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RESUMO

A linhagem de adenocarcinoma colo-retal LISP-I foi isolada de
metastase hepatica no Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer, Sao
Paulo, Brasil. Desde entdo, varios grupos de pesquisa utilizaram-na como
instrumento de investigagdo em diversos campos e caracterizaram-na como

uma linhagem pobremente diferenciada.

O presente trabalho objetivou caracterizar LISP-I quanto a alguns
aspectos, apdés o isolamento de subpopulagdes de diferentes morfologias.
Uma vez que estas foram isoladas, foram comparadas quanto a expressao de
moléculas de adesédo intercelular, a tumorigenicidade in vitro e em animais e
quanto a adesdo e a migragdo a componentes de matriz extracelular, como
laminina e fibronectina, fundamentais nos processos de invasdo e
metastatizagao.

Duas subpopulagdes morfologicamente distintas foram isoladas: LISP-
Al10 e LISP-E11. LISP-A10 apresenta morfotipo epitelial, indicando um padréo
mais diferenciado, enquanto que LISP-E11 apresenta morfotipo
fibroblastéide, indicando um padrdo menos diferenciado. LISP-A10 expressa
as moléculas de adesao testadas, CEA e desmogleina, enquanto que LISP-E11
expressa somente CEA e em menor quantidade. Por outro lado, a adesao a
laminina e & fibronectina, bem como a migracdo em direcdo a estes
componentes de matriz extracelular foram maiores em LISP-E11, de acordo
com o seu fendtipo menos diferenciado. Infelizmente, n&o foi possivel
demonstrar qualquer atividade colagenolitica, nem qualquer atividade de
digestdo enzimatica especifica de laminina e fibronectina. Ambas as
subpopulagdes apresentaram proliferagdo independente de ancoragem em

meio semi-sélido e foram tumorigénicas em animais irradiados.

Os dados obtidos permitem a especulagdo de que a heterogeneidade
encontrada em LISP-| e que provavelmente contribuiu para o sucesso como
metastase proveio de pelo menos duas populagdes morfologica e
funcionalmente diferentes, que foram no presente estudo estabelecidas e
caracterizadas.
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SUMMARY

LISP-1 colorectal adenocarcinoma cell line was isolated from an hepatic
metastasis at the Ludwig Institute Sdo Paulo, Brasil. Several groups have
already used it as a model in different studies and have characterized it as a
poorly differentiated cell line.

The purpose of the present investigation was to further characterize
LISP-I in some aspects, after isolation of subpopulations with different
morphologies. Once these subpopulations were isolated, they were compared
in terms of expression of intercellular adhesion molecules, tumorigenicity in
vitro and in vivo, and adhesion to and migration towards extracellular matrix
components, such as laminin and fibronectin, which are crucial to

mechanisms of invasion and metastasis.

Two morphologically different subpopulations were isolated: LISP-A10
and LISP-E11. LISP-A10 presents an epithelial morphotype, indicating a more
differentiated pattern, and LISP-E11 is fibroblastoid, indicating a poorly
differentiated pattern. LISP-A10 was shown to express the two intercellular
adhesion molecules tested, CEA and desmoglein, while LISP-E11 expressed
only low amounts of CEA. On the other hand, adhesion to laminin and
fibronectin as well as migration towards these extracellular matrix proteins
were higher for LISP-E11, according to its poorly differentiated phenotype.
Unfortunately, it was not possible to demonstrate any collagenolitic activity,
neither specific enzymatic activity against laminin and fibronectin. Both
subpopulations showed anchorage-independent growth in semi-solid

substratum and were tumorigenic in irradiated mice.

These results rise the possibility that the heterogeneity found in LISP-I
cell line, which could have contributed to its ability to metastasize, were due

to at least two different cell subpopulations herein identified and
characterized.
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INTRODUCAO

Nenhuma raca humana ou area geografica do planeta esta totalmente
isenta de manifestar algum tipo de cancer, doenga que anualmente mata
milhares de pessoas (LEVIN et al. 1974). Desta forma, estima-se que 11,38%
da populagéo brasileira venha a morrer por cancer, enquanto que a estimativa
de morte por doenca cardiaca é de 27,46% para o ano de 1999 (MINISTERIO
DA SAUDE 1999).

A histéria das neoplasias é tdo antiga quanto a da propria humanidade,
pois 0 cancer j era conhecido desde os primeiros registros gréficos deixados
pelo homem (FRANKS 1990). Os antigos egipcios e as civilizagdes
subsequentes também j& o mencionavam. O primeiro a lhe atribuir a
denominagdo carcinos foi Hipécrates, na Grécia, numa alusdo ao fato do
cancer se espalhar radialmente pelo organismo, tal qual a disposi¢gdo das
patas nos caranguejos (COELHO 1998). Uma vez que a maioria dos tumores
surge tardiamente na vida de um ser humano, foi somente a partir do século
XIX, junto com o progressivo aumento de expectativa de vida, que a

quantidade de registros de casos de cancer aumentou (FRANKS 1990).

Particularmente com maior freqiéncia entre idosos, muitos dos
tumores que surgem em humanos sdo localizados, sendo considerados
tumores benignos. Os canceres, ou tumores malignos, sdo diferentes dos
benignos por apresentarem a habilidade de invadir tecidos adjacentes e de se

espalhar por todo o organismo, fenémeno conhecido por metéastase
(DARNELL et al. 1990b).

O céncer é definido como uma doenga proliferativa que pode acometer
qualquer organismo pluricelular, bem como todos os tecidos de um individuo
(FRANKS 1990). A regulagdo da proliferagdo de tecidos normais envolve
mecanismos bastante complexos, sendo vasta a literatura que visa elucida-
los. Apesar de ser resultante de vérias alteragdes na regulagdo da proliferagédo
celular, é importante salientar que a transformacgédo neopléasica deve ser vista

como um processo evolutivo continuo, em que cada geracado de células sofre



pressdo seletiva (BREIVIK e GAUDERNACK 1999). A histéria natural das
neoplasias tem sido discutida ha décadas e abrange conceitos de iniciagéo,
promogao e progressdo dos tumores. Um dos varios modelos experimentais
que surgiram na tentativa de explicar a carcinogénese presume a existéncia
de dois estagios mutuamente dependentes (iniciagdo e promogédo, nesta
ordem) e imprescindiveis a ocorréncia de um terceiro estagio, o da
progressdao tumoral (TENNANT e ZEIGER 1993). O agente iniciador, ou
genotdxico, atua diretamente sobre o DNA, danificando-o ou modificando-o.
Por outro lado, o agente promotor ndo atua necessariamente sobre o DNA,
tendo agdo ndo-genotdxica. Estima-se que 80% a 90% das neoplasias
humanas sejam causadas por fatores ambientais, os quais seriam os
principais agentes iniciadores ou carcinégenos (COELHO 1998). Os
carcinégenos podem ser guimicos (como o fumo e aminas heterociclicas),
fisicos (como a radiagdo ultravioleta), biolégicos (como virus e bactérias) e,
ainda, relacionados a dieta (CAIRNS 1981). Estes fatores exercem seus
efeitos ao nivel genético, ocasionando mutagdes, delegdes e amplificagdes no
DNA, ou entdo, ao nivel epigenético, como é o exemplo das metilagdes
aberrantes do DNA e das modificagbes pds traducionais que alteram
proteinas (STONER et al. 1997).

Conforme j& mencionado, as alteracdes no DNA ocorrem também de
maneira espontdnea ao longo da vida de um individuo como um processo
evolutivo natural (CAIRNS 1981). O acumulo destas alteragdes explica o
aumento da incidéncia de tumores em pessoas mais idosas (CABALLERO et
al. 1998). O alvo das mutagdes que levam a carcinogénese sd0 0S oncogenes
e 0s genes supressores de tumor que codificam proteinas importantes na
regulagdo da proliferacdo dos tecidos, diferenciacdo e desenvolvimento. Os
oncogenes foram primeiramente identificados como genes carregados por
virus que causam transformacdo maligna em suas células-alvo (LEWIN 1997).
S&do versdes alteradas de genes celulares normais — chamados proto-
oncogenes — e tém sua origem em infecgdes virais passadas. As mutagdes
em genes supressores de tumor, por sua vez, levam a alteragbes genéticas
que agem de modo recessivo. Desta forma, se um gene em heterozigose no

tecido normal perde o alelo selvagem (wild type), passa a ser expresso



somente o alelo mutado. Este fendmeno é conhecido por perda de
heterozigose (CABALLERO et al. 1998).

Aproximadamente 59% dos canceres tém suas causas atribuidas a
mutacdes na linhagem germinativa, sendo passiveis de transmissdo a
geracOes subsequentes. Nas Ultimas décadas, a pesquisa basica avangou
consideravelmente na investigagdo das neoplasias hereditarias. Uma grande
quantidade de genes foi identificada e associada a predisposi¢cdo a diferentes
tipos de tumores (KOPPER et al. 1997). Estes avangos contribuiram bastante
para a modificagdo do comportamento de oncologistas clinicos, que
passaram a organizar programas de diagndstico precoce e prevengdo do

cancer.

O céncer de cblon é o segundo tipo de cdncer que mais mata nos
paises desenvolvidos, como os Estados Unidos da América, Canada e os da
Europa Ocidental, estando este fato relacionado a influéncia de habitos
alimentares (SHERMAN JR 1993). No Brasil, é o quinto tipo mais frequente de
cancer, incluindo homens e mulheres. Estima-se que serd o responsavel por
5,05% dos O6bitos por cancer em 1999 (MINISTERIO DA SAUDE 1999),
conforme mostrado no grafico 1. Por estarem intimamente relacionados, 0s

cénceres de cdlon e de reto encontram-se agrupados na literatura corrente.

Os tumores colo-retais se apresentam como um 6timo modelo para o
estudo de alteragbes genéticas envolvidas na origem e progresséo de
tumores, uma vez que podem ser obtidos em varios estagios de
desenvolvimento, que vdo desde pequenos adenomas até carcinomas
metastaticos. Sdo agrupados clinica e didaticamente em quatro categorias
definidas pelo tamanho da massa celular e caracteristicas histolégicas:

adenomas iniciais, intermediarios, tardios e carcinomas.



GRAFICO 1

Estimativa dos percentuais de obitos por cancer para 1999 no Brasil, de acordo com
a localizagdo primaria, para ambos 0s sexos, segundo o Instituto Nacional do
Cancer (INCA), Ministério da Saude (1999).
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A nomenclatura usada para definir o tipo de tumor se baseia nas
caracteristicas histolégicas e funcionais do mesmo. Carcinoma é o nome
genérico dado a um tumor maligno de origem epitelial que, ao apresentar
estrutura glandular, recebe a denominacéo de adenocarcinoma. E importante
salientar que a enorme maioria dos tumores é heterogénea principalmente no
que se refere ao comportamento funcional, estadiamento e padrdo de
crescimento (FRANKS 1990).

A progressdo tumoral de uma categoria para outra requer anos e até
mesmo décadas para se manifestar clinicamente, e se deve ao acimulo de

alteragbes cromossdémicas e genéticas, conforme representado no esquema 1
(FEARON e VOGELSTEIN 1990).
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ESQUEMA 1

Modelo das alteragdes genéticas envolvidas na progressdao tumoral do cancer colo-

retal, segundo Fearon e Vogelstein (1990), modificado por Kinzler ¢ Vogelstein
(1996).
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Os adenomas iniciais se desenvolvem a partir de uma lesdo precursora
chamada pélipo adenomatoso, resultado de uma hiperproliferagao das células
epiteliais (WINAWER 1999). A progressdo para tumor a partir desta lesdo é
um processo que envolve varios eventos bastante complexos. Entretanto, nem
todos os pélipos adenomatosos evo.uem para canceres. Apenas 1 a cada 1
milh&o de células epiteliais primordiais dardo origem a carcinomas colo-retais
(KINZLER e VOGELSTEIN 1996). Além disto, carcinomas originados de
pdlipos com componente viloso sdo 10 vezes mais freqlentes do que aqueles
provenientes de polipos tubulares (CHURCH et al. 1996). As lesdes
hiperplésicas, que sdo reversiveis, raramente dao origem a céanceres
(WILLSON et al. 1987).

