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RESUMO 

 

GUERRA, H. N. Importância da protease ADAMTS-1 na invasão local e 
sistêmica de células do fibrossarcoma. 2017. 93 f. Tese (Doutorado em Biologia 
Celular e Tecidual) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 
São Paulo, 2017. 
 
 O crescimento e a malignidade de um tumor são ditados pelo microambiente 
circundante. A matriz extracelular, que faz parte do microambiente tumoral, serve 
como depósito para fatores biologicamente ativos, como fatores de crescimento e 
proteases, os quais influenciam no comportamento das células tumorais. A 
ADAMTS-1 (uma desintegrina e metaloproteinase com motivos trombospondina) é 
uma protease secretada, conhecida por sua capacidade de modificar a matriz 
extracelular durante os processos fisiológicos e patológicos. Neste trabalho, 
avaliamos o papel da ADAMTS-1 na regulação das atividades estimuladas pelos 
fatores de crescimento (HGF e TGF-β1), sobre a linhagem celular de fibrossarcoma 
humano (HT1080). Para tanto, foram geradas células HT1080 e HEK293T que 
superexpressam a protease ADAMTS-1. Ensaios de incorporação de BrdU e 
expressão de Ki67 demonstraram que a superexpressão de ADAMTS-1 diminuiu a 
proliferação das células HT1080, na presença do HGF. Ademais, as células HT1080 
que superexpressam ADAMTS-1 apresentaram uma velocidade de migração de 
6.120 ± 0.416 μm/hora, a qual foi 2 vezes menor que a velocidade de migração das 
células controle (13.763 ± 1,421 μm/hora), ambas na presença do HGF. Da mesma 
forma, observamos que a proliferação e a velocidade de migração das células 
HT1080 (tipo selvagem) diminuiu quando estas foram tratadas com o HGF acrescido 
ao meio condicionado de outro tipo celular (HEK293T) que superexpressa ADAMTS-
1. A seguir, demonstramos que a superexpressão da ADAMTS-1 interrompe a 
ativação do receptor c-Met, após estimulação com o HGF. Consequentemente, as 
vias de sinalização downstream ERK1/2 e FAK foram perturbadas. Por outro lado, a 
superexpressão de ADAMTS-1 não afetou a atividade do TGF-β1 associada à 
proliferação celular e velocidade de migração das celulas HT1080. Embora 
observamos uma diminuição na fosforilação das smad2/3 nas células que 
superexpressam ADAMTS-1, esta diminuição não foi suficiente para perturbar as 
vias de sinalização ERK1/2 e Akt, após o tratamento com o TGF-β1. Adicionalmente, 
através de cultura 3D em Hanging drop mostramos que na presença do HGF, a 
superexpressão de ADAMTS-1 diminuiu o diâmetro das fibrosarcoesferas (~0,7 
mm), quando comparado com o controle (diâmetro das fibrosarcoesferas ~1,3 mm). 
Nos estudos in vivo observamos que na presença do HGF, a superexpressão de 
ADAMTS-1 perturbou a formação de microtumores. E os poucos microtumores 
formados, incluindo as células individuais, apresentaram  características 
morfológicas de lesões menos invasivas. Nossos dados sugerem que a ADAMTS-1 
está envolvida na regulação das atividades estimuladas pelo HGF, nas células do 
fibrossarcoma. Esta protease pode então representar um mecanismo endógeno no 
controle da biodisponibilidade de diferentes fatores de crescimento com influência 
direta sobre o comportamento das células tumorais. 
 
Palavras-chave: Fibrossarcoma.  Matriz extracelular. Metaloproteinases da matriz. 
ADAMTS1. Fator de crescimento do hepatócito. Fator de crescimento transformante 
beta. 



 

ABSTRACT 

 

GUERRA, H. N. Importance of ADAMTS-1 protease in local and systemic 
invasion of fibrosarcoma. 2017. 93 p. PhD Thesis (Cell and Tissue Biology) - 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2017. 
 

The growth and malignancy of a tumor are dictated by the surrounding 
microenvironment. The extracellular matrix forms part of the tumor microenvironment, 
and serves as a reservoir for biologically active factors, such as growth factors and 
proteases that influence the tumor cell behavior. ADAMTS-1 (a disintegrin and 
metalloproteinase with thrombospondin motifs) is a secreted protease that has the 
ability to modify the extracellular matrix during physiological and pathological 
processes. Here, we addressed the role played by ADAMTS-1 regulating HGF and 
TGF-β1 activities in the high-grade fibrosarcoma cell line (HT1080). For this, we 
generated HT1080 and HEK293T cells that overexpress ADAMTS-1. BrdU 
incorporation and Ki67 expression assays demonstrated that ADAMTS-1 
overexpression induced a significant decrease of HT1080 cell proliferation, in the 
presence of HGF. In addition, the HT1080 cells overexpressing ADAMTS-1 
presented a migration velocity of 6.120 ± 0.416 μm/hour, which was at least 2 times 
lower than the control cell migration velocity (13.763 ± 1.421 μm/hour), both in 
presence of HGF. Likewise, when HT1080 cells were treated with HGF added into 
the conditioned medium of other cell type (HEK293T) that overexpressed ADAMTS-
1, we observed a decrease of cell proliferation and migration velocity. Next, we 
demonstrate that ADAMTS-1 overexpression interrupts c-Met activation upon HGF 
stimulation. Consequently, the downstream ERK1/2 and FAK signaling pathways are 
disturbed. On the other hand, ADAMTS-1 overexpression failed to affect TGF-β1 
activity associated with HT1080 cell proliferation and migration velocity. Although we 
observed a decrease of smad2/3 phosphorylation in HT1080 cells overexpressing 
ADAMTS-1, this partial reduction was not sufficient to alter ERK1/2 and Akt 
activation, after treatment with TGF-β1. Additionally, through 3D culture in Hanging 
drop we showed that in presence of HGF, ADAMTS-1 overexpression decreased the 
fibrosarcospheres diameter (~0.7 mm), as compared to the control 
(fibrosarcospheres diameter of ~1.3 mm). In vivo studies showed that in presence of 
HGF, ADAMTS-1 overexpression disrupted the formation of microtumors. These 
microtumors, including individual cells, presented characteristics of low invasive 
tumor cells (rounded morphology). Our results suggest that ADAMTS-1 is involved in 
regulating HGF-related functions on fibrosarcoma cells. This protease may then 
represent an endogenous mechanism in controlling the bioavailability of different 
growth factors that have a direct influence on tumor cell behavior. 
 
Keywords: Fibrosarcoma. Extracellular matrix. Matrix metalloproteinases. 
ADAMTS1. Hepatocyte growth factor. Transforming growth factor beta. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O fibrossarcoma é um câncer de origem mesenquimal, de alta malignidade e 

agressividade. Deriva-se do tecido conjuntivo denso e se caracteriza pela presença 

de fibroblastos malignos (imaturos); os quais apresentam uma divisão celular rápida 

e desorganizada, formando assim tumores sólidos (JAYAMATHI et al., 2010; 

NIKITOVIC et al., 2013). Na clínica, o fibrossarcoma apresenta elevado índice de 

recorrência local e baixa incidência de metástase hematogênica e/ou metástase em 

linfonodos regionais (KOTRASHETTI et al., 2012; NIKITOVIC et al., 2013). 

A progressão do câncer não depende apenas de novas habilidades 

adquiridas pelas células tumorais, mas também da interação com seu 

microambiente. Como é sabido, a matriz extracelular (MEC) faz parte do 

microambiente tumoral; e esta matriz é constituída por uma rede complexa de 

macromoléculas, tais como glicoproteínas, colágenos, glicosaminoglicanos e 

proteoglicanos (BRESNICK; WEBER; ZIMMER, 2015; DECLERCK et al., 2004; KIM; 

TURNBULL; GUIMOND, 2011).  

No microambiente tumoral, o papel da MEC não está limitado a atuar somente 

como uma barreira física contra a invasão tumoral. Também serve como depósito 

para fatores biologicamente ativos, como fatores de crescimento, proteases, 

hormônios, entre outros, os quais influenciam no comportamento das células 

tumorais (DECLERCK et al., 2004).  

Encontra-se bem estabelecido na literatura que um evento chave na invasão 

e metástase dos tumores é a clivagem ou degradação dos componentes da MEC 

por ação de proteases (FOLKMAN; SHING, 1992). Entre estas proteases temos à 

ADAMTS-1, o primeiro membro identificado da família ADAMTS (uma desintegrina e 

metaloproteinase com motivos trombospondina). Esta protease se caracteriza por 

apresentar um peptídeo sinalizador, um pró-domínio, um domínio metaloproteinase 

dependente de zinco, um domínio semelhante a desintegrina, três motivos 

trombospondina tipo I (TSP-1), um domínio rico em cisteína e uma região 

espaçadora. É importante mencionar que todos os membros da família ADAMTS 

não apresentam o domínio transmembrânico e são, portanto, secretadas na matriz 

(KUNO et al., 2004). 

O mecanismo de ação da ADAMTS-1 na progressão tumoral ainda não está 

claramente definido. Embora a molécula inteira de ADAMTS-1 promova a metástase, 
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os fragmentos da molécula que não possuem atividade catalítica e apresentam um 

motivo TSP1 na sua estrutura, mostraram um efeito antimetastático. Portanto, 

dependendo do local de auto-clivagem proteolítica, a ADAMTS-1 pode estar 

relacionada à atividade antitumoral (PORTER et al., 2005) ou atividade pró-tumoral e 

estimuladora de metástase (LIU; XU; YU, 2006; LU et al., 2009).  

Além disso, ADAMTS-1 possui um efeito anti-angiogênico, devido à ligação 

direta desta protease com o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF). Esta 

interação impede então ao VEGF de se ligar e ativar seu respectivo receptor (KUNO 

et al., 2000; RUSSELL et al., 2003; SANDY et al., 2001). Por outro lado, ADAMTS-1 

promove a angiogênese e invasão tumoral, através da sua atividade sheddase sobre 

os precursores transmembrânicos do fator de crescimento epidermal ligado a 

heparina (HB-EGF), e a subsequente ativação do seu respectivo receptor (LIU; XU; 

YU, 2006). Dessa forma, ADAMTS-1 representa um mecanismo endógeno no 

controle da biodisponibilidade dos diferentes fatores de crescimento (LIU; XU; YU, 

2006; MARGOSIO et al., 2003). 

Neste trabalho, buscamos elucidar o papel da protease ADAMTS-1 e sua 

íntima ligação com o microambiente tumoral do fibrossarcoma. Nosso enfoque foi 

estudar o efeito da protease ADAMTS-1 na regulação das atividades estimuladas 

pelos fatores de crescimento (HGF e TGF-β1), sobre a linhagem celular derivada de 

fibrossarcoma.  

Os ensaios foram então realizados a partir de células de fibrossarcoma 

humano (HT1080) transduzidas para superexpressar ADAMTS-1, e as quais foram 

tratadas apenas com os fatores de crescimento de interesse. Por outro lado, células 

de fibrossarcoma não transduzidas (selvagens) foram tratadas com os fatores de 

crescimento de interesse adicionados ao meio condicionado coletado de outro tipo 

celular, o qual também foi transduzido para superexpressar ADAMTS-1. Desta 

forma, o meio condicionado enriquecido com ADAMTS-1, mimetiza a protease 

secretada por outros tipos celulares presentes no microambiente tumoral. 

A proliferação celular foi analisada através dos ensaios de incorporação de 

Bromodesoxiuridina (BrdU) e expressão de Ki67. A velocidade de migração foi 

determinada utilizando-se ensaios de time-lapse e o plugin MTrackJ do software 

Fiji/ImageJ. Investigamos também os mecanismos através dos quais ADAMTS-1 

interfere com as atividades estimuladas por HGF ou TGF-β1. Além disso, estudamos 

por meio de ensaios de cultura 3D em Hanging Drop, a capacidade de formação de 
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fibrosarcoesferas em diferentes condições. Por outro lado, a capacidade de 

formação de microtumores in vivo foi analisada utilizando-se o ensaio de 

microinjeção de células tumorais em embriões de zebrafish transgênicos Tg 

(fli1:EGFP).  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Sarcomas 

 

Os sarcomas constituem um grupo de neoplasias malignas de origem 

mesenquimal. Foram identificados mais de 70 subtipos, os quais foram classificados 

de acordo com o tipo de tecido histológico dos quais derivam. Assim, os sarcomas 

são classificados em duas categorias: Os osteosarcomas, que se desenvolvem no 

osso; e os sarcomas de tecidos moles (STS). Aproximadamente 80% dos sarcomas 

são provenientes de partes moles e 20% descendem de ossos (HELMAN; 

MELTZER, 2003; VALVERDE et al., 2016).  

Os sarcomas de tecidos moles são tumores sólidos formados por células 

malignas rodeadas por uma variedade de células, tais como linfócitos, fibroblastos e 

células dos vasos sanguíneos e linfáticos. Estas neoplasias podem se desenvolver a 

partir do músculo, gordura, nervos, tecidos fibrosos, vasos sanguíneos ou tecidos 

mais profundos da pele. Em cerca de 50% dos casos, os sarcomas de tecidos moles 

foram encontrados nas extremidades, com destaque para os membros inferiores. 

Aproximadamente, 35% são intra-abdominais, 10% originam-se no tronco e 5% na 

cabeça e pescoço (ALJABAB et al., 2011; CRAGO; BRENNAN, 2015; ILASLAN et 

al., 2010; KUSZYK et al., 2001; MORRISON, 2003).  

Os diferentes subtipos de sarcomas de tecidos moles diferem em termos do 

tecido de origem, alterações genéticas, comportamento clínico ou sensibilidade a 

certas terapias, agressividade e padrão de crescimento. Entre os subtipos 

histológicos mais comuns está o fibrossarcoma (ENGELLAU et al., 2004; 

GUSTAFSON, 1994; WIBMER et al., 2010). 

 

2.1.1 Fibrossarcoma 
 

O fibrossarcoma é um tumor sólido derivado do tecido conjuntivo denso. Esta 

neoplasia se caracteriza pela presença de células fusiformes com diferenciação 

fibroblástica, e pela formação variável de colágeno. As células derivadas de 

fibrossarcoma sintetizam grandes quantidades de componentes da matriz 

extracelular (MEC), incluindo hialuronam, proteoglicanos, colágenos (tipo I, tipo III e 

tipo V), fibronectina e laminina. Desta forma, as células neoplásticas alteram a 
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composição e organização da MEC, facilitando assim o crescimento, sobrevivência e 

invasão do fibrossarcoma (COLLINI et al., 2009; JAYAMATHI et al., 2010; 

NIKITOVIC et al., 2013; SMIRNOV, 1988). 

Existem dois tipos de fibrossarcoma, os quais representam distintas entidades 

genéticas e clínico-patológicas: o fibrossarcoma infantil (congênito) e o 

fibrossarcoma adulto. Destacaremos este último tipo, devido que a linhagem celular 

HT1080 utilizada é derivada de um tumor de fibrossarcoma adulto. De acordo com a 

Organização Mundial de Saúde (OMS), mais do 80% dos fibrossarcomas de adultos 

apresentam alto grau de malignidade (grau 2 ou 3), formando lesões bastante 

agressivas. Portanto, os fibrossarcomas são resistentes à quimioterapia; e 

apresentam metástase para os pulmões e ossos, particularmente para o esqueleto 

axial. É importante salientar que não foram identificados os fatores que propiciam o 

surgimento do fibrossarcoma adulto, porém algumas lesões tendem a formar-se em 

sítios previamente irradiados (BAHRAMI; FOLPE, 2010; COLLINI et al., 2009; 

FICHER; VAN DEN BERG; MOLENAAR, 2002; FOLPE, 2014). 

