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ASPECTOS CELULARES E
MOLECULARES DA PROGRESSAO
TUMORAL

Cellular and Molecular Aspects of Tumor Progression
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A carcinogénese é um processo de miultiplas etapas, a partir do qual uma célula normal passa a adquirir
progressivamente caracteristicas de imortalizagdo, capacidade de gerar tumores, e finalmente capacidade de invadir
tecidos normais e colonizar érgdos a distdncia.

Neste artigo, sdo revistas as principais fases da progressao tumoral a nivel molecular. Nesta abordagem, baseiam-
se as atuais estratégias de defini¢do de fatores diagnésticos, progndsticos e, por vezes, terapéuticos a serem usados
em Oncologia nos préximos anos. Demos énfase a alguns aspectos que estdo sendo estudados em nosso meio, com
possivel aplicagdo clinica.

Unitermos: Progressio Tumoral - aspecto celular Introducao
Progressdo Tumoral - aspecto molecular
Keywords: Tumor Progression - Cellular aspects

Tumor Progression - molecular aspects uito do que se sabe hoje sobre as bases molecula-
res e celulares do cincer resulta de estudos envol-
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Os estudos de transformagdo celular envolvendo virus
oncogénicos formaram o conceito de que o cincer ¢ uma
doenga genética, envolvendo mudangas discretas do geno-
ma celular, podendo ser mutagdes pontuais, insergdes ou
delegdes em um numero pequeno de genes, transmitidas de
célula para célula (6). Os genes capazes de causar transfor-
magdo celular sdo chamados oncogenes e foram original-
mente encontrados em virus de RNA (ou retrovirus) (5, 57).
Estes genes siio derivados de genes celulares; portanto, os
homologos dos oncogenes virais foram designados protoon-
cogenes ou oncogenes celulares. Os oncogenes encontrados
em virus de DNA, por outro lado, sdo genuinamente genes
virais, que para causar transformacgdo devem ser transferi-
dos do virus para a célula. Um outro grupo de genes com
fungdes de controle de crescimento e multiplicagdo celular deve
ser considerado nos processos neoplasicos: sdo os genes
supressores de tumores, genes celulares cuja alteragdo por
mutagdo ou ligagdo de seus produtos protéicos a oncoproteinas
virais também leva a transformagio maligna.

O trabalho efetuado com os virus causadores de tumores
emprega entre outras metodologias a cultura de tecidos para
estudar o comportamento de células normais e neoplasicas.
A sua aplicagdio no estudo das neoplasias € vista com
alguma reserva devido a dificuldade de reproduzir em
cultura todas as respostas humorais, celulares e de loca-
lizagdo que poderiam influenciar a evolugdo do tumor
no organismo como um todo. Por outro lado, algumas
células se adaptam prontamente a cultura e o ambiente
artificial do recipiente poderia provocar a selegiio de ca-
racteristicas celulares que tem pouca importincia no hos-
pedeiro. Estas consideragdes provocaram a realizagio de
muitos estudos para identificar as caracteristicas de trans-
formagdo “in vitro” que se correlacionam mais precisa-
mente com a habilidade de formar um tumor no animal.

Caracteristicas gerais da
transformacgao celular

A transformag@o celular ¢ uma alteragiio genética, irre-
versivel em condigdes normais, afetando vérios aspectos do
crescimento celular.

Os estudos genéticos realizados com virus causadores de
tumores permitiram a identificagio de oncogenes ¢ a
elucidagio de suas fungdes, apoiando a nogdo de que as ca-
racteristicas observadas nas celulas transformadas “in vitro”
encontram correlato nos processos tumorigénicos “in vivo'.
Além disso, os efeitos causados por esses agentes podem
ser observados apos horas ou dias, o que ¢ separavel dos
eventos tardios que podem ocorrer no animal, meses ou
anos de progressio do tumor. As principais alteragdes ou

propriedades da célula transformada (revisado em 4) sio
enumeradas a seguir: '

1) Perda da capacidade de regular seu crescimento.
Quando células normais sdo semeadas em plastico ou vidro,
ligam-se a superficie do recipiente, espalham-se, deslocam-
se e dividem-se até que a proximidade entre as células limi-
te a continuagio do crescimento, um efeito conhecido como
densidade de saturagdo celular. Isto pode ser facilmente ob-
servado pela formagio de uma monocamada de células que
para de se dividir enquanto nio se fizer a expansio para uma
superficie maior. As células transformadas podem atingir
densidades de saturagiio muité maiores, com consequente
formagdo de pilhas celulares, siginificando a perda do con-
trole de crescimento. Esse tipo de ensaio ¢ frequentemente
usado para testar a agilo de oncogenes transfectados em cé-
lulas animais e humanas, pois a formagio de “focos” de cé-
lulas transfomadas é facilmente detectado na superficie do
recipiente onde as células estdo sendo cultivadas.

2) Menor necessidade de futores de crescimento para
proliferar. Para manter células em cultura, empregam-se
meios liguidos contendo todos os nutrientes e fatores neces-
sarios a sua proliferagio, o que se consegue frequentemente
pela adigdo de soro fetal bovino. Este contém, além de uma
série de proteinas necessdrias a ligagdo e espalhamento das
células, hormdnios, vitaminas e ions, mitogenos peptidicos
como o fator de crescimento da epiderme (EGF), fator de
crescimento derivado de plaqueta (PDGF), fator de cresei-
mento de fibrolastos (FGF) e hormdnios como insulina (50),
A ligagdo destes fatores a receptores especificos presentes
na superficie das celulas desencadeia uma cascata de even-
tos que leva & indugdo da sintese de DNA e divisio da célu-
la. Deste processo participam alguns prontooncogenes celu-
lares como myc, jun e fos que sio ativados transcricio-
nalmente (revisado em 45), ¢ a indugio rapida e precoce
destes genes resulta finalmente na divisao celular. Por outro
lado, a maioria das células transformadas pode continuar se
dividindo em baixas concentragdes ou mesmo na auséncia
dos mitdgenos mencionados.