Como ja foi abordado, o aparecimento de tumores é justificado por
alteragdes genéticas e epigenéticas. As alteragGes genéticas envolvidas no
surgimento de tumores incluem basicamente trés classes de genes: 0s genes

supressores de tumor, os oncogenes e 0s de reparo de DNA.

A ativacdo de oncogenes e a desativagdo de genes supressores de
tumor, ambas por mutagdo, conferem vantagens proliferativas as células de

varias maneiras (GRYFE et al 1998). Um dos eventos responséveis pela



hiperproliferacdo do epitélio coldnico é a inativacdo de ambos os alelos do
gene APC (Adenomatous Polyposis Coli), um gene supressor de tumor presente
no cromossomo 5. Este gene codifica uma proteina de mesmo nome que
controla a estabilidade de pelo menos duas proteinas relacionadas a adeséo
célula-célula, a B-catenina e a placoglobina (y-catenina) (BEN-ZE'EV 1997). A
mutagdo na linhagem germinativa de um alelo do gene APC seguida da
mutagdo somatica ou perda do segundo alelo causa a sindrome denominada
polipose adenomatosa familiar (FAP, de Familial Adenomatous Polyps). Esta
sindrome é caracterizada pela presenca de centenas de milhares de pdlipos
adenomatosos no célon que, se permanecerem ndo tratados, originam o
carcinoma. Pélipos menores do que 1 cm de tamanho raramente séao
malignos. De 509% a 60% dos pdlipos apresentam componente viloso
(SHERMAN JR 1993), o que aumenta a probabilidade de progressdc para
carcinoma, conforme ja mencionado. Além desta alteracdo genética, a
mutacdo que leva a perda da regulagdo de proliferagdo pelo proto-oncogene
K-ras também é um evento inicial no processo, sendo comum a 50% dos
adenomas maiores que 1 cm (VOGELSTEIN et al. 1988). K-ras codifica uma
proteina de 21 kDa responséavel pela transformagdo morfoldgica das células e
pela indugcdo da sintese de DNA, estando relacionada com a transdugdo de
sinais mediada por fatores de crescimento (GOUSTIN et al. 1986). A partir
dai, um evento subsequiente, a perda de heterozigose no brago longo do
cromossomo 18 (18g21), estad relacionada a piores progndsticos. A regido
cromossdmica perdida compreende o locus génico do gene supressor de
tumor DCC (Deleted in Colorectal Cancer) que codifica uma proteina
significativamente homdéloga a familia de moléculas de adesdo celular. A
perda desta proteina altera as propriedades de adesao célula-célula e célula-

matriz extracelular (FEARON et al. 1990), a serem discutidas adiante.

O gene supressor de tumor mais mutado em tumores humanos é o
p53. Em cénceres colo-retais, por exemplo, alteracdes em p53 séo
encontradas em 70 % dos tumores (BREIVIK e GAUDERNACK 1999). Uma vez
qgue a proteina codificada por este gene tem a fungdo de manter a integridade
do genoma, sua agado é impedir a proliferagdo celular onde houver dano no

DNA. Na progressdo dos tumores colo-retais, a mutagcdo de p53 no




cromossomo 17p é um evento tardio que permite que células com alteragdes
genéticas mualtiplas progridam no ciclo celular, entrando em mitose ao invés
de sofrerem apoptose (FUJIMORI et al. 1998). A apoptose € um mecanismo
que aniquila células com excesso de danos no DNA de organismos
multicelulares, de maneira programada (BREIVIK e GAUDERNACK 1999).
Escapar da apoptose € uma das vantagens adaptativas das células tumorais

que as permite proliferar irrefreavelmente.

Mais recentemente, foram identificados dois outros genes supressores
de tumor, o DPC4 (Deleted in Pancreas Cancer 4), também chamado Smad 4, e
o MADR2 (MAD-related protein), que estdo inativados por perda alélica no
cromossomo 18p21 (EPPERT et al. 1996). Ambos os produtos génicos estdo
relacionados com a via de sinalizagdo disparada pela ligagdo do fator de
crescimento transformante-pl (TGF-B1, de Transforming Growth Factor-B1) aos
seus receptores na superficie celular (DUFF e CLARKE 1998). O peptideo TGF-
Bl é um fator de crescimento que regula a proliferagcdo e a diferenciagdo em
muitos tipos celulares, mediando sua agdo por uma familia de receptores
transmembranares do tipo serina/treonina quinase (CHAKRABARTY et al.
1998). Este fator é bastante conhecido por sua atividade antiproliferativa
sobre a maioria das células epiteliais de mamiferos. A perda de fungdo de
DPC4 tem sido associada a tumores de vérios tecidos, e foi encontrada em
16% das neoplasias colo-retais (DUFF e CLARKE 1998). Por outro lado, a
perda de MADR2 estd mais associada a tumores colo-retais esporadicos,
tendo sido encontrada em 6% destas neoplasias (EPPERT et al. 1996).

Perdas alélicas nos cromossomos 1q, 4p, 6p, 8p, 99 e 22g tém sido
relatadas em 25% a 50% dos canceres colo-retais, indicando que ainda ha

muitos eventos genéticos a serem elucidados (GRYFE et al. 1998).

Além dos genes supressores de tumor e oncogenes, 0s genes de reparo
de DNA, como hMSH2, hMLH1, hPMSI e hPMS2, quando mutados na
linhagem germinativa, podem estar associados ao desenvolvimento dos
tumores colo-retais hereditarios nao polipdides (HNPCC, de Hereditary Non-
Polyposis Colorectal Cancer). Os tumores colo-retais também compartilham de

outras alteragcdes genéticas comuns a varios tipos de cancer, como 0 aumento



da atividade da enzima telomerase. Esta enzima possui atividade de
transcriptase reversa e propicia a estabilidade do genoma em células com
alta taxa proliferativa pela manutengéo da integridade dos teldmeros, que sdo
as extremidades dos cromossomos. O aumento da atividade da telomerase

estéd associada a maioria dos tumores humanos (HOLT e SHAY 1999).

Como exemplo de alteragdes epigenéticas envolvidas na progressao do
carcinoma colo-retal, encontra-se a metilagdo de seqléncias repetidas de
dinucleotideos de CpG no DNA. A metilagdo regula a expressao de genes, ao
mesmo tempo em que promove mutagdes por processos de deaminagéo,
conferindo a este fendmeno um cardter intermediario entre as interagdes
genéticas e epigenéticas. A hipermetilacdo e a hipometilagdo estdo
relacionadas, respectivamente, com a ndo transcricdo de genes supressores
de tumor e a super-expressdo de oncogenes (BREIVIK e GAUDERNACK 1999).

O dltimo e mais agressivo estagio da tumorigénese é a metéastase, que
constitui o crescimento tumoral em local diferente daquele no qual o tumor se
originou. Além de contribuir para a morbidade da doenga, as metastases
constituem a principal causa de mortalidade entre pacientes com céncer. A
maioria dos tumores metastatiza tanto por via linfatica quanto venosa,
indicando que a presenga de metdstases em ndédulos linfaticos deve ser um
sinal de disseminacdo generalizada, uma vez que ambas as vias ocorrem
paralelamente. A localizagdo de metastases é determinada ndo sé pela
disposigao anatdmica dos vasos sanguineos, como também por interagdes
entre as células tumorais e o érgédo hospedeiro, entre outros fatores (HAIER et
al. 1999). Os sitios primordiais da disseminagdo hematogénica dos tumores
colo-retais sdo o figado, os pulmdes e as vértebras lombares (SCHREINER et
al. 1991). A adesao preferencial de células metastaticas a 6rgaos especificos
é devida a resposta positiva aos fatores de crescimento locais, a adeséao
preferencial a superficie endotelial do 6rgédo-alvo e também a atragdo quimica
por moléculas solliveis produzidas pelo 6rgédo-alvo (LIOTTA e KOHN 1990).

-

Em linhas gerais, o processo metastatico € composto por mdultiplas

etapas que incluem o desprendimento da massa tumoral, a migragédo pelo



tecido conjuntivo, a formagcdo de émbolos e a penetracdo nos vasos
sangliineos, a sobrevivéncia das células a corrente circulatéria e aos
mecanismos de defesa do organismo, o extravasamento, a posterior invasao

em local a ser colonizado e a angiogénese (ver esquema 2).

A capacidade da célula metastatica de invadir e de colonizar outros
6rgaos depende do rompimento fisico com as células vizinhas (perda de
adesdo célula-célula), da eficiéncia em aderir a ld&mina basal, de efetuar
protedlise dos componentes da matriz extracelular e de migrar através desta

ultima, degradada.

A adeséao entre as células é de extrema importéncia para a manutengéo
da arquitetura e da integridade dos tecidos epiteliais, sendo que o contato
célula-célula € um sinal inibitério de proliferagdo celular (BEN-ZE'EV 1997). A

perda desta funcdo esta associada, portanto, a facilitagdo de eventos

metastaticos.

As células podem ligar-se umas as outras por meio de unidades
funcionais de adesdo. Estas unidades sdo complexos multiprotéicos que
podem ser separados em trés categorias, segundo GUMBINER (1996):
moléculas de adesdo celular (CAMs, de Cell Adhesion Molecules) e integrinas;
proteinas periféricas a membrana plasméatica que formam a placa
citoplasmatica; e proteinas da matriz extracelular (GUMBINER 1996).

As CAMs sdo geralmente glicoproteinas transmembranares gque
incluem membros das superfamilias das caderinas e das imunoglobulinas.
Caderinas sd3o as principais moléculas Ca®*-dependentes envolvidas na
adesao, diferenciagdo e estrutura dos tecidos, através de ligagdo homofilica.
E-caderina (E, de epitelial) € uma glicoproteina integral de membrana que
possui entre 120 e 130 kDa de peso molecular. E o principal membro da
familia de moléculas que é expresso em tecidos epiteliais formando o
componente funcional das jun¢des aderentes. A perda da fungcdo de E-
caderina em tumores leva a progressao rapida de adenomas benignos a
carcinomas metastaticos (GUILFORD 1999), o que inclui o gene da E-caderina

a classe de genes supressores de tumor (JAWHARI et al. 1999).



ESQUEMA 2 10

Representagdo do processo metastatico.

A. Carcinoma in situ.

B. Invasdo do tecido conjuntivo
subjacente e intravasamento sangiineo
pelas células tumorais.

C. Adesio ao endotélio no sitio de
colonizag@o secundaria.

D. Extravasamento e invasao do tecido
distante do foco primario.

E. Proliferagdo das células tumorais no
sitio secundario, estabelecendo a
metastase.
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As moléculas de E-caderina se associam a moléculas de cateninas
citoplasmaticas, divididas em a-, B- e y-cateninas. As cateninas, por sua vez,
estdo conectadas a muitas proteinas estruturais do citoesgueleto, regulando

Y

eventos de sinalizagdo citoplasmatica que levam & transcricdo de genes
relacionados a proliferacdo celular (HUGH et al. 1999). Além de estarem
conectadas as moléculas de E-caderina, as cateninas também séo
encontradas livres, em pools, ou em complexos a/B-catenina e a/y catenina
no citoplasma. Os niveis citoplasmaticos de B-catenina sdo controlados pela
proteina APC. Uma mutagcdo no gene APC que leve a formagdo de uma
proteina truncada altera os niveis citoplasmaticos de B-catenina, que se liga a
fatores de transcrigcdo de véarios genes (SHTUTMAN et a/. 1999), entre eles o
proto-oncogene c-myc (JAWHARI et al. 1999). O produto primario de c-myc é
um polipeptideo de 64 kDa que age como um fator transcricional quando
forma heterodimeros com outra proteina (FEARON e DANG, 1999). A
associagdo entre o gene APC e o complexo E-caderina/p-catenina explica
como alteragbes nestes genes estdo envolvidas nas etapas iniciais da

carcinogénese colo-retal.

