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Resumo

As moléculas de adesdo celular determinam estimulagdo funcional, migracao,
ancoragem, diferenciacdo fenotipica e multiplicacdo celular. A capacidade da célula
tumoral se movimentar, atravessar as paredes dos vasos e se localizar e proliferar no
processo de metastizagdo, esta dependente das moléculas de adesdo e das suas fungdes.

Actualmente ¢ dada maior importancia as integrinas, caderinas, imunoglobulinas,
selectinas e CD44, como factores de adesao celular, activadores de vias de transducdo e
sinalizagdo, cujas alteracdes em varios tipos de neoplasias malignas, conduzem a maior
capacidade de progressdo e metastizagdo, tornando-se alvos de estudo para
desenvolvimento de terapéuticas adequadas.

Procedemos a revisdo dos conhecimentos actuais relativos as moléculas de adesdo
celular, tentando compreender o papel do microambiente tumoral no processo de
carcinogénese € metastizagdo, e implicagdes terapéuticas possiveis na frenacdo do
crescimento tumoral.

Palavras-chave: carcinogénese; adesdo celular; metastizagdo; integrinas; caderinas;
sinalizagao.

Summary

Cellular adhesion molecules provide functional stimulation, migration, anchoring,
phenotypic differentiation and cell proliferation. The ability of tumor cell to move, go
through the walls of blood vessels, locate and proliferate in the process of metastasis, is
dependent of adhesion molecules and their functions.

Currently it is given more importance to the integrins, cadherins, imunoglobulins,
selectins and CD44 as cell adhesion factors, activators of transduction and signalling
pathways, which changes in various types of malignancies lead to greater ability for
progression and metastasis, making of them the targets of study for development of
appropriate therapies.

We proceeded to review current knowledge on cellular adhesion molecules, trying
to understand the role of tumor microenvironment in the process of carcinogenesis and
metastasis, and possible therapeutic implications in the tumor growth retardation.

Key-words: carcinogenesis; cellular adhesion; metastasis; integrins; cadherins;
signaling.



Introducio

O conhecimento do papel das moléculas de adesdo celular na carcinogénese, tornou
mais eficazes as terapéuticas desenvolvidas tendo como alvo estas moléculas e as
consequéncias das suas ac¢des. As moléculas de adesdo celular sdo importantes na
adesdo e migracdo celular, sendo também essenciais na modulacdo das vias de
sinalizagdo intracelular. O uso destas moléculas como alvo terapéutico, de modo directo
ou indirecto, pode levar a reducdo da massa tumoral, a diminuicdo da sua resisténcia aos
agentes de quimioterapia, ou a aumento da sua eficécia.

Procedemos a revisdo dos conhecimentos actuais relativos as moléculas de adesdo
celular, tentando compreender o papel do microambiente tumoral no processo de
carcinogénese € metastizagdo, e implicacdes terapéuticas decorrentes para frenar o
crescimento neoplasico e a metastizagao.

Interac¢ao Célula-Estroma

E comummente aceite que o cancro é uma doenga causada por alteragdes genéticas,
o que se depreende do processo de identificagdo e caracterizagdo de oncogenes e de
genes supressores tumorais. No entanto, também se sabe que o processo de
carcinogénese ¢ controlado por interacgdes celulares derivadas de uma relacdo
complexa entre componentes da matriz extracelular e as células neoplésicas.

Estudos em varios tumores identificaram estroma neopldsico reactivo, caracterizado
por composi¢do particular da matriz extracelular, densidade de microvasos aumentada,
células inflamatérias e fibroblastos com fenotipos alterados. Estes ultimos, também
chamados de miofibroblastos, estroma reactivo ou fibroblastos associados ao cancro,
desempenham um papel crucial na interac¢do célula tumoral-estroma. Os mecanismos
envolvidos no recrutamento destes miofibroblastos incluem lesdes dos microvasos,
contactos directos célula-célula, ¢ factores soluveis, como hormonas, citocinas,
quimiocinas, proteinas da matriz extracelular e diversos factores de crescimento, dos
quais os mais importantes sdo o TGF-B (Transforming Growth Factor ) e o PDGF
(Platelet Derived Growth Factor). O modo como se dd a conversdo para estroma
neoplasico reactivo € bastante similar ao que se observa nos processos inflamatorios,
pelo que as moléculas cruciais num processo também estdo presentes no outro [1].

As estratégias terapéuticas que tém como alvo a interac¢ao tumor-estroma dividem-
se em trés categorias: (1) inibi¢do dos sinais originados nos miofibroblastos, que
iniciam ou promovem o crescimento celular, invasdo e metastizagdo; (2) bloqueio dos
sinais originados nas células tumorais que sdo responsaveis pelo recrutamento dos
miofibroblastos para inibir a sua diferenciagdo e a angiogénese; (3) erradicagdo destes
fibroblastos associados ao cancro para eliminacdo da sinaliza¢do, prevenindo o efeito
destes nas células do estroma do hospedeiro e tumoral [1,2].

O microambiente do tumor desempenha um papel fundamental na promog¢ao do
crescimento e sobrevivéncia das células tumorais, através de mecanismos directos e
indirectos. Os primeiros incluem interac¢des entre as células tumorais e as proteinas ou
outros componentes da matriz extracelular (ECM) dependentes da localizagdo do tumor
e do seu crescimento. Indirectamente, os tumores sobrevivem a certas drogas através da
produgdo autdcrina ou paracrina de citocinas, factores de crescimento e hormonas [3].



Em geral, os receptores de adesdo celular dividem-se em cinco grupos: (1) a familia
das integrinas, que medeia a adesdo célula-célula e célula-ECM; (2) a familia das
caderinas, responsavel pela adesdo entre células do mesmo tipo; (3) as selectinas, que
medeiam a adesdo heterotipica célula-célula; (4) a superfamilia das imunoglobulinas,
que medeia também a adesdo célula-célula; (5) outros proteoglicanos
transmembranares, como as moléculas de adesdo CD44 e o sindecano, que medeiam a
adesao célula-ECM.

As moléculas de adesdo celular sdo assim componentes criticos em quase todos os
processos celulares envolvidos no desenvolvimento, diferenciagdo, morfogénese e
resposta inflamatéria. Em particular, a adesdo célula-ECM mediada pelas integrinas, a
adesdo célula-célula mediada pelas caderinas, e as vias de sinalizag¢do activadas pela
adesdo celular, desempenham um papel fulcral na defini¢do do fenotipo celular e no
controlo da proliferagdo e morte celulares.

Durante o desenvolvimento embriondrio, onde as interacgdes e a proliferacao
celulares tém de ser controladas no espaco e no tempo, as moléculas de adesdo
caderinas e integrinas permitem que as células se apercebam das suas relagdes com
outras células e a ECM, e possam assim converter estas pistas posicionais em alteracdes
nas vias de sinalizacdo intracelulares. As vias activadas pela adesdo célula-ECM ou
célula-célula interagem de formas complexas, de modo a regular a adesdo celular,
proliferacdo e migracdo, expressdo genética, proliferacdo celular ou apoptose, e o estado
de diferenciagdo da célula. Assim, a natureza das interacgdes entre estas vias activadas
através da adesdo celular definem o fenotipo celular [4-6].

A regulagdo aberrante da expressdo ou fun¢ao das moléculas de adesdo encontra-se
mecanicamente envolvida nos processos traduzidos em malignidade e metastizacdo. De
facto, as moléculas de adesdo podem ser usadas como biomarcadores de progndstico em
doentes com alguns cancros, podendo correlacionar-se os seus niveis no endotélio
celular ou em células tumorais, com um fendtipo mais agressivo ou com pior
prognostico. Vérias subunidades das integrinas provaram contribuir para a malignidade,
de forma positiva ou negativa, dependendo do tipo de tecido e do tipo de cancro. Ocorre
uma reducdo da expressdao da E-caderina em muitos tumores epiteliais, € uma perda ou
disfungdo da E-caderina ¢ associada a maior progressdo, invasdo e capacidade
metastizante. Muitas das alteracdes celulares associadas a carcinogénese, como o
aumento da actividade dos receptores de factores de crescimento e suas vias de
sinalizacdo, estdo também associadas a um aumento da resisténcia a quimioterapia. A
adesdo celular a matriz extracelular ou a outras células caracteriza a carcinogénese e
promove resisténcia a certas drogas, um fenémeno chamado de resisténcia induzida por
moléculas de adesao celular [7,8].