Isto se deve ao fato que muitas delas sdo capazes de pro-
duzir seus proprios fatores de crescimento, significando fre-
quentemente a expressio continua dos protooncogenes aci-
ma relacionados. A propriedade que exibem as células trans-
formadas de prescindir parcialmente de soro para crescer
pode também residir na alteragio de genes que codificam
para os receptores celulares onde atuam os fatores de cresei-
mento (17).

3) Diminuigdio da dependéncia, para crescer, de adesio
ao substrato. Enquanto células normais so crescem se ade-
rirem a superficie plastica ou de vidro do recipiente em que
estdo sendo cultivadas, algumas células transformadas po-
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dem fazé-lo em suspensao.

Isso & conseguido semeando as células em meios de cul-
tura adicionados de agar suficiente para deixa-los semi-séli-
dos. Nestas condigdes, as células normais continuam vii-
veis mas nio se dividem, enquanto as transformadas podem
formar colbnias em suspensdo. Os mecanismos que expli-
cam esse fenomeno ndo sdo conhecidos, mas € possivel que
a produgio autéerina de TGF possa estimular a sintese de
coldgeno e fibronectina em quantidades suficientes para su-
portar o crescimento em suspensido das células transforma-
das (4, 41) (vide adiante).

4) Mudangas morfoligicas e estruturais, envolvendo o
citoesqueleto, a superficie celular e a matriz extracelular.
Células transformadas por virus apresentam frequentemen-
te alteragdes de forma e mobilidade em diferentes graus. E
comum observar-se rearranjo de microfilamentos no inte-
rior da célula transformada, envolvendo a desorganizagdo
dos feixes de actina, o que em geral provoca um arre-
dondamento e pior adesdo dessas células ao substrato. Uma
outra modificagio importante envolve a permeabilidade ce-
lular a ions e transporte de nutrientes: a velocidade de ab-
sor¢io de agucares e aminoicidos pode ser até dez vezes
maior nas células transformadas quando comparada as nor-
mais. Além disso, mudangas estruturais nas glicoproteinas
da superficie de células transformadas por virus ou deriva-
das de tumores, tornam-as mais suscetiveis a aglutinagio
por lectinas (44). Este aspecto, associado a mudangas na
sintese de proteinas da matriz extracelular e de seus recep-
tores celulares, ¢ discutido mais adiante, pela sua importan-
cia no processo metastatico.

A multiplicidade de acdes dos
oncogenes virais

Os estudos realizados com virus causadores de tumores
permitiram definir a pleiade de efeitos causados por suas
oncoproteinas. Para definir os eventos moleculares que le-
vam & transformagdo celular, foi fundamental a identificagio
de virios oncogenes virais, a descoberta do homologo celu-
lar e a determinagio de sua fungdo. Assim, oncoproteinas de
membrana ou citoplasmaticas foram relacionadas a compo-
nentes da cadeia celular de transdugdo de sinal; por outro
lado, as oncoproteinas de localizagio nuclear participariam
da regulagio da sintese e transcrigdo do DNA celular. Isto
posto, podemos exemplificar os principais mecanismos de
acao dos oncogenes no controle de crescimento e diferencia-
¢do celulares da seguinte forma:

O sinal mitotico é exercido pela interagido de uma molé-
cula soltvel, um fator de crescimento por exemplo, a um
receptor especifico presente na membrana da célula (o
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oncogene sis ¢ homdlogo do gene para PDGF; erbB e fms
codificam para formas alteradas do receptor de EGF); se-
gue-se a transdugdo do sinal através da forforilagdo de pro-
teinas por quinases citoplasmaticas ou associadas a mem-
branas (nesta categoria incluem-se as proteinas codificadas
pelos oncogenes mos, ras, fps, ras, entre outros); finalmen-
te, o controle de transcrigdo génica mediada por fatores de
transcrigdo nucleares (entre as oncoproteinas nucleares, des-
tacam-se jun, fos, myb, myc, rel, ski).

Diante destes fatos, é facil entender porque um dese-
quilibrio qualitativo ou quantitativo desses genes leva
ao crescimento descontrolado e eventualmente a trans-
formagdo celular.

No caso dos virus de DNA, as fungdes de transformagio
foram localizadas em genes precoces, envolvidos tanto no
controle do crescimento viral quanto na transformagao da
célula hospedeira (28). .

Os produtos desses genes estio localizados principalmen-
te no nucleo das células infectadas, a saber: as proteinas E1A
¢ E1B dos adenovirus, o antigeno T grande dos poliomavirus
e as proteinas E6 e E7 dos papilomavirus (4). As suas multi-
plas fungdes interferem principalmente com o controle do
crescimento celular. Estes genes, entretanto, diferentemente
do que se observa com os oncogenes retrovirais, nio tém
homologos no genoma celular normal. Possuem, entretanto,
algumas regides de homologia com certas proteinas celula-
res, e os complexos de ligagdo formados entre tais protecinas
¢ os produtos de alguns genes virais podem interferir direta-
mente no controle da proliferagdo celular. Exemplificando,
as proteinas E1A dos adenovirus, T grande do SV40 e E7
dos papilomavirus ligam-se ao produto do gene do retino-
blastoma, inativando a sua fungido de limitar o crescimento
celular (37, 59, 47). De forma semelhante, ocorre ligagio a
p53, outra proteina celular envolvida em controle de proli-
feragiio (21), das proteinas Ade EIB, Py LT e HPV EG6, nos
dois primeiros casos ocorrendo estabilizagio da proteina
celular complexada, enquanto estas proteinas precoces
dos tipos de HPVs ditos oncogénicos promovem a degra-
dagdo de p53 (vide artigo sobre Virus e Cancer, neste
mesmo fasciculo).