Dentre os componentes da superfamilia das imunoglobulinas que
conferem adesividade intercelular, destaca-se o antigeno carcinoembrionério
(CEA). CEA é uma glicoproteina de superficie celular de aproximadamente
180 kDa, dos quais 60% sao cadeias de aglcar. Em neoplasias avancadas,
esta glicoproteina é encontrada em altas concentragdes no soro de pacientes,
sendo considerada um importante marcador tumoral (ZBAR et al. 1998),
principalmente de carcinomas colo-retais. CEA é um antigeno oncofetal cuja
expressdao em tecidos adultos € resultado da nado-repressdo de genes por
mecanismos desconhecidos (ABBAS et al. 1997). A superfamilia das
imunoglobulinas inclui anticorpos, receptores de células T, receptores de
fatores de crescimento e moléculas de adesdo celular. Considerando este
aspecto, BENCHIMOL e colaboradores (1989) demonstraram que CEA
também medeia interagdes adesivas entre células, funcionando como
molécula de adesdo homofilica Ca®*-independente.
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Ainda conferindo adesdo, as integrinas constituem o grupo de
moléculas mais notaveis no que concerne a ancorar as células as proteinas da
matriz extracelular, conectando o meio extracelular (matriz) ao meio
intracelular (componentes do citoesqueleto), conforme representado no

esquema 3.

ESQUEMA 3

Representacdo estrutural das integrinas, segundo Heino (1993) com
modifica¢des.

Ligacdo a componentes da matriz extracelular

MEIO EXTRACELULAR

Membrana plasmatica

MEIO INTRACELULAR

Ligagdo a componentes do
citoesqueleto

As integrinas sdo uma familia de glicoproteinas transmembranares
receptoras que se arranjam de forma heterodimérica na membrana celular,
mediando interagcdes heterofilicas (HEINO 1993). Possuem papel na
transmissdo de informacdes entre as células, proliferagédo, diferenciacgéao,
migragdo, transdugcdo de sinais citoplasméaticos e expressdo de genes
especificos. Cada molécula de integrina é formada por uma subunidade a e
outra B, cada uma com um peso molecular que varia entre 100 e 200 kDa
(RUOSLAHTI 1999). Considerando-se que sd@o conhecidos pelo menos 15
tipos de cadeias a e 8 tipos de cadeias B, existe um ndmero bem elevado de

possiveis combinagdes para a formagdo de heterodimeros (VARNER e
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CHERESH 1996). Varias integrinas reconhecem o tripeptideo arginina-glicina-
acido aspartico (RGD) nas proteinas de matriz extracelular, por onde fazem a
ligacdo que é dependente de Ca®". Algumas integrinas sdo totalmente
especificas para um sé ligante, enquanto outras reconhecem duas ou mais
proteinas diferentes. A sinalizagdo intracelular via integrinas pode ser direta
ou indireta. Na sinalizagao direta, a adesdo com o ligante causa um clustering
de moléculas de integrinas e dispara a ativagdo de proteinas quinases por
autofosforilacdo das FAK (Focal Adhesion Kinases, quinases de adesdo focal).
As FAK sdo as principais proteinas tirosina-quinase das adesdes focais. Por
sua vez, as adesdes focais sdo contatos célula-substrato especializados em
gque sdo encontradas grandes concentragbes de integrinas ligadas a
filamentos de actina e nos quais se observam as maiores concentragdes de
proteinas fosforiladas nos seus residuos de tirosina do citoplasma
(RUOSLAHTI 1999). Na sinalizagdo indireta, a ancoragem de células a matriz
extracelular por integrinas estimula as vias de sinalizagéo ativadas por fatores
de crescimento. A distribuicdo polar das integrinas observadas no epitélio
normal é freqientemente perdida nos carcinomas (KEELY et al. 1998). De
modo geral, a expressdo das integrinas na superficie celular tende a ser
reduzida em tumores. Entretanto, existem varios exemplos contrarios em que
determinados tipos de integrinas aparecem super expressos nos tumores
(YAMADA e MIYAMOTO 1995). E possivel entdo que a regulagdo das
integrinas nas neoplasias seja variavel ao longo do processo maligno,
dependendo da fase da carcinogénese.

Outra unidade adesiva extremamente complexa é representada pela
placa citoplasmaética, cujas proteinas conectam os sistemas adesivos ao
citoesqueleto, regulam as fungdes das moléculas adesivas e transduzem
sinais citoplasmaticos iniciados nas superficies das células pelas integrinas.
Dentre os complexos estruturais envolvidos na adesao intercelular destacam-
se 0os desmossomos e hemidesmossomos. Os desmossomos sdo jungdes
intercelulares responsaveis pela adesdo célula a célula, enquanto que os
hemidesmossomos medeiam a adesdo da célula com a lamina basal (definida
adiante) em alguns epitélios. S&o estruturas analogas, sendo que os

componentes de suas placas e as glicoproteinas de adesdo sao distintos. Os
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desmossomos contém principalmente dois subtipos de proteinas, ambos
pertencentes & superfamilia das caderinas: as desmogleinas e as
desmocolinas (SMITH e FUCHS 1998). Na porgao citoplasmatica, os
desmossomos tém a funcdo de ancorar os filamentos intermediarios, cuja
funcéo é propiciar a estrutura espacial das células e tecidos (KOCH e FRANKE
1994). As citoqueratinas constituem o tipo mais frequente de filamento
intermediario presente nas células epiteliais, sendo até consideradas
marcadores tumorais (KYZER e GORDON 1997). O componente mais
importante dos hemidesmossomos é a integrina a6p4, que é a integrina mais

abundante da superficie basal das células epidermais (GARROD 1993).

O espaco intercelular de um tecido é denominado matriz extracelular e
apresenta organizagdo em rede. A matriz extracelular é composta
basicamente por proteinas fibrosas, como coldgeno e elastina, imersas em
uma solucdo hidrofilica formada por polissacarideos associados ou ndo a
proteinas. As diferentes combinag¢des destas proteinas resultam em uma
grande diversidade de fungdes das matrizes extracelulares de diferentes
tecidos, que incluem a regulagédo de alguns comportamentos celulares, como
adesdo, motilidade, proliferagdo e diferenciagdo. Dentre os constituintes que
se agregam sem formar fibrilas estdo as glicoproteinas alongadas, como
fibronectina e laminina, e também os glicosaminoglicanos e os proteoglicanos
(JUNQUEIRA e CARNEIRO 1997b). A principal fungdo de fibronectinas e
lamininas é fazer a ligagdo entre as células e o restante da matriz
extracelular. Contudo, estas moléculas também regulam a expressdo de

diversos genes em funcéo do tecido em que se encontram.

Os componentes da matriz extracelular sdo secretados pelas células do
préprio tecido ou do tecido conjuntivo subjacente. Conforme esté
representado no esquema 4, no limite entre o tecido epitelial e o tecido
conjuntivo, a matriz extracelular recebe a denominacdo especial de
membrana basal e consiste em uma camada delgada muito importante para

a funcéo e delimitacdo espacial das células.
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ESQUEMA 5

Representagdo estrutural da molécula de fibronectina, segundo Bergman et
al., 1996a.
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Linhagens celulares com fendtipo maligno apresentam uma expressao
reduzida de fibronectina, indicando que esta molécula participa de alguma
forma da manutencao das caracteristicas normais dos tecidos sdos (HUANG e
CHAKRABARTY 1994). Recentemente, foi postulada a hipdtese de que tanto a
fibronectina plasmatica quanto o seu sitio de ligagdo as integrinas, o peptideo
RGD, possuem atividade anti-metastatica (RUOSLAHTI 1999).

As lamininas sdo glicoproteinas heterotriméricas grandes, de
aproximadamente 820 kDa, formadas por cadeias alfa, beta e gama que se
enovelam em forma de cruz, sendo que cada uma destas cadeias apresenta
varios subtipos. Assim, as muitas combinagdes destas diferentes unidades de
cadeias a, B e y fornecem um grande numero de isoformas de laminina que
sdo hoje reunidas em uma familia de moléculas multifuncionais (AUMAILLEY

e SMYTH 1998). O tamanho da familia tende a aumentar conforme novas
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moléculas e novos subtipos de cadeias vao sendo identificados (MERCURIO
1995). As principais lamininas epiteliais sdo a laminina 1 (constituida pelas
cadeias al, Bl e v1), laminina 5 (a3, B3 e y2) e laminina 10 (a5, Bl e y1). As
lamininas contendo as cadeias al e a3 s&o praticamente restritas aos
epitélios, enquanto que as que possuem a5 também sdo encontradas no
endotélio e em membranas basais dos musculos (EKBLOM et al. 1998). O

esquema 6 traz uma representacédo da estrutura da molécula de laminina 1.

ESQUEMA 6

Representacdo estrutural da molécula de laminina 1, segundo Mercurio,
1995, com modificagdes.
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A conexdo entre as lamininas e a rede de colageno IV e outras
proteinas das membranas basais é mediada por nidogénio, ou entactina.
Nidogénio € uma molécula que se associa com grande afinidade a laminina,
sendo importante para o arranjo e estabilizacdo final da membrana basal.
Esta ligacdo de alta afinidade é devida a presenga de um unico sitio de
ligagdo na cadeia vyl da laminina, sendo portanto uma caracteristica presente
na maioria das suas isoformas (MAYER et al. 1998). Além das integrinas,
distroglicanos também sdo receptores transmembranares de laminina,
ligando a membrana basal ao citoesqueleto (SCHWARZBAUER 1999).

Algumas das etapas do processo metastatico — como a migragédo e a
invasdo tanto dos vasos sanglineos como dos oOrgdos de colonizagao
secundaria — envolvem a protedlise da matriz extracelular. Esta fungéo é feita
por enzimas especificas, dentre as quais se destacam as metaloproteases de
matriz extracelular (MMP, de Matrix Metalloproteinases). Estas enzimas
aparecem super-expressas nos tumores quando comparadas aos niveis dos
tecidos normais adjacentes. As metaloproteases fazem parte de uma familia
de endopeptidases que possuem um sitio altamente conservado de um &tomo
de Zn®** e possuem como substratos varios componentes da matriz
extracelular, incluindo fibronectina, laminina, coldgenos | a V, elastina e
proteoglicanos. A maioria das enzimas é secretada na forma inativa de proé-
enzima e a ativagdo advém de mudangas conformacionais e clivagem
proteolitica do pré-dominio (BROWN, 1998). Tanto as células tumorais
guanto as células do préprio estroma invadido, principalmente fibroblastos,
sintetizam metaloproteases. A regulagdo dos efeitos destas enzimas é feita
por inibidores de metaloproteases, as TIMPs (Tissue Inhibitor of
Metalloproteinases), cuja atividade foi associada a inibigdo da progresséo
tumoral em alguns modelos in vivo (TOI et al. 1998). Nos tumores, o balango
entre as enzimas e seus inibidores parece pender para as primeiras,
resultando em invasdo, colonizacdo de 6rgdos secundarios e metéastases,
como representado no esquema 7.
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ESQUEMA 7

Representagdo esquematica de algumas das fases dos processos de invasdo
tumoral e metastase em que as metaloproteases tém atuagdo. Modificado de
Brown, 1998.
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secundaria

= Vaso
Celulas do estroma e matriz sangiiineo
extracelular
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Matriz extracelular degradada /

Lesf@o metastatica

Outro processo fisiolégico essencial na disseminagdo tumoral é a
angiogénese, uma vez que vasos neoformados sdo a principal via de acesso
de céiulas tumorais a circulagdao. A sobrevivéncia da massa tumoral, tanto
priméria quanto em sitios secundarios, também depende da vascularizagcao
regional, a fim de serem supridas as necessidades nutricionais e de trocas
gasosas. O grau de vascularizagdo de um tumor resulta de interagdes entre as
células tumorais, células endoteliais e células do sistema imunoldgico. O
controle deste processo € feito pelo balango entre fatores pré-angiogénicos €
anti-angiogénicos (SOLIMENE et a/l. 1999). De modo geral, os fatores pré-
angiogénicos estimulam a répida proliferagdo das células endoteliais e inibem
os fatores anti-angiogénicos. Dentre os primeiros, destaca-se o VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor, fator de crescimento vascular endotelial), que tem
sido alvo de estudos visando terapias contra tumores sélidos (AUGUSTIN
1958).