Moléculas de Adesao Celular
Integrinas

Constituem uma grande familia de receptores glicoproteicos da superficie celular,
que ligam o citosqueleto a matriz extracelular em locais de adesdo focal, e filamentos
intermediarios & matriz extracelular nos hemidesmossomas. Também podem intervir na
ligacdo celular a outros receptores de adesdo, como os pertencentes a familia das
imunoglobulinas. S3o constituidas por um heterodimero de duas cadeias
transmembranares o e 3, associadas de forma ndo covalente. Existem pelo menos 14
cadeias a e 8 B, que se podem combinar de modo a formar 24 dimeros de uma forma
especifica de tecido e tempo, conferindo-lhes também caracteristicas de ligagdo muito
especificas. As células expressam, por vezes, multiplas integrinas de repertorio
redundante, de modo a aumentar o seu efeito. A cauda citoplasmatica das cadeias o e 3
¢ responsavel pela interacgdo com proteinas citosqueléticas e pela activagdo de vias de
transducdo de sinal, através da ligacdo a cinase de adesdo focal (FAK), de modo a
regular a forca de adesdo, a endocitose e a motilidade celulares [9-11].

A sinalizagdo mediada pelas integrinas ¢ complexa, resultando da activagdo de
varias vias de transducdo de sinal. A adesdo leva a acumulacdo de integrinas e de cinase
da tirosina nao-receptora da FAK a nivel local, o que conduz & autofosforilagao da FAK
na tirosina 397. A FAK fosforilada liga-se aos oncogenes Src ou Fyn. O Src vai entdo
fosforilar a FAK, proteinas do citosqueleto como a paxilina e a tensina, e proteinas de
transducao de sinal, como Cas, Crk e fosfatidilinositol-3-cinase (PI3-cinase) [12,13]. A
fosforilagdo adicional da FAK aumenta a actividade celular catalitica e promove a
ligagdo da célula a outras proteinas intra e exra-celulares. A ligacdo a Grb2/Sos aumenta
a carga de GTP e leva a activagdo do Ras. O GTP-Ras vai activar a PI3-cinase e as vias
de sinalizacdo pelas MAP-cinases. A PI3-cinase vai entdo activar o factor de
sobrevivéncia Akt que, por sua vez, promove a activacdo de uma série de sinais anti-
apoptose, incluindo FKHRD, mTOR, e Bad, resultando num aumento da sobrevivéncia
da célula. A ERK ¢ uma cinase serina/treonina que influencia a expressdo de ciclinas,
regula a progressdo do ciclo celular e inibe a apoptose. O ERK activado também vai
alterar a expressdo genética, ao activar vdarios factores de transcricdo no nucleo,
incluindo AP-1, ELK, ¢ CREB-1 [14,15].

A adesdo dependente de integrinas a fibronectina pode promover a expressdo de
metaloproteinases da matriz (MMPs) [16]. A expressdao da MMP-2 e da integrina avf33
correlaciona-se com metastizacdo e invasao tumoral aumentadas em melanomas, e a
expressao da MMP-9 e de a3B1 apresenta a mesma correlagdo, mas no cancro da mama.
Provou-se que integrinas que contenham a subunidade 1 regulam a adesdo de células
metastaticas de cancro da mama nos ganglios linfaticos, dos osteoclastos ao osso, de
células de carcinoma gastrico ao peritoneu e de células de cancro do pulmio de
pequenas células a laminina [17,18]. Células tumorais interagem com a ECM durante a
invasdo e metastizagdo tumorais, frequentemente através de sequéncias Arginina-
Glicina-Aspartato, presentes em muitas proteinas da matriz. No entanto, enquanto a
adesdo a ECM ¢ necessaria para que ocorra migracdo e proliferacdo celulares, estes
processos podem ser inibidos pela adesdo célula-célula que envolve a E-caderina
enquanto normal [11].



Caderinas

As caderinas constituem um grupo grande de proteinas responsaveis pela adesdo
entre células homotipicas. As classicas (E-, N-, e P-caderina) sdo glicoproteinas
transmembranares que, através da sua por¢do extracelular, regulam interac¢des
proteicas intercelulares dependentes de célcio, definidas como jungdes aderentes [6,19].
A E-caderina ¢ essencial na fun¢do e manuten¢do dos tecidos epiteliais, enquanto a N-
caderina e a caderina-11 sdo preferencialmente expressadas por células migratdrias e do
mesénquima dos tecidos conectivos.

As porgoes citoplasmaticas das caderinas classicas interagem com a -catenina, o-
catenina, e p120°" para formar um complexo citoplasmatico de adesdo celular que, por
sua vez, se liga ao citoesqueleto de actina [20]. Assim, as cateninas desempenham um
papel fundamental na organizagdo estrutural e funcdo das caderinas, através da
regulacdo de ligagdes ao citosqueleto de actina. Contudo, a -catenina pode também
actuar como factor de transcri¢do na via de sinalizagdo do Wnt, e pode aumentar a
expressdo de genes estimuladores de crescimento, como o c-myc e a ciclina D. A
interac¢do da B-catenina com a E- ou a N-caderina (estabilizada por fosforilagdo da
serina/treonina) reduz a sua fun¢do de actuar como co-activador da transcri¢ao, e pode
assim bloquear o crescimento celular [21,22].

A adesdo celular mediada por caderinas pode induzir uma grande variedade de
sinais transmembranares que inibem o crescimento celular e promovem a diferenciagao,
incluindo a activacdo de MEK/ERK, PI3-cinase, Akt, receptor do factor de crescimento
dos fibroblastos (FGFR), e as pequenas GTPases, Racl e Cdc-42. As caderinas também
se associam a receptores da tirosina-cinase, incluindo c-met, FGFR, EGFR,e HER-2, de
modo a alterar a sinalizagdo celular. A E-caderina associa-se ao receptor da tirosina-
cinase EphA2, activando esta via de sinalizagdo, e levando a altera¢do da actividade da
integrina, diminui¢do da adesdo célula-ECM, e diminui¢do do crescimento celular,
através da interaccdo com a FAK. A disrup¢do da adesdo intercelular dependente de
caderinas, com anticorpos ou através de antagonistas de peptideos especificos, pode
levar a desintegracdo das jungdes aderentes e induzir alteracdes na sinalizagdo celular,
actuando em alvos terapéuticos bem definidos [23,24].

Algumas células tumorais ndo apresentam diminui¢do da E-caderina, mas antes
uma expressdo aumentada da N-caderina ou caderina-11, adquirindo fenotipo
mesenquimatoso invasivo. De facto, a expressdo ectopica da N-caderina promove um
fenotipo migratério e invasivo, mesmo que a expressdo da E-caderina se mantenha
normal. A interac¢do entre caderinas e integrinas também pode promover a malignidade
das células tumorais. Por exemplo, a inibicdo das subunidades al e a3 das integrinas
pode levar a um aumento da adesdo intercelular mediada pela N-caderina nas células da
crista neural, e a expressdo ectopica da subunidade a5 da integrina pode aumentar a
expressdo e funcdo da N-caderina por mioblastos. Niveis altos de expressdao da N-
caderina e de subunidades a5 de integrinas estdo associados ao fenotipo mais invasivo
que se conhece de melanoma [25,26].



A Superfamilia das Imunoglobulinas

A superfamilia das imunoglobulinas (Ig-CAM) encontra-se expressa numa grande
variedade de tipos celulares, incluindo células do endotélio vascular, linfocitos,
fibroblastos, células hematopoiéticas, e células tumorais. Alguns membros desta familia
sao a [CAM-1, VCAM-1, ALCAM, NCAM, EpCAM, CEA, DCC e MUC-118. As Ig-
CAMs ligam-se a muitas outras moléculas, incluindo outras Ig-CAMs, receptores de
factores de crescimento, caderinas e integrinas, de modo a regular interacc¢des
intercelulares e entre a célula e a matriz extracelular. Em geral, é necessaria a ac¢do de
Ig-CAMs, como a ICAM-1 e a VCAM-1, para que se dé o movimento dos leucdcitos
durante a inflamacao, e a sua expressdo pode ser aumentada através de tratamentos com
citocinas pro-inflamatorias. Contudo, também se provou que a ICAM-1 e a VCAM-1
interagem com as integrinas aLPB2 e 041, respectivamente, de modo a promover o
extravasamento e metastizacdo das células tumorais. A adesdo destas [g-CAMs também
foi associado a activagdo das MAP-cinases e da via de sinalizagdo do Ras, e com a
inibi¢do da apoptose celular [27,28].