O fenétipo transformado requer a
cooperacdo enire oncogenes

A obtengio de uma célular transformada e, finalmente,
de tumores no animal, requer a contribuigiio de uma série de
eventos tanto genéticos quanto epigenéticos. Descrevemos
algumas modificagdes que ocorrem ao nivel de genes celu-
lares que resultam em perturbagdes da cadeia complexa de
controle do ciclo celular, que compreendem a ativagio qua-
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Célula Normal Célula imortalizada

Célula Transformada

Célula cancerosa

Figura 1-Modelo de progressao tumoral. De uma maneira geral, dois eventos genéticos sdo necessdrios para a transformagao celul

envolvendo a cooperagdo entre oncogenes cujos produtos exercem efeitos a nivel nuclear e citoplasmaético. Da transform
cancerizagdo propriamente dita, urn ndmero de eventos ainda nao determinado é necessdrio. O processo de progresso fi
caracteriza-se por uma extensa variabilidade. Diferentes eventos, ndo excludentes entre si, conferem um fenétipo metastatico a

transformada.

litativa ou quantitativa de protooncogenes.

Frequentemente, entretanto, observa-se a necessidade da
agao de dois (ou mais) oncogenes para se obter o fendtipo
transformado (33). A expressdo de um oncogene nuclear (por
exemplo, myc) ndo ¢ suficiente para transformar fibroblastos
primarios; entretanto, se expressarmos também um oncogene
citoplasmatico (por exemplo, ras) (35), observar-se-a o apa-
recimento de fibroblastos transformados, capazes de causar
tumores em animais de laboratério.

De forma semelhante, se introduzirmos por transfecgdo
o DNA de alguns tipos de papilomavirus humanos em célu-
las de roedores imortalizadas, observaremos a formagdo de
focos de células transformadas. Entretanto, a transformagio
de células primarias, tanto murinas quanto humanas, so tera
lugar na presenga de um oncogene ativado, ¢ as linhagens
derivadas sdo tumorigénicas (3). Através destes ensaios,
pode-se definir que os genes precoces E6 ¢ E7 dos tipos de
HPV de alto risco para neoplasias do trato genital sio neces-
sarios e suficientes a imortalizagio celular (47). O fendtipo
transformado, também nestes casos, requer a ocorréncia de
outros eventos: a formagdo de complexos com dois produ-
tos de genes supressores de tumores, p53 e pRB, com as
duas oncoproteinas nucleares de HPVs, E6 ¢ E7, respectiva-
mente, parece ser muito importante para a progressio das
neoplasias associadas a esses virus (47).

Adicionalmente, deve-se considerar que a perturbagio
da proliferagao celular imposta pela agio de um conjunto de
genes pode levar a anormalidades cromossdniicas que re-
sultani em aneuploidia celular. [sto tanto pode representar
um desbalango génico entre genes celulares normais e
oncogenes virais, quanto pode resultar em perda de genes
supressores de tumores (22, 31, 48). Em conjunto, estas ocor-

réncias se enquadram no modelo de etapas multiplas 2
sentado na figura 1, que somadas aos eventos epigenéti
procuram explicar a indugdo e progressdo tumorais,

O fenémeno de invasdo tumoral com ou sem apare
mento de metdstases € a expressdo clinica do processo de
progressdo tumoral. Este fendmeno é responsével por ce
de 70 % dos &bitos de pacientes com cdncer, € vem senda
extensivamente estudado nos Gltimos 40 anos. O estudo da
metastases, enquanto processo multifatorial e seletivo (4£
apresenta as dificuldades inerentes a sua complexidade,
questdes levantadas pelos patologistas nos anos 50, cor
Rupert Willis (60), sio essencialmente as mesmas perguntas
que sio feitas hoje. Recentes avangos tecnologicos nas dreas
de Biologia Celular e Molecular permitiram-nos fazer uma
deserigio bem mais detalhada do processo como um todo, de-
finindo um fendtipo metastatico, embora incompleto. O con-
trole genético deste fendtipo ¢ praticamente desconhecido (20).

A hipétese frequentemente aceita para o mecanismo bé-
sico de formagao de metastases ¢ atribuida a Lance Liotta, e
é conhecida como three-step theory (36). Partindo de obser-
vagdes hd muito conhecidas pelos patologistas, Liotta divi
de o processo em trés fases distintas:

- saida da célula neoplasica do 6rgio de origem pela cir-
culagiio sanguinea ou linfética; ::

- adesdo da célula circulante em elementos endoteliais
ou subendoteliais do drgao a ser invadido; 9

- penetragdo da célula neoplasica no estroma inlersticiaf
do drgio sede da merastase.

Ao longo deste processo, as células neoplasicas interagen{
com elementos celulares normais elementos da matriz
extracelular do hospedeiro. Da Dindmica destas interagdes
resulta a metastases; assim, pode-se definir o fenétipo

D
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Figura 2 (a) - Epitélio normal (coloragado Picrossirius-Hematoxilina-
PSH); (b) epitélio tumoral (coloragdo PSH), descontinuidade da
membrana basal; (c) epitélio tumoral (coloragdo PSH), ruptura da
membrana basal com Invasao inicial do estroma intersticial; (d)
progressao tumoral (coloragdo PSH), células tumorais invadem o
estroma, comprimindo a parede de uma vénula; (e) progressdo
tumoral (coforagdo PSH), célula tumoral chega a circulagdo venosa;
(f) progressado tumoral (coloragiao PSH), célula tumoral em vaso
linfdtico; (g) progresséao tumoral (coloragao Mucicarmim), émbolo
venoso; (h) metdstase em linfonodo, apresenta padrdao bem
diferenciado produzindo membrana basal e secregio proteindcea
para a luz do dcino glandular.

Microfotografias gentilmente cedidas pelo Dr. Humberta Torloni, Instituto
Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer, Sdo Paulo.

metastatico em fungdo da expressio de moléculas envolvidas
em adesio célula-célula e adesdo célula-matriz extracelular.