Na clínica, o fibrossarcoma apresenta elevado índice de recorrência local e 

baixa incidência de metástase hematogênica e/ou metástase em linfonodos 

regionais (KOTRASHETTI et al., 2012).  

 

2.2 Progressão tumoral 

  

O câncer é uma doença heterogênea que envolve alterações dinâmicas no 

genoma (FOULDS, 1954). Durante o desenvolvimento do câncer, as células normais 

evoluem progressivamente para um estado neoplásico em resposta ao acúmulo de 

alterações genéticas. O termo progressão tumoral então inclui todas as alterações 

que levam às células normais se transformarem em células tumorais (GERDES et 

al., 2014; HANAHAN; WEINBERG, 2011; THIAGALINGAM, 2006). Porém, a biologia 

dos tumores não se define simplesmente pelas diversas características que as 

células tumorais adquirem, mas também engloba contribuições do microambiente 

tumoral para o processo de tumorigênese (HANAHAN; COUSSENS, 2012; 

HANAHAN; WEINBERG, 2011). 

No decorrer da progressão tumoral, as células tumorais adquirem uma série 

de características que lhes permitem crescer em um ambiente estranho e hostil, 

permitindo-lhes escapar para sistemas endógenos de proteção. Dentre as 
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capacidades adquiridas pelas células tumorais podemos destacar a sustentação do 

sinal de proliferação, a evasão dos supressores de crescimento, resistência à morte 

celular, imortalidade replicativa, indução da angiogênese, ativação de mecanismos 

de invasão e metástases (Figura 1) (HANAHAN; WEINBERG, 2011). 

 

  

Figura 1 – Capacidades adquiridas pelas células tumorais que favorecem o 
desenvolvimento tumoral. Adaptado de (Hanahan; Weinberg, 2011). 

 

Uma das características fundamentais da célula tumoral é a clonalidade 

tumoral, isto é, o desenvolvimento de tumores a partir da proliferação anormal de 

uma única célula (COOPER, 2000). Para tal fim, as células tumorais produzem de 

forma anormal fatores de crescimento e citocinas que estimulam sua própria 

proliferação, bem como o desenvolvimento de mecanismos compensatórios que 

aumentam a ativação dos receptores de diversos fatores de crescimento. A 

proliferação descontrolada das células tumorais está acompanhada da 

insensibilidade destas células aos sinais das moléculas inibidoras de crescimento. 

Ademais, as células tumorais escapam de sinais anti-proliferativos que mantêm a 

quiescência celular e a homeostasia tecidual, de forma que as células tumorais 

sobrevivem e proliferam no tecido (ALLEN; LOUISE JONES, 2011; GHEBRANIOUS; 

DONEHOWER, 1998; HANAHAN; WEINBERG, 2011; LANDRISCINA et al., 2009; 

LIPINSKI; JACKS, 1999). 

Existem dois tipos de genes que estão principalmente envolvidos na 

transformação neoplásica: os proto-oncogenes, os quais são responsáveis pela 

regulação positiva da proliferação celular; e os genes supressores de tumores que 

se encarregam de inibir a multiplicação das células. Durante o desenvolvimento 
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tumoral ocorre a ativação de proto-oncogenes simultânea à inativação de genes 

supressores de tumor. Desta forma, as células tumorais adquirem a habilidade de 

resistir à morte celular (apoptose) (HANAHAN; WEINBERG, 2011; LODISH et al., 

2000). Os mecanismos mais comuns através dos quais as células tumorais resistem 

à apoptose, consistem em mutações genéticas em genes supressores de tumores, 

como o gene p53. Normalmente, este gene está encarregado de manter a 

integridade do DNA e induzir a cascata apoptótica. Porém, nas células que 

apresentam o gene p53 mutado não acontece a reparação do DNA, levando a estas 

células à sobrevivência e proliferação com um genoma corrompido (DERKSEN et 

al., 2006; GIANNONI et al., 2009; HANAHAN; WEINBERG, 2011; HARRIS, 1996).  

Por outro lado, as células tumorais têm um metabolismo mais acelerado do 

que as células normais. Elas então precisam de mais oxigênio e nutrientes, os quais 

são fornecidos pelo aumento dos vasos sanguíneos que proliferam ao redor da 

população de células tumorais. A neovascularização é um pré-requisito para a rápida 

expansão clonal, característica da formação de tumores macroscópicos (Figura 2) 

(BOUCK; STELLMACH; HSU, 1996; HANAHAN; FOLKMAN, 1996; HANAHAN; 

WEINBERG, 2011; WEIS; CHERESH, 2011).  

A angiogênese representa uma etapa crítica na progressão tumoral. Esse 

processo não é só importante para o crescimento e sobrevivência do tumor, mas 

também para favorecer a disseminação das células tumorais para outros tecidos. 

Desta forma, os novos vasos sanguíneos são facilmente penetrados pelas células 

tumorais, proporcionando uma oportunidade para que estas células entrem no 

sistema circulatório e iniciem o processo metastático (Figura 2) (BIANCO et al., 

2006; COOPER, 2000; FOLKMAN, 2003; WEIS; CHERESH, 2011). 
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Figura 2 – Processo de formação de tumores metastáticos a partir de um tumor 
primário. (A) Tumores primários (B) produzem fatores angiogênicos, os quais promovem a 
formação de novos vasos sanguíneos. (C) A angiogênese ou neovascularização favorece a 
rápida expansão do tumor, através (D) do ingresso das células tumorais para a corrente 
sanguínea. (E) Na corrente sanguínea, as células tumorais interagem com as células 
endoteliais dos vasos sanguíneos. Para logo, (F) sair através da parede do vaso sanguíneo 
e (G) migrar para locais proximais às arteríolas, (H) favorencendo assim a formação de 
micrometástases. (I) A iniciação da angiogênese no sítio secundário libera as colónias 
metastáticas da dormência e permite um crescimento rápido. Adaptado de (Zetter, 1998). 

 

A metástase é um processo complexo, que inclui uma sucessiva e dinâmica 

serie de eventos, juntamente com alterações da morfologia celular e função biológica 

(GUO et al., 2011). Tanto a invasão quanto a metástase são processos intimamente 

interligados e diretamente relacionados com tumores malignos. Ambos processos 

envolvem alterações na ligação física das células ao seu microambiente, e a 

ativação de proteases extracelulares específicas. Por conseguinte, a progressão 

tumoral é dependente da interação entre as células tumorais e as células do 

microambiente circundante (CAVALLARO; CHRISTOFORI, 2004; HANAHAN; 

WEINBERG, 2011; RIDGE; SULLIVAN; GLYNN, 2017). 

 

2.3 Microambiente tumoral 

 

A biologia dos tumores não se define simplesmente pelas diversas 

características que as células tumorais adquirem, mas também abrange 

contribuições do microambiente tumoral para a progressão tumoral. Portanto, o 
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sucesso no desenvolvimento dos tumores é conduzido pelo microambiente tumoral 

(BHOWMICK; NEILSON; MOSES, 2004; HANAHAN; WEINBERG, 2011). 

O microambiente tumoral representa um nicho complexo, o qual é constituído 

por moléculas e componentes da MEC, assim como, por células normais (estromais) 

que circundam as células tumorais. Entre as células estromais podemos mencionar 

os fibroblastos, células endoteliais, adipócitos, células do sistema imunológico e 

inflamatórias (macrófagos, leucócitos), entre outras (Figura 3). Essa elaborada 

infraestrutura promove a transformação neoplásica; protegendo o tumor do sistema 

imune, auxiliando o crescimento do tumor e favorecendo a invasão e metástase 

tumoral (GKRETSI et al., 2015; HANAHAN; COUSSENS, 2012; KELLER; LI, 2011; 

SWARTZ et al., 2012). 

 

 

Figura 3 – Esquema representativo do microambiente tumoral. O microambiente tumoral 
é constituído pelos componentes da matriz extracelular, vasos sanguíneos e células 
estromais (Fibroblastos, leucócitos, macrófagos, entre outros) que circundam às células 
tumorais. Adaptado de (Bresnick; Weber; Zimmer, 2015). 

 

O microambiente tumoral é reconhecido por ser um produto da interação 

entre diferentes tipos celulares (HANAHAN; COUSSENS, 2012). A comunicação 

intercelular então é conduzida por uma complexa e dinâmica rede de citocinas, 

quimiocinas, fatores de crescimento e enzimas de remodelação da MEC, o que 

produz perturbações às propriedades físicas e químicas do tecido (GRIVENNIKOV; 

GRETEN; KARIN, 2010; HANAHAN; WEINBERG, 2011).  

As células estromais têm uma função dinâmica na promoção da progressão 

tumoral. Assim, os fibroblastos associados ao câncer, por exemplo, propiciam uma 

rede de comunicação através da secreção de fatores de crescimento e quimiocinas, 
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induzindo alterações na MEC, aumentando a proliferação celular e invasão tumoral 

(KALLURI; ZEISBERG, 2006; MUELLER; FUSENIG, 2004).  

A progressão do tumor não depende só da angiogênese, mas também das 

células inflamatórias. Além disso, as células tumorais produzem substâncias 

inflamatórias que desempenham normalmente um papel natural na reparação de 

feridas, porém, no câncer essas substâncias agem como agentes químicos que 

favorecem a proliferação celular. A inflamação, portanto, pode acelerar o ciclo 

celular, prevenir a morte celular e estimular a angiogênese, o qual é essencial para o 

crescimento de tumores sólidos (DE VISSER; KORETS; COUSSENS, 2005; 

FOLKMAN, 1971; KUNDU; SURH, 2008; PEEK; MOHLA; DUBOIS, 2005). Encontra-

se bem estabelecido que a interleucina-8, conhecida como uma citocina pró-

inflamatória, desempenha um papel importante no crescimento tumoral e na 

promoção da angiogênese e metástase (LAI et al., 2011). Assim, a interleucina-8 

além de ser responsável pelo recrutamento de leucócitos e neutrófilos, participa na 

neovascularização do câncer, através da indução de uma resposta migratoria de 

células endoteliais (BOBROVNIKOVA-MARJON et al., 2004; ZLOTNIK; YOSHIE, 

2000). 

Por outro lado, as células tumorais secretam diretamente uma variedade de 

proteínas, que incluem fatores de crescimento e proteinases que degradam a MEC, 

ou induzem o recrutamento de biomoléculas que são hábeis na degradação da MEC 

e moléculas de adesão. Portanto, essas proteínas secretadas para a MEC estão 

envolvidas na adesão celular, motilidade, comunicação intercelular e invasão 

(HANDSLEY; EDWARDS, 2005; MBEUNKUI; JOHANN, 2009). 

 

2.4 Matriz Extracelular (MEC) 

 

A MEC consiste de uma rede complexa de macromoléculas que preenchem 

os espaços intercelulares. As macromoléculas são constituídas por proteínas 

fibrosas e não fibrosas imersas em uma substância fundamental, a qual está 

formada por glicosaminoglicanos e proteoglicanos. As proteínas fibrosas da MEC, 

como o colágeno e a elastina, têm função principalmente estrutural, enquanto as 

proteínas não fibrosas, como a laminina, fibronectina, tenascina, entactina, entre 

outras, são importantes na adesividade celular (BRASILEIRO, 2004). As proporções 

entre os componentes fibrosos e não fibrosos, diâmetro das fibras e organização de 
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elementos não fibrosos ditam as propriedades bioquímicas e biomecânicas da matriz 

extracelular de determinado tecido. As proteínas da MEC são grandes e 

multifuncionais, e possuem domínios que conferem várias funções a uma mesma 

macromolécula (LU; WEAVER; WERB, 2012; OZBEK et al., 2010). Essas proteínas 

podem então estar envolvidas na interação célula-célula, controlando a arquitetura 

tissular, orquestrando a adesão, a migração, a proliferação e a diferenciação celular 

(PARAMESWARAN et al., 2006). 

A multifuncionalidade da MEC depende de suas diversas propriedades 

físicas, bioquímicas e biomecânicas. A MEC não propicia só o suporte estrutural e 

integridade do tecido, mas também funciona como um local de ancoragem à 

membrana basal, o qual é essencial para vários processos biológicos (como a 

divisão celular assimétrica, biologia das células precursoras e manutenção da 

polaridade do tecido). Ademais, a MEC funciona como uma barreira ou um caminho 

de movimento, desta forma bloqueia ou facilita a migração de células (Figura 4) (LU; 

WEAVER; WERB, 2012). 

Por outro lado, a MEC pode se ligar às moléculas de sinalização impedindo a 

sua difusão livre. Desta forma, a MEC atua como um dissipador para estes sinais, 

ajudando a formar gradientes de concentração. Alguns componentes da MEC (como 

os proteoglicanos) podem se ligar seletivamente a diferentes fatores de crescimento 

funcionando assim como co-receptores e apresentadores de sinais (HYNES, 2009; 

LU et al., 2011; NORTON et al., 2005). Porém, a MEC também pode iniciar 

diretamente eventos de sinalização, através da liberação de fragmentos bioativos, os 

quais foram processados por proteases (como as MMPs). Finalmente, as células 

sentem diretamente as propriedades biomecânicas da MEC, incluindo a sua rigidez, 

o que desencadeia uma grande variedade de comportamentos nas células (Figura 4) 

(HYNES, 2009; LU et al., 2011). 
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Figura 4 – Mecanismos de função da MEC. Ancoragem à membrana basal (fase 1). 
Barreira contra o movimento bloqueando a migração celular (fase 2). Caminho que facilita a 
migração celular (fase 3). Reservatório de moléculas (fase 4). Co-receptor de sinais (fase 5) 
ou apresentador de sinais (fase 6). Liberação de fragmentos bioativos (fase 7). Alterações 
no comportamento celular devido a modificações nos componentes da MEC (fase 8). 
Adaptado de (Lu; Weaver; Werb, 2012). 

 

 No microambiente tumoral, o papel da MEC não está limitado a atuar somente 

como uma barreira física à neoplasia. Também serve como depósito para fatores 

biologicamente ativos, como fatores de crescimento, citocinas, proteases, 

hormônios, entre outros, os quais influenciam a migração, aderência, proliferação, 

grau de diferenciação e predisposição a apoptose (BORNSTEIN; SAGE, 2002; 

DECLERCK et al., 2004; HEMLER; RUTISHAUSER, 2000). 