Formas soltiveis de algumas Ig-CAMs encontram-se em niveis elevados no soro e
plasma de doentes com inflamagao, artrite, diabetes e cancro, e podem desempenhar um
papel importante no crescimento e metastizagdo tumorais, através da promog¢do da
angiogénese. A correlacdo entre niveis elevados destas moléculas soluveis, e a
progressdo da doenga e sobrevivéncia, estd provada e pode ser preditiva de resposta ao
tratamento [29].

Selectinas

As selectinas, juntamente com as Ig-CAMs e as integrinas, s30 necessarias para se
dar a interac¢ao dos leucocitos com as células endoteliais durante a inflamacao, e estdao
directamente envolvidas nas interac¢des que ocorrem na metastizagdo, entre as células
tumorais e as endoteliais. Constituem uma pequena familia de glicoproteinas
transmembranares, dependentes do célcio, incluindo a E-, P-, e L-selectina.

Esta familia de moléculas de adesdo celular desempenha um papel muito
importante nos processos de sinalizacdo que regulam a aderéncia dos leucocitos as
células endoteliais e as plaquetas, durante os processos inflamatorios. Estes mecanismos
também sdo activados pela aderéncia das células tumorais ao endotélio durante a
metastizagdo, e, muito provavelmente, contribuem para a proliferacdo cancerigena. A E-
selectina e a L-selectina também contribuem para o crescimento tumoral através do
aumento da angiogénese, ou através da activacdo de vias de transdugdo de sinal
dependentes de selectina, regulando assim a migra¢do e sobrevivéncia das células
cancerigenas [30].



Moléculas de adesao CD44

As moléculas de adesdo CD44 sdo proteinas monoméricas, transmembranares e
glicosiladas, apresentando terminais N e O. Tal como outras moléculas de adesdo, sao
multi-funcionais: a por¢do N-terminal € responsavel pela adesdo a proteinas da matriz
extracelular, como acido hialurénico, colagénio, laminina e fibronectina, e a proteinas
extracelulares soliveis, como factores de crescimento, citocinas, quimiocinas € MMPs;
a por¢do intracelular associa-se com o citosqueleto e as cinases de fosfotirosina da
familia src, de modo a relacionar a ligagdo extracelular a activagdo de vias de
transdugao de sinal [31].

A adesdo celular dependente de CD44 pode promover a proliferacdo e inibir a
apoptose, através da activagdo do gene de controlo do crescimento, c-Met, ou por
activacao da via da PI3-cinase/Akt. Pode também associar-se a receptores da tirosina
cinase, como a familia ERBB dos receptores de factores de crescimento (EGFR,
ERBB2/HER-2/neu, ERBB3 ¢ ERBB4), formando complexos de sinalizagdo que vao
afectar a sobrevivéncia e proliferagdao celulares. Por exemplo, a interaccdo da variante
CD44v3 com ERBB2/HER2/neu numa linha celular de cancro do ovario promove a
activagdo de Ras e Racl, proliferacdo de células tumorais, e reorganizacdo do
citosqueleto. E ainda de referir que a ligagio da CD44 a MMP pode levar a que esta se
dirijja ao local de contacto da célula cancerigena com a matriz, facilitando a invasao
celular e a progressao tumoral [31].

Invasao e Migraciao Através da Matriz Extracelular

Durante o processo metastatico ocorre a invasdo da matriz extracelular e a migragao
das células tumorais, processos coordenados que requerem alteracdes das proprias
células cancerigenas: a formacdo de pseuddpodes, libertagdo e activagao de proteases da
matriz na frente invasiva, adesao celular & matriz proteolisada, e movimento celular por
descolamento do polo basal celular. A perda da polarizagdo epitelidide e a aquisi¢do de
um fendtipo invasivo dao-se através de uma transi¢do epitelial-mesenquimatosa. No
entanto, analises focadas na frente invasiva de tumores primdrios revelaram dois
fendmenos que permitem a cooperacdo entre células cancerigenas heterogéneas: a
habilidade das células para migrarem depende da “rigidez” da matriz extracelular e da
capacidade de proteodlise das células neopléasicas, de modo a ocorrer a degradagdo dos
componentes da matriz [32-35].

A transi¢do epitelial-mesenquimatosa (EMT) consiste numa forma de plasticidade,
em que as células epiteliais perdem as suas caracteristicas, adquirindo as que se
relacionam com células mesenquimatosas. E um fenomeno que ocorre durante o
desenvolvimento embrionario e em lesdes teciduais, e ¢ reactivado aquando da
progressdo de numerosos cancros para formas mais agressivas e invasivas,
nomeadamente cancros da pele, prdostata, mama, figado, pancreas, tracto gastrointestinal
e colo-rectal. Este processo implica mudangas complexas nas células tumorais € no seu
microambiente, que podem levar a diminui¢do da adesdo intercelular, des-coesdo celular
e aumento das interacgoes entre célula e matriz extracelular, a nivel do estroma reactivo.
As alteragcdes morfogenéticas decorrentes da perda do fenotipo epitelial levam a um
aumento da mobilidade e potencial invasivo, por parte das células tumorais. Em geral,



tal processo ¢ associado a activagdo sustentada de diversas cascatas oncogénicas nas
células epiteliais, conduzindo a transformacdo de lesdes pré-malignas em cancros
localmente invasivos [32-35].

Moléculas de Adesio Celular e Terapéutica Anti-Neoplasica

A maioria dos agentes de quimioterapia tem como alvo células de crescimento
rapido, mas muitos tumores solidos crescem de forma lenta, ou tém a capacidade de
resistir a estes agentes, continuando a crescer e a metastizar para novos locais. Cancros
resistentes & quimioterapia estdo normalmente associados a mau prognoéstico, pelo que
tém vindo a ser desenvolvidos novos agentes terapéuticos, de modo a contornar este
problema. Uma vez que os processos de adesdo, mediados principalmente pelas
integrinas e caderinas, se mostraram envolvidos na carcinogénese e resisténcia a drogas,
terapéuticas tendo como alvo estas moléculas de adesdo poderiam influenciar o
prognéstico de forma muito favoravel. No entanto, devido a multiplicidade e
complexidade das vias de sinaliza¢do envolvidas, as novas terapéuticas desenvolvidas
tém sido dirigidas principalmente as moléculas de adesdo conhecidas na metastizacdo e
angiogénese.

A metastizagdo envolve multiplos processos de adesdo celular coordenados,
abrangendo alteracdes na interac¢do intercelular e entre as células e a matriz, que
ocorrem durante a libertagdo das células da massa tumoral, sua migracdo e permeacao
do sistema vascular ou linfatico [30]. Estes processos de adesdo envolvem integrinas,
Ig-CAM’s e selectinas, que coordenam e promovem interac¢des fisicas, e vias de
sinalizagdo muito similares as envolvidas na resisténcia a drogas mediada por moléculas
de adesao celular [8].

Uma vez que a metastizagdo constitui uma grande causa de morbilidade e
mortalidade, agentes que bloqueiem interac¢des celulares com a matriz ou com o
endotélio vascular, e as varias vias de sinalizagdo que sdo activadas por estas, podem ser
de valor terapéutico significativo. Além disso, terapéuticas envolvendo as integrinas no
endotélio demonstram potencial para inibir a angiogénese e, portanto, o crescimento
tumoral. Também os receptores de vitronectina, avp3 e avfB5, sdo importantes na
metastizagdo e progressdo cancerigena e t€ém um papel critico na promocao da apoptose
de células endoteliais [36-38].

Antagonistas das Integrinas

A maioria dos antagonistas das integrinas ¢ direccionada para aquelas que contém a
subunidade av, incluindo anticorpos monoclonais anti-avp3, e pequenos peptideos
inibidores baseados no dominio peptideo RGD. A integrina avp3 liga-se ao dominio
RGD presente em proteinas da matriz extracelular, como a fibronectina, e do soro, como
a vitronectina ou o factor de vonWillebrandt. Os seus antagonistas vao entdo bloquear a
adesdo das células tumorais ao endotélio ou a matriz. Alguns estudos demonstraram
ainda que estes agentes conseguem inibir a metastizagdo pulmonar de algumas células
de melanoma, metéastases dsseas de cancro da mama, e metastizagao hepatica de células
de carcinoma do colon, em modelos animais (rato) [39-41].