Estas moléculas sdo chamadas coletivamente de CAMs
(Cell adhesion molecules).

Da transformacao celular a
invasao tumoral

Considerando a histéria natural de carcinomas, que re-
presentam mais de 80 % dos canceres registrados no Brasil,
podemos analisar as caracteristicas que uma populagio de
c€lulas deve apresentar para gerar metastases. Em um epité-
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lio normal (Figura 2-a), as células epiteliais apresentam-se
Justapostas, como em paligadas, ordenadas, estratificadas ou
nao. Esta citoarquitetura ¢ responsavel pela manutengio da
integridade estrutural e funcional dos tecidos. A camada de
células epiteliais geralmente repousa em uma camada de te-
cido conjuntivo, onde encontram-se os vasos que garantem
a nutrigdo da camada epitelial. A separagio entre estas duas
camadas ¢ feita por um tipo especializado de matriz
extracelular, sintetizado pelas células epiteliais, conhecido
como membrana basal.

A membrana basal é uma estrutura supramolecular cons-
tituida de coldgeno tipo IV (colidgeno nio intersticial),
heparansulfato proteoglicana e glicoproteinas como lamini-
na-entactina ditas intrinsecas (sdo sintetizadas pelos elemen-
tos epiteliais), e fibronectina, dita extrinseca (parte da
fibronectina depositada a nivel de membrana basal é de ori-
gem mesenquimal). Estas glicoproteinas sdo 4cidas e por
esta razdo podem ser coradas por fucsina descorada (reagente
de Schift), apos oxidagdo pelo dcido periddico, por isto sio
classificadas como estruturas PAS (Periodic Acid-Schiff)
positivas. A membrana basal normal é uma estrutura conti-
nua e de espessura de cerca de 100 nm, em geral, estando
indicada por seta na Figura 2-a. O tecido conjuntivo ¢ for-
mado por uma parte celular e pela substincia amorfa, co-
nhecida como estroma intersticial.

As principais glicoproteinas do estroma intersticial sdo
colagenos (tipos I e III sdo os mais abundantes), fibronectina
e a proteina nio glicosilada elastina; proteoglicanos figu-
ram entre os principais componentes da estrutura macro-
molecular do estroma intersticial.

Uma das principais caracteristicas de tecidos epitelais é
a coesdo entre as células que formam este tecido. Esta coe-
sdo ¢ devida a expressdo de moléculas de adesdo na superfi-
cie de cada célula. Estas moléculas sdo encontradas em es-
truturas especializadas como as zénulas de oclusio, zdnulas
de adesdo, desmosomas e jungdes de tipo gap (9). Estas
moléculas podem apresentar a capacidade de interagiio
homofilica, isto € duas moléculas iguais interagem entre si.
As moléculas de adesdo homofilica sdo expressas em fases
precoces da embriogénese, determinado a priori a organiza-
¢do tecidual (histogénese).

Entre as moléculas de adesdo homofilica, destacam-se
as caderinas (51). Caderinas sdo moléculas de adesdo que
dependem de cdlcio para exercerem suas fungoes. Consti-
tuem uma familia de glicoproteinas expressas em tecidos
epiteliais adultos (E-caderina), tecidos nervoso e muscular
adultos (N-caderinas) e placenta e algumas células epiteliais
(P-caderinas). A perda da expressio de E-caderina em teci-
dos epiteliais ¢ um dos primeiros eventos observados asso-
ciados ao processo de transformagio celular. Analises imuno-
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histoquimicas de adenocarcinomas “in situ” mostraram a di-
minui¢do da expressio de E-caderina na regido tumoral quan-
do comparada 4 regido normal (39). Ainda, alguns carcino-
mas podem expressar caderinas, contudo nio expressas a
nivel de mebrana plasmética. A desorganizagio tecidual ca-
racteristica em tumores pode ser explicada, em parte, pela
auséncia de moléculas responsaveis pela manutengio da
citoarquitetura normal. Ensaios “in vitro” com células
epiteliais nas quais se bloqueia a expressio de E-caderinas
mostraram perda da capacidade das células crescerem em
monocamadas (perda da inibi¢do de contato); ainda estas
células tém capacidade de invadir estruturas semelhantes ao
estroma intersticial. De outro lado, fibroblastos que niio ex-
pressam normalmente E-caderinas e sdo células migratéri-
as, perdem a capacidade de invasio quando transfectadas
com o gene da E-caderina (7).

Perdas de heterozigose especificas em tumores humanos
tém sido Uteis na localizagdo de genes supressores de tumores.

Recentemente, a perda de heterozigose do brago longo
do cromossomo 16 foi detectado em vérios tipos de carcino-
mas, incluindo o carcinoma hepatocelular (54). Neste caso,
a perda de heterozigose mostrou-se associada a regido
16q22.1, sitio do gene da E-caderina. Outro exemplo bas-
tante bem estudado ¢ o da perda de heterozigose de genes
que sdo mapeados na regido 18q, que ocorre em alta fre-
quéncia em carcinomas colo-retais.

Um gene desta regido, chamado DCC (deletd in colon
cancer), codifica uma molécula com caracteristicas seme-
Ihantes a moléculas de adesdo celular da superfamilia das
imunoglobulinas (19). Acredita-se que esta molécula esteja
envolvida na diferenciagio do epitélio coldnico.

Apesar da perda de inibigdo de proliferagiio por contacto,
as células tumorais precisam ultrapassar a barreira represen-
tada pela membrana basal para terem acesso ao estroma
intersticial.

Como mencionado, a membrana basal normal é uma
estrutura continua e em grande parte sintetizada pela célula
epitelial.