 A invasão e metástase dos tumores envolve a degradação da MEC, por ação 

de enzimas proteolíticas. Estas enzimas atuam desorganizando a matriz, através de 

processos que alteram as interações célula-célula e célula-matriz. As enzimas que 

têm maior importância no comportamento maligno de neoplasias são as 

metaloproteinases, as quais são produzidas tanto pelas células estromais como 

pelas próprias células tumorais. Portanto, a degradação da MEC por 

metaloproteinases é um evento chave na progressão tumoral (DECLERCK et al., 

2004; FOLKMAN; SHING, 1992; STAMENKOVIC, 2000). 
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2.5 Metaloproteinases de Matriz (MMPs) 

 

As MMPs são endopeptidases, que pertencem a uma família de mais de 25 

subtipos de proteases dependentes de zinco e cálcio. Estas endopeptidases se 

caracterizam por ser capazes de clivar macromoléculas presentes não só na MEC, 

mas também na superfície celular. Tais moléculas incluem colágeno, fibronectina, 

laminina, proteoglicanos, fatores de crescimento, receptores tirosina-quinase, 

moléculas de adesão celular, citocinas e quimiocinas, entre outras MMPs e 

proteases não relacionadas (KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010; STERNLICHT 

et al., 2005; VISSE; NAGASE, 2003).  

Em geral, as MMPs são constituídas por um peptídeo sinalizador, um pró-

domínio auto inibitório (ou domínio pró-peptídico), um domínio catalítico com um sítio 

de ligação para o zinco, e um domínio C-terminal hemopexina. Este último contribui 

para o reconhecimento adequado do substrato, ativação, localização, internalização 

e degradação da enzima (KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010; OVERALL, 2002; 

OVERALL; BLOBEL, 2007). As MMPs são inicialmente sintetizadas na forma de 

precursores latentes, denominados pró-enzimas ou zimogênios, cuja latência é 

mantida através da interação entre o resíduo de cisteína presente no pró-domínio 

com o íon zinco do domínio catalítico. A quebra desta interação pode acontecer 

através da remoção proteolítica do pró-domínio ou modificações químicas (como 

estresse oxidativo e detergentes) do resíduo de cisteína (OVERALL, 2002; PAGE-

MCCAW; EWALD; WERB, 2007; RA; PARKS, 2007; ROZANOV et al., 2004). A 

clivagem proteolítica do pró-domínio é realizada por convertases, e essa clivagem 

pode ocorrer intracelularmente por uma furina ou extracelularmente por outras 

MMPs ou proteinases serina (como a plasmina). Desta forma, a clivagem do domínio 

pró-peptídico deixa o sítio catalítico da enzima livre para a interação com o 

respectivo substrato (Figura 5A) (DERYUGINA et al., 2004; REMACLE; MURPHY; 

ROGHI, 2003; ROZANOV et al., 2004; STERNLICHT; WERB, 2001). 

De acordo com a sua estrutura, especificidade de substrato e propriedades 

funcionais, as MMPs podem ser classificadas em solúveis e MMPs ancoradas à 

membrana celular (MT-MMP) (Figura 5B) (PAGE-MCCAW; EWALD; WERB, 2007; 

ROWE; WEISS, 2009). As MMPs solúveis são classificadas em colagenases, 

gelatinases, estromelisinas, matrilisinas e outras (HUA et al., 2011). A maioria das 

MMPs solúveis é secretada como pró-enzimas e requerem ativação no meio 
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extracelular (HARPER; BLOCH; GROSS, 1971), enquanto que as MT-MMPs são 

ativadas intracelularmente e expressas na superfície celular na forma ativa 

(NABESHIMA et al., 2002). 

 

 

Figura 5 – Estrutura esquemática das MMPs. (A) As MMPs são constituídas por um pró-
domínio, um domínio catalítico e um domínio C-terminal hemopexina. A ativação das MMPs 
acontece através da clivagem proteolítica do pró-domínio. (B) Simplificadamente, as MMPs 
podem ser divididas em MMPs solúveis e MMPs ancoradas à membrana (MT-MMP). 
Adaptado de (Page-Mccaw; Ewald; Werb, 2007). 

 

 A regulação da atividade proteolítica das MMPs pode ser feita através de 

inibidores fisiológicos, especialmente pelos inibidores teciduais de metaloproteinases 

(TIMPs). O equilíbrio tecidual entre MMPs e TIMPs é primordial para a dinâmica da 

degradação da MEC, tanto em condições fisiológicas quanto em eventos 

patológicos. Portanto, é necessário que haja um controle rígido das atividades das 

proteases, para evitar danos teciduais indesejáveis (DEVY et al., 2002; HUA et al., 

2011).  

 As MMPs regulam uma variedade de processos fisiológicos e eventos de 

sinalização. Estas enzimas participam então das etapas de proliferação celular, 

diferenciação, remodelamento da matriz extracelular, vascularização e migração 

celular (CHANG; WERB, 2001; KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010). Além 
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disso, as MMPs desempenham uma função importante em processos patológicos, 

como a comunicação molecular entre o tumor e o estroma (GRASSO; BONNET, 

2014; KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010). Assim, as MMPs são 

abundantemente expressas em várias neoplasias malignas e estão implicadas em 

todos os estágios de sua progressão (IKEJIRI et al., 2005). 

As MMPs produzidas tanto pelas células tumorais como pelas células 

estromais ampliam o processo de invasão tumoral através da degradação da MEC. 

Elas podem criar espaços para a migração, regular a arquitetura celular (por meio de 

efeitos na matriz e nas junções intercelulares), bem como ativar, desativar ou 

modificar moléculas de sinalização (PAGE-MCCAW; EWALD; WERB, 2007; 

SHARMA et al., 2013). As MMPs podem então processar moléculas da superfície 

celular, proteínas da MEC ou fatores de crescimento e citocinas armazenados na 

MEC, causando alterações no microambiente e favorecendo o crescimento tumoral, 

migração, invasão, angiogênese e seleção de clones celulares resistentes a 

apoptose (LYNCH; MATRISIAN, 2002). Portanto, as metaloproteinases são 

importantes para a criação de um ambiente que facilite o início e manutenção do 

crescimento de tumores primários e metastáticos (CHAMBERS; MATRISIAN, 1997). 

 

2.6 Adamalisinas 

 

As adamalisinas pertencem à superfamília de metaloproteinases dependentes 

de zinco. Distinguem-se dois grupos de metaloproteinases: as ADAMs que são 

proteases ancoradas à membrana plasmática, e as ADAMTS que são secretadas à 

MEC (Figura 6B) (ROCKS et al., 2008; WOLFSBERG et al., 1995). 

As ADAMs (uma desintegrina e metaloproteinase) são uma família de 

proteínas transmembrânicas, caracterizadas pela presença de múltiplos domínios 

estruturais conservados. A estrutura complexa destas proteínas consiste em um 

sinal de sequência N-terminal, seguido por um pró-domínio, um domínio 

metaloproteinase (domínio catalítico), um domínio semelhante a desintegrina, um 

domínio rico em cisteína, um domínio similar ao EGF (fator de crescimento 

epidermal), um domínio transmembrânico e uma cauda citoplasmática (Figura 6A). 

Da mesma forma como nas MMPs, a ativação das ADAMs acontece após a 

remoção ou clivagem do pró-domínio, e mudança da sua distribuição intracelular 

(REISS; SAFTIG, 2009). Os diferentes domínios das ADAMs apresentam funções 
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independentes, porém complementares. Desta forma, estas proteínas são dotadas 

com características de metaloproteinases e moléculas de adesão (BLOBEL, 1997; 

ZHANG et al., 1998). 

As ADAMs exercem um papel fundamental na regulação do fenótipo celular; 

modulando a interação célula-célula, a adesão à MEC, o processamento proteolítico 

de diversas moléculas de superfície e de sinalização intra e intercelular (EDWARDS; 

HANDSLEY; PENNINGTON, 2008; PRIMAKOFF; MYLES, 2000). Assim, a ativação 

das ADAMs influencia tanto a promoção da adesão celular em tumores, através da 

interação entre os domínios desintegrina com as integrinas e proteoglicanos; como a 

invasão tumoral e metástase, através da clivagem e liberação de moléculas de 

superfície celular e fatores solúveis presentes na MEC (ARRIBAS; BECH-SERRA; 

SANTIAGO-JOSEFAT, 2006; FLUHRER; HAASS, 2007). Por outro lado, a 

desregulação das ADAMs pode contribuir para mecanismos patológicos, tais como o 

câncer, doenças neurológicas e cardiovasculares, infecção e inflamação 

(CHRISTIAN, 2012; EDWARDS; HANDSLEY; PENNINGTON, 2008). 

 

 

Figura 6 – Representação esquemática das ADAMs, ADAMTSs e MMPs. (A) Domínios 
estruturais das ADAMs, ADAMTSs e MMPs. As ADAMs e ADAMTSs apresentam pró-
domínios e domínios catalíticos homólogos às MMPs. As três metaloproteinases diferem nos 
seus domínios auxiliares C-terminais, os quais medeiam a interação com substratos e outras 
proteínas. (B) Em contraste com as ADAMs, as ADAMTSs são metaloproteinases 
secretadas que não possuem domínios transmembrânicos e citoplasmáticos. Adaptado de 
(Yang; Chanalaris; Troeberg, 2017). 
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 As ADAMTSs (uma desintegrina e metaloproteinase com motivos 

trombospondina) são enzimas semelhantes às MMPs, dependentes de zinco e cálcio 

(PORTER et al., 2005). As ADAMTSs atuam em muitos processos bioquímicos e 

biológicos (fisiológicos ou patológicos), incluindo a degradação específica dos 

proteoglicanos agrecam e versicam, ativação de receptores de superfície celular e 

fatores de crescimento (LE GOFF; CORMIER-DAIRE, 2011). Além disso, as 

ADAMTSs estão envolvidas em diversas funções, tais como a angiogênese 

(IRUELA-ARISPE; CARPIZO; LUQUE, 2003; LE GOFF; CORMIER-DAIRE, 2011), 

organogênese (PORTER et al., 2004), migração celular (KELLER; BRADLEY; 

ACOTT, 2009), processamento do colágeno (LE GOFF; CORMIER-DAIRE, 2011) e 

clivagem da protease do fator de Von Willebrand para a homeostase de coagulação 

sanguínea e inflamação (APTE, 2009; KUNO et al., 1997). 

Foram descritos 19 membros da família ADAMTSs, todas elas compartilham 

de uma estrutura em comum. Esta estrutura compreende a partir da região N-

terminal: um sinal de sequência, um pró-domínio, um domínio metaloproteinase, um 

domínio semelhante a desintegrina, um domínio trombospondina (TSP) na região 

central, um domínio rico em cisteína e uma região espaçadora. A diferença entre os 

diferentes membros das ADAMTSs está na quantidade de motivos TSP e a 

presença de alguns domínios adicionais (como os domínios protease & lacunina, 

domínios Gon-1, domínios semelhantes à mucina e domínios Cub) presentes na 

região C-terminal (Figura 7) (APTE, 2004; KUNO et al., 1997; PORTER et al., 2005; 

TORTORELLA et al., 2009).  
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Figura 7 – Domínios estruturais e análise filogenética dos membros da família 
ADAMTS. Adaptado de (Stanton et al., 2011). 

 

Da mesma forma que as MMPs, as ADAMTSs precisam ser ativadas através 

da clivagem do pró-domínio por convertasas (como a furina). O pró-domínio não só 

mantem as ADAMTSs em estado latente, por ficar próximo ao sítio catalítico e 

dificultar o reconhecimento do substrato e hidrólise; mas também mantem a correta 

conformação das ADAMTSs para a sua secreção (PORTER et al., 2005; ROCKS et 

al., 2008; STANTON et al., 2011).  

O domínio catalítico possui uma sequência de ligação ao zinco 

(HEBxHxBGBxH), na qual três resíduos de histidina coordenam a um íon de zinco, 

essencial para a hidrólise (GOMIS-RÜTH, 2009). Próximo ao domínio catalítico se 

encontra um domínio semelhante a desintegrina, este tem um 35 a 45% de 

similaridade com as desintegrinas do veneno de cobra (HUANG, 1998). Assim, o 

domínio semelhante a desintegrina funciona regulando a atividade das ADAMTSs, 

provavelmente fornecendo uma superfície auxiliar de ligação ao substrato 

(GERHARDT et al., 2007). Já, o domínio rico em cisteína e a região espaçadora, 
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determinam tanto o reconhecimento e a ligação da protease aos substratos, assim 

como a localização das ADAMTSs na MEC (FUSHIMI et al., 2008; GENDRON et al., 

2007).  

Entre o domínio semelhante a desintegrina e o domínio rico em cisteína se 

encontra um motivo TSP central. Este motivo TSP é altamente conservado entre 

todas as ADAMTSs, e possui atividade antiangiogênica e antitumoral (LIU; XU; YU, 

2006). Por outro lado, os motivos TSP adicionais presentes na região C-terminal, 

atuam juntamente com o domínio semelhante a desintegrina. Desta forma, os 

motivos TSP adicionais apresentam papéis importantes na localização apropriada da 

protease na MEC e no reconhecimento de substratos (como a heparina ou outros 

receptores) (PORTER et al., 2005; STANTON et al., 2011). 

A estrutura multidomínios das ADAMTSs, confere-lhes de características 

distintivas e habilidades funcionais, como o reconhecimento de substratos e 

propriedades de ligação e ancoramento (APTE, 2009). Porém, quando as ADAMTSs 

sofrem proteólise na sua região C-terminal, propiciam a expansão das propriedades 

funcionais. Desta forma, as modificações nas ADAMTSs alteram a ligação e o 

reconhecimento de proteínas da MEC e da superfície celular. Ademais, alguns dos 

fragmentos C-terminais libertados podem exibir atividades biológicas autónomas 

(RODRIGUEZ-MANZANEQUE et al., 2000). 

Com base na sua estrutura e/ou funcionalidade, a família ADAMTS é 

geralmente subdividida em quatro classes: agrecanases ou proteoglicanases 

(ADAMTS -1, -4, -5, -8, - e -15), pró-colageno-n-peptidase (ADAMTS -2, -3 e -14), 

clivagem do fator de Von Willebrand (ADAMTS-13), e aquelas proteases com 

funções indefinidas (APTE, 2009; PORTER et al., 2005). 

 

2.6.1 ADAMTS-1 

 

A protease ADAMTS-1 é o primeiro membro identificado da família ADAMTS. 

Inicialmente, ADAMTS-1 foi descrita como um mediador da inflamação (KUNO et al., 

1997). Entretanto, a atividade desta protease tem sido associada na organogênese 

(GÜNTHER et al., 2005; THAI; IRUELA-ARISPE, 2002), foliculogênese ovariana e 

formação de vasos sanguíneos e linfáticos (BROWN et al., 2006; LUQUE; 

CARPIZO; IRUELA-ARISPE, 2003). 
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Esta protease foi denominada de ADAMTS-1 devido à presença de três 

motivos trombospondina do tipo 1 (TSP1) dentro da sua estrutura. O primeiro motivo 

TSP1 está localizada na região média da sequência de aminoácidos desta protease, 

no entanto que os dois motivos TSP1 restantes estão localizados na região C-

terminal (Figura 8) (COUSSENS; WERB, 1996; KUNO et al., 1997).  

Inicialmente, ADAMTS-1 é sintetizada como um pró-zimogênio (110 kDa). 

Logo após da tradução da ADAMTS-1, ela sofre glicosilação e passa por dois 

eventos de processamento independentes e sequenciais, os quais liberam para a 

MEC as formas maduras de 87 kDa e 65 kDa. A secreção da forma madura de 87 

kDa requer a excisão do pró-domínio por endopeptidases furina. Um segundo 

evento de processamento produz a forma madura de 65 kDa, isto por meio da auto-

clivagem proteolítica dos dois motivos TSP1 localizados na região C-terminal da 

ADAMTS-1 (Figura 8) (REHN et al., 2007; RODRIGUEZ-MANZANEQUE et al., 

2000). 