Estes estudos sugerem que a integrina avB3 pode desempenhar um papel
importante nos eventos iniciais da metastizacdo, € que os seus inibidores podem ser
uteis no seu tratamento ou prevengdo. Alguns destes compostos monoméricos
apresentam baixa afinidade para bloquear a adesdo celular, demonstrando ainda ter
baixa estabilidade bioldgica in vivo. Por este motivo, t€ém sido desenvolvidos novos
farmacos, com base em compostos sintéticos ciclicos e em proteinas derivadas de
veneno de cobra contendo dominio RGD e que apresentaram resultados prometedores
em células de melanoma.

Inibidores da Activacdo de Integrinas

As interaccdes com as integrinas sdo reguladas por dois factores: o nimero de
heterodimeros de integrina na superficie da célula e a activagdo dos mesmos (esta
consiste no processo pelo qual a célula altera a afinidade do receptor da integrina para o
seu substrato, sem alterar o numero de receptores). Por exemplo, a selec¢dao de células
de mieloma resistentes a agentes alquilantes foi associada a presenca de uma integrina
a4pB1 activada, o que sugere que células cancerigenas com resisténcia a drogas podem
apresentar mais integrinas activas [42].

Este processo parece ser mediado pela activacdo de uma pequena proteina G, R-
Ras, uma vez que a activacao desta ¢ associada a alteragcdes na conformacao e afinidade
da integrina; e a inibi¢do da R-Ras vai diminuir a adesdo mediada por esta molécula.
Assim, terapéuticas direccionadas a estas moléculas podem conduzir a diminui¢do da
adesdo celular dependente de integrinas e até alterar a resposta das células a
determinadas drogas [43].

Outro dado a ter em conta ¢ a forma como o tratamento com bifosfonatos pode
alterar a activacdo de integrinas. Estes farmacos sdo muitas vezes usados no tratamento
de mielomas de modo a inibir a reabsor¢cdo Ossea mediada por osteoclastos, mas
mostraram também o potencial de diminuir a massa tumoral. Os bifosfonatos diminuem
a adesdo de células de tumores da mama a matriz extracelular da medula 6ssea, sem
alterar o nimero de receptores, e pode induzir apoptose em células de mieloma. Este
facto leva a crer que farmacos inibidores com propriedades mais especificas
direccionadas a activacdo das integrinas podem vir a apresentar uma eficacia superior
[44,45].

Terapéuticas Relacionadas com Vias de Sinalizacio Mediadas pela Adesao Celular

As vias de sinalizagdo activadas pelas moléculas de adesdo sdo complexas e o seu
conhecimento ¢ ainda dificultado pela interaccdo que se da entre diferentes vias. Além
disso, cada receptor de adesdo parece ser capaz de activar um grupo particular de vias
de sinalizacdo, normalmente em sinergia com sinais induzidos por factores de
crescimento ou citocinas, como por exemplo no controlo do crescimento celular.
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Apesar desta complexidade, a activagdo destas vias de sinaliza¢do na intervencao
terapéutica sobre a carcinogénese pode ser muito relevante. Por exemplo, a adesdo
dependente de integrinas ¢ responsavel pela activacdo de outras vias relacionadas com a
mitose e a sobrevivéncia celular que estdo directamente ligadas a protec¢do de tumores
solidos e hematologicos da apoptose induzida pela quimioterapia. A activagdo da FAK,
ERK e Akt, ap6s adesdo mediada por integrinas a matriz extracelular, foram
relacionadas com fendtipos resistentes a apoptose [46,47].

Outras terapéuticas em desenvolvimento sdo as que visam a recepgao especifica de
drogas por parte de moléculas de adesdo presentes no microambiente do tumor. Os
agentes utilizados incluem virus, peptideos, ou anticorpos com especificidade para
determinada molécula de adesdo, ao qual se acopla o agente terapéutico pretendido. O
alvo mais pretendido ¢ o TGF-f.

Discussao

O tema da adesdao celular constitui um campo novo da Patologia Molecular. No
entanto, gragas aos progressos na produ¢do de anticorpos monoclonais e da aplicagao de
técnicas de biologia molecular, estas moléculas continuam a ser usadas, isoladas e
estudadas, revelando todo o seu potencial. Espera-se mesmo que vérias doencas ditas
degenerativas ou que tenham por base processos inflamatdrios, venham a conhecer
avangos terapéuticos significativos, devido aos dados que se estdo a obter a respeito dos
mecanismos de migragao e diferenciagdo de células da matriz conjuntiva.

O papel das integrinas na carcinogénese € na metastizacdo ¢ importante porque as
células adquirem capacidades de adesdo e invasdo, com aumento do seu potencial
metastatico como resultado de alteracdes na expressdo, funcdo e activacdo das suas
integrinas. A expressao destas moléculas correlaciona-se, em alguns cancros, com
comportamento de malignidade, estando implicadas no desenvolvimento, crescimento e
metastizagdo tumorais. Algumas integrinas especificas, como a avf3 e a avp5, também
foram implicadas indirectamente no desenvolvimento tumoral, através do seu papel na
regulacdo da migracdo e crescimento de células do endotélio vascular, necessarias para
a angiogénese. Integrinas que contenham a subunidade B1 relacionam-se com a
iniciagdo e proliferacdio de tumores mamadarios humanos em modelos animais
transgénicos [48-51]. Foi encontrada correlacdo significativa entre a expressdo de
algumas integrinas e o estadio clinico, a progressao tumoral e o prognéstico de varios
cancros, nomeadamente o carcinoma de pequenas células do pulmao, colo-rectal,
gastrico, melanoma, do ovario, da mama e da bexiga [51]. Altos niveis de a581 ou avp3
correlacionam-se com mau prognostico em melanomas e no carcinoma de pequenas
células do pulmao, enquanto niveis altos de avp3 se relacionam com mau prognostico
no carcinoma do co6lon. Niveis baixos de a581 estdo ligados a malignidade no cancro da
mama, assim como diminui¢cdo dos niveis da integrina a2f1 [52,53]. A expressdo
aumentada das integrinas a6f1, a6p4 e a3B1 em tecido tumoral correlaciona-se com
sobrevivéncia diminuida e aumento da metastizacdo em doentes com cancro da prostata
e da mama [54]. Provou-se também que a adesdo através das integrinas a6f1 e a6p4
estimula a angiogénese e promove a progressdo tumoral, através da activacdo da via da
PI3-cinase/Akt, levando a supressdo da apoptose e aumento da expressao do VEGF
[55].
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Quanto a carcinogénese e metastizacdo, sabe-se que a diminui¢do da expressao da
E-caderina ocorre na maioria dos cancros epiteliais, incluindo colo-rectal, da bexiga e
da mama, e uma perda ou disfuncdo da E-caderina estd associada a aumento da
metastizagdo e invasdo tumorais. Experiéncias com células em cultura e em modelos de
ratos transgénicos, mostraram que a perda de E-caderina ocorre como causa de
formacdo de tumores epiteliais e que a re-expressdo da E-caderina pode restaurar um
fenotipo epitelial ndo invasivo. Provou-se que uma forma soluvel de E-caderina pode
aumentar os niveis de MMP-2 e MMP-9, levando ao correspondente aumento do
potencial invasivo das células tumorais. Um aumento dos niveis desta forma solivel
pode ter valor prognostico no cancro do estobmago e no mieloma multiplo [56,57].

Virios membros da superfamilia das imunoglobulinas estdo ligados a progressao
tumoral. Por exemplo, a expressdo do CEA estd aumentada em muitos tumores
epiteliais, incluindo o carcinoma colo-rectal, de pequenas células do pulmao e da mama,
estando também associada a metastizagdo aumentada. A Ep-CAM ¢ uma glicoproteina
transmembranar de 40 kDa, expressa na superficie da maioria das células epiteliais
humanas, podendo ser responsdvel por uma diminuicdo da adesdo regulada pelas
caderinas. Uma expressdao aumentada da Ep-CAM esta associada a pior progndstico no
cancro da mama, da prostata, do ovario e colo-rectal. Em contraste, baixos niveis de
ALCAM estdo associados a fendtipos mais agressivos € a mau progndstico nos cancros
da mama e da prostata, e niveis aumentados podem ter importdncia progndstica no
carcinoma colo-rectal [58-61].

Niveis séricos aumentados de algumas selectinas estdo associados a metastizagao e
pior prognostico em diversos tipos de cancro, incluindo mama, colo-rectal, gastrico,
esofagico de células escamosas, e linfomas linfoblastico [62-64].