/~/’
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Grande parte do conhecimento que se tem hoje sobre a fisiopatologia
tumoral ndo seria possivel sem os estudos in vitro, porque estudos em animais
possuem a desvantagem de ndc possibilitar o controle das variaveis
intrinsecas de um organismo. Por este motivo, células em cultura sdo uma
grande e valiosa ferramenta na investigagdo cientifica (DARNELL et al.
1990b).

O estudo de linhagens de adenocarcinomas humanos como modelos
experimentais pode ser de grande valia para a compreensao dos eventos
envolvidos na progressao tumoral (PARASKEVA et al. 1989). As descrigdes de
linhagens de carcinomas colo-retais sdo baseadas em varios critérios, como
morfologia, cariétipo, produgdo de antigeno carcinoembrionario (CEA),
crescimento in vitro, tumorigenicidade e caracteristicas genéticas (FEARON et
al. 1990).

Ha alguns anos foi isolada no Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o
Cancer (Sao Paulo, Brasil) uma linhagem humana de adenocarcinoma de
célon a partir de metéstase hepatica. Esta linhagem foi denominada LISP-I e
tem sido estudada sob diferentes aspectos no Brasil e no exterior,

isoladamente.

Usando a linhagem LISP-I em comparagdo com outras linhagens de
adenocarcinoma colo-retal, PRADO e colaboradores (1995) demonstraram a
susceptibilidade de LISP-I a lise por células natural killer (NK). A lise celular
mediada por células NK é considerada um mecanismo importante na
resposta imune anti-tumoral, particularmente para metéstases. E bastante
instigante o fato de LISP-| ser sensivel, in vitro, a um mecanismo anti-tumoral
e ter origem metastatica. Apesar desta sensibilidade detectada in vitro, a
linhagem LISP-| foi bem sucedida no processo de metastatizagdo, sugerindo a
existéncia de possiveis mecanismos de escape a resposta imune, que

merecem ser estudados.

LISP-I também serviu como modelo celular in vitro em estudos sobre
responsividade a fatores de crescimento. Uma das pegas mais importantes

em biologia tumoral é o envolvimento de fatores de crescimento na
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transcricdo de proto-oncogenes (GOUSTIN et al. 1986). A evidéncia deste
envolvimento reside no decréscimo da necessidade de fatores de crescimento
do soro para a proliferacdo de algumas células transformadas. Fatores de
crescimento sdo definidos como polipeptideos que estimulam a proliferagao
celular pela ligagdo a receptores de alta afinidade. Sugere-se que IGFs
(Insuline-like-Growth-Factors, fatores de crescimento semelhante a insulina) sédo
importantes na regulagdo da proliferacdo de carcinomas colo-retais (LAHM et
al. 1994). Tanto IGF-I como IGF-Il estimulam a proliferagdo celular de maneira
autécrina, tendo sido purificados de sobrenadantes de cultura de HT29, uma
linhagem celular de carcinoma colo-retal bem estabelecida (LAHM et al.
1994). Os efeitos de IGF-l e -Il sdo exercidos por meio da interagdo com
receptores especificos. Uma das cadeias destes receptores possui homologia
com o produto do oncogene ros (GOUSTIN et al. 1986) que tem atividade

tirosina quinase relacionada ao receptor de insulina (DARNELL et a/. 1990Db).

Estudos usando LISP-I mostraram que a linhagem néo responde a |GF-
| e -1l exdgenos (LAHM et al. 1992b). Mais tarde, LAHM e colaboradores
(1994) mostraram que LISP-l possui receptor de IGF-I, mas o fato desta
linhagem né&o responder a IGF-I e -II exdgenos pode ser devido a presenga de
um receptor ndo funcional gragas a alteragdes intrinsecas ou a deficiéncias na

via de sinalizagdo em eventos subsequentes a ativagado do receptor.

Outros fatores bioldgicos importantes na regulagdo do comportamento
e da proliferagao celulares séo as citocinas. Citocinas sdo um grupo bastante
diversificado de proteinas produzidas por células imunocompetentes que
agem como moduladores nas respostas inflamatéria, imune e
hematopoiética. Agem em vérios tipos celulares, de maneira pleiotrépica, pela
ligagdo a receptores especificos presentes na superficie da célula alvo.
Interleucina 1 (IL-1) € uma citocina produzida por muitos tipos celulares,
principalmente fagécitos mononucleares. Seus efeitos bioldgicos dependem
da quantidade liberada, e podem ser proliferativos ou anti-proliferativos em
células de carcinoma colo-retal em cultura (RAITANO e KORC 1993; LAHM et
al. 1992a). Uma outra citocina secretada por macréfagos sob influéncia

inclusive de IL-1 é a interleucina-6 (IL-6), que possui agcdo principalmente sob
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hepatécitos e linfécitos B, agindo como fator de crescimento em muitos tipos
de tumores (ABBAS et al. 1997). Neste contexto, LAHM e colaboradores
(1992a) compararam a capacidade de LISP-| responder a IL-1 e & IL-6 com
outras linhagens de carcinoma colo-retal j& estabelecidas, e verificaram sua
ndo-responsividade a estas duas citocinas. Concluiram que diferentes
citocinas fornecem sinais distintos para a regulagdo da proliferagéo in vitro de

linhagens celulares de carcinomas colo-retais.

LISP-I também foi empregada com o propésito de se investigar o efeito
potenciador de interferon a (IFN-a) sobre 5-fluororacil (5-FU). 5-FU tem sido
usado ha mais de 40 anos como adjuvante no tratamento de céncer colo-retal
em estadio avancado (MEROPOL 1998). A citocina IFN-a € conhecida pela
ativagcdo das funcdes liticas de células NK, além de ja ser amplamente
utilizada na clinica como um agente anti-viral (ABBAS et al. 1997). A
combinagdo de 5-FU com IFN-a se mostrou um importante agente anti-
tumoral em ensaios clinicos realizados em pacientes com carcinoma colo-
retal em estédgio avangado (WADLER et al. 1989; WADLER e WIERNIK 1990).
TEVAEARAI e colaboradores (1992) investigaram os efeitos in vitro de IFN-a
sobre a citotoxicidade de 5-FU em linhagens de adenocarcinoma de célon,
inclusive LISP-I. Novamente, os dados obtidos revelaram que LISP-I é

insensivel ao efeito potenciador de IFN-a sobre a agdo de 5-FU.

ROELA (1998) utilizou a linhagem LISP-| sob efeito do tratamento com
DMSO (dimetil-sulféxido) para verificar a influéncia da capacidade
diferenciadora do altimo na expressdo de integrinas do tipo Bl e na
consequente adesdo a laminina-1. O DMSO é um solvente polar que age como
importante agente diferenciador em alguns tipos celulares humanos. Foi
demonstrado que LISP-| responde a agdo diferenciadora do DMSO melhor do
gue a linhagem celular usada comparativamente. As propriedades adesivas a
laminina-1 ndo foram alteradas pela agdo de DMSO, indicando que outras
integrinas, além das da familia Bl, podem exercer a fungdo de adesdo a

laminina-1 em células pobre e parcialmente diferenciadas.

Outro estudo que utilizou LISP-I teve como objetivo relacionar a

expressao de receptores de acido retindico, um agente anti-proliferativo, e a
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do oncogene c-myc (dos REIS, 1993). J& que a ligagdo de vitamina D ao seu
receptor provoca uma redugdo da expressdo de c-myc em células de uma
linhagem promielocitica humana, foi proposto que 0 mesmo poderia se dar
em células colénicas, que sdo o principal alvo de agdo da vitamina D.
Entretanto, apesar de LISP-| apresentar o receptor de vitamina D normal, a
expresséo de c¢-myc nao foi inibida por 1,25-dihidroxi-vitamina Ds.
Curiosamente, também nédo foi observado o aumento na expressdo de c-myc
em células tratadas com altas concentracdes de vitamina D, efeito esperado e

obtido em outra linhagem de carcinoma colo-retal usada no mesmo estudo.

Como pode ser notado, os trabalhos que utilizaram a linhagem LISP-I
identificaram-na como uma linhagem n&o-responsiva a fatores exdgenos,
como fatores de crescimento e vitamina D3, e a droga 5-FU, mesmo na
presenca de IFN-a. Este comportamento sugere certa auto-suficiéncia, a qual
pode ter contribuido para seu fenétipo metastatico, apesar de ser alvo de lise
por células NK. Reunidos, os achados acima descritos instigam o interesse
em estudar algumas caracteristicas biolégicas de LISP-I que possam ter

contribuido para o estabelecimento de seu fenétipo metastatico.
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OBJETIVOS

. Obtengdo de subpopulagdes celulares de morfologias distintas entre si a

partir da linhagem de adenocarcinoma colo-retal humano LISP-I.

. Avaliagcao estrutural e funcional in vitro e in vivo das sublinhagens de LISP-
| obtidas.
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MATERIAL E METODOS

1. CULTURA CELULAR

A linhagem celular LISP-| foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Ricardo
R. Brentani, do Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer, S&o Paulo.
Células de LISP-| foram cultivadas em meio de cultura DMEM enriquecido
com 109% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, SP), acrescido
de 40 mg/| de gentamicina (Scheririg, S&o Paulo,SP), tamponado com 10 mM
de HEPES (Inlab, Sdo Paulo, SP) e 24 mM de bicarbonato de sédio (Reagen,
Rio de Janeiro, RJ). Esta solucdo foi denominada meio completo e, na
auséncia de SFB, meio incompleto. As passagens e os subcultivos foram
realizados por tripsinizagdo, sempre que as células atingissem 80% de
confluéncia, com uma solugdo de 0,2% (p/v) de tripsina e 0,02% (p/v) de
EDTA, provenientes do Instituto Adolfo Lutz (Sdo Paulo, SP). Os frascos de
cultura (Costar, Cambridge, EUA) foram mantidos em estufa idmida (Forma
Scientific, Ohio, EUA) a 37°C sob atmosfera dmida de 5% de CO; em ar.

2. CLONAGEM CELULAR

Clonagens celulares da linhagem LISP-| foram feitas a fim de se obter
subpopulagdes homogéneas com morfologias distintas. Cultivos apresentando
80% de confluéncia foram utilizados. Para tal, células aderidas foram lavadas
uma vez com PBS e removidas com solugédo de tripsina/EDTA. Suspensdes de
células individualizadas (single cell suspensions) foram submetidas a diluicdo
limitante de forma que em cada 50 ul de meio de cultura houvesse uma Unica
célula. Esta suspensdo foi entdo distribuida em placa de cultura de 96
orificios e incubada em estufa imida a 37°C sob atmosfera de 5% de CO, em
ar até que aparecessem coldnias de células oriundas de uma Udnica célula
(clones celulares). Populagdes que apresentavam morfologia homogénea e

gue eram notadamente provenientes de clones isolados foram cultivadas nas
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mesmas condicdes da linhagem parental até atingirem a semi-confluéncia,

expandidas e congeladas.