 

 

Figura 8 – Formas da protease ADAMTS-1. Estrutura geral da ADAMTS-1, indicando os 
dois eventos de processamento independentes e sequenciais (setas pretas). ADAMTS-1 é 
sintetizada como um pró-zimogênio de 110 kDa. A excisão do pró-domínio por 
endopeptidases furina, produz a forma madura de 87 kDa. A forma madura de 65 kDa 
resulta de um segundo evento de auto-clivagem proteolítica na região espaçadora da 
ADAMTS-1. Adaptado de (Rodriguez-Manzaneque et al., 2000). 

 

A forma madura da ADAMTS-1 remodela a MEC através da degradação 

proteolítica de substratos. O domínio catalítico metaloproteinase facilita então a 

clivagem de colágeno tipo I (REHN et al., 2007), proteoglicanos (agrecam, versicam, 

sindecam-4) (HU et al., 2012; NAKAMURA et al., 2005), proteínas da membrana 

basal (nidogênio 1 e 2) e proteínas TSP1 (CANALS et al., 2006; TAN; 

RICCIARDELLI; RUSSELL, 2013). Por outro lado, o motivo TSP1 central apresenta 
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sequências de aminoácidos que interagem diretamente com a forma latente do TGF-

β (fator de crescimento transformante beta) (BOURD-BOITTIN et al., 2011). Já os 

dois motivos TSP1 presentes na região C-terminal, associa-se com 

glicosaminoglicanos sulfatados e fibulina-1. Ademais, estes motivos interagem 

diretamente com os receptores para TSP1 (CD36 e CD47) e glicoproteínas lb (TAN; 

RICCIARDELLI; RUSSELL, 2013).  

ADAMTS-1 é uma metaloproteinase multifuncional, e sua expressão pode ser 

detectada em uma variedade de neoplasias e eventos de remodelação da MEC 

(PORTER et al., 2005; ROCKS et al., 2008). A desregulação da ADAMTS-1 está 

associada a vários tipos de cânceres. Assim, uma diminuição da expressão de 

ADAMTS-1 ocorre frequentemente com o início de muitos cânceres primários. 

Porém, o aumento de ADAMTS-1 confere mudanças no comportamento das células 

tumorais, auxiliando e promovendo a invasão tumoral e metástase. Por conseguinte, 

os níveis reduzidos de ADAMTS-1 durante o desenvolvimento do tumor, e o 

aumento desses níveis durante a progressão metastática, indicam que ADAMTS-1 

possui um papel relevante no câncer (LIU; XU; YU, 2006; MASUI et al., 2001; MINN 

et al., 2005; RICCIARDELLI et al., 2011; TAN; RICCIARDELLI; RUSSELL, 2013). 

O mecanismo de ação da ADAMTS-1 na progressão tumoral ainda não está 

claramente definido. Embora a molécula inteira de ADAMTS-1 promova a metástase, 

os fragmentos da molécula que não possuem atividade catalítica mostraram um 

efeito inibitório contra a metástase. A atividade anti-tumoral dos fragmentos de 

ADAMTS-1 depende então do motivo TSP-1, o qual é mascarado na molécula de 

comprimento total. Portanto, dependendo do local de auto-clivagem proteolítica, 

ADAMTS-1 pode estar relacionada à atividade antitumoral (PORTER et al., 2005) ou 

atividade pró-tumoral e estimuladora de metástase (LIU; XU; YU, 2006; LU et al., 

2009).  

Ademais, ADAMTS-1 atua como um fator anti-angiogênico, através do 

sequestro de fatores de crescimento, como o VEGF 165 (fator de crescimento 

endotelial vascular). Desta forma, ADAMTS-1 impede a interação do fator de 

crescimento com seu respectivo receptor (KUNO et al., 2000; RUSSELL et al., 2003; 

SANDY et al., 2001). A interação direta do VEGF 165 com a ADAMTS-1 acontece na 

região espaçadora junto com o motivo TSP1 localizado na região C-terminal 

(IRUELA-ARISPE; CARPIZO; LUQUE, 2003; LUQUE; CARPIZO; IRUELA-ARISPE, 

2003). Por outro lado, ADAMTS-1 pode promover a angiogênese e invasão tumoral, 
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através da sua atividade sheddase sobre os precursores transmembrânicos do fator 

de crescimento epidermal ligado a heparina (HB-EGF) e ativação do seu receptor 

(LIU; XU; YU, 2006). Por conseguinte, ADAMTS-1 pode afetar as atividades de 

diferentes fatores de crescimento envolvidos na progressão tumoral, tornando a esta 

protease um importante alvo de investigação. 

A interação da protease ADAMTS-1 com as proteínas da MEC e receptores 

celulares tumorais, torná-la uma candidata a modular o microambiente tumoral, 

influenciando a progressão tumoral (PORTER et al., 2005). Porém, não está bem 

estabelecido se a atividade da ADAMTS-1 está relacionada com a função 

proteolítica exercida pelo domínio metaloproteinase ou pela presença das repetições 

de TSP1 localizadas na região C-terminal. Ademais, os motivos TSP-1 não estão 

limitados somente a interagir com um fator de crescimento específico, sendo assim 

um mecanismo endógeno no controle da biodisponibilidade dos diferentes fatores de 

crescimento (LIU; XU; YU, 2006; MARGOSIO et al., 2003). 

 

2.7 Fator de crescimento de hepatócitos (HGF) 

 

O HGF atua tanto como um fator pleiotrópico, assim como uma citocina. Este 

fator de crescimento é secretado principalmente pelas células mesenquimais, tais 

como fibroblastos e adipócitos (BASILICO et al., 2008; DIRAT et al., 2011; 

YOSHINAGA et al., 1993). Inicialmente, o HGF é secretado como um precursor 

biologicamente inerte de cadeia simples.  A ativação deste fator de crescimento 

acontece então após a clivagem proteolítica da ligação entre a Arg494 e Val495 na 

sua cadeia simples. Assim, a forma madura do HGF consiste em uma cadeia α e 

uma cadeia β, ambas ligadas por pontes dissulfídicas (ORGAN; TSAO, 2011).  

O HGF se liga e ativa ao receptor tirosina quinase c-Met. Este receptor é um 

heterodímero, formado por duas unidades dissulfídicas ligadas: uma cadeia α 

extracelular e uma cadeia β transmembrânica (COOPER, 1992). A porção 

extracelular é composta por três tipos de domínios: O domínio semaforina (Sema), o 

qual engloba a cadeia α inteira e uma parte da cadeia β; o domínio PSI (Plexina–

Semaforina–Integrina) e o domínio IPT (Imunoglobulina–Plexina–Fatores de 

transcrição). Intracelularmente, o receptor c-Met é composto por um domínio 

justamembrana que contém um resíduo de tirosina Y1003; um domínio catalítico de 

tirosina quinase com resíduos Y1234 e Y1235; e um local de ancoragem 
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multifuncional que contém as tirosinas Y1349 e Y1356, os quais recrutam várias 

proteínas adaptadores uma vez ativado o c-Met (Figura 9) (ORGAN; TSAO, 2011). 

 

 

Figura 9 – Domínios estruturais do receptor c-Met. Adaptado de (Comoglio; Giordano; 
Trusolino, 2008). 

 

A ativação do receptor c-Met desencadeia uma serie de eventos de 

sinalização. Assim, a ligação do HGF ao seu receptor c-Met induz a 

homodimerização do c-Met e a fosforilação dos resíduos de tirosinas Y1234 e Y1235 

(RODRIGUES; PARK, 1994). Subsequentemente, as tirosinas Y1349 e Y1356 são 

fosforiladas, o que, promove ao recrutamento e ativação de proteínas adaptadoras e 

transdutores de sinais intracelulares. Entre os componentes do complexo de 

sinalização recrutados temos as proteínas adaptadoras Grb-2, Gab-1, SHC, Crk, e 

outras proteínas transdutoras como PI3K, rasGAP, PLC-γ, src, o fator de troca de 

nucleotídeos de guanina SOS, as fosfatases SHP2 e SHP1, e o fator de transcrição 

STAT-3. A formação desses complexos estimula diferentes vias de sinalização, tais 

como ERK/MAPK, JNK, FAK (quinase de adesão focal), Akt/PKB, STAT 3/5, os 

quais são essenciais para a regulação do crescimento, sobrevivência, motilidade, 

invasão e modificações no citoesqueleto das células (Figura 10) (BIRCHMEIER et 
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al., 2003; FURGE; ZHANG; VANDE WOUDE, 2000; TRUSOLINO; BERTOTTI; 

COMOGLIO, 2010). 

 

 

Figura 10 – Componentes do complexo de sinalização recrutados e vias de 
sinalização ativadas pela ligação do HGF com o seu receptor c-Met. Adaptado de 
(Organ; Tsao, 2011). 

 

Embora a fosforilação das tirosinas Y1234 e Y1235 modulem positivamente a 

atividade do c-Met, a fosforilação da tirosina Y1003 regula negativamente a este 

receptor. Esta regulação negativa acontece com o recrutamento da proteína 

adaptadora Cbl, após a fosforilação da tirosina Y1003. Assim, forma-se o complexo 

Cbl-CIN85-endofilina, o qual promove a internalização do c-Met, mediada por 

vesículas revestidas de clatrina. Portanto, o Cbl facilita a ubiquitinação e degradação 

proteossomal do c-Met (LI et al., 2007; PETRELLI et al., 2002; RAIBORG; RUSTEN; 

STENMARK, 2003). Por outro lado, o c-Met pode ser regulado negativamente por 

ação de várias proteínas tirosina fosfatases (PTPs), ativação da proteína quinase C 
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(PKC) ou um aumento intracelular dos níveis de cálcio (Figura 10) (GANDINO et al., 

1990; GANDINO et al., 1991; GANDINO et al., 1994). 

Fisiologicamente, o c-Met é responsável pelo desenvolvimento embrionário e 

cicatrização de feridas (CORSO; COMOGLIO; GIORDANO, 2005). Assim, com a 

estimulação do HGF, o c-Met induz inúmeras respostas biológicas, tais como a 

proliferação celular, sobrevivência, motilidade, dispersão, diferenciação e 

morfogênese (BIRCHMEIER et al., 2003; TRUSOLINO; COMOGLIO, 2002). 

A ativação constitutiva ou prolongada do c-Met está envolvida na formação e 

progressão tumoral, contribuindo na proliferação, crescimento, dissociação, 

sobrevivência, transição epitélio-mesênquima (TEM), motilidade, angiogênese, 

invasão e metástase de uma grande variedade de tumores sólidos (DE HERDT; 

BAATENBURG DE JONG, 2008; JIANG et al., 1999; SUGAWARA et al., 1997; 

TRUSOLINO; COMOGLIO, 2002). Ademais, a interação tumor–estroma facilita a 

disseminação metastática do câncer. Devido que o HGF pode ser secretado tanto 

pelas células tumorais como pelas células do estroma (TUCK et al., 1996).  

Portanto, a desregulação no receptor c-Met tem sido implicada no 

desenvolvimento e progressão de muitos tipos de cânceres (KRAUSE; VAN ETTEN, 

2005). Estudos recentes indicaram um papel importante do c-Met no 

desenvolvimento e progressão do fibrossarcoma. Isto, devido à expressão de 

elevados níveis do receptor c-Met nas células tumorais de fibrossarcoma, e a 

fosforilação constitutiva deste receptor (LIANG et al., 2004; UCHIDA et al., 2001). 

 

2.8 Fator de crescimento transformante beta (TGF-β) 

 

A superfamília TGF-β compreende uma série de fatores estruturalmente 

relacionados, capazes de regular inúmeros processos celulares, tais como a 

proliferação, o crescimento, a migração, a motilidade e a diferenciação, além da 

regulação de componentes da MEC (LAWRENCE, 1996; MASSAGUÉ, 1998). 

Na natureza, os TGF-βs podem ser encontradas nas isoformas de TGF-β1, 

TGF-β2 e TGF-β3, as quais estão relacionadas estrutural e funcionalmente, e 

codificadas por diferentes genes (BURT; LAW, 1994). 

Inicialmente, as isoformas do TGF-β são codificadas sobre a forma de 

grandes proteínas precursoras. Logo após, elas passam por vários eventos de 

processamento intracelular, como a clivagem proteolítica por furina endopeptidases. 
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Assim, as isoformas do TGF-β encontram-se organizadas em um dímero proteico 

localizado na região N-terminal, chamado de peptídeo associado à latência (LAP); e 

um segundo dímero proteico localizado na região C-terminal, chamado de TGF-β 

maduro (KHALIL, 1999). O LAP então permanece ligado ao TGF-β maduro por 

interações não covalentes, formando um complexo de latência. Porém, uma outra 

proteína, denominada LTBP (latent TGF-β binding protein) também compõe este 

complexo, através da sua ligação ao LAP por pontes dissulfeto (PIEK; HELDIN; TEN 

DIJKE, 1999). Esta proteína LTBP não é responsável por conferir latência ao TGF-β, 

mas sim está relacionada ao controle da secreção, armazenamento na MEC e ainda 

à ativação do TGF-β (Figura 11) (MASSAGUÉ, 1998). 

 

 

Figura 11 – Representação esquemática do processo de ativação do TGF-β. O TGF-β é 
sintetizado como uma grande proteína precursora (Pre-pro-TGF-β), a qual sofre clivagem 
proteolítica por uma furina. Então, forma-se um complexo de latência que está constituído 
por um dímero LAP (peptídeo associado à latência), um dímero de TGF-β maduro e uma 
proteína LTBP. Esta última proteína facilita a secreção deste complexo para a MEC, onde 
torna-se ativo por meio da clivagem por diferentes fatores, como proteases. Desta forma, o 
TGF-β ativo se liga a seus respectivos receptores (TβR) para iniciar a cascata de sinalização 
intracelular. Adaptado de (Gressner; Weiskirchen; Gressner, 2007). 

 

Para que o TGF-β se ligue ao seu respectivo receptor de membrana e 

desencadeie o processo de transdução de sinal intracelular, precisa-se quebrar a 

associação entre o LAP e o TGF-β maduro (KHALIL, 1999; MASSAGUÉ, 1998). 

