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RESUMO

Metastase € um fendmeno biolégico complexo caracterizado pela disseminagéo de células
tumorais a partir do tumor primario para um ou mais sitios teciduais diferentes, através da
circulacdo sanguinea e linfatica. Nos tumores epiteliais malignos, o potencial metastéatico
tem sido relacionado a “Transicao Epitélio-Mesenquimal” (EMT, do inglés: Epithelial-
Mesenchymal Transition). O objetivo foi realizar uma reviséo da literatura sobre o papel da
EMT nos mecanismos de invasdo tumoral e metastase. Foi realizado estudo descritivo, do
tipo pesquisa bibliogréfica, na base de dados BVS utilizando os descritores: “EMT”, “Cancer
Epitelial” e “Metastase”, com analise de 14 artigos datados entre 2003 a 2017, e uma Tese
de Doutorado. A metastase decorre de uma sucessdo heterogénea de bioeventos,
especialmente representados por: a) angiogénese; b) deslocamento e migracéo, c) invasao
do estroma adjacente ao tumor; d) invasdo da membrana vascular e intravasao; e) adesao
das células tumorais as células circulantes; f) fixagdo e crescimento de tumores secundarios
no oOrgdo-alvo. Portanto, o desenvolvimento de metéstases depende da adesdo celular
diminuida, aliada a capacidade dos clones tumorais migrarem e invadirem o estroma
adjacente, o que parece ser facilitado pela EMT, caracterizada pela mudanca do fenotipo
epitelial para o mesenquimal, levando & perda ou expressdo reduzida dos marcadores
especificos das células epiteliais e 0 aumento da expressao de marcadores de células
mesenquimais. Varios carcinomas, mostra que a reativacdo de Fatores Transcricao
genéticos do desenvolvimento embrionario séo indutores da MET. Conclui-se que a EMT €&
um intrigante facilitador do surgimento de metastases, atuando no desenvolvimento e
progressao do cancer.

Descritores: EMT; Cancer epitelial; Metastase.

THE ROLE OF THE EPITHELIUM-MESQUAKE TRANSITION NO METABASTIC
POTENTIAL OF MALIGNANT TUMORS

ABSTRACT

Metastasis is a complex biological phenomenon characterized by the spread of tumor cells
from the primary tumor to one or more different tissue sites through the blood and lymphatic
circulation. In malignant epithelial tumors, metastatic potential has been related to an
Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT). The objective was to review the literature on the
role of EMT in the mechanisms of tumor invasion and metastasis. A descriptive study of the
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type of bibliographical research was carried out in the VHL database using the descriptors:
"EMT", "Epithelial Cancer" and "Metastasis", with an analysis of 14 articles dated between
2003 and 2017, and PhD theses. The metastasis derives from a heterogeneous succession
of bioevents, especially represented by: a) angiogenesis; b) detachment and migration, c)
invasion of the stroma adjacent to the tumor; d) vascular membrane invasion and
intravasion; e) adhesion of tumor cells to circulating cells; f) fixation and growth of secondary
tumors in the target organ. Therefore, the development of metastases depends on the
decreased cell adhesion, together with the ability of the tumor clones to migrate and invade
the adjacent stroma, which seems to be facilitated by the EMT, characterized by the
epithelial phenotype for the mesenchymal, which leads to reduced loss or expression of
specific epithelial cell markers, and increased expression of mesenchymal cell markers. In
several carcinomas, it has demonstrates that the reactivation of transcription factors genetic
programs are inducers of MET. Concludes EMT is an facilitator the appearance of
metastases, acting in the development and progression of cancer.

Keywords: EMT; Epithelial cancer; Metastasis.

INTRODUCAO

A maioria das mortes por cancer estd associada as consequéncias da leséo
metastatica e ndo diretamente ao tumor primario. Do ponto de vista clinico, a metastase é o
evento mais critico da tumorigénese, pois 90% da mortalidade do céncer esta relacionada a
disseminacao metastatica (1).

A metastase é um processo de dispersdo de células tumorais a partir do tumor
primario para um ou mais sitios teciduais distintos, através dos vasos sanguineos e
linfaticos.

