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Resumo

I nteragdes entre células neoplasicas e constituintes da matriz

extracelular (MEC) interferem fortemente no desenvolvimento
tumoral, incluindo os localizados em cabeca e pescoco, pois
influenciam a proliferacéo e sobrevivéncia celular, bem como a
sua capacidade de migrar do sitio priméario para outros tecidos e
formar metastases. Essa migragdo celular é facilitada pela des-
truicdo parcial da MEC, a qual é realizada pelas metaloproteinases
(MMPs), que representam uma familia de mais de vinte
endopeptidases, com atividade controlada pela expressdao de
inibidores especificos (TIMPs). Diversos estudos utilizando-se
de marcadores para constituintes da MEC bem como pelas MMPs
tém fornecido informag@es adicionais sobre o diagndstico e prog-
ndstico em carcinomas de cabeca e pesco¢o. Nesta revisdo con-
sideraremos o0 papel da MEC e das MMPs na progressao desses
tumores, enfatizando que ndo somente a degradacao proteolitica
esta envolvida neste processo, como também interagdes entre
varios constituintes da MEC fornecem substrato para regulagéo e
crescimento destes tumores.
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Summary

I nteractions involving tumor cells and the extracellular

matrix (ECM) strongly influence tumor development,
including that situated in head and neck, affecting cell
proliferation and survival, as well as the ability to
migrate beyond the original location into other tissues
to form metastases. These cell migration is often
facilitated by a partial destruction of the surrounding
ECM, which is catalyzed by matrix metalloproteinases
(MMPs), a family of more than 20 endopeptidasis, that
is controlled by regulated expression of specific
inhibitors (TIMPs). Several studies of ECM and MMPs
markers have been provide additional diagnostic and
prognostic information in head and neck carcinomas.
In this review, we are considering the role of ECM and
MMPs in tumor progression, emphasizing its proteolytic
contributors to this process, and interactions between
several members of ECM providing substract to
regulation of this process.
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INTRODUCAO

O carcinoma epidermadide é a neoplasia maligna mais
comum em cabeca e pesco¢o, o qual se caracteriza por
apresentar curso clinico agressivo e grande probabilidade
de desenvolver metastase principalmente para linfonodos
cervicais'.

A carcinogénese dos tumores sediados em cabeca e
pescogo € um processo de multiplos passos, onde ocorrem
alteracdes genéticas que levam a desregula¢do do metabo-
lismo celular. A agressividade dos tumores esta relacionada
a diversos fatores, dentre os quais cita-se o grau histoldgico
de malignidade, tamanho da leséo, grau de comprometi-
mento dos tecidos vizinhos, presenca de metastase no mo-
mento do diagnostico e localizagdo anatdmica do tumor.
Destes, um dos principais fatores influenciadores no prog-
noéstico destas neoplasias é a presenca de metastases para
linfonodos cervicais ou 6érgaos distantes. A avaliacdo dos fa-
tores influenciadores em tal processo é importante para o
conhecimento sobre o comportamento tumoral e desenvol-
vimento de terapias anticancer.

O crescimento tumoral resulta de um desequilibrio
entre proliferacdo celular e apoptose e ¢ influenciado pela
angiogénese, enquanto o potencial metastatico é influenci-
ado por alteracGes na interagdo célula-célula e célula-matriz.

A matriz extracelular € uma estrutura constituida por
varias proteinas e polissacarideos distribuida de forma dife-
rente entre os varios tecidos do organismo. Este meio am-
biente oferece condi¢Bes adequadas para o crescimento e
diferenciacdo das células, favorecendo desta forma a sobre-
vivéncia dos tecidos.

A constituicdo basica da matriz é de proteinas fibro-
sas como o colageno e elastina, e de glicoproteinas alongadas
como a fibronectina e laminina, que tém uma funcéo de
proporcionar adesdo célula-matriz, além de glicosaminogli-
canas e proteoglicanas que formam um leito constituido por
um gel, onde se encontram imersos todos o0s constituintes
da matriz2.