Portanto, o TGF-β torna-se ativo através da clivagem proteolítica entre LAP e o TGF-

β maduro, por diferentes fatores tais como pH ácido, altas temperaturas, espécies 

reativas de oxigênio, integrinas, trombospondina e proteases (Figura 11) (GANTT et 

al., 2003; GUO et al., 2002; MUNGER et al., 1997; MUNGER et al., 1999; 

SOMANNA; MUNDODI; GEDAMU, 2002).  
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Os ligantes TGF-β possuem três receptores de superfície, denominados: 

receptor de TGF-β do tipo I (TβRI), receptor de TGF-β do tipo II (TβRII) e receptor de 

TGF-β do tipo III (TβRIII). A sinalização do TGF-β ocorre principalmente através dos 

receptores TβRI e TβRII, os quais são receptores serina/treonina quinase 

transmembrânicas (MASSAGUÉ, 1998; TEN DIJKE; HILL, 2004). Assim, a ativação 

da transdução do sinal tem início após a ligação do TGF-β ao seu receptor tipo II 

(TβRII) e a sua subsequente ligação com o receptor tipo I (TβRI). Esta dimerização 

leva à fosforilação de proteínas citoplasmáticas denominadas R-SMADs. Dois tipos 

de proteínas R-SMADs participam da transdução de sinal do TGF-β, SMAD2 e 

SMAD3, e sua fosforilação promove a formação de homodímeros (pSMAD2/2 ou 

pSMAD3/3) ou heterodímeros (pSMAD2/3). A transdução do sinal é então mediada 

por uma proteína SMAD co-estimulatória (C-SMAD), comum à transdução de outros 

membros da superfamília de TGF-β, SMAD4. O dímero pSMAD liga-se à SMAD4 

translocando-se para o núcleo e controlando a transcrição de diversos genes alvo 

(Figura 12A) (HELDIN; MIYAZONO; TEN DIJKE, 1997; KRETZSCHMAR; 

MASSAGUÉ, 1998). 

Por outro lado, algumas evidências bioquímicas apoiam a ideia de que vias 

alternativas ou independentes de SMADs também participam da sinalização por 

TGF-β (MOUSTAKAS; HELDIN, 2005). Assim, o TGF-β pode estar associado a 

outras vias de sinalização, incluindo as vias MAPKs, ERK, JNK, p38, PI3K, 

fosfatases PP2A e ainda membros da família Rho. Algumas dessas vias regulam a 

ativação de SMADs, mas outras podem induzir respostas não relacionadas à 

transcrição (Figura 12B) (DERYNCK; ZHANG, 2003). 
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Figura 12 – Vias de sinalização intracelular do TGF-β. (A) Ativação da via clássica de 
sinalização de TGF-β, a qual é dependente da participação das proteínas SMADs. (B) 
Ativação das vias alternativas de sinalização de TGF-β, também denominadas de vias não 
SMADs. Adaptado de (Akhurst; Hata, 2012). 

 

O TGF-β1 por ser uma proteína multifuncional, tem sido implicada em várias 

condições fisiológicas e patológicas, incluindo o controle do ciclo celular, invasão e 

metástase de células tumorais (MASSAGUÉ, 1998). Este fator de crescimento 

mostrou ter função dupla na progressão tumoral, diminuindo ou promovendo a 

invasão das células tumorais, dependendo do tipo de tumor e da fase de progressão 

(MARKOWITZ; ROBERTS, 1996; MASSAGUÉ; ATTISANO; WRANA, 1994).  Assim, 

no caso do fibrossarcoma o TGF-β1 apresenta um efeito anti-invasivo e anti-

migratório (KWAK et al., 2006). 
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3 OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o papel da protease ADAMTS-1 e sua ligação com o microambiente 

tumoral do fibrossarcoma. Nosso enfoque foi estudar o efeito da protease ADAMTS-

1 na regulação das atividades estimuladas pelos fatores de crescimento (HGF e 

TGF- β1), sobre a linhagem celular derivada de fibrossarcoma.  

 

3.2 Objetivos específicos 

 

i.) Analisar in vitro, o efeito da protease ADAMTS-1 nos processos de proliferação, 

migração e formação de fibrosarcoesferas nas células de fibrossarcoma 

(HT1080) tratadas com HGF ou TGF-β1. 

ii.) Elucidar as vias de sinalização clássicas perturbadas pela protease ADAMTS-1, 

após o estímulo com HGF ou TGF-β1 em células de fibrossarcoma (HT1080). 

iii.) Estudar in vivo, o efeito da protease ADAMTS-1, nas células de fibrossarcoma 

(HT1080) tratadas com HGF, na formação de microtumores em embriões de 

zebrafish. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 49 

4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

Esse trabalho envolveu manipulação direta com animais, e foi aprovado pelo 

Comitê de Ética e Pesquisa (CEP-IB), parecer n° 99/2012, de 18 de setembro de 

2012. 

 

4.1 Linhagens Celulares 

 

A linhagem celular derivada de fibrossarcoma (HT1080) foi cultivada em meio 

mínimo essencial de Eagle (MEM; Vitrocell Embriolife, Campinas, SP, Brasil) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Cultilab, Campinas, SP, Brasil). A 

linhagem derivada de células embrionárias de rim transformadas com adenovírus 

(HEK293T), foi cultivada em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Sigma, 

St. Louis, MO, USA) suplementado com 10% de SFB (Cultilab).  

As células foram mantidas em frascos de 25 cm2 a 37 °C, em atmosfera 

contendo 5% de CO2. O crescimento das células foi monitorado diariamente em 

microscópio invertido de contraste de fase, e o meio de cultura foi trocado a cada 2 

ou 3 dias, de acordo com o metabolismo celular. Após atingirem a sub-confluência, 

as células foram sub-cultivadas. Amostras representativas da cultura foram 

congeladas e mantidas em recipientes contendo nitrogênio líquido, crio-protegidas 

com 10% de di-metil sulfóxido (DMSO; Sigma). 

 

4.2 Transdução das linhagens celulares HT1080 e HEK293T 

 

Obtivemos comercialmente as partículas virais HPK-LvTR-20 

(GeneCopoeiaTM, Rockville, MD, USA) contendo o vetor lentiviral pReceiver-Lv213 

(GeneCopoeiaTM) para superexpressar ADAMTS-1. Entre as características do 

vector lentiviral podemos mencionar a presença do promotor CMV, o gene repórter 

mCherry (RFP) e o gene de resistência ao antibiótico puromicina (Figura 13). As 

células HEK293T e HT1080 foram então transduzidas de acordo com as instruções 

do fabricante. 
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Figura 13 – Esquema do vetor lentiviral pReceiver-Lv213. Adaptado de 
(GeneCopoeiaTM). 

 

Um dia antes da transdução, as células HT1080 e HEK293T foram cultivadas 

com seus respectivos meios de cultura, suplementados com 10% de SFB na 

ausência de antibiótico. Ambas células foram incubadas durante 1 hora a 4 °C, com 

partículas virais e 10 µg/ml de polibreno (Sigma), ambos adicionados no meio de 

cultura suplementado com 5% de SFB. Em seguida, o meio contendo as partículas 

virais foi substituído por meio suplementado com 10% de SFB, e as células foram 

então mantidas em atmosfera contendo 5% de CO2 a 37 °C. Após 5 dias, as células 

transduzidas para superexpressar ADAMTS-1 foram selecionadas com 1 mg/ml de 

puromicina durante 2 semanas. Como controle utilizou-se o mesmo vetor sem a 

sequência para superexpressar ADAMTS-1. 

 

4.3 Coleta do meio condicionado (MC) 

 

O meio condicionado foi coletado a partir das células transduzidas HEK293T 

que superexpressam ADAMTS-1 (chamadas de HEK293T-MPA) e células HEK293T 

do tipo selvagem (Controle). Ambas células foram cultivadas em placas de 100 mm 

(Corning, New York, NY, USA) até atingir um 85% de confluência. Logo após, o meio 

DMEM suplementado com 10% SFB foi substituído por MEM sem soro e mantidas 

na estufa durante 36 horas. Finalmente, o meio condicionado foi coletado e filtrado 

em membrana de tamanho de poro de 0,45 µm (Corning) com a finalidade de 

remover os fragmentos de células.  

O meio condicionado das células HEK293T-MPA (MC enriquecido com 

ADAMTS-1) e o meio condicionado das células HEK293T do tipo selvagem (MC 

Controle) foram imediatamente usados nos ensaios de incorporação de 
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bromodeoxiuridina (BrdU), expressão de Ki67, velocidade de migração, immunoblot 

e hanging drop. 

 

4.4 Ensaio de incorporação de bromodeoxiuridina (BrdU) 

 

As células HT1080 transduzidas para superexpressar ADAMTS-1 (chamadas 

de HT1080-MPA) e células HT1080 controle (HT1080-MPC) foram cultivadas na 

concentração de 5000 células/lamínula redonda de 13 mm. Após as células 

passarem pelo período de carenciamento de 48 horas, as células foram tratadas 

com 10 ng/ml de TGF-β1 (Life Technologies, Eugene, Oregon, USA) ou 10 ng/ml de 

HGF (Life Technologies) durante 20 horas. 

Por outro lado, células HT1080 do tipo selvagem foram cultivadas na 

concentração de 5000 células/lamínula redonda de 13 mm. A seguir, as células 

passaram por um período de carenciamento de 48 horas. Após este período as 

células foram tratadas com 10 ng/ml de HGF, o qual foi acrescido ao MC enriquecido 

com ADAMTS-1 ou ao MC Controle, durante 20 horas.  

Analisamos então a proliferação destas células, através do ensaio de 

incorporação de BrdU. Para tal fim, as células foram incubadas com 5 µM de 

bromodeoxiuridina (BrdU; Sigma) adicionado no meio durante as últimas 3 horas de 

tratamento com os fatores de crescimento. Após as células serem fixadas com 

paraformaldeído 4% por 10 minutos, o DNA das células foi desnaturado com 2 N de 

HCl durante 30 minutos, para logo ser neutralizado com 0.1 M de tampão borato (0.1 

M ácido bórico, 0.15 M NaOH, pH 8.4) durante 10 minutos. As células foram então 

incubadas com 0.3% de Triton X-100 (Sigma) em PBS por 15 minutos, e bloqueadas 

com 5% de albumina do soro bovino (BSA; Sigma) e 0.3% de Triton X-100 em PBS 

durante 1 hora. Subsequentemente, as células foram incubadas overnight com o 

anticorpo primário anti-BrdU (anticorpo monoclonal gerado em camundongo 

conjugado a biotina, clone PRB-1, MAB 3252B, Millipore, Billerica, MA, USA), diluído 

1:100 em PBS 0.1% de Triton X-100 e 1% de BSA (Sigma). O anticorpo biotinilado 

foi detectado com estreptavidina-Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Eugene, Oregon, USA) 

na concentração de 1:500 durante 1 hora. Finalmente, as lamínulas foram montadas 

com Pro Long with DAPI (Invitrogen) e analisadas em microscópio de fluorescência 

(Axio vert A1, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha), utilizando objetiva LD-Plan 20 X. 



 52 

As imagens foram adquiridas de pelo menos cinco campos, usando a câmera 

digital AxionCam MRc (Carl Zeiss). E através do software Fiji/ImageJ foi calculado a 

percentagem de núcleos que incorporaram BrdU sobre o número total de núcleos 

(corados com DAPI). 

 

4.5 Ensaio de expressão de Ki67 

 

A proliferação celular do fibrossarcoma foi revisada através do ensaio de 

expressão do marcador de proliferação Ki67.  

Neste ensaio, as células HT1080 do tipo selvagem foram cultivadas na 

concentração de 5000 células/lamínula redonda de 13 mm durante 24 horas. A 

seguir, as células passaram por um período de carenciamento de 48 horas, para 

logo serem tratadas com 10 ng/ml de HGF (Life Technologies), o qual foi acrescido 

ao MC enriquecido com ADAMTS-1 ou ao MC Controle, durante 20 horas.  

Depois desse período de tratamento, as células foram fixadas com 

paraformaldeído 4% durante 10 minutos. Em seguida as lamínulas foram 

permeabilizadas com 0,05% de Triton X-100 (Sigma) durante 1 hora, e bloqueadas 

com 5% de soro normal de cabra (KPL, Gaithersburg, MD, USA). Logo após o 

bloqueio dos sítios inespecíficos as amostras foram incubadas overnight com o 

anticorpo primário anti-Ki67 (anticorpo policlonal gerado em coelho, sc-15402, Santa 

Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA), na concentração de 1:50, diluído em 

PBS 0.1% de Triton X-100 e 1% de BSA (Sigma). As lamínulas foram então 

incubadas com o anticorpo secundário anti-coelho IgG produzido em cabra, 

conjugado com o fluoróforo Alexa Fluor 568 (Invitrogen), na concentração de 1:500 

durante 1 hora no escuro. Finalmente, as lamínulas foram montadas com Pro Long 

with DAPI (Invitrogen) e analisadas em microscópio de fluorescência (Axio vert A1, 

Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha), utilizando objetiva LD-Plan 20 X. 

As imagens foram adquiridas de pelo menos cinco campos, usando a câmera 

digital AxionCam MRc (Carl Zeiss). E através do software Fiji/ImageJ foi calculado a 

percentagem de núcleos positivos para Ki67, a partir do número total de núcleos 

(corados com DAPI).  
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4.6 Ensaios de time-lapse 

 

Concomitante à análise de proliferação celular através da incorporação de 

BrdU e expressão de Ki67, determinamos também a velocidade de migração das 

células de fibrossarcoma em diferentes condições. 

As células transduzidas HT1080-MPA e HT1080-MPC foram cultivadas na 

concentração de 10.000 células/poço em placas de 12 poços (Corning) durante 24 

horas. Após as células passarem por um período de carenciamento de 24 horas, as 

células foram tratadas com 10 ng/ml de TGF-β1 (Life Technologies) ou 10 ng/ml de 

HGF (Life Technologies).  

Adicionalmente, células HT1080 do tipo selvagem foram cultivadas na 

concentração de 10.000 células/poço em placas de 12 poços (Corning) durante 24 

horas. Após as células passarem por um período de carenciamento de 24 horas, as 

células foram tratadas com 10 ng/ml de HGF (Life Technologies), o qual foi 

acrescido ao MC enriquecido com ADAMTS-1 ou ao MC Controle.  

As imagens foram adquiridas imediatamente após o tratamento com os 

fatores de crescimento, através do sistema de microscopia de fluorescência IN Cell 

Analyzer 2000 (Amersham, GE Healthcare Life Sciences, Pittsburg, PA, USA). Por 

meio deste sistema, as células foram mantidas em atmosfera contendo 5% de CO2 a 

37 °C. E as imagens foram adquiridas em intervalos de 10 minutos durante o tempo 

total de 12 horas, utilizando objetiva Plan Apo 10 X/0.45 NA.  

Para medir a velocidade de migração celular em µm/hr utilizamos o plugin 

MTrackJ do software Fiji/ImageJ (escrito por Erik Meijering, Biomedical Imaging 

Group Rotterdam, Erasmus MC University Medical Center Rotterdam, the 

Netherlands), o qual facilita o rastreamento manual das células que não sofreram 

divisão celular e das células que não tiveram contato umas com as outras. 

 

4.7 Immunoblot 

 

Para elucidar as vias de sinalização estimuladas pelos fatores de crescimento 

e perturbadas pela protease ADAMTS-1, células transduzidas HT1080-MPA e 

HT1080-MPC foram cultivadas na concentração de 50.000 células/poço em placas 

de 6 poços (Corning) durante 24 horas. Após as células passarem por um período 

de carenciamento de 48 horas, as células foram tratadas com 10 ng/ml de TGF-β1 
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(Life Technologies) ou 10 ng/ml de HGF (Life Technologies) durante diferentes 

intervalos de tempo.  

Por outro lado, células HT1080 do tipo selvagem foram cultivadas na 

concentração de 50.000 células/poço em placas de 6 poços (Corning) durante 24 

horas. A seguir, as células passaram por um período de carenciamento de 48 horas. 

Após este período as células foram tratadas com 10 ng/ml de HGF (Life 

Technologies), o qual foi acrescido ao MC enriquecido com ADAMTS-1 ou ao MC 

Controle, durante diferentes intervalos de tempo.  