Nesse contexto, para que tal evento seja possivel, € necesséario que as células
tumorais se evadam (se desprendam) do tumor primario por meio da diminuicdo das
interacdes célula-célula e, ao mesmo tempo, tenham a capacidade de migrar e invadir o
estroma adjacente.

Para tanto, as células malignas precisam adquirir propriedades invasivas para
disseminar-se, aumentando a chance para o crescimento de novos tumores em locais
distantes.

Com esse objetivo e, em especial nos tumores de origem epitelial, células neoplasicas
em met4stase reativam um programa genético tipico do desenvolvimento embrionério,
denominado transicdo Epitélio-Mesenquimal (EMT- do inglés “epithelial-mesenchymal
transition”), o qual é caracterizado pela mudanga (ou transigéo) do fenétipo epitelial para o
mesenquimal, o que leva a perda ou expresséo reduzida dos marcadores especificos das
células epiteliais, além do aumento da expressdo de marcadores tipicos das células

mesenquimais.
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De fato, durante o desenvolvimento embrionério, as células podem transitar entre o0s
estados epitelial e mesenquimal de uma forma altamente plastica e dindmica. Uma mudanca
para o estado mesenquimal modifica as moléculas de adesdo expressas pela célula,
permitindo-lhe adotar um comportamento migratorio e invasivo (2).

A EMT controla aspectos importantes do desenvolvimento embrionario. Esse
fenbmeno tornou-se real para a biologia do desenvolvimento (embriologia) desde o final do
século XIX, a partir da clara evidéncia histologica de que, durante a gastrulacdo, as células
mesenguimais se originavam do epiblasto adjacente.

A EMT foi experimentalmente evidenciada a partir da demonstragdo de que epitélios
embrionarios embutidos em géis de coladgeno 3D se converteram em células migratérias
semelhantes a fibroblastos, fornecendo a importante evidéncia de que os tecidos epiteliais
embrionarios eram menos estaveis do que o esperado.

Nesse contexto, é importante mencionar que ja esta extensivamente documentado
gue, em tumores sélidos de origem epitelial, como os carcinomas de ovario, mama, pulmao
e boca, bem como em glioblastomas (tumores do Sistema Nervoso Central), a EMT é um
fendmeno crucial para o desenvolvimento das metastases (2).

Também ja esta amplamente certificado que, para o sucesso da disseminacdo
metastéatica, durante o desenvolvimento da EMT, as células perdem os contatos célula-
célula e, concomitantemente, diminuem a expressdo das moléculas de juncdes epiteliais
aderentes, como a E-caderina e, além disso, ganham a expressao de proteinas envolvidas,
por exemplo, com a aquisicdo de propriedades de células-tronco.

Nesse contexto, o objetivo fulcral deste trabalho € resumir e discutir as evidéncias
cientificas que sustentam o envolvimento generalizado da EMT na patogénese, regulacéo e

disseminacao do cancer.

METODO

A proposta deste trabalho foi discutir o fendbmeno da transi¢cdo epitélio mesenquimal,
enquanto mecanismo embrionario que € reativado na doenca céncer, e que esta envolvido
na sua patogenia, regulacdo e disseminacao.

Para tanto, utilizamos uma abordagem tedrica do tipo qualitativa e descritiva,
enfrentando o tema através de um método analitico e dedutivo. Optamos por uma consulta
bibliogréfica, alimentada em fontes da literatura médica e das ciéncias biologicas, dado o

carater multidisciplinar da analise em questdo. Foram consultadas as plataformas digitais
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MEDLINE, LILACS, PubMed e SciELO, usando como descritores “EMT”, Cancer e EMT”,
“‘EMT e Metastase”.