Uma caracteristica marcante da maior parte das matrizes
extracelulares ¢ a dindmica de renovagio de seus consti-
tuintes (devido ao turn-over de proteinas que a constitui). O
equilibrio entre degradagdo e sintese garante a manutengio
da continuidade da membrana basal. A degradacio dos cons-
tituintes da membrana basal é promovida por enzimas
proteoliticas normalmente expressas, na maior parte das ve-
zes, pela propria célula epitelial (49). Células tumorais apre-
sentam um desequilibrio no bindmio desagradagio-sintese,
tendendo & ruptura da membrana basal. Entre as enzimas
que atuam neste processo de degradagio estio os colagenases,
plasmina (ativadas pelos ativadores de plasminogénio teci-
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dual ou tipouroquinase t-PA e u-PA, respectivamente
catepsinas, glicosidases e heparanases (53). A descontinui-
dade das membranas basais caracteriza o proces
carcinomatoso. Esta descontinuidade pode ser facilme
avaliada pela coloragio com PAS ou pela coloragio com
Picrossirius-Hematoxilina (PSH), descrito por Junqueira ¢
colaboradores (29). Técnicas imunohistoquimicas utilizan-
do-se anticorpos especificos para componentes das mem-
branas basais, como por exemplo colageno tipo IV e laminina
t¢m se mostrado Gteis no estadiamento histolégico e avalia-
¢do progndstica de vdrios tumores, especialmente os de mama
(1). Estudos com base epidemiol6gica sdo fundamentais para
a real avaliagio destes marcadores do fenétipo metastitico;

muitos sdo os exemplos de moléculas envolvidas na pro-

gressdo de um pequeno niimero de modelos experimentais,
porém que nilo apresentam valor progndstico em séries é&
tumores humanos. i

A avaliagdo da sintese de membranas basais (Figura 2-b)
guarda correlagio direta com o grau de diferenciagio do tu-
mor. A andlise de descontinuidade ou ruptura das membranas
basais indica invasdo ativa das células tumorais (Figura 2-¢).

Ultrapassada a barreira seletiva das membranas basais,a
c¢lula neoplasica migra pelo estroma intersticial. Esta mi-
gragdo pode ser induzida por moléculas com propriedades
quimiotdxicas (quando em solugio) ou haptotixicas (quan-
do em fase solida) (13). O estroma intersticial ¢ de consis-
téncia gelatinosa, ndo apresentando solugdes de continuida-
de para migragdo ativa de qualquer tipo celular. Da mesma
forma que as células da resposta inflamatéria, as células
neoplasicas precisam liquefazer direta ou indiretamente o
estroma, pela a¢do de proteases.

O estroma intersticial é um complexo reservatério de
pequenas moléculas que interagem com os glicoconjugados
que constituem o estroma intersticial (glicoproteinas g
glicosaminoglicanas) (56). Entre estas pequenas moléculas,
os fatores de crescimento e diferenciagio como o fator de
crescimento de fibroblastos basico (bFGF) e o fator de cres-
cimento transformador-beta (TGF-beta), respectivamente tém
sido extensivamente estudados. Estes fatores nio sio somente
armazenados no estroma intersticial, suas fungdes sio mo-
duladas pela interagdo com glicosaminoglicanas do estroma.

Com a degradagio do estroma estes fatores podem ser
liberados ¢ tornarem-se atuantes. Uma das fungdes comuns
entre TGF-beta e bFGF ¢ a promogio de angiogénese, isto
¢, a neorformagdo de capilares sanguineos (8). Em relagio '
ao tumor, a capacidade angiogénica possibilita o influxo de
nutrientes e o trofismo de células localizadas no interior da
massa tumoral. Ainda, estes capilares neoformados apresen-
tam comumente anastomoses com capilares jd existentes,
permitindo assim a disseminagio das células neopldsicas para
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outros pontos do organismo do hospedeiro.

O processo de invasio estromal é desencadeado por uma
série de eventos. As moléculas constituintes da matriz
extracelular geralmente sio grandes (MM > 150.000), ge-
ralmente associadas com dimeros (fibronectina, e.g.),
trimeros (laminina e trombospondina, e.g.) ou heximeros
(tenascina, e.g.). Estas moléculas apresentam virios domi-
nios estruturais e funcionais, isto ¢, apresentam modulos que
exercem diferentes efeitos ao interagirem com células nor-
mais ou neopldsicas. Devido a estrutura macromolecular da
matriz extracelular, muitos destes moédulos sdo geralmente
ocultos, ndo permitindo sua interagdo com células normais.
No processo de invasdo, estes modulos podem se tornar ex-
postos e assim modular o comportamento da célula
neoplasica (11).

A interagdo entre fragmentos ou moléculas integras da
matriz e a célula neopléasica ¢ mediada por uma familia cres-
cente de receptores expressos a superficie celular, coletiva-
mente chamados de integrinas (revisado em 26). Integrinas
sio glicoproteinas que interagem por meio de dominios
extracelulares com a matriz, e por meio de dominios intra-
celulares com proteinas do citoesqueleto, integrando os meios
intra e extracelulares. Integrinas ndo siio somente moléculas
de adesfio celular envolvida na interagio célula-matriz, po-
dendo mediar interagdes célula-célula,

Do ponto de vista estrutural, as integrinas sdo hetero-
dimeros formados por uma cadeia alfa e uma cadeia beta.

Até o momento foram descritas mais de 15 cadeias alfa e
dez cadeias beta. Diferentes cadeias alfa podem interagir
com uma mesma cadeia beta, e vice-versa. Esta propriedade
da formagdo dos dimeros permite a geragio de um grande
nimero de receptores com diferentes afinidades pelos seus
diferentes ligantes. A maior concentragdo de informagdo no
momento esta nas subfamilias beta- 1 (VLA, very late
antigens), beta- 2 (Leu-CAM, leukocyte cell adhesion
molecules) e beta- 3 (citoadesinas) das integrinas. Beta- 1 e
beta- 3 sdo geralmente receptores que medeiam a interagdo
célula-matriz.