O papel da matriz extracelular no microambiente
tumoral ndo esta limitado somente a atuar como barreira
fisica a neoplasia, mas funciona como um reservatério para
proteinas ligantes e fatores de crescimento que influenciam
0 comportamento do mesmo?®.

A degradacao da matriz consiste em um evento cha-
ve na invasdo e metastase dos tumores. Esta degradacgéo se
da por acdo de enzimas proteoliticas, denominadas de
metaloproteinases, que atuam desorganizando a matriz, atra-
vés de processos que alteram as interacOes célula-célula e
célula-matriz.

O presente trabalho objetiva revisar o papel da ma-
triz extracelular em carcinomas de cabeca e pesco¢o, com-
preendendo os mecanismos que ocorrem durante a sua
degradacdo favorecendo o processo de invasdo e
metéastase, que sdo os principais fatores que influenciam

no prognéstico e sobrevida dos pacientes portadores des-
tas neoplasias.

REVISAO DE LITERATURA

Matriz Extracelular (MEC): Estrutura e Funcdes

Os tecidos animais e vegetais ndo sao constituidos
apenas por células, mas também por um espaco extracelular
preenchido por um complexo de componentes fibrosos e
protéicos denominados de matriz extracelular (MEC)?“, Esta
se constitui em propor¢Bes variadas de proteinas e
polissacarideos, organizados em rede, 0s quais sdo respon-
saveis pela diversidade morfologica, funcional e patoldgica
dos tecidos, fornecendo substrato adequado para o cresci-
mento e diferenciacdo dos variados tipos celulares do orga-
nismo*®.

Dentre os constituintes da MEC referenciam-se vari-
os tipos de macromoléculas (proteoglicanas e glicosamino-
glicanas) além das proteinas fibrosas como colageno e
elastina, ambas com fungéo estrutural e as glicoproteinas
adesivas como, laminina, tenascina e fibronectina®.

A MEC se classifica em matriz intersticial, que com-
preende todo o espago existente entre as células
mesenquimais e membrana basal, a qual é representada pela
matriz extracelular especializada em forma de lamina2’. A
interacdo entre esse complexo protéico e fibroso, proteinas
soltveis e receptores de superficie influencia muitas propri-
edades das células, incluindo migracao, proliferacdo, estagio
de diferenciagéo e apoptose*.

Interaces e ligagdes entre as células e componentes
da MEC sdo realizadas por receptores especificos denomi-
nados integrinas, que sdo proteinas transmembranas com
um dominio extracelular que se prende a componentes da
MEC e um citoplasmatico ligado a porc¢éo do citoesqueleto
constituida por actina®®.

MEC x Céncer

Encontra-se bem estabelecido na literatura que o
estroma tumoral relaciona-se diretamente com o comporta-
mento bioldgico das neoplasias, apesar de que por muito
tempo, as células neoplasicas foram foco das principais pes-
quisas de interesse no cancer®.

A capacidade das células malignas destruirem a mem-
brana basal e os demais componentes da MEC tem sido
relacionada ao potencial invasivo destas neoplasias'!. Pes-
quisas realizadas utilizando-se de marcadores para os com-
ponentes da MEC bem como das enzimas relacionadas a
sua degradacdo (MMPs) vém contribuindo para compreen-
sdo do comportamento biolégico e clinico dos carcinomas
de cabeca e pescoco.

Nos estudos de Thomas et al.*?consta que o aumen-
to na produgdo dessas enzimas associa-se com o fenotipo
metastatico e invasivo em muitos tumores e, conseqiiente-
mente, com o comportamento tumoral e progndstico.
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A influéncia da MEC no comportamento das
neoplasias ocorre em varios mecanismos relacionados a pro-
liferacdo, progressao e invasao tumoral. Por exemplo, a in-
vasdo local e desenvolvimento de metéstases em carcino-
mas de cabeca e pescoc¢o estdo associados diretamente a
matriz extracelular, incluindo alteragdes na membrana basal
e inducdo de producdo de muitas proteinas da MEC®,