Os critérios de inclusdo dos artigos foram publicacdo em portugués, inglés ou
espanhol, com os resumos disponiveis nas bases de dados selecionadas, no periodo
compreendido entre 2009 a 2017. A busca realizada nas bases de dados com os descritores
supracitados resultou em 200 artigos e 23 Teses de Doutorado. Apds a aplicacdo dos
critérios de inclusdo/exclusdo, obteve-se um total de 88 artigos, além das teses. Apds

criteriosa avaliagdo, 14 artigos e uma Tese de Doutorado foram incluidos nesta reviséo.
RESULTADOS/DISCUSSAO

Em acordo com a metodologia descrita supra, os resultados dos estudos encontrados

foram subdivididos em alguns eixos tematicos, a seguir elencados.
1.CONSIDERAQC)ES GERAIS SOBRE A EMT

A transicdo Epitélio-Mesenquimal € um programa embrionario de desenvolvimento
através do qual as células epiteliais se diferenciam em células mesenquimais, migram para
outras regides do embrido e formam novos tipos celulares.

A EMT apresenta certas caracteristicas que sdo consideradas como suas marcas
morfoldgicas. Estas, incluem a ruptura das juncdes intercelulares, perda da polaridade,
reorganizacdo do citoesqueleto e aumento da motilidade celular. Portanto, na maioria das
modelos experimentais, marcadores epiteliais (E-caderina) e mesenquimais (N- caderina e
vimentina) s&o indicadores que confirmam a ocorréncia da EMT (3).

A semelhangca de outros fendbmenos do desenvolvimento embrionario, a EMT é
silenciada em tecidos adultos saudaveis. No entanto, a reativacdo da EMT ocorre em
condi¢Bes patolégicas, incluindo inflamacao crénica, fibrose pds-reparo e cancer.

No processo de reepitelizacdo pds-injuria, células epiteliais submetidas a EMT perdem
caracteristicas epiteliais, como componentes de jun¢des aderentes, polaridade apicobasal, e
o citoesqueleto é reorganizado para apoiar um estado mais migratorio.

No céncer, o programa genético regulador da EMT é executado em resposta a
ativacdo de mecanismos de sinalizagéo pleiotropicos que induzem a expressao de fatores
de transcricao especificos (TFs - do inglés “Transcription Factors”), chamados EMT-TFs (do

inglés EMT-inducing transcription factors), como Snail, Zeb, Twist e outros (4).
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Esses fatores cooperam uns com 0s outros para regular a expressao de genes-alvo e,
muitas vezes, funcionam como repressores de genes epiteliais e ativadores de genes
mesenquimais (3).

Nesse tdpico, vale mencionar que perda da expressdo de E-caderina, um dos
marcadores mais frequentemente utilizados para revelar EMT, esta associada a um fenétipo
mais invasivo em muitos tipos de carcinomas e adenocarcinomas humanos (4).

As jungbes aderentes compostas por E-caderina em conjunto com anéis de catenina e
actina séo componentes comuns das células epiteliais normais. As juncdes de ocluséo estéo
associadas com os complexos de polaridade apical, ao passo que as integrinas interagem
com componentes da membrana basal.

Durante a EMT, ha uma perda da adesao célula-célula. Indutores de EMT reprimem a
transcricdo dos genes que codificam os componentes de aderéncia e das juncdes de
ocluséo, induzindo a perda da polaridade celular, sendo a E-caderina alvo da degradagéo.

A membrana basal entra em decomposi¢céo e h& constricdo apical da célula epitelial,
com reflexos diretos na remodelagéo do citoesqueleto, o que favorecera a delaminacao das
células e ingresso no conjuntivo subjacente.

A expressao de receptores para a integrina e ativacdo continua de metaloproteases

favorece a migracao através da matriz extracelular e a invasao dos tecidos adjacentes (5).
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Figura 1: Esquema figurativo da dindmica epitelial durante a EMT (legenda adaptadas).