Beta- 2 integrinas sdo geralmente associadas a interagdo
célula-célula.

A interagiio de fragmentos de fibronectina, mas nio com
a molécula integra, com alfa-5 beta-1 integrinas presente
em muitas células tumorais, leva a um aumento na expres-
sio do RNA mensageiro de enzimas proteoliticas como
colagenase intersticial (58), facilitando assim a invasio tu-
moral. As enzimas proteoliticas ndo precisam ser necessaria-
mente sintetizadas pela célula tumoral. A interagdo de célu-
las tumorais com fibroblastos normais do hospedeiro pode
induzir que estas ultimas produzam enzimas proteoliticas
como colagenase intersticial e estromelisina III, possibili-
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tando o fendmeno de invasdo tumoral. Esta subversio da
fungdo normal dos fibroblastos ocorre somente naquelas
células que estdo na interface tumor-estroma, sugerindo que
a célula neoplasica secrete algum fator difusivel que modu-
le a fungdo dos fibroblastos (61).

A liberagio de enzimas proteoliticas, e consequente for-
magdo de fatores haptotixicos e quimiotixicos nio sio os
unicos elementos no cenario da invasdo tumoral. Como na
maioria dos processos patoldgicos, uma tipica reagio infla-
matoria ocorre nos tecidos invadidos. O recrutamento de
macréfagos e linfocitos NK (natural killer) dé lugar a uma
primeira resposta antitumoral ndo especifica do sistema imu-
ne. Esta resposta pode ser seguida de uma reagdo anti-tumo-
ral especifica promovida por linfocitos T citotéxicos. Linfo-
citos T citotoxicos e células NK constituem os chamados
linfocitos infiltrantes de tumor (Til-tumor infiltrating
lymphocytes), cuja ativagdo ex vivo e re-administragdo aos
pacientes tem sido preconizada como possivel forma tera-
péutica (46). O reconhecimento especifico entre células T
citotéxicas e células tumorais depende de beta-2 integrinas
presentes no linfocito, e de moléculas de adesio presentes
na célula tumoral. Recentemente se descreveu em melanomas
que a interagdo entre LFA-1 (uma beta-2 integrina) e ICAM
I (uma molécula de adesdo celular) ¢ imprescindivel para a
agdo do linfocito T. Esta interag@o deve ocorrer previamen-
te a interagdo HLA dependente (associada ao principal com-
plexo de histocompatibilidade). A perda de expressido quer
de ICAM-1 quer de antigenos HLA pela célula tumoral (20)
pode representar um mecanismo de evasio do sistema imu-
ne; caso isto ocorra, a célula neoplasica apresentard maior
potencial metastitico.

A migragdo das células neoplasicas pelo estroma
intersticial, como representado na Figura 2-d, caracteriza o
processo inicial da invasio tumoral. Como mencionado aci-
ma a disseminagio pode ocorrer via vasos neoformados; além
disto, a c¢lula neopldsica pode atingir a circulagdo por meio
de elementos vasculares do préoprio hospedeiro. A dissemi-
nagdo por vasos linfiticos ¢ aparentemente mais provavel
que a disseminagao inicial por vénulas. Pequenos vasos lin-
faticos sdo desprovidos de mebranas basais proprias, assim
a entrada na circulagiio por esta via é facilitada. A figura 2-d
ilustra uma grande massa de células tumorais empurrando a
parede de uma veia de médio calibre. A digestdo proteolitica
da membrana basal da vénula é necessaria para que as célu-
las tumorais possam entrar em circulagdo, como mostrado
na figura 2-e. A disseminagiio por via linfatica (figura 2-f)
ou venosa (figura 2-g) a partir do tumor primério, ndo indica
necessariamente que o padrio das metastases siga a via
hematogénica ou linfética.

Embora controverso, o grande nimero de anastomoses
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linfatico-venosas existentes no organismo alteram facilmente
as vias de circulagiio da célula neoplasica. Mais importante
que a via inicial de disseminagdo como determinante dos
sitios mais provéveis de estabelecimento de metdstases, ¢ a
existéncia de fatores troficos ou auséncia de inibidores de
proliferagio das células neoplasicas no 6rgio invadido.

A célula neoplisica circulante

Uma vez na circulagio, as células neopléasicas estao ex-
postas a um estresse hemodindmico. De maneira geral, cé-
lulas isoladas resistem menos a esta situagio que grupos de
células (Embolos).

No entanto, é possivel identificar-se células isoladas na
circulagdo (Figura 2-f), que efetivamente chegam a linfono-
dos satélites da lesdo inicial. O achado de pequeno nimero
de células malignas em linfonodos, isoladas ou em conjun-
to, caracteriza a chamada micrometastase.

A maior viabilidade de émbolos de células neopléasicas
do que de células isoladas ¢, em parte, devida ds interagoes
entre plaquetas do hospedeiro e células tumorais. O revesti-
mento do émbolo tumoral com plaquetas é mediado princi-
palmente por uma beta-3 integrina presente em plaquetas
ativadas, conhecia como gplIb-IlTa (30). Esta integrina age
como receptor de fibrinogénio e fibronectina, entre outras
proteinas plasmaticas. A interagdo entre receptor e ligante
depende de uma sequéncia especifica de aminodcidos pre-
sente nos ligantes.

Esta sequéncia ¢ arginina-acido glutimico-dcido
aspértico, que pela monenclatura de aminodcidos ¢ conhe-
cida como RGD. Estudos usando anticorpos monoclonais,
que reconhecem a integrina de plaquetas ou usando peptideos
que contenham a sequérncia RGD, mostram que com estas
abordagens pode-se bloquear a agregagdo plaquetdria indu-
zida pelas células tumorais ¢ diminuir a capacidade de
metastatizagio de diferentes modelos experimentais de me-
tastase (40).