A expressdao de CD44 e algumas de suas variantes correlaciona-se com invasao
tumoral diminuida e melhoria prognodstica em cancros do ovario e da bexiga. Em
contraste, a variante CD44v6 est4 associada a mau prognostico em cancros esofagicos
de células escamosas, cancro colo-rectal, e cancros da cabeca e do pescogo [65-68].

A adesdao de células de melanoma ao endotélio vascular, que se acredita ser
necessario para a metastizagcdo, envolve interac¢des mediadas por selectinas e a4P1
integrina/VCAM-1 ou avp3, de modo a promover adesdo estavel. Véarios estudos
experimentais demonstraram que a E-selectina, [CAM-1,VCAM-1, 04B1, a5B1 e avp3
estdo envolvidas na adesdo de células cancerigenas a células endoteliais, e que a
inibicao destas interacgdes de adesdo previne o comportamento metastatico por parte do
tumor [36,37].

Como ja referido, a intervengdo clinica ao nivel das moléculas de adesdo celular
divide-se em trés grupos: (1) o bloqueio directo das interac¢des receptor-ligando, com
recurso a antagonista, de modo a prevenir adesdo; (2) prevengdo de alteracdes
estruturais ou funcionais na molécula de adesdo, induzidas pela célula (activagdo da
molécula de adesdo); e (3) inibigdo das vias de transdugdo de sinal activadas em
resposta a adesdo celular. H4, no entanto, multiplos obstaculos no desenvolvimento de
terapéuticas efectivas direccionadas as moléculas de adesdo, uma vez que estas se
podem expressar de forma especifica de tecido, local ou estadio tumoral. Como podem
estar envolvidas em multiplas vias de sinalizagcdo dependentes deste tipo de moléculas, a
dificuldade do seu uso como alvo de estratégia terapéutica ¢ muito limitada.
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As vias de sinalizagdo activadas por adesdo mediada por integrinas revelam-se
excelentes alvos terapéuticos, em particular aquelas que sdo também activadas por
factores de crescimento, uma vez que também estes sdo promotores de resisténcia
terap€utica. Vdrios inibidores de cinases activadas por integrinas e factores de
crescimento, t€ém vindo a ser desenvolvidos para uso clinico, incluindo inibidores da
tirosina cinase, ¢ inibidores da PI3-cinase, estes funcionando como sensibilizadores da
apoptose [46,47].