Quando carcinomas epiderméides de cabeca e pes-
coco encontram-se em desenvolvimento, o tecido adjacen-
te sofre vérias alteragdes como lise do estroma com degra-
dacdo da MEC, fato este considerado o caminho preparat6-
rio para invasdo tumoral?!4, Adicionalmente, tal estrutura
pode ter um papel mais ativo durante a carcinogénese por
induzir angiogénese e producao de fatores de crescimento,
estimulando dessa forma a proliferacdo das células
neopléasicas®®,

Durante o processo de invasdo tumoral, as células
neoplasicas atravessam dois tipos de matriz (membrana basal
e estroma intersticial) e reag8es bioquimicas entre células
normais e a MEC influenciam no processo de invasao tumoral
em neoplasia™®.

De acordo com Sherstha et al.” os constituintes da
MEC contribuem diretamente ou indiretamente no proces-
so de tumorigénese, pelo fato dessa estrutura conter com-
ponentes potencialmente antiadesivos, moduladores de
adesao, proliferacdo e migragdo celular. Adicionalmente es-
ses autores relataram que a MEC pode regular o comporta-
mento celular por varios mecanismos: primeiro através da
composicao de suas proteinas em um determinado tecido e
segundo por intera¢des sinérgicas entre fatores de cresci-
mento e moléculas de adesdo ou por receptores celulares
gue medeiam a adesdo de seus componentes.

Varios estudos utilizando marcadores para os diver-
sos constituintes da MEC foram realizados a fim de esclare-
cer 0 papel desta estrutura no processo da carcinogénese e
progressdo nos tumores de cabeca e pescogo.

Os colagenos representam uma familia de proteinas
caracteristicas com mais de 20 tipos conhecidos, presente
em todos os animais multicelulares, sendo o componente
de maior quantidade em todas as matrizes extracelulares?,

Alguns trabalhos tém demonstrado descontinuidade
dos diversos tipos de colageno durante o processo de inva-
sdo tecidual por células neoplésicas’™,

Pesquisas desenvolvidas por Becker et al.® em
mucosa oral normal e carcinomas epidermdides destacaram
gue em mucosa oral normal observava-se grande quantida-
de de colageno 1l na regido subepitelial e de colageno I e Il
nas porg¢des mais profundas do tecido conjuntivo. No estroma
de carcinomas epidermaéides orais estudados, foi verificado
que as fibras de colageno I circundavam as ilhas epiteliais
tumorais e se distribuiam por todo o estroma. Em tumores
de laringe, Hagedorn et al.? verificaram defeitos na mem-
brana basal peritumoral pela perda da expressao significati-
va de colageno IV.

A intensidade e qualidade de marcacdo do colageno |
apresentou-se de forma muito variada em carcinomas
epidermaides orais de baixo e alto escore de malignidade
no estudo desenvolvido por Martins et al.’8, onde a marca-
¢do para esse tipo de colageno foi mais intensa em tumores
MEeNos agressivos.

A laminina é uma outra proteina associada a mem-
brana basal que funciona como adesina, ligando as células
basais do epitélio ao colageno IV. Tem sido relacionada di-
retamente a estagios avancados de diferenciacdo celular,
sendo pré-requisito para diferenciacdo terminal e execucdo
de func¢Bes especializadas, por interagir com as integrinas e
outros componentes da superficie celular assim como con-
trolar a migracdo celular, polarizacdo, proliferacdo e
apoptose?.

Segundo relatos de Thorup et al.??, em carcinomas
epidermaéides orais pouco diferenciados ocorre pronuncia-
da perda de expressdo da laminina e seus receptores
integrinas, quando comparadas com lesdes pré-malignas e
processos inflamatérios. Foi evidenciada nas pesquisas de
Tosios et al.?? uma tendéncia para descontinuidade linear
tanto da laminina como do colageno IV durante 0 aumento
gradativo da displasia, e em areas de invasao tumoral pro-
funda mais do que em regides centrais ou superficiais dos
tumores.