A interagio plaqueta-célula tumoral facilita o fendmeno
de adesdo do émbolo & célula endotelial da vasculatura do
6rgdo a ser invadido. Derivados de 4cido aracddnico resul-
tantes do metabolismo plaquetario e da célula tumoral atuam
na contratilidade da célula endotelial, promovendo exposi-
¢iio da membrana basal subjacente, passo fundamental na
invasdo ulterior do drgdo sede da metastase (43).

No entanto, nio é necessério que plaquetas medeiem sem-
pre a interagdo célula tumoral-célula endotelial. Esta intera-
¢io pode ocorrer sem mediadores celulares, e € responsavel
em parte pela organoespecifidade do processo metastatico.

Analisando-se glicoproteinas de células endoteliais de
diferentes drgios observa-se que estas células podem ex-
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pressar diferentes conjuntos de glicoproteinas e diferentes
formas das mesmas proteinas (por exemplo, proteinas apre-
sentando diferentes padrdes de glicosilagdo) (43). Tem-se
identificado em alguns casos que células tumorais que
metastatizam para o pulmdo, por exemplo, apresentam re-
ceptores especificos para proteinas endoteliais de pulmio,
nio identificadas em outros érgios (62). Outras glicoproteinas
estio associadas ao fendmeno de homing da célula mestas-
tatica, a semelhanga do processo que ocorre com os linféci-
tos; dentre estas proteinas, uma familia de glicoproteinas
chamada de selectinas e CD44 merecem destaque.

A familia das selectinas é constituida por trés
glicoproteinas descritas até o momento, que medeiam fisio-
logicamente a interagdo entre leucécitos e células endote-
liais (E-selectina, P-selectina e L-selectina) (38).

Sio moléculas de adesdo celular, envolvidas na intera-
¢io célula-célula; esta interagdo ¢ dependente do cétion cal-
cio, e envolve reconhecimento de estruturas de carboidratos
no ligante da selectina. Os residuos de agucar envolvidos
nesta interagdo até agora descritos sdo fucose, 4cido sialico
e lactosamina, encontrados nos antigenos Lewis (Le* Le%) e
sialo-Le*. As células tumorais frequentemente apresentam
um padrio de glicosilagio oncofetal quer em proteinas como
em lipidios, que é rico na expressdo de antigenos Le. Assim,
entende-se em linhas gerais como células tumorais podem
ser reconhecidas por células endoteliais. As selectinas estdo
envolvidas na adesdo dinamica da célula tumoral e célula
endotelial, um fenémeno conhecido como rolamento. Evi-
déncias experimentais sugerem que interagoes entre
glicoesfingolipidios de células tumorais (melanoma murino)
e de células endoteliais determinem a etapa inicial do fend-
meno de rolamento (32). Selectinas sdo moléculas acesso-
rias neste processo (34).

CD44 ¢ uma glicoproteina originalmente descrita em
leucécitos, também associada ao fendmeno de homing e re-
tengio dos linfocitos a nivel de orgios linfoides. CD44 ¢
primariamente um receptor de acido hialurénico, uma
glicosaminoglicana. Interessantemente, variantes de CD44
conferem o fenétipo metastitico a linhagens nio invasivas
de linfomas. O mapeamento destes variantes permitiu esta-
belecer quais exons sdo importantes nesta fungéo de reten-
¢do a nivel de érgios linfoides (24). A expressio de CD44
v4-v7 estd associada 4 progressdo do adenocarcinoma de
colon, o mesmo ocorrendo em adenocarcinomas de mama
(H. Ponta, com. pessoal).

Uma vez aderidas, as células tumorais so terdo acesso a0
parénquima do Orgdo sede de metastase se forem capazes
de induzir a retragdo da célula endotelial. Como discutido
acima, plaquetas podem ser agentes facilitadores deste pro-
cesso. No entanto, tem-se mostrado em alguns modelos que




ASPECTOS CELULARES|

Acta Oncol. Bras. n° 13 - Vol. 1,2,3, 17-27, jan-dez, 1993 ]

Inc.{man.leu);mg de prot (%) Ine.(man/leu}/mg de prot (%)
100 125 ]
Pl
i7"
\“—‘“n_—i—
60 75
40 50}
20 \ 25
0 0
0 2 4 6 8 10 0 1 2 3 4
TM (ug/mi) SW (ug/ml)
~ manose — leucina alce ~"manose — leucina
ctl ™ bld | el sw
150 -
50 1 .
Z 100 = 404
= Z 30 :
50|- 20 .
# 10 . .
. : $ ; =
0

Figura 3- Efeito de tunicamicina (TM) e swainsonina (SW) no potencial de colonizagao pulmonar de melanoma murino (modelo B16-F10).
Células B16-F10 foram tratadas com doses de TM e SW que alteram especificamente os processos de glicosilagado (incorporagdo de
manose), sem interferir com os processos de sintese protéica (incorporagdo de leucina). Doses de 2 ug. mt' e 0.5 mg. m!" de Tme SW
(a ec, respectivamente), foram escolhidas como doses de tratamento. Nestas doses, ambas drogas diminuem o potencial de colonizagao

pulmonar de B16-F10 (b e d, respectivamente).

as células tumorais podem estabelecer jungdes do tipo gap
com células endoteliais. Estas jungdes sio formadas por pro-
teinas conhecidas como conexinas. Apesar de se descrever
perda da expressdo de conexinas envolvidas em interagdes
homotipicas e consequentemente desacoplamento i6nico no
processo de transformagio celular; conexinas podem ter um
polimero em forma de poro, permitindo a comunicagio en-
tre célula tumoral e célula endotelial, em interagdes
heterotipicas. Este poro permite a passagem somente de pe-
quenas moléculas (aproximadamente 1000 Da), como por
exemplo prostaglandinas, que atuam na retragdo do
citoesqueleto das células endoteliais (18).