O estudo dos fendémenos de adesdo tem crescido de modo notavel, esperando-se

que traga grandes progressos a curto prazo, no campo cientifico em geral, e médico em
particular.
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	O conhecimento do papel das moléculas de adesão celular na carcinogénese, tornou mais eficazes as terapêuticas desenvolvidas tendo como alvo estas moléculas e as consequências das suas acções. As moléculas de adesão celular são importantes na adesão e migração celular, sendo também essenciais na modulação das vias de sinalização intracelular. O uso destas moléculas como alvo terapêutico, de modo directo ou indirecto, pode levar a redução da massa tumoral, à diminuição da sua resistência aos agentes de quimioterapia, ou a aumento da sua eficácia.
	Procedemos à revisão dos conhecimentos actuais relativos às moléculas de adesão celular, tentando compreender o papel do microambiente tumoral no processo de carcinogénese e metastização, e implicações terapêuticas decorrentes para frenar o crescimento neoplásico e a metastização.
	Interacção Célula-Estroma
	É comummente aceite que o cancro é uma doença causada por alterações genéticas, o que se depreende do processo de identificação e caracterização de oncogenes e de genes supressores tumorais. No entanto, também se sabe que o processo de carcinogénese é controlado por interacções celulares derivadas de uma relação complexa entre componentes da matriz extracelular e as células neoplásicas.
	Estudos em vários tumores identificaram estroma neoplásico reactivo, caracterizado por composição particular da matriz extracelular, densidade de microvasos aumentada, células inflamatórias e fibroblastos com fenótipos alterados. Estes últimos, também chamados de miofibroblastos, estroma reactivo ou fibroblastos associados ao cancro, desempenham um papel crucial na interacção célula tumoral-estroma. Os mecanismos envolvidos no recrutamento destes miofibroblastos incluem lesões dos microvasos, contactos directos célula-célula, e factores solúveis, como hormonas, citocinas, quimiocinas, proteínas da matriz extracelular e diversos factores de crescimento, dos quais os mais importantes são o TGF-β Transforming Growth Factor β e o PDGF Platelet Derived Growth Factor. O modo como se dá a conversão para estroma neoplásico reactivo é bastante similar ao que se observa nos processos inflamatórios, pelo que as moléculas cruciais num processo também estão presentes no outro [1].
	As estratégias terapêuticas que têm como alvo a interacção tumor-estroma dividem-se em três categorias: 1 inibição dos sinais originados nos miofibroblastos, que iniciam ou promovem o crescimento celular, invasão e metastização; 2 bloqueio dos sinais originados nas células tumorais que são responsáveis pelo recrutamento dos miofibroblastos para inibir a sua diferenciação e a angiogénese; 3 erradicação destes fibroblastos associados ao cancro para eliminação da sinalização, prevenindo o efeito destes nas células do estroma do hospedeiro e tumoral [1,2].
	O microambiente do tumor desempenha um papel fundamental na promoção do crescimento e sobrevivência das células tumorais, através de mecanismos directos e indirectos. Os primeiros incluem interacções entre as células tumorais e as proteínas ou outros componentes da matriz extracelular ECM dependentes da localização do tumor e do seu crescimento. Indirectamente, os tumores sobrevivem a certas drogas através da produção autócrina ou parácrina de citocinas, factores de crescimento e hormonas [3].
	Em geral, os receptores de adesão celular dividem-se em cinco grupos: 1 a família das integrinas, que medeia a adesão célula-célula e célula-ECM; 2 a família das caderinas, responsável pela adesão entre células do mesmo tipo; 3 as selectinas, que medeiam a adesão heterotípica célula-célula; 4 a superfamília das imunoglobulinas, que medeia também a adesão célula-célula; 5 outros proteoglicanos transmembranares, como as moléculas de adesão CD44 e o sindecano, que medeiam a adesão célula-ECM.
	As moléculas de adesão celular são assim componentes críticos em quase todos os processos celulares envolvidos no desenvolvimento, diferenciação, morfogénese e resposta inflamatória. Em particular, a adesão célula-ECM mediada pelas integrinas, a adesão célula-célula mediada pelas caderinas, e as vias de sinalização activadas pela adesão celular, desempenham um papel fulcral na definição do fenótipo celular e no controlo da proliferação e morte celulares.
	Durante o desenvolvimento embrionário, onde as interacções e a proliferação celulares têm de ser controladas no espaço e no tempo, as moléculas de adesão caderinas e integrinas permitem que as células se apercebam das suas relações com outras células e a ECM, e possam assim converter estas pistas posicionais em alterações nas vias de sinalização intracelulares. As vias activadas pela adesão célula-ECM ou célula-célula interagem de formas complexas, de modo a regular a adesão celular, proliferação e migração, expressão genética, proliferação celular ou apoptose, e o estado de diferenciação da célula. Assim, a natureza das interacções entre estas vias activadas através da adesão celular definem o fenótipo celular [4-6].
	A regulação aberrante da expressão ou função das moléculas de adesão encontra-se mecanicamente envolvida nos processos traduzidos em malignidade e metastização. De facto, as moléculas de adesão podem ser usadas como biomarcadores de prognóstico em doentes com alguns cancros, podendo correlacionar-se os seus níveis no endotélio celular ou em células tumorais, com um fenótipo mais agressivo ou com pior prognóstico. Várias subunidades das integrinas provaram contribuir para a malignidade, de forma positiva ou negativa, dependendo do tipo de tecido e do tipo de cancro. Ocorre uma redução da expressão da E-caderina em muitos tumores epiteliais, e uma perda ou disfunção da E-caderina é associada a maior progressão, invasão e capacidade metastizante. Muitas das alterações celulares associadas à carcinogénese, como o aumento da actividade dos receptores de factores de crescimento e suas vias de sinalização, estão também associadas a um aumento da resistência à quimioterapia. A adesão celular à matriz extracelular ou a outras células caracteriza a carcinogénese e promove resistência a certas drogas, um fenómeno chamado de resistência induzida por moléculas de adesão celular [7,8].
	Moléculas de Adesão Celular
	Integrinas
	Constituem uma grande família de receptores glicoproteicos da superfície celular, que ligam o citosqueleto à matriz extracelular em locais de adesão focal, e filamentos intermediários à matriz extracelular nos hemidesmossomas. Também podem intervir na ligação celular a outros receptores de adesão, como os pertencentes à família das imunoglobulinas. São constituídas por um heterodímero de duas cadeias transmembranares α e β, associadas de forma não covalente. Existem pelo menos 14 cadeias α e 8 β, que se podem combinar de modo a formar 24 dímeros de uma forma específica de tecido e tempo, conferindo-lhes também características de ligação muito específicas. As células expressam, por vezes, múltiplas integrinas de repertório redundante, de modo a aumentar o seu efeito. A cauda citoplasmática das cadeias α e β é responsável pela interacção com proteínas citosqueléticas e pela activação de vias de transdução de sinal, através da ligação à cinase de adesão focal FAK, de modo a regular a força de adesão, a endocitose e a motilidade celulares [9-11].
	A sinalização mediada pelas integrinas é complexa, resultando da activação de várias vias de transdução de sinal. A adesão leva à acumulação de integrinas e de cinase da tirosina não-receptora da FAK a nível local, o que conduz à autofosforilação da FAK na tirosina 397. A FAK fosforilada liga-se aos oncogenes Src ou Fyn. O Src vai então fosforilar a FAK, proteínas do citosqueleto como a paxilina e a tensina, e proteínas de transdução de sinal, como Cas, Crk e fosfatidilinositol-3-cinase PI3-cinase [12,13]. A fosforilação adicional da FAK aumenta a actividade celular catalítica e promove a ligação da célula a outras proteínas intra e exra-celulares. A ligação a Grb2/Sos aumenta a carga de GTP e leva a activação do Ras. O GTP-Ras vai activar a PI3-cinase e as vias de sinalização pelas MAP-cinases. A PI3-cinase vai então activar o factor de sobrevivência Akt que, por sua vez, promove a activação de uma série de sinais anti-apoptose, incluindo FKHRD, mTOR, e Bad, resultando num aumento da sobrevivência da célula. A ERK é uma cinase serina/treonina que influencia a expressão de ciclinas, regula a progressão do ciclo celular e inibe a apoptose. O ERK activado também vai alterar a expressão genética, ao activar vários factores de transcrição no núcleo, incluindo AP-1, ELK, e CREB-1 [14,15].
	A adesão dependente de integrinas à fibronectina pode promover a expressão de metaloproteinases da matriz MMPs [16]. A expressão da MMP-2 e da integrina αvβ3 correlaciona-se com metastização e invasão tumoral aumentadas em melanomas, e a expressão da MMP-9 e de α3β1 apresenta a mesma correlação, mas no cancro da mama. Provou-se que integrinas que contenham a subunidade β1 regulam a adesão de células metastáticas de cancro da mama nos gânglios linfáticos, dos osteoclastos ao osso, de células de carcinoma gástrico ao peritoneu e de células de cancro do pulmão de pequenas células à laminina [17,18]. Células tumorais interagem com a ECM durante a invasão e metastização tumorais, frequentemente através de sequências Arginina-Glicina-Aspartato, presentes em muitas proteínas da matriz. No entanto, enquanto a adesão à ECM é necessária para que ocorra migração e proliferação celulares, estes processos podem ser inibidos pela adesão célula-célula que envolve a E-caderina enquanto normal [11].
	Caderinas
	As caderinas constituem um grupo grande de proteínas responsáveis pela adesão entre células homotípicas. As clássicas E-, N-, e P-caderina são glicoproteínas transmembranares que, através da sua porção extracelular, regulam interacções proteicas intercelulares dependentes de cálcio, definidas como junções aderentes [6,19]. A E-caderina é essencial na função e manutenção dos tecidos epiteliais, enquanto a N-caderina e a caderina-11 são preferencialmente expressadas por células migratórias e do mesênquima dos tecidos conectivos.
	As porções citoplasmáticas das caderinas clássicas interagem com a β-catenina, α-catenina, e p120ctn para formar um complexo citoplasmático de adesão celular que, por sua vez, se liga ao citoesqueleto de actina [20]. Assim, as cateninas desempenham um papel fundamental na organização estrutural e função das caderinas, através da regulação de ligações ao citosqueleto de actina. Contudo, a β-catenina pode também actuar como factor de transcrição na via de sinalização do Wnt, e pode aumentar a expressão de genes estimuladores de crescimento, como o c-myc e a ciclina D. A interacção da β-catenina com a E- ou a N-caderina estabilizada por fosforilação da serina/treonina reduz a sua função de actuar como co-activador da transcrição, e pode assim bloquear o crescimento celular [21,22].