A regulacdo da E-caderina tem sido amplamente estudada e, em muitos tumores,
varios fatores de transcricdo conhecidos por induzir a EMT, incluindo os fatores Snaill / 2,

ZEB1/ 2 e Twistl / 2, funcionam como repressores diretos ou indiretos da E-caderina.
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2. A EMT NO CANCER: A FACILITAGAO DO PROCESSO DE METASTASE

Visto que é um processo de disseminacao celular de um tumor primério para um sitio
novo, a metastase decorre de uma sucessao heterogénea de bioeventos, especialmente
representados por: a) angiogénese); b) deslocamento e migracdo, c) invasao do estroma
adjacente ao tumor; d) invasdo da membrana vascular e intravasdo; e€) adesdo das células
tumorais as células circulantes; f) fixacdo e o crescimento de tumores secundarios no 6rgao-
alvo (6-8).
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Figura 2: Representacao figurativa das etapas do processo metastético (legenda adaptada 7).
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Nas neoplasias malignas, em especial nos carcinomas e adenocarcinomas, acredita-
se que a ativagdo dos programas EMT esteja ligada a dissociacado das células do tumor
primario e sua intravasao nos vasos sanguineos (2).

Estudos recentes mostram inequivocamente que a metdstase requer uma estreita
colaboracdo entre as células neopléasicas, as células imuno-inflamatérias e os elementos
estromais do microambiente tumoral (MAT), a exemplo dos fibroblastos, endotélio e pericitos
(9).

Em tumores epiteliais, o processo de metastase pode ser dividido em varias etapas e
acredita-se que o primeiro passo seja representado pela transicdo Epitélio-Mesenquimal
(TEM), evento no qual as células neoplasicas adquirem caracteristicas fibroblastéides, que
aumentam a sua motilidade e as permitem transpor epitélios de revestimentos/membranas
basais, e alcangar os vasos sanguineos e linfaticos eferentes.

A perda da expresséo da E-caderina (um marcador de células epiteliais) é vista como
um evento-chave nesse processo, e parece relacionar-se com a superexpressao, nos
tumores, do gene Snail, um repressor da transcricdo da E-caderina em células epiteliais
(20).

O TGFB também é um importante regulador da transi¢do epitélio- mesenquimal. O
TGFp ativa as vias dos fatores de transcricaio SMAD e MAPKSs, que controlam a expressao
de outros reguladores da transi¢ao Epitélio-Mesenquimal, como o TWIST.

O nome TWIST deve-se ao fato de que, em drosophila, o0 gene TWIST foi considerado
como essencial para a gastrulagdo adequada, bem como para a geracdo de células da
crista neural. A perda do gene é letal para a gastrulacdo e para a formacao dos tecidos
derivados da mesoderme, ocorrendo uma invaginacdo da endoderme, o que eva a uma
torcdo do eixo dorso ventral do embrido, dando origem ao nome TWIST (em portugués:
torcdo) (11).

As proteinas TWIST em humanos adultos sdo principalmente expressas em células
precursoras, incluindo as linhagens miogénica, osteoblastica, condroblastica, odontoblastica
e mielomonocitica, onde o gene é responsavel por manter seu estado indiferenciado.

Por outro lado, a expresséo do gene TWIST mostrou-se ativa em mdltiplos carcinomas
(mama, bexiga, pulmao, rim, coélon, estbmago, pancreas, ovario, prostata, boca e esdfago) e
também em melanomas e sarcomas.

Os mecanismos que levam a reativacdo do gene TWIST em canceres humanos ja

foram profundamente investigados, e seu papel na inducdo da EMT ja estd bem
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estabelecido, e revelam, talvez, uma relacdo estreita entre a embriogénese e a
tumorigénese (9).

Evidéncias crescentes sugerem que proteinas como o TWIST, em vez de serem
indutores constitutivos da EMT, comportam-se como sensores, promovendo a EMT em
resposta a sinais apropriados no microambiente tumoral (inducdo por meio de vias de
sinalizacdo independentes e complementares).

Ao promover EMT, as proteinas TWIST fornecem as células neoplasicas motilidade,
aquisicdo de capacidades de auto-renovagéo, instabilidade cromossémica e possibilidade
de secretar fatores angiogénicos, facilitando a disseminacéo e a metastase (12).

Curiosamente, o programa EMT pode ser utilizado até mesmo em em estagios pré -
malignos, como ja mostrado modelo experimental de cancer pancreatico, especialmente em

locais de inflamacéao (2).

