2 e 9 estdo super
expressas em diversos tipos de tumores humanos graves resultando em um
progndéstico ruim desses tumores. Em nosso estudo, houve uma expressao
significativa dessas proteases em tumores de 16 semanas de dieta de 14 e 21
dias de tumor. Porém, a MMP-2 foi menos expressa em animais obesos em
relacdo aos controles e a MMP-9 teve um aumento na expressdo em animais

obesos.

Bajracharya D. et al., 2014, propds que ha um aumento concomitante na
expressdo de MMP-2 e TIMP-2 sugerindo que a ativacdo de MMP-2 é
dependente de TIMP-2 que atua como um cofator. Mudancas nos niveis TIMP-
2 sdo considerados importantes porque afetam diretamente o nivel de MMP-2.

Nesse estudo, obtivemos um aumento em obesos de TIMP-2 de 16 semanas


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bajracharya%20D%5Bauth%5D

pY

de dieta, que pode estar relacionado a invasdo tumoral com a ativacdo da

MMP-2.

Segundo Buache et al., (2014) e a MMP-11, também chamada de
estromelisina-3, € produzida por células de origem mesenquimal principalmente
células como fibroblastos e adipdcitos. Em carcinomas, como no mamario,
altos niveis de MMP-11 nos tumores primarios sao correlacionados com mau
prognostico (Basset, P. et al.,1997). Nos resultados apresentados, a MMP-11
foi mais expressa em tumores de animais obesos quando comparados a

animais controles.

Os resultados obtidos neste estudo complementam os achados anteriores
do nosso grupo em que houve aumento dos tumores e da agressividade das
metastases. Com isso € interessante ressaltar que a correlacao positiva obtida
entre componentes da matriz extracelular, metaloproteinases de matriz e seus
inibidores com a progressdo do tumor de mama em animais obesos podera
contribuir para o desenvolvimento de avaliacbes progndsticas e estratégias

terapéuticas futuras.



6 CONCLUSOES

Camundongos BALB/c submetidos a uma dieta hiperlipidica e
inoculados com células 4T1 metastaticas de carcinoma mamario submetidos a

andlise histopatologica de seus tumores permitiram concluir:

- O aumento de vacuolos lipidicos em animais obesos sugere o
recrutamento de células imunes, citocinas, quimiocinas e fatores de

crescimento que contribuirdo para a progressao tumoral.

- As metaloproteinases de matriz analisadas (MMP-2, 3, 9,11,13), exceto
MMP-2, estiveram expressao significativamente aumentada em animais
obesos em relacdo aos controles o que possibilita inferir que houve correlacao

positiva entre a metastase tumoral e estes marcadores analisados.

- Os inibidores de metaloproteinases TIMP-1 e TIMP-2 estiveram super
expressos em obesos. Associado a ativacdo de algumas metaloproteinases de
matriz, 0 aumento na expressao desses inibidores indicou uma contribuicdo

para a invasao de células tumorais.

- O inibidor RECK esteve aumentado em animais controles por esta
relacionado a metaloproteinases de membrana que atuam na supressao a
metastase indicando um marcador de bom prognéstico tumoral associado aos

resultados de tumores mais invasivos em animais obesos.

- A fibronectina, componente de matriz extracelular, esteve aumentada
em animais obesos podendo contribuir para a agressividade tumoral por

permitir a livre migracao de células neoplasicas.

- Outro componente de matriz extracelular, coladgeno 1V, esteve
aumentado em animais controles. Esse fato pode ser explicado pelo marcador
analisado ser degradado por MMP-13, que esteve aumentada em animais
obesos. Além disso, a degradacdo de coldgeno IV esta relacionada a
integridade da matriz extracelular que facilta a migracdo de células

neoplasicas.



- Por fim, € necessario que o estudo continue por meio da analise de
outros aspectos do cancer de mama em animais obesos como genéticos,

bioquimicos e nanobioldgicos.
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