Berndt et al.?* associaram o comportamento do carci-
noma epidermaide oral com a sintese de laminina, fato evi-
denciado através da perda focal desta na membrana basal e
sua deposicao no estroma imediatamente préximo as célu-
las neoplasicas invasoras.

Em estudos anteriores, Harada et al.?® encontraram
padrao de expressdo semelhante da laminina, colageno IV
e heparan sulfato no front invasivo de carcinomas orais e
nas metastases em linfonodos, conduzindo-os a concluir que
a populacdo celular em areas mais profundas do tumor pode
ser determinante do potencial invasivo e metastatico dos
carcinomas situados nessa regiao.

Kannan et al.?® noticiaram na cavidade oral um au-
mento gradativo na freqiiéncia de descontinuidade da
laminina e colageno IV de epitélio normal, hiperplasico,
displasico a maligno, relatando que a alteracdo progressiva
da membrana basal na transformacao maligna pode ser um
indicador de clones de popula¢des celulares com fenétipo
invasivo, apesar de ndo ter sido evidenciado nesta pesquisa
correlacdo entre a distribuicdo de laminina e colageno 1V
com o grau de malignidade. Essa tendéncia também foi no-
ticiada anteriormente em neoplasias epiteliais cervicais e
displasias do trato aerodigestivo®. A expressdo diminuida
do colageno IV também foi verificada por Harada et al.?em
carcinomas orais.

Em termos percentuais, Haas et al.? por meio da téc-
nica da imunofluorescéncia, verificaram que a intensidade
da laminina em membrana basal da mucosa oral normal era
em torno de 99 a 100%, aumentando para 107 a 141% em
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lesBes hiperplasicas, diminuindo significativamente no front
de invasdo de carcinomas epidermadides orais (35 a 74%).

No tocante a fibronectina, uma glicoproteina adesiva
da MEC, tem sido sugerido que sua perda durante a
carcinogénese pode permitir a livre migracdo das células
neoplasicas®?®%, Sua expressdo vem sendo relacionada a
pobre prognéstico em tumores de cabeca e pescoco, fato
este comprovado nos estudos desenvolvidos por Kannan et
al.** em mucosa oral normal e carcinomas epidermoides e
por Zidar et al.*® que detectaram aumento gradativo da
fibronectina nas membranas basais dos carcinomas
epidermaides de laringe estudados, tendo sido detectado
também que esta expresséo era inversamente proporcional
a densidade do infiltrado inflamatério associado e ao grau de
diferenciacdo tumoral.

A imunomarcacdo intracitoplasmatica da fibronectina
foi observada em 16,7% dos carcinomas epidermdides de
lingua, contrariamente aos de labio na pesquisa de Miranda®,
0 que segundo o autor pode ser indicativo de que também
as células tumorais, e ndo somente as estromais, possuem
capacidade de sintetizar a fibronectina, depositando-a em
membrana basal e matriz peritumoral, visando provavelmen-
te, facilitar sua aderéncia e posterior migracdo através do
estroma tumoral.

A tenascina é uma glicoproteina adesiva da MEC ex-
pressa em interacdes epitélio-mesenquimais durante a
embriogénese e tumorigénese!’*, Esta proteina possui va-
rios dominios de ligagdo, mediando assim a adesdo célula-
célula, migracéo celular, bem como adesao celular a propria
matriz através das ligacdes da fibronectina a proteoglicanos.

Quando esta proteina é produzida por células
neoplasicas malignas, parece ocorrer um aumento na proli-
feracdo e migracéo, provavelmente pelo fato de ter propri-
edades antiadesivas, por bloquear a ligacédo da fibronectina
as células. Tal propriedade foi constatada nas pesquisas de
Huang et al.*® que descreveram um modelo no qual a
tenascina prejudica a funcdo adesiva da fibronectina através
da sua ligacdo ao FNH13, inibindo dessa forma a funcéo do
co-receptor sidecan-4 na sinalizacdo para as integrinas
induzida pela fibronectina.