	A adesão celular mediada por caderinas pode induzir uma grande variedade de sinais transmembranares que inibem o crescimento celular e promovem a diferenciação, incluindo a activação de MEK/ERK, PI3-cinase, Akt, receptor do factor de crescimento dos fibroblastos FGFR, e as pequenas GTPases, Rac1 e Cdc-42. As caderinas também se associam a receptores da tirosina-cinase, incluindo c-met, FGFR, EGFR,e HER-2, de modo a alterar a sinalização celular. A E-caderina associa-se ao receptor da tirosina-cinase EphA2, activando esta via de sinalização, e levando a alteração da actividade da integrina, diminuição da adesão célula-ECM, e diminuição do crescimento celular, através da interacção com a FAK. A disrupção da adesão intercelular dependente de caderinas, com anticorpos ou através de antagonistas de peptídeos específicos, pode levar a desintegração das junções aderentes e induzir alterações na sinalização celular, actuando em alvos terapêuticos bem definidos [23,24].
	Algumas células tumorais não apresentam diminuição da E-caderina, mas antes uma expressão aumentada da N-caderina ou caderina-11, adquirindo fenótipo mesenquimatoso invasivo. De facto, a expressão ectópica da N-caderina promove um fenótipo migratório e invasivo, mesmo que a expressão da E-caderina se mantenha normal. A interacção entre caderinas e integrinas também pode promover a malignidade das células tumorais. Por exemplo, a inibição das subunidades α1 e α3 das integrinas pode levar a um aumento da adesão intercelular mediada pela N-caderina nas células da crista neural, e a expressão ectópica da subunidade α5 da integrina pode aumentar a expressão e função da N-caderina por mioblastos. Níveis altos de expressão da N-caderina e de subunidades α5 de integrinas estão associados ao fenótipo mais invasivo que se conhece de melanoma [25,26].
	A Superfamília das Imunoglobulinas
	A superfamília das imunoglobulinas Ig-CAM encontra-se expressa numa grande variedade de tipos celulares, incluindo células do endotélio vascular, linfócitos, fibroblastos, células hematopoiéticas, e células tumorais. Alguns membros desta família são a ICAM-1, VCAM-1, ALCAM, NCAM, EpCAM, CEA, DCC e MUC-118. As Ig-CAMs ligam-se a muitas outras moléculas, incluindo outras Ig-CAMs, receptores de factores de crescimento, caderinas e integrinas, de modo a regular interacções intercelulares e entre a célula e a matriz extracelular. Em geral, é necessária a acção de Ig-CAMs, como a ICAM-1 e a VCAM-1, para que se dê o movimento dos leucócitos durante a inflamação, e a sua expressão pode ser aumentada através de tratamentos com citocinas pró-inflamatórias. Contudo, também se provou que a ICAM-1 e a VCAM-1 interagem com as integrinas αLβ2 e α4β1, respectivamente, de modo a promover o extravasamento e metastização das células tumorais. A adesão destas Ig-CAMs também foi associado a activação das MAP-cinases e da via de sinalização do Ras, e com a inibição da apoptose celular [27,28].
	Formas solúveis de algumas Ig-CAMs encontram-se em níveis elevados no soro e plasma de doentes com inflamação, artrite, diabetes e cancro, e podem desempenhar um papel importante no crescimento e metastização tumorais, através da promoção da angiogénese. A correlação entre níveis elevados destas moléculas solúveis, e a progressão da doença e sobrevivência, está provada e pode ser preditiva de resposta ao tratamento [29].
	Selectinas
	As selectinas, juntamente com as Ig-CAMs e as integrinas, são necessárias para se dar a interacção dos leucócitos com as células endoteliais durante a inflamação, e estão directamente envolvidas nas interacções que ocorrem na metastização, entre as células tumorais e as endoteliais. Constituem uma pequena família de glicoproteínas transmembranares, dependentes do cálcio, incluindo a E-, P-, e L-selectina.
	Esta família de moléculas de adesão celular desempenha um papel muito importante nos processos de sinalização que regulam a aderência dos leucócitos às células endoteliais e às plaquetas, durante os processos inflamatórios. Estes mecanismos também são activados pela aderência das células tumorais ao endotélio durante a metastização, e, muito provavelmente, contribuem para a proliferação cancerígena. A E-selectina e a L-selectina também contribuem para o crescimento tumoral através do aumento da angiogénese, ou através da activação de vias de transdução de sinal dependentes de selectina, regulando assim a migração e sobrevivência das células cancerígenas [30].
	Moléculas de adesão CD44
	As moléculas de adesão CD44 são proteínas monoméricas, transmembranares e glicosiladas, apresentando terminais N e O. Tal como outras moléculas de adesão, são multi-funcionais: a porção N-terminal é responsável pela adesão a proteínas da matriz extracelular, como ácido hialurónico, colagénio, laminina e fibronectina, e a proteínas extracelulares solúveis, como factores de crescimento, citocinas, quimiocinas e MMPs; a porção intracelular associa-se com o citosqueleto e as cinases de fosfotirosina da família src, de modo a relacionar a ligação extracelular à activação de vias de transdução de sinal [31].
	A adesão celular dependente de CD44 pode promover a proliferação e inibir a apoptose, através da activação do gene de controlo do crescimento, c-Met, ou por activação da via da PI3-cinase/Akt. Pode também associar-se a receptores da tirosina cinase, como a família ERBB dos receptores de factores de crescimento EGFR, ERBB2/HER-2/neu, ERBB3 e ERBB4, formando complexos de sinalização que vão afectar a sobrevivência e proliferação celulares. Por exemplo, a interacção da variante CD44v3 com ERBB2/HER2/neu numa linha celular de cancro do ovário promove a activação de Ras e Rac1, proliferação de células tumorais, e reorganização do citosqueleto. É ainda de referir que a ligação da CD44 a MMP pode levar a que esta se dirija ao local de contacto da célula cancerígena com a matriz, facilitando a invasão celular e a progressão tumoral [31].
	Invasão e Migração Através da Matriz Extracelular
	Durante o processo metastático ocorre a invasão da matriz extracelular e a migração das células tumorais, processos coordenados que requerem alterações das próprias células cancerígenas: a formação de pseudópodes, libertação e activação de proteases da matriz na frente invasiva, adesão celular à matriz proteolisada, e movimento celular por descolamento do pólo basal celular. A perda da polarização epitelióide e a aquisição de um fenótipo invasivo dão-se através de uma transição epitelial-mesenquimatosa. No entanto, análises focadas na frente invasiva de tumores primários revelaram dois fenómenos que permitem a cooperação entre células cancerígenas heterogéneas: a habilidade das células para migrarem depende da “rigidez” da matriz extracelular e da capacidade de proteólise das células neoplásicas, de modo a ocorrer a degradação dos componentes da matriz [32-35].
	A transição epitelial-mesenquimatosa EMT consiste numa forma de plasticidade, em que as células epiteliais perdem as suas características, adquirindo as que se relacionam com células mesenquimatosas. É um fenómeno que ocorre durante o desenvolvimento embrionário e em lesões teciduais, e é reactivado aquando da progressão de numerosos cancros para formas mais agressivas e invasivas, nomeadamente cancros da pele, próstata, mama, fígado, pâncreas, tracto gastrointestinal e cólo-rectal. Este processo implica mudanças complexas nas células tumorais e no seu microambiente, que podem levar a diminuição da adesão intercelular, des-coesão celular e aumento das interacções entre célula e matriz extracelular, a nível do estroma reactivo. As alterações morfogenéticas decorrentes da perda do fenótipo epitelial levam a um aumento da mobilidade e potencial invasivo, por parte das células tumorais. Em geral, tal processo é associado a activação sustentada de diversas cascatas oncogénicas nas células epiteliais, conduzindo à transformação de lesões pré-malignas em cancros localmente invasivos [32-35].
	Moléculas de Adesão Celular e Terapêutica Anti-Neoplásica
	A maioria dos agentes de quimioterapia tem como alvo células de crescimento rápido, mas muitos tumores sólidos crescem de forma lenta, ou têm a capacidade de resistir a estes agentes, continuando a crescer e a metastizar para novos locais. Cancros resistentes à quimioterapia estão normalmente associados a mau prognóstico, pelo que têm vindo a ser desenvolvidos novos agentes terapêuticos, de modo a contornar este problema. Uma vez que os processos de adesão, mediados principalmente pelas integrinas e caderinas, se mostraram envolvidos na carcinogénese e resistência a drogas, terapêuticas tendo como alvo estas moléculas de adesão poderiam influenciar o prognóstico de forma muito favorável. No entanto, devido à multiplicidade e complexidade das vias de sinalização envolvidas, as novas terapêuticas desenvolvidas têm sido dirigidas principalmente às moléculas de adesão conhecidas na metastização e angiogénese.
	A metastização envolve múltiplos processos de adesão celular coordenados, abrangendo alterações na interacção intercelular e entre as células e a matriz, que ocorrem durante a libertação das células da massa tumoral, sua migração e permeação do sistema vascular ou linfático [30]. Estes processos de adesão envolvem integrinas, Ig-CAM’s e selectinas, que coordenam e promovem interacções físicas, e vias de sinalização muito similares às envolvidas na resistência a drogas mediada por moléculas de adesão celular [8].
	Uma vez que a metastização constitui uma grande causa de morbilidade e mortalidade, agentes que bloqueiem interacções celulares com a matriz ou com o endotélio vascular, e as várias vias de sinalização que são activadas por estas, podem ser de valor terapêutico significativo. Além disso, terapêuticas envolvendo as integrinas no endotélio demonstram potencial para inibir a angiogénese e, portanto, o crescimento tumoral. Também os receptores de vitronectina, αvβ3 e αvβ5, são importantes na metastização e progressão cancerígena e têm um papel crítico na promoção da apoptose de células endoteliais [36-38].
	Antagonistas das Integrinas