As células foram lisadas em tampão RIPA (150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% 

deoxicolato de sódio, 0.1% SDS, 50 mM Tris, pH 8.0), contendo inibidores de 

proteases e fosfatases. O lisados foram sonicados e, em seguida, centrifugados a 

15500 g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante contendo as proteínas solúveis 

foram recuperados e quantificados através do Kit de BCA (Pierce Inc, Rockford, IL, 

USA). Em seguida, foram ressuspendidas em tampão de amostras (sample buffer), 

contendo 150 mM Tris pH 6.8, 3% de SDS, 30% de glicerol, 15% de mercaptoetanol 

e 0,01% de azul de bromofenol.  

A eletroforese foi realizada seguindo o método SDS-PAGE. Foram 

carregadas 30 µg de proteína por poço, que foram separadas em gel de 

poliacrilamida 10% (preparado com 1.5 M Tris-HCl, 10% de SDS, 30% de bis-

acrilamida, 10% de persulfato de amônia e TEMED). Após a eletroforese, as 

proteínas foram transferidas para membranas de nitrocelulose Hybond ECL 

(Amersham, GE Healthcare Life Sciences, Pittsburg, PA, USA). 

A fim de marcar proteínas fosforiladas, as membranas foram bloqueadas 

overnight com 5% de BSA (Sigma) em solução salina tamponada com Tris (TBS). E 

para marcação das proteínas totais (não fosforiladas), as membranas foram 

bloqueadas em TBS com 5% de leite em pó desnatado e 0.05% de Tween 20 

(TTBS) durante 1 hora. Após três lavagens em TTBS, as membranas foram 

marcadas com os anticorpos primários anti p-cMet (Y1349) (1:500, 130H2, mAB 

3133, Cell Signaling, Danvers, MA, USA), anti p-cMet (Y1003) (1:500, 13D11, mAB 

3135, Cell Signaling), anti p-smad2/3 (1:1000, D27F4, mAB 8828, Cell Signaling), 

anti p-Akt (1:1000, 9275S, Cell Signaling), anti p-ERK1/2 (1:1000, E-4, sc-7383, 

Santa Cruz), anti p-FAK (1:500, 3282S, Cell Signaling), anti cMet (1:1000, D1C2, 

mAB 8198, Cell Signaling), anti smad2/3 (1:1000, AB 3102, Cell Signalling), anti Akt 
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(1:1000, AB 9272, Cell Signaling), anti ERK1/2 (1:1000, C-16, sc-93, Santa Cruz), 

anti FAK (1:1000, 3285, Cell Signalling) e β-actina (1:4000, Sigma).  

Por outro lado, verificamos a superexpressão de ADAMTS-1 nas células 

HT1080 e HEK293T, a partir da precipitação com etanol absoluto de 1 ml de meio 

condicionado. As amostras precipitadas foram ressuspendidas em tampão de 

amostra (sample buffer) e sujeitas a eletroforese em géis de poliacrilamida 10%. 

Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para membranas de 

nitrocelulose Hybond ECL (GE Healthcare Life Sciences). Em seguida as 

membranas foram bloqueadas em TBS com 5% de leite em pó desnatado e 0.05% 

de Tween 20 (TTBS) durante 1 hora. Após três lavagens em TTBS, as membranas 

foram marcadas com o anticorpo primário anti ADAMTS-1 (1:1.000, Abcam 28284) e 

β-actina (1:4.000, Sigma).  

Os anticorpos primários foram detectados por anticorpos secundários 

apropriados (anti-camundongo ou anti-coelho) conjugados com peroxidase. As 

membranas foram então submetidas à revelação utilizando o kit de 

quimioluminescência Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) e 

o equipamento MF-ChemiBIS 3.2 (DNR Bio-Imaging Systems, Biocompare). Para 

possibilitar a marcação com mais de um anticorpo, as membranas foram stripped 

com Restore Western Blot Stripping Buffer (Pierce) e submetida a novas marcações. 

 

4.8 Cultura 3D em Hanging Drop 

 

As células HT1080 do tipo selvagem foram cultivadas na concentração de 106 

células em placas de 100 mm (Corning). Após 24 horas, as células passarem pelo 

período de carenciamento de 48 horas. Em seguida, a monocamada de células foi 

tripsinizada e as células foram ressuspendidas com o MC enriquecido com 

ADAMTS-1 ou MC Controle, na presença ou ausência de 10 ng/ml de HGF (Life 

Technologies) ou 10% de SFB (Cultilab).  

Com o fim de observar a formação de fibrosarcoesferas em condições de 

perda de adesão (anoikis) realizamos a cultura 3D em Hanging drop. Para isto, as 

células foram inoculadas com 20% de metilcelulose (Sigma), na concentração de 5 x 

104 células em uma gota de 20 µl.  Após 8 dias de cultura, as fibrosarcoesferas 

foram fixadas em paraformaldeído 4% e permeabilizadas com 0,5% de Triton X-100 

(Sigma) durante 1 hora. Para logo, as amostras serem incubadas com faloidina 
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conjugada com Alexa Fluor 488 (Invitrogen), na concentração de 1:100 durante 1 

hora. Finalmente as amostras foram montadas com Pro Long with DAPI (Invitrogen) 

e analisadas em microscópio de fluorescência (Axio vert A1, Carl Zeiss, Oberkochen, 

Alemanha), utilizando objetiva LD-Plan 5 X. As imagens foram adquiridas usando a 

câmera digital AxionCam MRc (Carl Zeiss). E através do software Zen foi calculado o 

diâmetro das fibrosarcoesferas. 

 

4.9 Micro-injeção de células tumorais em embriões de zebrafish 

 

Para os estudos in vivo, foram utilizados embriões de zebrafish transgênicos 

Tg (fli1:EGFP) que expressam a proteína fluorescente EGFP em todas as células 

endoteliais. Tanto os peixes adultos quanto os embriões foram criados e mantidos 

de acordo com os regulamentos de bem-estar animal estabelecido pela Comissão 

de Ética no Uso de Animais do ICB-USP (Protocolo nº 99, p 132, livro 2). 

No ensaio de micro-injeção foram utilizados embriões de 48 h.p.f (horas após 

a fertilização), mantidos em meio de embrião com 0,01% de N-feniltiourea (PTU; 

Sigma) para evitar a melanização. Após os embriões serem anestesiados com 

0,003% de 3-aminobenzoico (Tricaine; Sigma), as células tumorais foram injetadas 

na cavidade pericárdica. 

Previamente ao processo de microinjeção, as células tumorais transduzidas 

HT1080-MPA e HT1080-MPC, foram carregadas com o corante vital fluorescente 

vermelho (CellTrace™ calcein orange AM, Life Technologies). Em seguida, as 

células foram tripsinizadas e ressuspendidas em meio MEM, na presença ou 

ausência de 10 ng/ml de HGF.  

Para a microinjeção utilizou-se o picoinjetor-1000 BTX (Harvard Apparatus 

Inc, Holliston, MA, USA) equipado com uma agulha de vidro de borosilicato de 0,5 

mm (diâmetro de abertura da agulha = 10-20 μm, Glass, Standard, 626000). Os 

parâmetros de injeção foram: pressão de injeção = 24 p.s.i., balance = 3 p.s.i., tempo 

de injeção = 10 ms.  

Os embriões injetados foram mantidos em meio de embrião com 0,01% de 

PTU (Sigma) a 35,5 °C. Após 4 dias da injeção, os embriões foram eutanasiados 

com 0.006% de Tricaine (Sigma) e diminuição de temperatura, no qual, a placa petri 

contendo os embriões com anestésico foi colocada sobre uma superfície gelada (0 
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ºC) durante 1 hora. Os embriões foram então lavados com PBS e fixados com 

paraformaldeído 4% durante 24 horas a 4 ºC com agitação constante.  

Os embriões fixados foram então montados em uma gota de agarose de 

0.8%, sobre uma placa petri com lamínula no fundo (MatTek Co., Ashland, MA, 

USA). As imagens foram adquiridas por meio de microscopia de fluorescência (Zeiss 

Axio Vert.A1, Carl Zeiss) e microscopia confocal (sistema Zeiss LSM 780, Carl 

Zeiss), utilizando objetiva EC Plan-Neofluar 20 X/0.5 NA. Utilizou-se o software Zen 

para calcular o diâmetro dos microtumores; e a função Analyze Particles do software 

Fiji/ImageJ para analisar a circularidade do cluster celular formado nos embriões.  

 

4.10 Análise dos Resultados 

 

Cada experimento foi realizado em pelo menos três ensaios independentes 

em triplicata. Os dados obtidos a partir dos experimentos foram analisados usando o 

software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). A 

análise da diferença entre dois grupos foi estimada através do teste t de Student, e a 

análise da diferença entre três ou mais grupos foi estimada através da análise de 

variância (ANOVA). As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes 

para p≤0,05. 
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5 RESULTADOS 
 

5.1 Superexpressão de ADAMTS-1 nas linhagens HT1080 e HEK293T 

 

A fim de obter células que superexpressem ADAMTS-1, transduzimos células 

HT1080 e HEK293T por meio de partículas virais. As células HT1080 que 

superexpressam ADAMTS-1 foram chamadas de HT1080-MPA (expressão de 

mCherry-puromicina-ADAMTS-1), enquanto que as células controle foram chamadas 

de MPC (expressão de mCherry-puromicina). Além disso, as células HEK293T que 

superexpressam ADAMTS-1 foram chamadas de HEK293T-MPA. 

Para confirmar a eficiência da transdução, o lisado total e o meio 

condicionado das células transduzidas, foram submetidos a immunoblot. Através 

dessa técnica, fomos capazes de observar que as células HT1080-MPA 

apresentaram no meio condicionado um aumento da forma processada de ~65 kDa 

da ADAMTS-1, comparado com o meio condicionado das células HT1080-MPC. No 

entanto que no lisado total não foram observadas diferenças nos níveis de 

expressão da ADAMTS-1 entre as células HT1080-MPA e HT1080-MPC (Figura 

14A).  

Por outro lado, observamos que as células HEK293T-MPA apresentaram no 

meio condicionado um aumento acentuado da forma processada de ADAMTS-1 

(~65 kDa) e um aumento discreto nos níveis proteicos da proforma de ADAMTS-1 

(~110 kDa). Já no lisado total, observamos um aumento acentuado nos níveis de 

expressão da proforma de ADAMTS-1 e um aumento discreto nos níveis de 

expressão da forma de ~65 kDa. Este resultado foi comparado com as células 

HEK293T do tipo selvagem (Controle: C), as quais não expressam ADAMTS-1 

(Figura 14B). 
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Figura 14 – Eficiência da transdução nas células HT1080 e HEK293T para 
superexpressar ADAMTS-1. Immunoblot do lisado total e meio condicionado das células 
(A) HT1080-MPC e HT1080-MPA, e (B) HEK293T-C e HEK293T-MPA. MPC representa as 
células que expressam mCherry-puromicina; MPA representa as células que 
superexpressam mCherry-puromicina-ADAMTS-1; e C (controle) representa as células 
HEK293T do tipo selvagem. Os experimentos foram realizados duas vezes com resultados 
similares. 

 

A seguir, avaliamos se a superexpressão de ADAMTS-1 nas células HT1080 

afetava os processos de proliferação e migração celular, estimulados pelos fatores 

de crescimento (HGF e TGF-β1). Adicionalmente, testamos o efeito do meio 

condicionado proveniente das células HEK293T-MPA (MC enriquecido com 

ADAMTS-1) e das células HEK293T de tipo selvagem (MC Controle), sobre a 

atividade dos fatores de crescimento. Foi utilizado o meio condicionado das células 

HEK293T-MPA, devido ao fato de que essas células superexpressam e secretam 

altos níveis de ADAMTS-1 para o meio. Desta forma, o MC enriquecido com 

ADAMTS-1, mimetiza a protease secretada por outros tipos celulares presentes no 

microambiente tumoral. 

 

5.2 Efeito da superexpressão de ADAMTS-1 sobre a proliferação celular do 
fibrossarcoma estimulada por fatores de crescimento (HGF ou TGF-β1) 

 

A fim de analisarmos o padrão de proliferação das células HT1080, 

realizamos ensaios de incorporação de Bromodeoxiuridina (BrdU) e expressão de 

Ki67. A partir dos quais observamos que em condições normais (10% SFB), as 

células HT1080 que superexpressam ADAMTS-1 (HT1080-MPA) apresentaram uma 

diminuição significativa da proliferação celular, comparado com o respectivo controle 

(HT1080-MPC, Figura 15A). Porém na ausência de soro (0% SFB) esta diminuição 

na proliferação celular de HT1080-MPA não foi significativa (Figura 15A). Da mesma 
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forma, observamos que a proliferação das células HT1080 (tipo selvagem) diminuiu 

quando estas foram tratadas com o meio condicionado obtido das células HEK293T-

MPA (MC enriquecido com ADAMTS-1), isto em condições normais (10% FBS) e na 

ausência de soro (Figura 15B-C). 

Por outro lado, as análises estatísticas demonstraram que a proliferação das 

células HT1080-MPA diminuiu na presença do HGF, isto comparado com o 

respectivo controle (HT1080-MPC, Figura 15A). Da mesma forma, observamos uma 

diminuição significativa na proliferação das células HT1080 (tipo selvagem) quando 

estas foram tratadas com o HGF, o qual foi acrescido ao MC enriquecido com 

ADAMTS-1 (Figura 15B - C).  

Já na presença de TGF-β1, a proliferação das células que superexpressam 

ADAMTS-1 (HT1080-MPA) não foi significativamente alterada, quando comparada 

com as células HT1080-MPC na mesma condição (Figura 15A). 
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Figura 15 – A superexpressão de ADAMTS-1 diminuiu a proliferação celular de HT1080 
estimulada por HGF. Gráficos de barras mostrando (A) percentagem de células HT1080-
MPA e HT1080-MPC positivas para BrdU em diferentes condições (0% SFB, 10 ng/ml de 
HGF ou TGF-β1 e 10% SFB); (B) percentagem de células HT1080 (tipo selvagem) positivas 
para BrdU tratadas com o MC enriquecido com ADAMTS-1 ou MC Controle em diferentes 
condições (0% SFB, 10 ng/ml de HGF e 10% SFB); (C) percentagem de células HT1080 
(tipo selvagem) positivas para Ki67 tratadas com o MC enriquecido com ADAMTS-1 ou MC 
Controle, nas condições anteriormente descritas. (*) Asteriscos indicam dados 
estatisticamente significantes em comparação com os respectivos controles (p<0,05 teste t-
student). Os experimentos em B e C foram realizadas em triplicata e repetidas três vezes, 
resultados semelhantes foram obtidos nos três experimentos independentes. Os 
experimentos em C foram repetidos pelo menos três vezes e resultados semelhantes foram 
obtidos nesses três experimentos independentes. 

 

5.3 Efeito da superexpressão de ADAMTS-1 sobre a velocidade de migração celular 
do fibrossarcoma estimulada por fatores de crescimento (HGF ou TGF-β1) 

 

A velocidade média de migração (μm/hora) das células HT1080 foi 

determinada por meio da técnica de time-lapse e do plugin MTrackJ do software 

Fiji/ImageJ. Vale ressaltar que foram quantificadas apenas células isoladas que não 
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sofreram divisão celular, a fim que a velocidade de migração não seja alterada por 

outros fatores que não seja o tratamento. 