3. ANALISE MORFOLOGICA
3.1. MICROSCOPIA OPTICA

A selecdo de duas subpopulagdes com morfologias bastante distintas a
serem expandidas foi realizada sob visualizagdo em microscépio optico

invertido equipado com contraste de fase (Axiovert S100, Zeiss, Alemanha).

3.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A superficie das células foi analisada por microscopia eletrbnica de
varredura. Para tal, as células foram fixadas em solugdo de glutaraldeido
(Sigma, St.Louis, EUA) a 2% (v/v), paraformaldeido a 4% (v/v), cloreto de
célcio a 5 mM em tampao cacodilato de sédio (Sigma, St.Louis, EUA) 20,1 M
pH 7,2, durante uma hora. As células foram pés fixadas em tetrdoxido de
6smio (Sigma, St.Louis, EUA) a 1% (p/v) no mesmo tampao, desidratadas

adequadamente e metalizadas para observagdo microscépica (Jeol, Brasil).

3.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Para anélise ultraestrutural das células, as células foram cultivadas em
laminulas de vidro e fixadas conforme o item anterior. Apds este passo, as
células foram pés fixadas em tetréxido de ésmio a 19% (p/v), ferrocianeto de
potéssio a 0,8% (p/v) e cloreto de célcio a 5 mM em tamp&o cacodilato de
sédio a 0,1 M pH 7,2. O material foi entédo, incluido em epon e submetido a
microtomia. Os cortes foram contrastados em acetato de uranila e citrato de

chumbo, observados e fotografados em microscépio eletrénico de
transmissao (Jeol, Brasil).
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4. CURVAS DE CRESCIMENTO

1 x 10* células e 3 x 10* células da linhagem LISP-| e das sublinhagens
LISP-A10 e LISP-E11 foram plaqueadas em placas de cultura de 24 orificios,
em duplicatas, em meio completo. Apds 24 horas, as células aderidas foram
lavadas com PBS, removidas com tripsina/EDTA e submetidas a contagem
em hemocitdmetro (Cém_ara de Neubauer) usando 0,4% (p/v) do corante vital
Trypan Blue (Sigma, St. Louis, EUA). As contagens foram feitas diariamente
até 0 6°. dia. Os valores foram analisados em gréficos em escala logaritmica e
os tempos de duplicagdo populacional (Td) foram calculados considerando-se
o intervalo de tempo em que o nimero de células vidveis duplicou na

populagao em cultura.

4.1. CURVA DE CRESCIMENTO SOBRE SUBSTRATO PROTEICO

As curvas de crescimento sobre proteinas da matriz extracelular foram
realizadas apenas com a linhagem mae LISP-|, sensibilizando-se placas de 24
orificios com 5 pg/cm? de laminina ou fibronectina por 2 horas a 37°C e
plaqueando-se 5 x 103 células (dia 0). Contagens do ndmero de células foram
feitas até o 8 dia, conforme acima exposto. Como controle foi usado o
crescimento obtido sobre placa sem qualquer substrato protéico. Os
experimentos foram realizados em triplicatas. OS sobrenadantes de cultura
de todos os orificios foram recolhidos e mantidos a -20°C para posterior
dosagem de CEA.

5. DOSAGEM DE CEA NOS SOBRENADANTES DA CULTURA

CEA foi dosado em 500 pl do meio de cultura (sobrenadante) contido
em placas de 24 orificios em que foram realizadas as curvas de crescimento
de LISP-l em substrato protéico (acima). A dosagem foi feita por kit de
quimioluminescéncia LIA-MAT CEA (BYK Sangtest Diagnéstica), no laboratério

de Imunodiagnéstico da Hospital A. C. Camargo, Fundagdo Antonio Prudente,
Séo Paulo.



28

6. EXPRESSAO DE MOLECULAS DE ADESAO INTERCELULAR
6.1. IMUNOCITOQUIMICA

LISP-A10 e LISP-E11 foram cultivadas em laminulas de vidro de 13
mm de didmetro (GlassTécnica, Sdo Paulo, SP) até 70% de confluéncia.
Foram entdo fixadas com 1% (p/v) de paraformaldeido (Hoechst do Brasil,
Suzano, SP) em PBS por 1 hora a temperatura ambiente. Apds este periodo,
as células foram re-hidratadas com trés lavagens de 10 minutos com PBS. A
peroxidase enddgena das células foi entdo bloqueada por cinco incubagdes de
10 minutos com 309% (v/v) de perdxido de hidrogénio (H20;) (Merck,
Darmstadt, Alemanha), em PBS. As laminulas contendo as células foram
lavadas trés vezes com PBS e incubadas com soro bovino diluido 1:10 (v/v)
em PBS por 1 hora a temperatura ambiente para bloquear ligagdes
inespecificas. O soro foi desprezado e, imediatamente apds, o anticorpo
monoclonal (AcMc) anti-CEA 5D11 (CARNEIRO et al., 1987) foi adicionado a
cada laminula, a uma concentracdo de 50 pg/mi em PBS. O tempo de
incubacgao foi de 16 horas a 4°C. Em seguida, as laminulas foram lavadas trés
vezes com PBS e incubadas com o anticorpo secundério anti-imunoglobulina
G de camundongo conjugado com biotina (Sigma, St. Louis, EUA) em uma
diluicdo de 1:200 (v/v) em PBS por 1 hora a 37°C. Em seguida, apds trés
lavagens com PBS, o conjugado Extravidina®-peroxidase (Sigma, St.Louis,
EUA) diluido a 1:1000 (v/v) em PBS foi adicionado e as laminulas foram mais
uma vez incubadas por 1h a 37°C. Depois deste periodo, as laminulas foram
lavadas trés vezes com PBS e a reagdo foi revelada com diaminobenzidina
(Sigma, St. Louis, EUA), na concentracdo de 0,66 mg/ml de tampao TRIS 50
mM, NaCl 150 mM, pH 7,4 contendo 0,03 % (v/v) de H0,. A reagdo foi
interrompida com agua e as laminulas foram entdo coradas com hematoxilina
para contrastar o nucleo, lavadas e desidratadas sequencialmente em alcool
70%, alcool 90%, alcool 100%, alcool 100%, xilol 100% e xilol 100%. Apds
montagem das laminulas em laminas, usando Entelan (Merck, Darmstadt,

Alemanha), as mesmas foram observadas ao microscépio éptico comum.
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6.2. CITOMETRIA DE FLUXO

A expressdo de desmogleina e do antigeno carcinoembrionario (CEA)
fol investigada por imunofluorescéncia indireta e medida por citometria de
fluxo (FACS, de Fluorescence Activated Cell Sorter). As células das sublinhagens
LISP-A10 e LISP-E11 foram removidas mecanicamente dos frascos de cultura
por cell scrapper, fixadas com 1% (p/v) de paraformaldeido (Reagen, Rio de
Janeiro, RJ) em PBS e lavadas antes da incubagdo com anticorpos. Foram
utilizados os anticorpos monoclonais anti-desmogleina (Boehringer,
Mannheim, Alemanha) a 10 ug/ml, anti-CEA (CARNEIRO et al.,, 1987) a 60
ug/ml e, como controle negativo, a fragdo de IgGs purificada de soro de
camundongos pré-imunes a 60 pug/ml. Os mesmos foram incubados por 1
hora a temperatura ambiente. Apds duas lavagens com 1% de BSA (p/v) em
PBS, as células foram suspensas em 200 ul de uma solugdo do conjugado
fluoresceinado anti-lgG de camundongo (Sigma, St. Louis, EUA) numa
diluigdo de 1:50 (v/v) em PBS e incubadas por 45 minutos a temperatura
ambiente. As células foram entdo lavadas duas vezes com 1% (p/v) de BSA
em PBS, suspensas em 500 ul de PBS e contadas em FACS (Becton
Dickinson, San Jose, EUA). As células mortas nas populagdes de células
analisadas foram excluidas da contagem.

7. OBTENGAO DE LAMININA E DE FIBRONECTINA

Laminina purificada do tumor murino EHS (Engelbreth-Holm-Swarm) foi
gentilmente cedida por Dra. Vilma Regina Martins, do Instituto Ludwig de

Pesquisa sobre o Cancer, Sao Paulo.

Fibronectina foi purificada de plasma fresco humano aplicado em
coluna de gelatina-Sepharose, conforme descri por AKIYAMA e
colaboradores (1985).
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8. ENSAIOS DE ADESAO CELULAR

Os ensaios de adesdo celular foram realizados de acordo com
TARABOLETTI et al. (1993), com modificacbes. Placas de cultura de 96
orificios (Costar, Cambridge, EUA) foram sensibilizadas com 40 ul / orificio
com diferentes concentragdes de laminina ou fibronectina por 2 horas a 37°C.
Apds este periodo, os sitios ativos remanescentes do plastico foram
blogueados com 1% (p/v) de BSA em PBS por 1 hora a 37°C. Para este
experimento, as células foram removidas com solu¢do de 0,6 mM de EDTA e
suspensas em meio incompleto. 5 x 10% células das linhagens em estudo
foram distribuidas nas placas sensibilizadas logo apds o periodo de bloqueio
e a lavagem dos orificios. Seguiu-se incubagdo de 3 horas a 37°C. Foram
entdo feitas 3 lavagens com PBS para remog¢do das células ndo aderidas, e as
remanescentes foram fixadas no plastico com metanol 100% (Merck,
Darmstadt, Alemanha) por 5 minutos. Na sequéncia, as mesmas foram
lavadas novamente e coradas com solugdo filtrada de 0,2% (p/v) de cristal
violeta (Synth, Sdo Paulo, SP) em etanol 2% (v/v) (Merck, Darmstadt,
Alemanha) por 5 minutos. A remocgédo do excesso de corante foi realizada por
lavagens exaustivas dos orificios com PBS. O corante em fase sélida foi eluido
com uma solugdo de 50% de etanol (v/v) em solugcdo de 0,1 M de citrato de
sédio, num volume de 100 ul por orificio, sob agitagdo suave, por 5 minutos.
A absorbéncia foi lida em espectrofotémetro a 550 nm de comprimento de
onda.

9. ENSAIOS DE MIGRAGAO

A fim de comparar a habilidade das duas sublinhagens em migrar em
dire¢cdo a componentes de matriz extracelular, as células foram submetidas a
ensaios de migracdo de acordo com JASIULIONIS e colaboradores (1996),
com pequenas modificagdes. Camaras de Boyden modificadas Transwell®
(Costar, Cambridge, EUA) com membranas de policarbonato contendo poros
de 8 um de diametro foram sensibilizadas nas suas por¢des externas com 20

ug de laminina e de fibronectina, separadamente, por 2 horas a 37°C. Apds
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este periodo, os sitios ativos remanescentes da membrana foram bloqueados
com 1% de BSA (p/v) em PBS por 1 hora a 37°C. As porgdes internas das
camaras foram entdo preenchidas com 200 ul de suspensdes de 2 x 10°
células das linhagens em estudo em meio completo sem soro fetal bovino e
incubadas por 16 horas a 37°C em estufa iumida contendo 5% de CO,. Em
seguida, as membranas foram lavadas cuidadosamente com PBS, fixadas por
5 minutos em metanol 100% (Merck, Darmstadt, Alemanha), lavadas com
dgua e coradas com 1% (p/v) de azul de toluidina (Merck, Darmstadt,
Alemanha) em 1% (p/v) de tetraborato de sédio (bdrax) (Sigma, St. Louis,
EUA) por 5 minutos. Apds lavagem exaustiva em &gua, a coloragdo das
por¢des internas foi cuidadosamente removida com algodao, restando apenas
a coloragdo da porgdo externa da camara, onde se espera encontrar as
células que migraram. A eluigdo do corante foi feita com 1% (p/v) de SDS em
agua, aplicando-se 200 ul por cdmara e incubando-se por 30 minutos a 37°C.
A densidade Optica foi obtida por leitura da absorbédncia em
espectrofotébmetro a 570 nm de comprimento de onda. O controle foi feito
pela analise da migracdo em diregdo a 1% (p/v) de BSA em PBS. Todos 0s
experimentos foram feitos em duplicatas.