	A maioria dos antagonistas das integrinas é direccionada para aquelas que contêm a subunidade αv, incluindo anticorpos monoclonais anti-αvβ3, e pequenos peptídeos inibidores baseados no domínio peptídeo RGD. A integrina αvβ3 liga-se ao domínio RGD presente em proteínas da matriz extracelular, como a fibronectina, e do soro, como a vitronectina ou o factor de vonWillebrandt. Os seus antagonistas vão então bloquear a adesão das células tumorais ao endotélio ou à matriz. Alguns estudos demonstraram ainda que estes agentes conseguem inibir a metastização pulmonar de algumas células de melanoma, metástases ósseas de cancro da mama, e metastização hepática de células de carcinoma do cólon, em modelos animais rato [39-41].
	Estes estudos sugerem que a integrina αvβ3 pode desempenhar um papel importante nos eventos iniciais da metastização, e que os seus inibidores podem ser úteis no seu tratamento ou prevenção. Alguns destes compostos monoméricos apresentam baixa afinidade para bloquear a adesão celular, demonstrando ainda ter baixa estabilidade biológica in vivo. Por este motivo, têm sido desenvolvidos novos fármacos, com base em compostos sintéticos cíclicos e em proteínas derivadas de veneno de cobra contendo domínio RGD e que apresentaram resultados prometedores em células de melanoma.
	Inibidores da Activação de Integrinas
	As interacções com as integrinas são reguladas por dois factores: o número de heterodímeros de integrina na superfície da célula e a activação dos mesmos esta consiste no processo pelo qual a célula altera a afinidade do receptor da integrina para o seu substrato, sem alterar o número de receptores. Por exemplo, a selecção de células de mieloma resistentes a agentes alquilantes foi associada à presença de uma integrina α4β1 activada, o que sugere que células cancerígenas com resistência a drogas podem apresentar mais integrinas activas [42].
	Este processo parece ser mediado pela activação de uma pequena proteína G, R-Ras, uma vez que a activação desta é associada a alterações na conformação e afinidade da integrina; e a inibição da R-Ras vai diminuir a adesão mediada por esta molécula. Assim, terapêuticas direccionadas a estas moléculas podem conduzir à diminuição da adesão celular dependente de integrinas e até alterar a resposta das células a determinadas drogas [43].
	Outro dado a ter em conta é a forma como o tratamento com bifosfonatos pode alterar a activação de integrinas. Estes fármacos são muitas vezes usados no tratamento de mielomas de modo a inibir a reabsorção óssea mediada por osteoclastos, mas mostraram também o potencial de diminuir a massa tumoral. Os bifosfonatos diminuem a adesão de células de tumores da mama à matriz extracelular da medula óssea, sem alterar o número de receptores, e pode induzir apoptose em células de mieloma. Este facto leva a crer que fármacos inibidores com propriedades mais específicas direccionadas à activação das integrinas podem vir a apresentar uma eficácia superior [44,45].
	Terapêuticas Relacionadas com Vias de Sinalização Mediadas pela Adesão Celular
	As vias de sinalização activadas pelas moléculas de adesão são complexas e o seu conhecimento é ainda dificultado pela interacção que se dá entre diferentes vias. Além disso, cada receptor de adesão parece ser capaz de activar um grupo particular de vias de sinalização, normalmente em sinergia com sinais induzidos por factores de crescimento ou citocinas, como por exemplo no controlo do crescimento celular.
	Apesar desta complexidade, a activação destas vias de sinalização na intervenção terapêutica sobre a carcinogénese pode ser muito relevante. Por exemplo, a adesão dependente de integrinas é responsável pela activação de outras vias relacionadas com a mitose e a sobrevivência celular que estão directamente ligadas à protecção de tumores sólidos e hematológicos da apoptose induzida pela quimioterapia. A activação da FAK, ERK e Akt, após adesão mediada por integrinas à matriz extracelular, foram relacionadas com fenótipos resistentes à apoptose [46,47].
	Outras terapêuticas em desenvolvimento são as que visam a recepção específica de drogas por parte de moléculas de adesão presentes no microambiente do tumor. Os agentes utilizados incluem vírus, peptídeos, ou anticorpos com especificidade para determinada molécula de adesão, ao qual se acopla o agente terapêutico pretendido. O alvo mais pretendido é o TGF-β.
	Discussão
	O tema da adesão celular constitui um campo novo da Patologia Molecular. No entanto, graças aos progressos na produção de anticorpos monoclonais e da aplicação de técnicas de biologia molecular, estas moléculas continuam a ser usadas, isoladas e estudadas, revelando todo o seu potencial. Espera-se mesmo que várias doenças ditas degenerativas ou que tenham por base processos inflamatórios, venham a conhecer avanços terapêuticos significativos, devido aos dados que se estão a obter a respeito dos mecanismos de migração e diferenciação de células da matriz conjuntiva.
	O papel das integrinas na carcinogénese e na metastização é importante porque as células adquirem capacidades de adesão e invasão, com aumento do seu potencial metastático como resultado de alterações na expressão, função e activação das suas integrinas. A expressão destas moléculas correlaciona-se, em alguns cancros, com comportamento de malignidade, estando implicadas no desenvolvimento, crescimento e metastização tumorais. Algumas integrinas específicas, como a αvβ3 e a αvβ5, também foram implicadas indirectamente no desenvolvimento tumoral, através do seu papel na regulação da migração e crescimento de células do endotélio vascular, necessárias para a angiogénese. Integrinas que contenham a subunidade β1 relacionam-se com a iniciação e proliferação de tumores mamários humanos em modelos animais transgénicos [48-51]. Foi encontrada correlação significativa entre a expressão de algumas integrinas e o estádio clínico, a progressão tumoral e o prognóstico de vários cancros, nomeadamente o carcinoma de pequenas células do pulmão, colo-rectal, gástrico, melanoma, do ovário, da mama e da bexiga [51]. Altos níveis de α5β1 ou αvβ3 correlacionam-se com mau prognóstico em melanomas e no carcinoma de pequenas células do pulmão, enquanto níveis altos de αvβ3 se relacionam com mau prognóstico no carcinoma do cólon. Níveis baixos de α5β1 estão ligados à malignidade no cancro da mama, assim como diminuição dos níveis da integrina α2β1 [52,53]. A expressão aumentada das integrinas α6β1, α6β4 e α3β1 em tecido tumoral correlaciona-se com sobrevivência diminuída e aumento da metastização em doentes com cancro da próstata e da mama [54]. Provou-se também que a adesão através das integrinas α6β1 e α6β4 estimula a angiogénese e promove a progressão tumoral, através da activação da via da PI3-cinase/Akt, levando a supressão da apoptose e aumento da expressão do VEGF [55].
	Quanto à carcinogénese e metastização, sabe-se que a diminuição da expressão da E-caderina ocorre na maioria dos cancros epiteliais, incluindo colo-rectal, da bexiga e da mama, e uma perda ou disfunção da E-caderina está associada a aumento da metastização e invasão tumorais. Experiências com células em cultura e em modelos de ratos transgénicos, mostraram que a perda de E-caderina ocorre como causa de formação de tumores epiteliais e que a re-expressão da E-caderina pode restaurar um fenótipo epitelial não invasivo. Provou-se que uma forma solúvel de E-caderina pode aumentar os níveis de MMP-2 e MMP-9, levando ao correspondente aumento do potencial invasivo das células tumorais. Um aumento dos níveis desta forma solúvel pode ter valor prognóstico no cancro do estômago e no mieloma múltiplo [56,57].
	Vários membros da superfamília das imunoglobulinas estão ligados a progressão tumoral. Por exemplo, a expressão do CEA está aumentada em muitos tumores epiteliais, incluindo o carcinoma colo-rectal, de pequenas células do pulmão e da mama, estando também associada a metastização aumentada. A Ep-CAM é uma glicoproteína transmembranar de 40 kDa, expressa na superfície da maioria das células epiteliais humanas, podendo ser responsável por uma diminuição da adesão regulada pelas caderinas. Uma expressão aumentada da Ep-CAM está associada a pior prognóstico no cancro da mama, da próstata, do ovário e colo-rectal. Em contraste, baixos níveis de ALCAM estão associados a fenótipos mais agressivos e a mau prognóstico nos cancros da mama e da próstata, e níveis aumentados podem ter importância prognóstica no carcinoma colo-rectal [58-61].
	Níveis séricos aumentados de algumas selectinas estão associados a metastização e pior prognóstico em diversos tipos de cancro, incluindo mama, colo-rectal, gástrico, esofágico de células escamosas, e linfomas linfoblástico [62-64].
	A expressão de CD44 e algumas de suas variantes correlaciona-se com invasão tumoral diminuída e melhoria prognóstica em cancros do ovário e da bexiga. Em contraste, a variante CD44v6 está associada a mau prognóstico em cancros esofágicos de células escamosas, cancro colo-rectal, e cancros da cabeça e do pescoço [65-68].
	A adesão de células de melanoma ao endotélio vascular, que se acredita ser necessário para a metastização, envolve interacções mediadas por selectinas e α4β1 integrina/VCAM-1 ou αvβ3, de modo a promover adesão estável. Vários estudos experimentais demonstraram que a E-selectina, ICAM-1,VCAM-1, α4β1, α5β1 e αvβ3 estão envolvidas na adesão de células cancerígenas a células endoteliais, e que a inibição destas interacções de adesão previne o comportamento metastático por parte do tumor [36,37].
	Como já referido, a intervenção clínica ao nível das moléculas de adesão celular divide-se em três grupos: 1 o bloqueio directo das interacções receptor-ligando, com recurso a antagonista, de modo a prevenir adesão; 2 prevenção de alterações estruturais ou funcionais na molécula de adesão, induzidas pela célula activação da molécula de adesão; e 3 inibição das vias de transdução de sinal activadas em resposta à adesão celular. Há, no entanto, múltiplos obstáculos no desenvolvimento de terapêuticas efectivas direccionadas às moléculas de adesão, uma vez que estas se podem expressar de forma específica de tecido, local ou estádio tumoral. Como podem estar envolvidas em múltiplas vias de sinalização dependentes deste tipo de moléculas, a dificuldade do seu uso como alvo de estratégia terapêutica é muito limitada.
	As vias de sinalização activadas por adesão mediada por integrinas revelam-se excelentes alvos terapêuticos, em particular aquelas que são também activadas por factores de crescimento, uma vez que também estes são promotores de resistência terapêutica. Vários inibidores de cinases activadas por integrinas e factores de crescimento, têm vindo a ser desenvolvidos para uso clínico, incluindo inibidores da tirosina cinase, e inibidores da PI3-cinase, estes funcionando como sensibilizadores da apoptose [46,47].
	O estudo dos fenómenos de adesão tem crescido de modo notável, esperando-se que traga grandes progressos a curto prazo, no campo científico em geral, e médico em particular.