Os resultados mostraram que a superexpressão de ADAMTS-1 (HT1080-

MPA) diminuiu a velocidade de migração das células HT1080, na presença do HGF. 

Assim, quando as células HT1080-MPA e HT1080-MPC foram tratadas com o HGF, 

as células HT1080-MPA apresentaram uma velocidade média de 6.120 ± 0.416 

μm/hora, o qual foi 2 vezes menor que a velocidade média das células HT1080-MPC 

(13.763 ± 1,421 μm/hora, Figura 16A). Além disso, quando as células HT1080 (tipo 

selvagem) foram tratadas com HGF acrescido ao MC enriquecido com ADAMTS-1, 

estas células apresentaram uma diminuição significativa na velocidade de migração 

(5.357 ± 0.041 μm/hora). Este resultado foi comparado com as células HT1080 do 

tipo selvagem, tratadas com o MC Controle na presença do HGF (velocidade média 

de 12,170 ± 1,469 μm/hora, Figura 16B - C). 

Por outro lado, na presença do TGF-β1, não se observou diferenças nas 

velocidades de migração entre as células HT1080-MPA (17,153 ± 0,658 μm/hora) e 

HT1080-MPC (velocidade média de 17,572 ± 2,121 μm/hora, Figura 16A). 

Vale ressaltar que tanto em condições normais (10% SFB) como na ausência 

de soro (0% SFB), as células HT1080-MPA apresentaram uma diminuição na 

velocidade de migração, quando comparado com os respectivos controles (HT1080-

MPC, Figura 16A). Da mesma forma, observou-se uma diminuição na velocidade de 

migração das células HT1080 do tipo selvagem, quando estas células foram tratadas 

com o MC enriquecido com ADAMTS-1, isto nas mesmas condições (Figura 16B e 

C). 
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Figura 16 – A superexpressão de ADAMTS-1 diminui a velocidade de migração das 
células HT1080 estimulada por HGF. Gráficos de barras mostrando (A) velocidade de 
migração (µm/hora) das células HT1080-MPA e HT1080-MPC em diferentes condições (0% 
SFB, 10 ng/ml de HGF ou TGF-β1 e 10% SFB); (B) velocidade de migração (µm/hora) das 
células HT1080 (tipo selvagem) tratadas com o MC enriquecido com ADAMTS-1 ou MC 
Controle, nas condições de 0% SFB, 10 ng/ml de HGF e 10% SFB. (C) Imagens de 
contraste de fase sobrepostas com as trajetórias (faixas de cores) percorridas pelas células 
HT1080 (tipo selvagem) tratadas com o MC enriquecido com ADAMTS-1 ou MC Controle 
nas condições anteriormente descritas. (*) Asteriscos indicam dados estatisticamente 
significantes em comparação com os respectivos controles (p<0,05 teste t-student). Os 
experimentos em A e B foram realizadas em triplicata e repetidos três vezes, resultados 
semelhantes foram obtidos nos três experimentos independentes. Barra de escala: 50 µm. 
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Os resultados então obtidos, sugerem que a ADAMTS-1 não apresenta 

apenas atividade antiproliferativa, mas também ADAMTS-1 exibe atividade anti-

migratória sobre as células HT1080. Além disso, a superexpressão de ADAMTS-1 

afetou a proliferação e migração das células HT1080 estimuladas por HGF, mas não 

por TGF-β1. 

 

5.4 Vias de sinalização perturbadas pela superexpressão de ADAMTS-1, após a 
estimulação por fatores de crescimento (HGF ou TGF-β1) 

 

Realizamos ensaios de immunoblot, com o intuito de avaliar os mecanismos 

através dos quais ADAMTS-1 interfere com as atividades de proliferação e migração 

celular de HT1080, isto depois de serem estimuladas com os fatores de crescimento 

de interesse. 

Nossos resultados mostraram que a protease proveniente do meio 

condicionado coletado das células HEK293T-MPA (MC enriquecido com ADAMTS-

1), reduziu a fosforilação do receptor c-Met na tirosina localizada no sítio de 

ancoragem multi-substrato (Y1349), após 15 minutos de tratamento com HGF 

(Figura 17A). Analisamos também a cascata de sinalização downstream do HGF/c-

Met, que poderia estar envolvida na proliferação e migração celular. Desta forma, 

observamos uma diminuição na fosforilação de ERK1/2 e FAK, ambos 

correlacionados com a redução da fosforilação do c-Met, após 15 minutos de 

tratamento com o HGF acrescido no MC enriquecido com ADAMTS-1 (Figura 17A). 

Em relação ao fator de crescimento TGF-β1, avaliamos o estado de ativação 

das Smad2/3, as quais são moléculas de sinalização citoplasmática fosforiladas 

após a oligomerização do receptor ativado do TGF-β1. Nossos resultados 

mostraram uma diminuição na fosforilação das smad2/3 nas células HT1080-MPA, 

em apenas 5 minutos de tratamento com o TGF-β1. Porém, a redução parcial da 

fosforilação das smad2/3 não foi suficiente para perturbar a sinalização das vias 

downstream ERK1/2 e Akt nas células HT1080-MPA, após 5 minutos de tratamento 

com TGF-β1 (Figura 17B). Desta forma, este resultado confirmou que a 

superexpressão de ADAMTS-1 não perturbou os processos de proliferação e 

migração celular de HT1080, estimuladas por TGF- β1. 
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Figura 17 – A superexpressão de ADAMTS-1 perturba as vias de sinalização 
estimuladas por HGF. Immunoblots do lisado total a partir das (A) células HT1080 (tipo 
selvagem) tratadas com 10 ng/ml de HGF, o qual foi acrescido ao MC enriquecido com 
ADAMTS-1 ou MC Controle, durante diferentes intervalos de tempo (5, 15 e 30 minutos); e 
(B) células HT1080-MPA e HT1080-MPC tratadas com 10 ng/ml do TGF-β1 durante 5, 15 e 
30 minutos. As amostras no tempo zero (0 minutos) não receberam tratamento com os 
fatores de crescimento. Como controle de loading foram usadas marcações para β-actina e 
formas não fosforiladas das proteínas c-Met, smad2/3, ERK1/2, FAK e Akt. Os experimentos 
foram realizados três vezes com resultados similares. 
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Em síntese, a superexpressão de ADAMTS-1 perturbou a ativação do c-Met 

(receptor do HGF), levando à diminuição da proliferação e migração das células 

HT1080 através das vias de sinalização ERK1/2 e FAK respectivamente.  

 

5.5 Efeito da superexpressão de ADAMTS-1 sobre a formação de fibrosarcoesferas 
estimulada por HGF 

 

Realizamos cultura 3D em Hanging drop para observar a formação de 

fibrosarcoesferas em condições de perda de adesão (anoikis).  

Ao avaliarmos o efeito da ADAMTS-1 sobre a capacidade das células HT1080 

de formar fibrosarcoesferas em diferentes condições, vimos que as células HT1080 

(tipo selvagem) cultivadas em um MC enriquecido com ADAMTS-1 ou MC Controle, 

formaram fibrosarcoesferas tanto em condições normais (10% SFB) como na 

presença do HGF (Figura 18A-D). Adicionalmente, observamos que as 

fibrosarcoesferas formadas no MC Controle contendo 10 ng/ml do HGF, 

apresentaram um diâmetro de ~1,3 mm (Figura 18A e 18E), o qual foi 2 vezes maior 

que o diâmetro das fibrosarcoesferas formadas no MC enriquecido com ADAMTS-1 

contendo HGF (~0,7 mm de diâmetro, Figura 18B e 18E).  

Por outro lado, as fibrosarcoesferas formadas no MC Controle suplementado 

com 10% de SFB, apresentaram um diâmetro maior (~1,4 mm de diâmetro, Figura 

18C e 18E), comparado com as fibrosarcoesferas formadas no MC enriquecido com 

ADAMTS-1 suplementado com 10% de SFB (~0,9 mm de diâmetro, Figura 18D e 

18E). Já, na ausência de soro, as células HT1080 não tiveram a capacidade de 

formar fibrosarcoesferas (dados não mostrados). 
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Figura 18 – A superexpressão de ADAMTS-1 perturba a formação de fibrosarcoesferas 
estimuladas por HGF. Imagens de fibrosarcoesferas marcadas com faloidina (verde) e 
DAPI (azul), as quais foram cultivadas no (A) MC Controle na presença de HGF (10ng/ml); 
(B) MC enriquecido com ADAMTS-1 e contendo 10 ng/ml do HGF; (C) MC Controle 
suplementado com 10% SFB; (D) MC enriquecido com ADAMTS-1 suplementado com 10% 
SFB. (E) Gráfico de barras mostrando o diâmetro (mm) das fibrosarcoesferas (n=5) 
cultivadas no MC enriquecido com ADAMTS-1 ou MC Controle, em diferentes condições 
(10ng/ml de HGF e 10% SFB). (*) Asteriscos indicam dados estatisticamente significantes 
em comparação com os respectivos controles (P<0,05 teste t-student). Os experimentos 
foram realizados três vezes com resultados similares. Barra de escala: 200 µm.  

 

5.6 Estudo in vivo do efeito da superexpressão de ADAMTS-1 sobre a formação de 
microtumores estimulada por HGF. 

 

Para este estudo foi utilizado embriões de zebrafish transgênicos Tg 

(fli1:EGFP) de 48 h.p.f., os quais foram submetidos a microinjeção de células 

tumorais dentro da cavidade pericárdica.  

Após 4 dias da injeção (DPI) foram adquiridas as imagens dos embriões 

fixados. E observamos que na ausência de HGF (grupo controle), as células HT1080 

que superexpressam ADAMTS-1 (HT1080-MPA) formaram microtumores menores 

com um diâmetro de ~12,5 μm (Figura 19D-F e G). Este resultado foi comparado 

com os microtumores formados pelas células HT1080-MPC, os quais apresentaram 

um diâmetro de ~18,5 μm (Figura 19A-C e G). Ademais, várias das células HT1080-

MPA possivelmente se dissociaram do tumor primário e entraram na circulação 

sanguínea dos embriões. Sendo assim localizadas em diferentes regiões do 

embrião, como a cabeça, saco vitelino e cauda (Figura 19D-F). No entanto que as 

células HT1080-MPC não saíram do local inicial da microinjeção (cavidade 
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pericárdica), formando assim microtumores com dimensões maiores nessa região 

(Figura 19A-C).  

Por outro lado, na presença do HGF, as células HT1080-MPC formaram 

microtumores maiores (Figura 19H-K), comparado com os poucos microtumores 

formados a partir das células HT1080-MPA (Figura 19L-O). Adicionalmente, 

analisamos a morfologia desses microtumores através do cálculo da circularidade, 

onde um círculo perfeito possui um valor de circularidade igual a 1, enquanto formas 

mais irregulares possuem valores <1. Tal quantificação mostrou que na presença do 

HGF, os poucos microtumores formados e as células HT1080-MPA que não tiveram 

a capacidade de formar microtumores, exibiram uma maior circularidade (Figura 19O 

e 19P). No entanto que os microtumores formados pelas células HT1080-MPC na 

presença do HGF, exibiram uma baixa circularidade com formas mais irregulares 

(Figura 19K e 19P-O).  

Vale ressaltar que tanto no grupo controle como na presença do HGF, 

observamos várias das células HT1080-MPA localizadas em diferentes regiões do 

embrião, e isto devido a que estas células entraram na circulação sanguínea (Figura 

19D-F e L-N). Já no grupo controle, as células HT1080-MPC formaram microtumores 

apenas no local da microinjeção (Figura 19A-C). Porém, na presença do HGF estes 

microtumores se disseminaram para diferentes regiões do embrião (Figura 19H-J). 
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Figura 19 – A superexpressão de ADAMTS-1 perturba a formação de microtumores 
estimulada por HGF, in vivo. Imagens de embriões de zebrafish Tg(Fli1:EGFP) fixados 4 
dias após a injeção (DPI) de células HT1080-MPC ou HT1080-MPA (em vermelho) na 
ausência (A-F) ou na presença de 10 ng/ml do HGF (H-N). Zoom dos microtumores 
formados pelas células HT1080-MPC (K), e de uma célula individual HT1080-MPA (O), 
ambas na região da cauda. Imagens da linha inferior mostram a ampliação da área marcada 
pela linha pontilhada nas imagens da linha superior. As pontas das setas indicam as células 
HT1080-MPA na região da cabeça, saco vitelino e cauda dos embriões. O grupo controle 
representa às células que foram injetadas com apenas meio de cultura. (G) Gráfico de 
barras mostrando o diâmetro (μm) dos microtumores formados pelas células HT1080-MPC e 
HT1080-MPA nos embriões de zebrafish, na ausência de HGF (mean ± SEM, n=6). (P) 
Gráfico de dispersão mostrando a circularidade dos microtumores formados pelas células 
HT1080-MPC e HT1080-MPA, na presença de 10 ng/ml de HGF (mean ± SEM, n=6). Cada 
ponto representa apenas um microtumor ou célula tumoral dissociada do tumor primario. (*) 
Asteriscos indicam dados estatisticamente significantes em comparação com os respectivos 
controles (p<0,05 teste t-student). Os experimentos foram realizados três vezes com 
resultados similares. Barra de escala: 200 µm. 
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6 DISCUSSÃO 
 

Demonstramos neste trabalho que tanto a superexpressão de ADAMTS-1 nas 

células HT1080, como o tratamento com um MC enriquecido com ADAMTS-1 

proveniente de outro tipo celular; interrompe a ativação do c-Met após estimulação 

com o HGF. Consequentemente, as vias de sinalização downstream ERK1/2 e FAK 

foram prejudicadas, conduzindo a uma diminuição na proliferação e migração das 

células HT1080. Adicionalmente, a superexpressão de ADAMTS-1 perturbou a 

formação de fibrosarcoesferas in vitro e microtumores in vivo. Vale ressaltar que os 

resultados apresentados são os primeiros relatos que estabelecem uma relação 

entre a ADAMTS-1 e o HGF no fibrossarcoma. 

A ADAMTS-1 é uma metaloproteinase multifuncional, cuja desregulação está 

associada a vários tipos de cânceres. Assim, no inicio do câncer (tumor primário), a 

protease ADAMTS-1 apresenta uma baixa expressão, a qual aumenta à medida em 

que acontece a progressão metastática (LIU; XU; YU, 2006; ROCKS et al., 2008; 

TAN; RICCIARDELLI; RUSSELL, 2013). Estudos monstraram a expressão de mRNA 

de ADAMTS-4 tanto em células derivadas do sarcoma de Ewing (CASAL et al., 

2010), como em tecidos de pacientes com este tipo sarcoma. Ademais, através de 

imuno-histoquímica foi observado elevados níveis de expressão proteica de 

ADAMTS-4 nas amostras tumorais dos pacientes com sarcoma de Ewing, isto 

comparado com tumores benignos que não mostraram expressão da ADAMTS-4. 

Esta protease também foi detectada em 2 dos 3 casos estudados de osteossarcoma 

(MINOBE et al., 2010). Vale ressaltar que a protease ADAMTS-4 está 

estruturalmente e funcionalmente relacionada com ADAMTS-1, devido à semelhança 

dos motivos trombospondina que estas compartilham (KARAGIANNIS; POPEL, 

2007). 