10. PROLIFERAGAO INDEPENDENTE DE ANCORAGEM

Placas de cultura de 6 orificios (Costar, Cambridge, EUA) foram
preenchidas com uma camada de 1% (p/v) de agarose (Gibco BRL,
Gaithesburg, EUA) em meio completo, em volume de 2 ml por orificio. A esta
camada foi dada a denominagdo de &agar base. A fim de se verificar a
sobrevivéncia e a proliferacdo das células de forma independente de
ancoragem, 5 x 10° células de cada uma das sublinhagens foram suspensas
em uma solugdo de meio completo com 0,6% (p/v) de agarose e colocadas
sobre a camada de &gar base j& gelificada. Sobre as duas camadas, foi

acrescentado meio completo, o qual foi substituido a cada 7 dias (SACKS et
al., 1988).
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11. TUMORIGENICIDADE /N VIVO

Camundongos BALB/c¢ machos de 2 meses de idade tiveram o dorso
depilado e foram irradiados com 600 rads 24 horas antes do xenotransplante
de células das sublinhagens LISP-A10 e LISP-E11. 1 x 10° ou 1 x 107 células
em PBS de cada um dos clones celulares foram injetadas subcutaneamente

no dorso dos animais supracitados.
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RESULTADOS

1. CULTURA CELULAR

A linhagem de adenocarcinoma de coélon LISP-I foi cultivada em

garrafas e placas de cultura, sempre formando monocamadas (figura 1A).

2. CLONAGEM CELULAR E ANALISE MORFOLOGICA

Como pode ser observado na figura 1A, a linhagem LISP-| apresenta
heteroge-neidade intrapopulacional quanto a morfologia celular, com células
arredondadas, alongadas ou ainda arranjadas como um tecido coeso. Para
iIsolar populagdes com diferentes morfologias celulares, foi realizada a
clonagem celular. Foram obtidos dois clones celulares com morfologias
distintas entre si, denominados de LISP-A10 (figura 1B) e LISP-E11 (figura
1C). A sublinhagem LISP-A10 possui morfotipo epitelial, com suas células
fortemente aderidas umas as outras, formando agregados celulares de dificil
rompimento em suspensdo. Por outro lado, a linhagem LISP-E11 apresenta
morfotipo fibroblastéide, com células alongadas e baixo grau de adesédo
intercelular. Ambos os clones apresentam popula¢cdes homogéneas

intralinhagem, confirmando sua origem monoclonal.

As sublinhagens LISP-A10 e LISP-E11 foram observadas sob
microscopia eletrénica de varredura (figura 2) e de transmisséo (figura 3), a
fim de identificar caracteristicas ultraestruturais. Conforme estd mostrado na
figura 2A, LISP-A10 apresenta longas proje¢cdes de membrana plasmatica e
alto grau de contato intercelular. LISP-E11, por sua vez, apresenta projecdes
de membrana semelhantes a vesiculas secretérias (blebs, figura 2B),

caracteristicas do clone até a 7% passagem.

Sob microscopia eletrénica de transmissdo, as sublinhagens LISP-A10
(figura 3A) e LISP-E11 (figura 3B) apresentam caracteristicos feixes de
filamentos intermediarios, indicados pelas setas, além de muitos ribossomos
no citoplasma.



FIGURA 1: Fotomicrografia das linhagens de adenocarcinoma de célon
em cultura sob microscopia éptica invertida com contraste
de fase. (A) LISP-I, linhagem parental, morfotipo misto. (B)
LISP-A10, morfotipo epitelial; (C) LISP-E11, morfotipo
fibroblastéide. Aumento original: 320 x.
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FIGURA 2: Fotomicrografia eletrdnica de varredura de (A) LISP-A10 e (B)
LISP-E11. Barras: 5 um. Aumento: 2000 x.
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FIGURA 3: Fotomicrografia eletrénica de transmissao de (A) LISP-A10 e (B)
LISP-E11. As setas indicam os filamentos intermediéarios; N,
ndcleo; mn, membrana nuclear. Aumento:20000 x; insertos:
40000 x.
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3. CURVAS DE CRESCIMENTO

Para avaliar a cinética de proliferacdo das sublinhagems LISP-A10 e
LISP-E11, foram analisadas curvas de crescimento. A figura 4 representa um
resultado de curva de crescimento das populagdes celulares dentre varios
experimentos realizados. A sublinhagem LISP-A10 possui tempo de

duplicagdo em cultura de 38,3 horas e a LISP-E11, de 30,4 horas.

Levando-se em consideracdo que proteinas de matriz extracelular estdo
envolvidas em processos de diferenciagdo, morfogénese e proliferagao,
investigou-se a habilidade de laminina ou de fibronectina interferirem na
proliferagcdo da linhagem LISP-l. Por ndo haver sido identificada qualquer
diferenga significativa entre o crescimento populacional de LISP-I cultivada
sobre laminina, fibronectina ou sem substrato protéico (dados nao
mostrados), nédo foram realizados estes experimentos com os clones

celulares.

4. EXPRESSAO DE MOLECULAS DE ADESAO INTERCELULAR

As sublinhagens LISP-A10 e LISP-E11 apresentam heterogeneidade
intrapopulacional quanto a expressdo de CEA na superficie celular (figura 5).
Algumas células sdo bastante positivas, enquanto outras reagem em menor
intensidade com anticorpo monocional anti-CEA. Esta observacdo pode ser
feita tanto para LISP-A10 (figura 5A), quanto para LISP-E11 (figura 5C). A
citometria de fluxo mostrada na figura 6 confirma os dados obtidos para a
expressdo de CEA por LISP-A10 (figura 6A) e por LISP-E11 (figura 6B). Os

resultados demonstram a menor expressdo de CEA pela linhagem LISP-E11.
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FIGURA 4: Curvas de crescimento das linhagens (A) LISP-A10 e (B) LISP-
E1l1l obtidas conforme a descricdo em "Material e Métodos". Os
graficos representam um Unico experimento realizado em
duplicatas. Td, tempo de duplicagao.



FIGURA 5: Imunocitoguimica para detecgdo de CEA em LISP-A10 e LISP-E11.

(A) AcMc anti-CEA em LISP-A10; (B) AcMc anti-CEA em LISP-E11;

(C) controle de LISP-A10; (D) controle de LISP-E11. Controles:

omissado do anticorpo primério. Aumento original: 200 x.
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A expressao de desmogleina foi investigada usando a marcacao pelo
anticorpo monocional anti-desmogleina em ensaios de imunofluorescéncia
indireta. A fluorescéncia pode ser notada nas células da sublinhagem LISP-
A10 (figura 6C), enquanto valores de fluorescéncia inferiores aos do controle

negativo sdo encontrados na linhagem LISP-E11 (figura 6D).
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FIGURA 6: Andlise por FACS da expressdo de desmogleina (dg) e de CEA
pelas sublinhagens (A e C) LISP-A10 e (B e D) LISP-E11 em
reagcdo de imunofluorescéncia indireta. Linhas inteiras: AcMc
anti-desmogleina e AcMc anti-CEA; linhas interrompidas: IgG
normal de camundongo (controle).
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5. ENSAIOS DE ADESAO CELULAR

A adesdao aos componentes de matriz extracelular laminina e
fibronectina foi medida por ensaios colorimétricos utilizando concentragdes
crescentes das mencionadas proteinas em fase sdlida. Os gréficos
representados na figura 7 mostram a adesdo das sublinhagens a laminina
(figura 7A) e a fibronectina (figura 7B), mas ndo ao controle negativo,
albumina sérica bovina (BSA 1%). E relevante salientar que a adesdo aumenta

com o aumento da concentragdo das proteinas de matriz extracelular.
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FIGURA 7: Adesado das sublinhagens LISP-A10 e LISP-E11 a componentes
de matriz extracelular adsorvidos em concentragdes crescentes a
fase solida. As células foram plaqueadas na concentragéo fixa de
5 x 10%/50 ul sobre laminina (A) e fibronectina (B). Os graficos
sdao representativos de trés experimentos realizados em
triplicatas. As barras representam o erro padréo.
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6. ENSAIOS DE MIGRAGAO

A fim de verificar e comparar a capacidade migratéria das duas
sublinhagens, foram realizados ensaios colorimétricos de migragado in vitro.
Conforme estd mostrado na figura 8, ocorre migraga@o preferencial das
sublinhagens LISP-A10 e LISP-E11 em diregdo as proteinas de matriz

extracelular, em comparacédo a migragac ao BSA 1% (controle negativo).
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=
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FIGURA 8: Comparagdo entre as propriedades migratérias das duas
sublinhagens em dire¢do a laminina (LN) e a fibronectina
(FN) adsorvidas em fase sélida, por meio de ensaio
colorimétrico. A migracdo em diregcado a BSA foi empregada
como controle. O resultado é representativo de trés

experimentos realizados em duplicatas. As barras
representam o erro padréo.



8. PROLIFERAGAO INDEPENDENTE DE ANCORAGEM

A tumorigenicidade das duas sublinhagens foi verificada in vitro por
proliferagdo independente de ancoragem, conforme apresentado na figura 9.
A sublinhagem LISP-A10 (figura 9A) prolifera independentemente de
ancoragem, formando estruturas semelhantes a esferdides, enquanto que a
sublinhagem LISP-E11 (figura 9B), embora sobreviva sem adesdo a substrato
solido, ndo forma estruturas semelhantes a esferdides.

FIGURA 9: Proliferacdo independente de ancoragem em agar mole.
(A) LISP-A10; (B) LISP-E11. Aumento original: 320 x.
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8. TUMORIGENICIDADE /N VIVO

A tabela | resume as observagbes feitas nos camundongos
xenotransplantados com células das sublinhagens LISP-A10 e LISP-E11 apés
oito (8) dias da inoculagdo. A tabela |l traz uma comparagado entre o

comportamento in vitro das duas sublinhagens.

Tabela |: Xenotransplante de células de LISP-A1I0 e LISP-E11 em
camundongos BALB/c irradiados.

Lote Nf’. de sk (’guanti_dalzde de Sobreviventis Sobrevivente*s
animais células injetadas sem tumor com tumor
1 4 F 1x10° 3 1
LISP-A10 2 5] F 1x107 0] 1
3 4 M 1x107 0 1
1 4 F 1x10° 4 0
LISP-E11 2 5 F 1x107 1 2
3 4 M 1x107 0 4

* Apds 8 dias do transplante.
AF, fémea; M, macho.

Tabela IlI: Resumo das observagbes feitas in vitro para as sublinhagens
obtidas.
Morfotipo Tempo de duplicagéo (h) Esferdides
LISP-A10 epitelial 38,3 Sim

LISP-E11 fibroblastéide 30,4 N&o
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DISCUSSAO

Considerando-se que a disseminagcdo metastatica é a principal causa
de morte entre pacientes com carcinoma colo-retal, a compreensdo de sua
fisiologia € um importante alvo de estudo na atualidade. O desenvolvimento
de modelos experimentais /in vitro tem contribuido bastante para a elucidagao
de questdes relativas ao comportamento de células tumorais e suas

metastases, j& que o estudo em humanos possui inimeras limitacgdes.