Tem sido demonstrado que sua expressao esta au-
mentada em vaérias lesdes neoplasicas®*. A combinacdo da
tenascina e outros fatores de crescimento, além de altera-
¢cdes nos receptores de células neoplésicas, podem agir
sinergicamente na modulacgéo do crescimento celular, inter-
ferindo dessa forma na progressdo tumoral, comportamento
invasivo e potencial metastatico®’.

Em certos neoplasmas como de mama e astrocitoma,
a elevada expressdo da tenascina foi indicativa de atividade
proliferativa e agressividade tumoral®*, mas nenhuma corre-
lacdo foi observada em tumores de glandula salivar e certos
carcinomas basais®.

A presenca intracitoplasmatica da tenascina no front
de invasdo de carcinomas epidermaides de lingua e mucosa

jugal foi detectada nos estudos de Mori et al.*”. Yoshida et
al.** observaram um aumento significativo da expressao da
tenascina em células do estroma tumoral de carcinomas de
laringe principalmente ao redor dos ninhos celulares
neoplasicos, levando os autores a concluir que a tenascina
produzida pelas células tumorais poderia estar envolvida na
extensdo intra-epitelial e invasao do tecido conjuntivo, atra-
vés da elevada atividade mitética e migracdo das células
cancerosas.

Estudando carcinomas de hipofaringe e laringe, Juhasz
et al.* verificaram que em tumores avancados a tenascina
ndo estava expressa somente na interface tumor-hospedei-
ro, mas também em vasos sanguineos, tanto do estroma
como do parénquima tumoral. Neste estudo, foi constatado
que o acumulo de tenascina nos vasos sanguineos pode ser
considerado um fator indicativo de pobre prognéstico em
carcinomas de hipofaringe e laringe.

Miranda® analisou a correlacdo do padrao de expres-
sdo de varias proteinas da MEC, como laminina, colagenos |
e 1V, fibronectina e tenascina em carcinomas epiderméides
de labio inferior e de lingua com gradac@es histoldgicas va-
riadas, e observou que o colageno IV e a laminina estavam
ausentes na membrana basal dos ninhos celulares neoplasicos
na maioria dos casos estudados e quando presentes a mar-
cacdo era fraca. A fibronectina esteve imunomarcada em
todos os casos estudados e a tenascina expressou-se de for-
ma intensa em membrana basal epitelial, na maioria dos
casos estudados, estando presente também no estroma
peritumoral, predominando fraca intensidade no labio e de
moderada a forte na lingua. Para o colageno I, foi observada
expressao focal em ambos grupos de carcinomas, com fraca
intensidade de reacéo e padrdo predominantemente fibrilar
e desorganizado. O autor sugeriu entdo que o0s carcinomas
epiderméides de lingua possuem maior potencial de
invasividade e comportamento mais agressivo quando com-
parados com os de labio inferior.

Degradacdo da MEC

A degradacdo da MEC se constitui em um evento
essencial em muitos processos fisiolégicos como durante o
desenvolvimento embrionério, crescimento e reparo dos
tecidos. Por outro lado, sua excessiva degradacdo pode acar-
retar no desenvolvimento de vérias condig8es patoldgicas,
dentre as quais cita-se artrite reumatoéide, osteoartrite e do-
encas autoimunes®,. Tal fato também esta diretamente rela-
cionado ao processo de invasdo e metastase tumoral, o qual
se constitui no principal fator progndéstico dos pacientes
portadores de cancer®.

Algumas proteases especificas conhecidas como
metaloproteinases (MMPs), do inglés “matrix metalloproteinases”,
formam uma importante familia de endopeptidases metal-
dependentes, secretadas na forma inativa, com zinco no si-
tio ativo®®,

Existem, atualmente, no minimo, 20 tipos de MMPs
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humanas, as quais séo agrupadas de acordo com a estrutura
e substrato especifico em: colagenases (MMP-1, -8 e 13),
estromelisisnas, gelatinases (MMP-2, -9) e metaloproteinases
ligadas a membrana plasmatical?*.

De acordo com Curran, Murray® e Nabeshima et al.*,
a superexpressdo das MMPs tem sido evidenciada e relacio-
nada ao prognéstico em diversos tipos de carcinomas, o
gue pode ser usado para o desenvolvimento de drogas
inibidoras dessas proteinas para auxiliar na terapia anticancer.