3. O PROCESSO INFLAMATORIO DO MICROAMBIENTE TUMORAL (MAT) E SUA
RELACAO COM A INDUCAO DO EMT

Recentemente, muita atencao tem sido dada ao processo inflamatério associado aos
tumores, e foi descoberto que as células inflamatdrias infiltrantes no microambiente tumoral
desempenham papéis pré-tumorigénicos.

Subtipos de macréfagos associados a tumores (TAMs — do inglés: tumor-associated
macrophages), células T reguladoras (TREGS) e células supressoras derivadas da linhagem
mieldide (MDSC - do inglés: myeloid derived suppressor cells) foram identificados como
promotores da progressdo tumoral e metastase. Essas células produzem e secretam
citocinas, como o fator de crescimento transformador beta (TGF-$), que pode induzir a EMT
nas ceélulas neoplésicas (2).

Atualmente, muitas pesquisas na terapéutica do cancer baseiam-se na busca de
farmacos para a reversdao de EMT Os inibidores de TGF sdo os compostos anti-EMT mais
intensamente investigados, especialmente nos glioblastomas, carcinoma hepatocelular e
adenocarcinoma do pancreas (2).

Em adicdo, € amplamente aceito que as células passam por EMT para alcancar um
nicho metastatico desejavel um novo tumor, e que a MET, no novo sitio metastético, &
certamente influenciada por TAMs, que secretam fator de crescimento endotelial vascular —
VEGF (2).

MEDEIROS AS, JORDAO LAAR, FIGUEREDO CRLV. O Papel da Transi¢éo Epitélio-Mesenquimal
no Potencial Metastatico de Tumores Malignos.

Revista Salde e Ciéncia online, v. 7, n. 2, (maio a agosto de 2018). 502 p. 89



REVISTA SAUDE & CIENCIA ONLINE
ISSN 2317-8469

Vasos sanguineos tumorais induzidos pela superexpressao do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) frequentemente apresentam juncgdes célula-célula descontinuas
e alteragdes nos pericitos (4).

Outro mecanismo pelo qual o ambiente inflamatoério pode afetar a transicdo epitelial-
mesenquimal é a inducdo, por meio das vias mediadas por STAT3 e NF-kB, da expressao

do gene embrionario TWIST.

4. A EMT PARA ALEM DA AQUISICAO DA CAPACIDADE MIGRATORIA

Além de serem mais migratorias, as células em EMT exibem outras propriedades
associadas a progressdo e metastase do cancer. Nesse contexto, as células em EMT
podem evitar a apoptose, inibindo as proteinas supressoras de tumor pl6 e p21, além de
serem mais resistentes a terapia citotéxica antineoplasica.

A resisténcia as drogas é frequentemente acompanhada de EMT e tem sido relatada
em varios tipos de cancer, como o adenocarcinoma de mama e pancreas.

Com efeito, altos niveis de vimentina foram detectados em linhagens de células
resistentes a adriamicina, em modelos de cancer de pancreas e de mama. Essas células
resilientes representavam uma populacao heterogénea que possuia caracteristicas tipicas
de EMT. Este experimento sugeriu que as células EMT apresentam vantagens nas
capacidades de crescimento, em comparag¢do com as células ndo EMT, apos o tratamento

com drogas (4).

5. A EMT PARCIAL

Nos estudos imuno-histoquimicas das células que desenvolvem a EMT, E-caderina,
ocludinas e citoqueratinas sdo os marcadores mais comumente usados para o delinear o
traco fenotipico epitelial, e N-caderina e vimentina, para especificar a diferenciacéo
mesenquimal.

Entretanto, trabalhos recentes apontam para uma maior flexibilidade nesse processo
de transicdo, e ndo mais se aceita que as células somente oscilem entre estados epiteliais e
mesenquimais estaticos e completos, mas que se movam por um espectro de fases
intermediarias. Esse carater de plasticidade significa que as células podem permanecer em
estagios intermediarios, ou seja, podem desenvolver um programa de EMT que seja apenas

parcial.
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Nesse sentido, como dito acima, a visao dos estados epitelial e mesenquimal como
episodios estéaticos de perda ou ganho de caracteristicas fenotipicas vem se modificando
para a aceitacdo menos reducionista de uma transigdo parcial — um estado intermediario
entre o epitelial e o0 mesenquimal — que em sido observada tanto no desenvolvimento
embrionario, como nos organismos adultos, nos processos de inflamacao e fibrose e, mais
especialmente, na progressdo de muitos carcinomas.