A heterogeneidade dos tumores é um conceito bem estabelecido em
biologia tumoral. Apesar de serem provenientes da expansao clonal de uma
dnica célula, os tumores diferem em morfologia, taxa de proliferacao,
sensibilidade a drogas e potencial metastatico. O microambiente no qual o
tumor primario cresce e progride pode influenciar a selegcdo de
subpopulagdes dominantes de células, que seriam precursoras da metéastase.
Numa interpretacdo interessante, Isaiah Fidler expressa que "tumores sao
ecossistemas celulares complexos de diferentes subpopulagdes de células
com propriedades genotipicas e fenotipicas diferentes” (SINGH et al. 1997). O
comportamento dos tumores €, em dltima instancia, determinado por fatores
que afetam a sobrevivéncia das subpopulagdes que resistiram as pressdes

ambientais e que compdem as massas tumorais (SINGH et al. 1997).

Da mesma forma, as metéastases constituem um processo seletivo e
também podem ter origem monoclonal mesmo sendo heterogéneas, j& que
esta diversidade é atribuida tanto a fatores genéticos como a epigenéticos
(MORIKAWA et al. 1988; BRENTANI 1989). Esta heterogeneidade confere a
massa tumoral, como um todo, vantagens adaptativas as vérias etapas do
processo metastatico. Além disto, fatores presentes no microambiente do
6rgdo hospedeiro também podem contribuir para a diversidade de fenétipos

em metéstases provenientes de um mesmo tumor.

No presente trabalho, foram caracterizados a morfologia e o
comportamento de uma linhagem celular de carcinoma colo-retal que ja tem

sido usada como modelo de estudo por varios grupos de pesquisa em cancer.
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Os aspectos comportamentais escolhidos para esta investigagcado foram os de
interagdo com os componentes de matriz extracelular laminina e fibronectina,

e a tumorigenicidade in vivo e in vitro.

A metastase € um processo que envolve muitas etapas. Para que este
evento seja bem sucedido, as células tumorais devem vencer as pressdes
seletivas em todas as etapas do processo. Assim, uma célula (ou um pequeno
grupo delas) tem que se destacar do tumor primario por alteragdes na
adesividade intercelular, interagir com a membrana basal e efetuar sua
protedlise para migrar através da matriz intersticial. A partir dai, deve
alcangar o endotélio e também atravessa-lo, sobreviver ao fluxo sanguineo
gragas a interacdo com plaquetas que auxiliam na formagdo de émbolos e,
novamente, interagir com o endotélio no 6rgdo de colonizagdo. Ainda, a
célula precisa atravessar a matriz extracelular deste Gltimo e sobreviver no
novo microambiente, sendo necesséaria a interagdo com o tecido do érgao
secundario. Desta forma, é perceptivel que a metastase € um evento bastante
dificil de ser estabelecido. Segundo LIOTTA (1992), menos de uma em cada
10000 células tumorais que saem do tumor primério sobrevivem para formar

novas colonias.

-

A linhagem de adenocarcinoma colo-retal LISP-l & proveniente de
metéstase hepética. As células que a compdem foram, portanto, selecionadas
adaptativamente por mecanismos de evolugdo molecular. LISP-| &
morfologicamente heterogénea em cultura (figura 1A) e pouco diferenciada
(PRADO et al. 1995). A fim de atribuir os comportamentos apresentados por
LISP-l1 aos diferentes morfotipos observados em cultura, foi realizada a

clonagem celular neste trabalho.

Dois clones celulares obtidos do procedimento de clonagem foram
escolhidos, o LISP-A10 e o LISP-E11, por apresentarem notaveis diferencas
morfolégicas sob microscopia 6ptica (figura 1; tabela II) e microscopia
eletrénica (figuras 2 e 3). Apresentando organizag@o em epitélio, LISP-A10 foi
caracterizada como o morfotipo mais diferenciado. O grau de diferenciagdo é
um fator bastante significante na predi¢gdo do comportamento de carcinomas

colo-retais (DANEKER et al. 1989). Sabe-se que 0s carcinomas de célon pouco
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diferenciados sdo extremamente agressivos e normalmente estdo
relacionados a uma pequena taxa de sobrevivéncia dos pacientes e a um pior
prognéstico (STEINBERG et al. 1986). Uma vez estabelecidos, os clones
celulares foram comparados quanto a taxa de proliferagdo em cultura (figura
4; tabela ). LISP-A10 apresentou um tempo de duplicagdo em cultura um
pouco maior do que o de LISP-E11, condizente com seu carater mais

diferenciado.

Um dos mecanismos iniciais do processo metastatico é a perda da
adesividade entre as células que constituem o tecido, caracterizada pela
perda da fungdo de proteinas de adesao intercelular. Em um tecido epitelial
normal diferenciado, as células se mantém unidas por varios complexos
protéicos adesivos, e a sua morfologia e disposi¢cao dependem destes para a
manutencgdo das fungdes do citoesqueleto. Uma das proteinas envolvidas em
adesdo é a desmogleina, da familia das caderinas, presente nos
desmossomos e que exerce importante fungdo adesiva (BEN-ZE'EV 1997). A
identificagdo da expressdo de desmogleina pela sublinhagem LISP-A10, mas
nao por LISP-E11, corrobora o padrao epitelial e mais diferenciado da
primeira (figura 6). Além disto, a expressdo de desmogleina foi inversamente
proporcional a motilidade de LISP-A10, concordante com as observagdes
feitas em células de carcinoma de bexiga por BOYER e colaboradores (1989).
Os aspectos de migragdo e motilidade dos clones celulares de LISP-I serdo

discutidos adiante.

A adesédo intercelular é também importante para a manutengdo de
émbolos de células tumorais na circulagdo. A formacgdo destes agregados
celulares foi evolutivamente selecionada para a conquista de O&rgéos
secundarios porque facilita a sobrevivéncia da massa tumoral no fluxo
sanguineo. Além disto, células metastaticas na circulagdo também podem
interagir com plaquetas e, assim, adquirir vantagens na adesdo ao endotélio
no sitio de colonizacdo secundaria (BRENTANI 1989). E importante salientar
que comparando-se as sublinhagens sob este ponto de vista, o clone LISP-
A10 deve ter contribuido muito para esta fase do processo metastatico, ja que
suas células em suspensdo formam rigidos agregados (grumos) e que

expressam moléculas de adesdo intercelular.
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Ainda considerando adesdo intercelular, a expressdo de CEA por LISP-
A10 foi maior do que em LISP-E11, conforme mostrado por imunocitoguimica
(figura 5) e confirmado por imunofluorescéncia indireta (figura 6). Tais
observagdes sdo também concordantes com o fenétipo mais diferenciado de
LISP-A10. CEA foi postulado como molécula de adesdo por BENCHIMOL e
colaboradores (1989) e muitos trabalhos o correlacionam diretamente com o
grau de diferenciagao celular (CHAKRABARTY et al. 1992; PRADO et al. 1995).
CEA, como uma molécula de adesdo homotipica, favoreceria o processo
metastatico provaveimente por propiciar a sobrevivéncia de agregados

celulares na corrente sangliinea.

A fungdo precisa de CEA no epitélio gastrointestinal ou na
carcinogénese ndo é conhecida. J& foi demonstrado, por exemplo, que
quando células de tumores colo-retais humanos sédo induzidas a diferenciar
em um fendtipo mais normal e benigno, ocorre o aumento de expressdo de
laminina, fibronectina e CEA, sendo que a de fibronectina seria necesséria
para a expressdo de CEA (CHAKRABARTY et al. 1998). A adesdo a estes
componentes de matriz extracelular seria um sinal de parada na proliferagéo
celular (GENG et al. 1998). No presente trabalho, a linhagem parental LISP-I
foi submetida ao cultivo sobre laminina e fibronectina com a finalidade de
verificar possiveis variagdes na quantidade de CEA secretado para o
sobrenadante. As curvas de crescimento e a dosagem de CEA no
sobrenadante destas culturas ndo mostraram qualquer diferenga entre o
cultivo sobre os diferentes substratos e o cultivo convencional sem proteina

adsorvida (dados ndo mostrados).

Alguns trabalhos tém demonstrado a importancia biolégica das
interagdes entre as células tumorais e laminina e fibronectina (McCARTY e
FURCHT 1984; TYSNES et al. 1997; KAMMERER et al. 1998). As interagdes
com laminina, a principal glicoproteina das membranas basais, devem
contribuir para a habilidade de certas populagdes celulares invadirem e
metastatizarem. Da mesma forma, interagdes com fibronectina propiciam a
migragao através das matrizes estromais tanto do tecido primaério quanto do

tecido do 6rgéo de colonizagéo secundaria.
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A adesdo de células epiteliais normais a componentes da membrana
basal de um o6rgdo é uma propriedade que as mantém em estado
estacionario. Quando estas células, por algum motivo, sdo deslocadas da
matriz extracelular, entram em apoptose. Este mecanismo que desencadeia a
morte celular quando é perdido o contato com a matriz é chamado anoiquia
(RUOSLAHTI 1999). Entretanto, as células epiteliais tumorais sobrevivemn
mesmo sem o contato com a matriz extracelular de origem. As fases de
adesdo a laminina da membrana basal e a fibronectina da matriz intersticial
sdo cruciais na iniciagdo da invasdo tumoral e do processo metastatico, uma
vez que estas adesdes ndo significam a sinalizagdo para parada de
proliferacdo, como acontece no tecido normal. A transformac¢do neoplésica
provavelmente reduz a adesividade a componentes da matriz por vias de
sinalizagd@o intracelular diferentes das vias que sdo ativadas em condigdes

normais.

Contraditoriamente, no modelo usado no presente estudo, foi
observada menor adesividade a laminina e a fibronectina na sublinhagem
LISP-A10, que foi aqui classificada como mais diferenciada por apresentar
fendtipo epitelial, quando comparada a LISP-E11 (figura 7). Este resultado
poderia ser explicado pela maior adesividade intercelular da sublinhagem
LISP-A10, que propiciaria a manutengdo de grumos de dificil desagregacgao.
Assim, nos ensaios de adesdo celular, somente uma pequena porcentagem
das células estaria apta fisicamente para interagir com as proteinas de matriz
em fase sdlida. Se esta adesividade fosse verificada in vivo ou em um modelo
que permitisse a tri-dimensionalidade, poderia ser observado um resultado
diferente. LISP-E11, por sua vez, é composta por células que se mantém
isoladas umas das outras, sem contato intercelular perceptivel inclusive sob
microscopia eletrébnica de varredura. Assim, é possivel que os resultados
observados tenham sido devidos & maior disponibilidade fisica das células de

LISP-E11 para aderir aos substratos sélidos.

DANEKER e colaboradores (1989) propuseram que a habilidade de
células de linhagens colo-retais tumorais em aderir a laminina se correlaciona

diretamente com seu espalhamento neste substrato e indiretamente com o
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grau de diferenciacdo celular. Assim, linhagens pouco diferenciadas
apresentariam extenso grau de espraiamento sobre laminina, sendo maior a
adesdo quanto menor o grau de diferenciagdo. Os resultados aqui obtidos
mostram a mesma correlacdo, quando s@o comparados os dois clones
isolados de LISP-lI (dados ndo mostrados). A sublinhagem LISP-A10, de
morfologia diferenciada e conformacgao epitelial, apresenta menor adesividade
a laminina e a fibronectina quando comparada a LISP-E11. Um resultado
interessante é que LISP-E11 apresentou, apés 30 minutos de contato com as
proteinas de matriz, espraiamento somente sobre fibronectina. A adesédo a
laminina também foi observada, porém nao o espraiamento (dados néo
mostrados). Este curioso fato poderia ser explicado por possiveis diferengas
na sinalizagdo intracelular feita pela ligagdo da célula a ambas as proteinas.
Uma vez que ndo ha laminina nos espagos de Disse no figado, é possivel que
o clone do qual se originou LISP-E11 tenha sido selecionado por sua
habilidade em rapidamente espraiar sobre a fibronectina do novo sitio de

colonizagdo metastatica.