Encontra-se estabelecido na literatura que a invasao
tumoral também sofre influéncia direta do microambiente
no qual um dos fatores criticos é a a¢édo de varias enzimas
proteoliticas que agem na degradacdo das proteinas da MEC,
denominadas metaloproteinases (MMPs)*4, Essas enzimas
podem ser produzidas tanto pelo estroma tumoral como
pelas proprias células neopléasicas, as quais também segun-
do Yves e Derderck® também podem interferir no processo
de adesao célula-célula pela degradacdo da E-caderina.

Para Thomas et al.?? 0 aumento na producdo dessas
enzimas tem sido associado com o fenétipo invasivo em
varios tumores. Tal afirmativa foi constata nas pesquisas de
Hong et al.}, 0s quais estudaram a expressao das MMP-2 e —
9 em carcinomas epidermaides orais e correlacionaram a
presenca da MMP-9 ao potencial metastatico desses carci-
nomas, concordando com os estudos de Miyajima et al.*?e
Davies et al.** detectaram, também, a presenca dessas
metaloproteinases em células cancerosas de estdmago,
mama, figado e faringe, relacionando tal fato ao potencial
maligno dessas células e ao pobre curso clinico dessas
neoplasias.

Vérios estudos desenvolvidos como os de O-
Charoenrat et al.* e O-Charoenrat et al.*® demonstraram que
a expressao das MMPs e de seus inibidores (TIMPs) se faz
presente em carcinomas epiderméides de cabeca es pesco-
co. Nesses estudos os autores verificaram que as MMPs-2, -
7,-9 e —=11 exerceram um importante papel na progressdo
e desenvolvimento de metéstase nestes tumores.

Analisando 25 carcinomas epiderméides orais ndo
metastaticos e 19 metastaticos através da técnica
imunohistoquimica e zimografia, Hong et al.! compararam a
expressao e atividade das MMPs-2 e -9 nestes grupos e
detectaram que a MMP-9 exercia um papel maior no desen-
volvimento de metéstase do que a MMP-2. Adicionalmente,
esse estudo mostrou que ndo existe correlagdo entre a
gradacdo histoldgica desses carcinomas e a expressao das
MMPs, conduzindo-os a sugerir que a diferenciacdo histologica
das células cancerosas nao interfere na expressao das MMPs.

Nabeshima et al.”® relataram que as MMPs-2 e —4 sao
capazes de clivar o sitio y* da laminina-5, acarretando na
estimulacéo da proliferacdo e migragéo das células neoplasicas.
Esses autores relataram também que as metaloproteinases
interferem no sistema de ades&o célula-célula principalmen-
te sobre 0 complexo E-caderina/[3-catenina, facilitando o pro-
cesso de invasdo.

Fica patente a importancia do conhecimento do pa-
pel das proteinas da MEC e das MMPs nos carcinomas de
cabeca e pescoco, ja que desempenham um papel chave
na progressao e agressividade destes tumores.

COMENTARIOS FINAIS

Diante da literatura pertinente consultada, verifica-se
gue a MEC e as MMPs, por influenciarem varias funcées
celulares durante a carcinogénese e por estar diretamente
relacionadas ao comportamento dos carcinomas de cabeca
e pescogo, devem merecer atencdo especial quando do
estudo dessas entidades, ja que a MEC e sua degradacdo
representam os elementos chaves na compreensdo dos
mecanismos envolvidos com a invasdo tumoral. AlteracGes
na composicdo da matriz extracelular através da superex-
pressdo da tenascina, ou descontinuidade na estrutura do
colageno, fibronectina e laminina, além da presenca das
MMPs influenciam o comportamento das células neoplasicas,
agindo sobre o crescimento tumoral, adesdo tecidual, inva-
sd0 e metastases, 0s quais representam os principais fatores
indicadores de prognostico e sobrevida dos pacientes por-
tadores desses carcinomas.
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