A evidéncia de estados EMT parciais vem de mdltiplos contextos. A maioria dos
estudos mostra a co-expressao de marcadores epiteliais e mesenquimais para definir o
estado hibrido, mas tem sido visto que as células ndo precisam ganhar tracos
mesenguimais completos em um EMT parcial.

O processo de Transicdo Epitélio Mesenquimal se desenvolve ndo apenas na
embriogénese normal como também em fibrose de 6rgaos e desenvolvimento cicatricial de
feridas (13-15). De fato, o EMT inicial pode envolver apenas uma diminuicdo de
propriedades epiteliais, como a perda da polaridade apicobasal, e um remodelamento de
complexos juncionais.

Esses estados intermediarios provavelmente refletem a fragil estabilidade entre a
expressao de fatores transcricionais indutores e supressores de EMT.

Cabe mencionar, nesse sentido, que esse delicado equilibrio pode ser,
inevitavelmente, afetado por modificacdes epigenéticas (alteracdes de histonas e metilacdo
do DNA) induzidas nas células neoplasicas pela inflamacdo associada ao microambiente

tumoral, como ja discutido em topico especifico deste trabalho.

CONCLUSAO

A transicdo Epitélio-Mesenquimal é um processo que converte células epiteliais em
derivados mesenquimais, sendo considerado o mais importante programa genético de
transdiferenciagdo no contexto da biologia celular.

Nas ultimas duas décadas, uma série de evidéncias cientificas sugeriram que o EMT
ocorre durante o desenvolvimento embrionario para assegurar que Inter modificagfes de
células sejam utilizadas na formacao de diferentes tipos de tecidos, no intuito de estruturar a
arquitetura dos 6rgédos e organismos multicelulares complexos. Este programa bioldgico é
orquestrado por um grupo de fatores de transcricdo (chamados fatores de transcricdo

indutores da EMT), tais como Snail, Zeb e Twist.
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Células epiteliais, frequentemente com morfologia poligonal, sdo polarizadas ao longo
de seu eixo apicobasal e sdo, no seu arcabouco lateral, firmemente conectados umas com
as outras através de juncdes aderentes e tipo “tight”. Em contraste, células mesenquimais
exibem morfologia do tipo fusiforme, e sdo frouxamente ligadas a matriz extracelular
circunjacente através de fracas aderéncias focais. Essas caracteristicas conferem motilidade
e capacidade de migracao (e invasdo) a essas células (1).

Modelos experimentais de EMT tém sido extensivamente utilizados para elucidar o
complexo mecanismo biolégico associado a dispersdao das neoplasias malignas a partir do
tumor primario para sitios teciduais distintos (metastase).

Mais recentemente, foi estabelecido o conceito de um estado inacabado da EMT, o
chamado “EMT parcial”’, e tem sido demonstrado que essa condi¢cdo intermediaria é a que,
de fato, ocorre durante o processo de desenvolvimento embrionério e, nos tecidos adultos, é
reativado durante a cicatrizacao de feridas e fibrose, além de ter fundamental importancia na
biologia do cancer.

Nesse sentido, as pesquisas com EMT tém sido relevantes para elucidar a dindmica
tecidual e a plasticidade que caracterizam a vida embriondria, desmistificando,
principalmente, a dicotomia que existe entre tecidos epiteliais e mesenquimais e mostrando
qgue, no cancer, essa flexibilidade da diferenciacdo celular € de suma importancia para as
interacdes moleculares célula-célula e célula-matriz que sdo subjacentes aos processos de

iniciacdo, desenvolvimento, progressao e disseminagédo dos tumores malignos (3).
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