Mesmo que células tumorais possam aderir a matriz extracelular, o
processo de invasao s6 é bem sucedido quando existe a capacidade de migrar
sobre esta ultima (LIOTTA e KOHN 1990). Uma vez que a haptotaxia é
definida como o movimento celular determinado por um gradiente de forga de
adesdo, a capacidade migratéria estd intimamente relacionada com a de
adesado (GRIMSTAD 1987). Laminina e fibronectina tém sido descritas como
fatores haptotaticos para linhagens celulares de varios tipos de tumores,
como melanomas, carcinomas de cdlon, carcinomas de células escamosas de
cabeca e pescogo, adenocarcinomas do pulmdo e adenocarcinomas de
mama, entre outros (VEIGA et al. 1995; HAIER et al. 1999; TOMSON et al.
1996; CLARKE et al. 1997; COOPMAN et al. 1991). A migracdo é uma das
atividades de células invasivas que melhor podem ser observadas in vitro. O
presente trabalho mostra que LISP-A10 migrou tanto em diregdo a laminina
guanto a fibronectina de maneira bem menos intensa do que LISP-E11 (figura
8). O aspecto fibroblastéide, a capacidade adesiva e o carater menos
diferenciado de LISP-E11 devem ter contribuido para a sua maior habilidade

migratéria em diregado as proteinas de matriz extracelular estudadas.
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A migracdo celular participa de varios fendmenos biolégicos, como
embriogénese, inflamacgédo, cicatrizagdo e metastatizagdo. Para migrar, as
células precisam modificar sua disposicdo espacial e adquirir morfologia
polarizada na diregdo do movimento. Um dos eventos iniciais na polarizagdo é
a modificagdo no citoesqueleto (LAUFFENBURGER e HORWITZ 1996).
Filamentos intermedidrios sd3o um dos principais componentes do
citoesqueleto (JUNQUEIRA e CARNEIRO 1997a). Ja foi descrito que a
organizagao de filamentos intermediarios em células tumorais é diferente das
normais (BROWN et al. 1983), numa relacdo direta entre o grau de
diferenciagdo do tumor e o de organizagdo de tais filamentos. Por meio de
microscopia eletrénica de transmissdo, foi observado que ambos os clones
celulares LISP-A10 e LISP-E11 apresentam, no citoplasma, espessos feixes
fibrosos com aparéncia de filamentos intermediarios reunidos. Grandes
acumulos de filamentos intermediarios foram descritos na regido perinuclear
de células coldnicas tumorais (BROWN et al. 1983), tal como acontece com os
clones em estudo. Além disto, se for levado em consideragdo o grau de
diferenciagdo, a sublinhagem LISP-A10 possui maior organizagdo destes

feixes, também de acordo com estudos anteriores.

A proteina vimentina é um tipo de filamento intermediario
normalmente associado a células de origem mesenquimal, como fibroblastos,
enquanto que as células epiteliais normais apresentam citoqueratina como
proteina caracteristica dos filamentos intermediarios. A expressado anormal de
vimentina em células epiteliais foi associada com o crescimento independente
de ancoragem em células de carcinoma escamoso de cabeca e pescogo
(TOMSON et al. 1996), com a diminuigdo de ades&o célula-célula (LANE et al.
1983), com a morfologia fibroblastéide (STOLER et al., 1993) e com répida
proliferagdo (DOMAGALA et al. 1990). A co-expressdao de citoqueratinas
(marcador epitelial) e vimentina (marcador mesotelial) estd associada a
fenétipos menos diferenciados, ja que foi encontrada em embrides de
camundongos (LANE et al. 1983). Apesar de nado ter sido comprovada a
identidade dos feixes fibrosos, o clone LISP-E11, de morfologia fibroblastéide,
cresce independentemente de ancoragem em gel de agarose (figura 9),

apesar de ndo formar esferbides, e também apresenta fendtipo menos
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diferenciado. Estes argumentos apenas sugerem que os feixes fibrosos
encontrados em maior quantidade em LISP-E11 do que em LISP-A10 possam

ser filamentos intermediarios, sendo necessaria a confirmagéao deste dado.

Com relagdo ao crescimento independente de ancoragem, ¢é
interessante salientar que ambas as sublinhagens celulares sobrevivem e
proliferam em gel de agarose. Este procedimento experimental correlaciona-
se com a verificagdo da tumorigenicidade in vivo (RUOSLAHTI 1999). A
sublinhagem LISP-A10 deve consegui-lo por meio da forte adesao intercelular
por ela apresentada, que propiciaria que possiveis fatores de crescimento
liberados agissem de forma paracrina. O crescimento em agarose de LISP-
E11 pode representar a sintese de fatores de crescimento autdcrinos, uma
vez que nao sao observados agregados celulares. As alteragbes que levam as
células ao fendtipo transformado incluem a perda da necessidade dos sinais
mediados por integrinas (contatos célula-matriz) para a sobrevivéncia,

possibilitando-as de se esquivarem da anoiquia.

In vivo, ambos os clones celulares sdo tumorigénicos em camundongos
BALB/c depletados de medula éssea, por irradiagdo, o que corrobora os
ensaios in vitro, pela observacdo da proliferagdo independente de ancoragem
em meio semi-sélido (tabela Il). Entretanto, a morte de camundongos apés 3
dias do transplante do tumor (em média) de causa desconhecida n&o

permitiu que os dados fossem analisados estatisticamente.

Uma vez que as células tumorais tenham vencido as fases iniciais do
processo metastatico, as mesmas devem vencer os desafios representados
pelo rapido fluxo da circulagdo para completa-lo. O mecanismo mais simples
pelo qual células tumorais circulantes aderem ao endotélio é o de ficar
fisicamente presas em vasos sanglineos menores do que o didmetro do
agregado celular. Entretanto, somente este mecanismo néo explica todas as
metéstases sitio-especificas (RUOSLAHTI 1999). PAGET, em 1889, propds
uma hipbtese amplamente conhecida por Seed and Soil, pela qual células
tumorais de determinada origem (as "sementes") apresentariam preferéncia
por determinado d6rgdo (o "solo") na sua colonizagdo metastatica. Varios

trabalhos sdo compativeis com esta hipdtese, pois tem-se sugerido as
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existéncia de proteinas especificas da superficie de células tumorais que
interagem com proteinas O6rgano-especificas das células endoteliais de
diferentes érgdos (HART 1990).

O figado é o principal sitio de colonizacdo metastatica de tumores colo-
retais, sugerindo que possui um microambiente propicio ao aparecimento de
metastases (YOONG et al. 1999). A unidade estrutural classica do parénquima
do figado é o Iébulo hepatico, composta de varias séries de hepatécitos
arranjados em fileiras simples ou duplas de células que se anastomosam e
que sdo separadas por sinusdides. Os espagos de Disse estdo entre a
superficie dos hepatécitos e do endotélio das paredes dos sinusdides e
contém uma matriz extracelular descontinua, formada por coldgenos tipo | e
IV e fibronectina, mas nédo laminina (JESSUP e THOMAS 1989; BERGMAN et
al. 1996b).

O sucesso de colonizagdo do figado por células tumorais deve envolver,
portanto, a capacidade de interagir com fibronectina e também, de digeri-la.
Por nao ter laminina como constituinte da matriz dos sinusdides, o figado se
apresenta como um 6&rgdo que possibilita a colonizagdo metastatica por
células que ndo expressem proteases cujos substratos sdo laminina. Tal fato
torna o figado um facilitador de colonizagéo por estas supostas células, ja que
os requisitos para sua colonizagdo seriam mais brandos. Desta forma, células
com este fendtipo poderiam ser seletivamente bem sucedidas ao colonizé-lo.
Pode-se esperar também que mesmo células que ndo apresentem a
capacidade de aderir e digerir laminina possam invadir e colonizar o figado se
possuirem enzimas que digiram fibronectina e outras proteinas de matriz
extracelular.

Interessantemente, YOONG e colaboradores (1999) sugeriram um
mecanismo de destruicdo de hepatécitos por células tumorais pelo
desencadeamento do processo apoptdtico via sistema Fas para a facilitagado
do crescimento de células tumorais coldénicas no figado. Neste modelo, o
tumor subverteria a resposta inflamatéria desencadeada pela ativagdo de
células imunocompetentes no figado, como as células de Kipffer, para

promover invasdo local. A adesdo e a migracdo de clones de LISP-l a
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fibronectina podem indicar que estes mecanismos possam ter sido utilizados
na formagdo de metdastase(s) hepatica(s) no paciente do qual a linhagem foi

isolada.

Infelizmente, apesar dos esforgos empregados, ndo foi possivel
identificar atividade enzimatica dirigida a laminina e a fibronectina neste
trabalho (dados ndo mostrados). Véarias tentativas de verificar a atividade
colagenolitica por zimogramas contendo gelatina também foram feitas, nédo

se obtendo qualquer sucesso.

A colonizagdo preferencial do figado por células coldnicas tumorais
parece envolver também o importante marcador tumoral CEA. Alguns estudos
demonstram uma relacdo direta entre CEA sérico e o potencial metastéatico de
linhagens celulares de tumores colo-retais em animais atimicos (HOSTETTER
et al., 1990; WAGNER et al., 1992) por mecanismos ainda obscuros. Na
tentativa de elucida-los, GANGOPADHYAY e colaboradores (1996)
demonstraram experimentalmente que a ligagdo de CEA sérico a um receptor
de 80 kDa na superficie das células de Kipffer, no figado, induz a producgéo
de varias citocinas. De acordo com ¢ modelo proposto naquele trabalho, as
citocinas ativariam o endotélio dos sinusdides, o que resultaria no aumento
da expressdo de moléculas de adesdo para as células tumorais circulantes.
Além disto, CEA favorece a retencdo de células tumorais no figado, uma vez
que CEA sérico se liga as células de Kupffer e aos hepatécitos, permanecendo
na superficie destas células. As porgdes livres da molécula se ligam, entdo, as
células tumorais que estiverem no 6rgdo (JESSUP e THOMAS 1989). A
participagdo de CEA no fendmeno metastatico ainda possui muitas lacunas,
sendo uma delas a regulagdo da transcricdo do gene de CEA. Neste vasto
campo de investigagdo, a linhagem LISP-l e seus subclones celulares

constituem modelos de estudos bem atraentes.

Concluindo, o isolamento de sublinhagens celulares de LISP-|
contribuiu para o aumento do nimero de opg¢des de modelos de estudo de

biologia tumoral e do fendmeno metastatico.

......
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CONCLUSOES

Foram isoladas duas sublinhagens celulares da linhagem de

adenocarcinoma colo-retal humano LISP-I.

. A sublinhagem LISP-10 apresenta morfotipo epitelial e expressa as

moléculas de adesdo intercelular CEA e desmogleina.

. A sublinhagem LISP-E11 apresenta morfotipo fibroblastéide e atividade
migratéria em direcdo aos dois componentes de matriz extracelular

estudados, laminina e fibronectina.
. Ambas as sublinhagens sdo tumorigénicas em animais irradiados.

. Aparentemente, o sucesso da metastatizacdo das células do tumor
primério do paciente do qual LISP-| foi isolada deve ter se dado gragas a
heterogeneidade morfolégica e funcional de pelo menos duas

subpopulagdes celulares:

a) o morfotipo epitelial LISP-A10 teria contribuido para a manutengéo de

agregados celulares na corrente sangtiinea e

b) o morfotipo fibroblastéide LISP-E11 teria contribuido para os processos

de invasao, inclusive do sitio de colonizagdo secundario.
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