Durante a progressão tumoral, a matriz extracelular e as células estromais 

apresentam um papel muito importante. Devido a que as células estromais e 

tumorais secretam diversas moléculas que favorecem ao crescimento e invasão do 

tumor. Entre estas moléculas secretadas encontram-se a protease ADAMTS-1 e 

vários fatores de crescimento (APTE, 2009; BREMNES et al., 2011; FRIEDL; 

ALEXANDER, 2011). 

A partir das observações feitas sobre nossos resultados obtidos, pode-se 

verificar que a ADAMTS-1 proveniente tanto das células HT1080 como de outro tipo 
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celular, apresenta um efeito antitumoral sobre o fibrossarcoma. Deste modo, 

ADAMTS-1 afeta os processos de proliferação e migração das células de 

fibrossarcoma humano (HT1080). Estes resultados corroboram os dados obtidos 

inicialmente por nosso grupo de pesquisa, onde observaram que a baixa expressão 

de ADAMTS-1 tanto em tumores de mama humanos como nas células MDA-MB-

231, regulava positivamente o crescimento tumoral por meio da estimulação da 

invasão e migração celular (FREITAS et al., 2013).  

O mecanismo de ação da ADAMTS-1 na progressão tumoral ainda não está 

claramente definido. Porém, a estrutura multidomínios da ADAMTS-1 poderia 

atribuir-lhe diversas funções. Esta protease pode então apresentar atividade pró- ou 

antitumoral, dependendo da combinação dos domínios pela qual é formada. Alguns 

trabalhos demostram que a molécula inteira de ADAMTS-1 promove a angiogênese 

e invasão tumoral, ademais de apresentar atividade sheddase sobre alguns fatores 

de crescimento, como o HB-EGF. Por outro lado, os fragmentos da ADAMTS-1 que 

apresentam os motivos TSP-1 na estrutura, exibem atividade antitumoral. Isto devido 

ao fato que os motivos TSP-1 se ligam diretamente com alguns fatores de 

crescimento, como o VEGF165, modulando negativamente as funções biológicas 

destes fatores (GUPTA et al., 1999; INOKI et al., 2002; LIU; XU; YU, 2006; LUQUE; 

CARPIZO; IRUELA-ARISPE, 2003; PORTER et al., 2005). Portanto, o efeito da 

ADAMTS-1 pode não estar limitado a um fator de crescimento específico. 

Nossos resultados sugerem que ADAMTS-1 está envolvido na regulação das 

funções do HGF sobre as células de fibrossarcoma. Este fator de crescimento é uma 

molécula de sinalização, a qual é liberada para o microambiente tumoral. O HGF é 

principalmente expresso e secretado pelas células de origem mesenquimal. Porém, 

algumas células de carcinoma parecem expressar tanto o HGF quanto o c-Met 

(SIERRA; TSAO, 2011). Por outro lado, vários tipos de células estromais e tumorais 

expressam o receptor c-Met (BOTTARO et al., 1991; NAKAMURA et al., 1997; 

NALDINI et al., 1991). O HGF então apresenta um papel importante no crosstalk 

entre as células estromais e as células do tumor primário (LESKO; MAJKA, 2008; 

MATSUMOTO; NAKAMURA, 2006; STEFFAN; COLEMAN; CARDELLI, 2011). 

Sabe-se que a ativação do c-Met após a ligação com o seu ligando HGF, 

conduz à indução de diferentes fenótipos, tais como a proliferação e angiogênese de 

tumores primários, deslocamento e infiltração das células tumorais através do 

estroma circundante para formar micrometástases e recuperar o fenótipo de 
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proliferação para formar metástases evidentes (GAO; VANDE WOUDE, 2005). 

Adicionalmente, o HGF produzido pelas células estromais (fibroblastos) atua sobre 

as células tumorais estimulando-os não apenas a metástase, mas também a 

secretar fatores indutores de HGF. Estes indutores são moléculas envolvidas em 

processos como proliferação celular, angiogênese e inflamação, mecanismos 

capazes de modificar o microambiente tumoral e favorecer o crescimento tumoral 

(MATSUMOTO; NAKAMURA, 2006; MATSUMOTO; OKAZAKI; NAKAMURA, 1995; 

NAKAMURA et al., 1997).  

Estudos recentes monstraram que a linhagem celular de fibrossarcoma 

expressa normalmente o receptor c-Met; e ademais, este receptor encontra-se 

constituvamente fosforilado (ativo). Porém, quando acontece uma diminuição ou 

supressão da expressão do c-Met nas células de fibrossarcoma, os processos de 

motilidade e invasão são afetados in vitro, e o crescimento tumoral é inibido 

completamente in vivo. Portanto, o c-Met apresenta um papel importante no 

desenvolvimento e progressão do fibrossarcoma (GUO et al., 2008; LIANG et al., 

2004; UCHIDA et al., 2001). 

Neste estudo, observamos que ADAMTS-1 interrompeu a ativação do c-Met 

após estimulação com HGF, através da diminuição na fosforilação do resíduo de 

tirosina Y1349, a qual é necessária para o recrutamento de proteínas de sinalização. 

Desta forma, ADAMTS-1 prejudicou a ativação das vias de sinalização ERK 1/2 e 

FAK, vias relacionadas com os processos de proliferação e motilidade celular. 

Após a fosforilação no sítio da tirosina 1349, o c-Met torna-se um local de 

encaixe para o recrutamento das proteínas adaptadoras Grb-2, Gab-1, SHC, Crk, e 

outras proteínas transdutoras, como o STAT-3 (BIRCHMEIER et al., 2003; 

WEIDNER et al., 1995). Assim, o STAT-3 contribui na criação de um ambiente 

permissivo para a via de sinalização HGF/c-Met, nas linhagens celulares humanas 

de câncer de mama e linhagens celulares de mama não tumorigênicas (SAM; 

ELLIOTT; MUELLER, 2007). Embora o STAT3 seja necessário para a tumorigênese 

mediada por c-Met, este não tem efeito sobre a proliferação e invasão das células 

mamarias, nem sobre a morfogênese de ramificação da mama (ZHANG et al., 2002). 

Weidner et al. (1995) mostraram que os resíduos de tirosina Y1349 e Y1356, 

localizados na região C-terminal do c-Met, têm a capacidade de induzir os processos 

de proliferação, motilidade, diferenciação e sobrevivência (WEIDNER et al., 1995). 

Por outro lado, a fosforilação da tirosina Y1003 conduz ao recrutamento da 
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ubiquitina ligase c-Cbl, o qual tem como alvo a degradação proteossômica do c-Met. 

Assim, a inibição da formação do complexo Cbl-CIN85-endofilina bloqueia a 

internalização do c-Met, aumentando as respostas biológicas induzidas pela ligação 

do HGF ao c-Met (MAULIK et al., 2002; PETRELLI et al., 2002). Apesar de que a 

fosforilação dos resíduos de tirosina Y1349 e Y1003 possam acontecer ao mesmo 

tempo, não existem relatos sobre a correlação entre a fosforilação de ambas 

tirosinas. 

Nossos resultados mostram que a superexpressão de ADAMTS-1 não 

somente afeta os processos de proliferação e motilidade celular de HT1080, mas 

também perturba a formação de fibrosarcoesferas in vitro, e a formação de 

microtumores in vivo, após estimulação com o HGF. Adicionalmente, os poucos 

microtumores formados e as células que não tiveram a capacidade de formar 

microtumores, apresentaram formas arredondadas, característica morfológica de 

tumores pouco invasivos. 

O estudo de Liu e colaboradores (2012) mostrou que as fibrosarcoesferas 

formadas a partir de células de tumores primários de fibrossarcoma, apresentavam 

uma capacidade maior de auto-renovação, invasão e resistência aos fármacos; isto 

em comparação com as células aderentes (LIU et al., 2012). Vale ressaltar que as 

células tumorais mantidas em cultura 3D, somente irão formar fibrosarcoesferas 

aquelas que apresentem propriedades similares às células-tronco. Desta forma, as 

células tumorais podem proliferar através da interação célula-célula, e produzir 

alguns componentes da matriz extracelular (FRISCH; FRANCIS, 1994; RUOSLAHTI; 

REED, 1994).  

Alguns estudos mostram que os tumores de fibrossarcoma apresentam uma 

mistura de células tumorais com um modo de migração ameboidal e mesenquimal 

(PETRIE et al., 2012; SAHAI; MARSHALL, 2003; WOLF et al., 2003). Assim, as 

células que passam a migrar no modo mesenquimal, adquirem forma de fuso, 

possuem protrusões proeminentes (lamelipódios), adesões que interagem 

fortemente com o substrato e liberam proteases capazes de clivar a MEC 

(KURNIAWAN; CHAUDHURI; LIM, 2016; WELCH, 2015;). Já na migração 

ameboide, as células adquirem um fenótipo arredondado, possuem interações fracas 

com os substratos adesivos e não têm a capacidade de liberar enzimas proteolíticas 

(WELCH, 2015; WOLF et al., 2013).  
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Nossos dados de in vivo mostraram também que várias das células que 

superexpressam ADAMTS-1 não tiveram a capacidade de formar microtumores. 

Assim, a falta de interações célula-célula leva às células migrar individualmente. 

Estas células podem então exibir tanto um fenótipo ameboide como um fenótipo 

mesenquimatoso. No movimento ameboide, as células que mudam rapidamente a 

sua morfologia e apresentam protrusões finas, se movem com altas velocidades. No 

entanto que as células que apresentam uma morfologia caótica com protrusões 

curtas associadas à atividade proteolítica, se movimentam com baixas velocidades. 

Já no fenótipo mesenquimatoso, as longas protrusões das células permitem-lhes 

avançar com relativa rapidez. Porém, em alguns casos, a parte traseira das células 

permanece imóvel, levando a uma translocação relativamente lenta (CLARK; 

VIGNJEVIC, 2015) 

Por outro lado, na migração coletiva, os grupos de células se movimentam 

como cadeias lineares estreitas, lideradas por uma célula líder; ou como folhas 

largas e de forma irregular, conduzidas por várias células líderes (ALEXANDER et 

al., 2013; FRIEDL; ALEXANDER, 2011). A migração coletiva é tipicamente o modo 

mais lento de migração celular, durante a progressão tumoral. Porém, foi observada 

uma migração coletiva mais rápida in vivo (CAUSSINUS; COLOMBELLI; 

AFFOLTER, 2008; HAAS; GILMOUR, 2006; PRASAD; MONTELL, 2007). 

Volpert e colaboradores (1998) mostraram in vivo que as células HT1080 são 

capazes de inibir o crescimento de futuras metástases; isto devido à atividade anti-

angiogênica da TSP-1, a qual é libertada pelas células tumorais (VOLPERT; 

LAWLER; BOUCK, 1998). Ademais, Lawler (2002) mostra que a superexpressão da 

trombospondina (TSP-1) suprime parcialmente a invasão celular estimulada por HGF 

(LAWLER, 2002). 

Vale ressaltar que não existe evidencia do mecanismo através do qual a 

protease ADAMTS-1 interfere com a atividade do HGF. ADAMTS-1 poderia estar 

interferindo nas atividades do HGF; por meio da clivagem do HGF, ou sequestro 

deste fator de crescimento através dos motivos TSP-1.  

Em relação ao fator de crescimento transformante beta 1 (TGF-β1), podemos 

mencionar que o papel deste fator de crescimento varia com o tipo celular. Assim 

sendo, TGF-β1 apresenta atividade antitumoral (invasão e migração) sobre as 

células derivadas do fibrossarcoma (JAKOWLEW, 2006; KUBOTA; FRIDMAN; 

YAMADA, 1991).  
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Os resultados obtidos com as células HT1080, mostraram que a 

superexpressão de ADAMTS-1 não afetou as respostas celulares de proliferação, 

migração e sobrevivência, induzidas pelo TGF-β1. Apesar de ADAMTS-1 ter 

induzido diminuição da fosforilação das Smad2/3, isso não foi suficiente para alterar 

as vias de sinalização downstream ERK1/2 e Akt. Assim, a ativação de ERK1/2 

poderia ser induzida por moléculas que não pertencem à via de sinalização 

dependente de SMADs. Enquanto que Akt pode estar sequestrando o Smad3, 

prejudicando a sua fosforilação e translocação para o núcleo (CHEN et al., 2014; 

CONERY et al., 2004). 

Assim como o HGF, não existe evidencia de uma interação física entre 

ADAMTS-1 e a forma ativa do TGF-β1. Porém, sabe-se da interação direta entre o 

peptídeo associado à latência do TGF-β1 (LAP-TGF-β) e o peptídeo KTFR da 

ADAMTS-1 (presente nos motivos TSP-1) (BOURD-BOITTIN et al., 2011). 

O efeito da ADAMTS-1 não é limitado somente a um fator de crescimento 

específico. Esta protease pode então representar um mecanismo endógeno no 

controle da biodisponibilidade de diferentes fatores de crescimento (LIU; XU; YU, 

2006; MARGOSIO et al., 2003). Embora foi demonstrado que a protease ADAMTS-1 

prejudica as atividades estimuladas pelo HGF no fibrossarcoma (Figura 20), mais 

estudos precisam ser realizados para aumentar o entendimento do mecanismo 

através do qual a protease ADAMTS-1 interfere na atividade do HGF. 
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Figura 20 – Diagrama esquemático resumindo a compreensão atual do efeito da 
superexpressão de ADAMTS-1 sobre a atividade do HGF, no microambiente tumoral 
do fibrossarcoma. (A) Células de fibrossarcoma com níveis normais de expressão de 
ADAMTS-1. Neste cenário, o HGF encontra-se livremente disponível para se ligar ao 
receptor c-Met, conduzindo à ativação dos processos de proliferação, migração, formação 
de fibrosarcoesferas in vitro e formação de microtumores com formas irregulares in vivo. (B) 
Células de fibrossarcoma com elevados níveis de expressão de ADAMTS-1. Neste caso, 
ADAMTS-1 prejudica a ligação do HGF ao seu receptor c-Met; diminuindo a proliferação, 
migração, formação de fibrosarcoesferas e microtumores, através da interrupção na 
ativação das vias downstream ERK1/2 e FAK. 
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7 CONCLUSÃO 
 

Baseados nos resultados dos experimentos realizados, concluímos que a 

superexpressão de ADAMTS-1: 

i.) afeta os processos celulares de proliferação e migração das células de 

fibrossarcoma (HT1080), estimulados pelo fator de crescimento de 

hepatócitos (HGF); 

ii.) não afeta as respostas celulares de proliferação e migração em células 

HT1080, estimuladas pelo fator de crescimento transformante beta (TGF-

β1); 

iii.) interrompe a ativação do receptor c-Met, além das suas vias de sinalização 

downstream ERK1/2 e FAK, nas células HT1080 após 15 minutos de 

estimulação com o HGF; 

iv.) prejudica a formação de fibrosarcoesferas a partir das células HT1080 

estimuladas com HGF; 

v.) perturba a formação de microtumores de HT1080 in vivo, após estimulação 

com o HGF. Os microtumores e as células que não tiveram a capacidade 

de formar microtumores apresentaram características morfológicas de 

lesões menos invasivas. 
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