A fase de extravasamento e formacao do
nodulo metastatico

A retragdo da célula endotelial leva a exposigdo da mem-
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brana basal subjacente. O reconhecimento de elementos desta
matriz ¢ fundamental para a reten¢do das células neoplasi-
cas a nivel de membranas basais e a posterior degradagéo
desta matriz durante o processo de invasio. Uma vez no
parénquima da sede da metastase, a célula tumoral quer pro-
duzindo fatores de crescimento autocrinos, quer respondendo
a fatores produzidos pelo proprio hospedeiro, prolifera dando
origem ao nédulo metastitico, como ilustrado na Figura 2-h.
E possivel modular-se a capacidade metastatica de célu-
las de melanoma murino incubando-as na presenga de
fibronectina e laminina. Depleg¢io de moléculas de
fibronectina a nivel de superficie celular ou saturagio desta
superficie com laminina estdo associadas a um aumento do
potencial de colonizagdo pulmonar de melanomas (52). Nesta
fase, a interagdo de laminina com células neoplisicas estd
associada a secregdo de enzimas proteoliticas como
colagenases (55), favorecendo a migragio através desta
T T 1 |
FUNDOGAO ADTOLIO
p YOrMIE
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matriz. A nivel celular, o fendmeno de reconhecimento se
manifesta como adesio e espalhamento da célula nas super-
ficies de laminina. Este espalhamento implica em necessa-
ria reorganizag¢io do citoesqueleto. Rearranjos de
citoesqueleto estio associados a regulagdo de expressao de
diferentes conjuntos génicos. Intercssantemente, a expres-
sio do ativador de plasminogénio tipo uroquinase, direta-
mente associada ao potencial metastitico de melanomas
murinos, ¢ regulada por elementos de citoesqueleto (10).

Tratamento das células B16-F10 com inibidores de
glicosilagdo, como tunicamicina (27) e swainconina (25),
diminui o potencial de colonizagdo pulmonar destas células
(figura 3). Este efeito estd associado a uma menor retengio
dos melandcitos a nivel pulmonar nas primeiras 24 horas
apds injegdo das células. Neste periodo inicial, o sucesso da
colonizagio estd associado a interagiio das células tumorais
com elementos da membrana basal, como laminina e
coldgeno tipo IV. O reconhecimento d laminina é mediado
por receptores celulares especificos. Descrevem-se atualmen-
te um grande namero de moléculas com capacidade de
mediar as fungdes bioldgicas exercidas por laminina (15).
De uma maneira geral, estes receptores tém sido classifcados
em integrinas e nao-integrinas.

A caracterizagiio e compreensido das interagdes entre cé-
lulas neoplasicas e elementos de matriz extracelular na fase
de extravasamento tém sido um dos principais objetivos de
estudo do Grupo de Biologia Celular e Molecular do Institu-
to Ludwig de Pesquisa sobre o Cincer - Sio Paulo. Parte-se
da premissa que a fase de extravasamento scja uma etapa
limitante da cascata metastatica, assim a determinagiio dos
elementos necessarrios para que esta fase ocorra permitiria
a obtengdo de marcadores da doenga metastatica.

Um dos modelos estudados em nosso grupo tem sido o
modelo de melanoma murino B16. A linhagem B16 foi es-
tabelecida a partir de melanoma espontineo de camundon-
gos C57bl-6J, a partir da qual estebeleceram-se diferentes

variantes (sublinhagens). As variantes estudadas neste
tuto sdo as sublinhagens B16-F1 e B16-F10. Estas varia
se caraterizam por serem altamente tumorigénicas no
delo singénico, ndo apresentando porém capacidade d
metastatizagdo espontiinea importante. De outro lado, cél
las da sublinhagem B16-F10, mas ndo B16-F1, apresenta
um alto potencial de colonizagdo pulmonar quando inj
das por via endovenosa. As células B16-F10 constituem um
interessante modelo para estudo da fase final do processo
metastatico, onde o reconhecimento da vasculatura e de ele-
mentos da membrana basal subendotelial é critico no fend-
meno de progressdo tumoral. i

Células B16-F1 apresentam baixo potencial de coloni-
zagio pulmonar. Utilizando um esquema experimental se-
melhante ao proposto por Fidler, Lopes e colaboradores neste
Instituto obtiveram diferentes variantes de B16-F1 que apre:f»;'
sentavam diferentes potenciais de colonizagdo pulmonar (23).

Analisando-se a capacidade destes diferentes variantes
agregarem laminina a superficie, verificou-se que os clones
mais colonizadores apresentavam maior quantidade de si-
tios de ligagdo de laminina que aqueles menos colonizado-
res. De outro lado, S.S. Veiga e S. Line, também neste Insti-
tuto, identificaram em células B16-F10 uma proteina de peso
molecular aparente de 120-140 kDa com capacidade de se
ligar a laminina em ensaios de ligagio direta. Foi possivel
caracterizar este receptor como um glicoconjugado associa-
do a uma integrina ligante de laminina. Mostrou-se que a
interagdo entre este receptor e laminina ¢ dependente da
glicosilagdo de ambos interagentes (12). O padrio de
glicosilagdo da integrina estd associado d fungdo de
espalhamento celular, passo necessario para o fendmeno de
migragio e invasdo (14). Estes resultados ddo um embasa-
mento celular aos efeitos antimetastaticos observados com
o uso dos inibidores de glicosilagdo. Ainda, tém orientadoa
determinagdo de marcadores com eventual valor diagndsti-
co ou prognostico em tumores humanos (16).

Summary

Carcinogenesis is a multistep process, in which a normal cell is sequentially immortalized, presents the ability to form
tumors and further invades local tissues or colonizes distant organs (metastases). Herein, we review the multiple stages of
this process at the molecular level. This approach has been used to outline strategies in the definition of diagnostic or
prognostic factors in Oncology. Nevertheless, it has been also possible to postulate some therapeutical trials based on the
molecular basis of Cancer. We empasize here some studies that have been done in our laboratories which present putative

clinical applications in a near future.
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