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RESUMO

A matriz extracelular (MEC) trata-se de um componente ndo celular presente em todos
os tecidos e 6rgdos e atua ndo apenas como uma estrutura fisica importante para os
constituintes celulares, mas também como ponto de partida para eventos bioquimicos e
biomecanicos essenciais para a morfogénese, diferenciacdo e homeostase do tecido. A
MEC é composta de um conjunto complexo de proteinas fibrosas, proteoglicanos e outras
moléculas, tais como citocinas, fatores de crescimento e hormdnios, cuja composicao
varia de tecido para tecido e é alterada frente a diferentes condigdes fisioldgicas
(renovacao e reparo tecidual) e associadas as doencas, incluindo cancer, razao pela qual
componentes da MEC sdo denominados como Hallmarks do cancer. Neste contexto, a
remodelacdo da MEC é uma das estratégias que os tumores utilizam para criar um
microambiente que promove a tumorigénese e metastase através de diferentes
mecanismos. Nesta revisdo as caracteristicas funcionais da MEC serdo abordadas e
também destacado o entendimento atual dos mecanismos fisicos, celulares e moleculares
pelos quais a MEC do tumor afeta a eficiéncia da quimioterapia, radioterapia e
imunoterapia.

Palavras-Chave: Matriz Extracelular, Remodelacdo, Cancer, Metastase, Resisténcia,
Microambiente.

ABSTRACT

The extracellular matrix (ECM) is a non-cellular component present in all tissues and
organs and acts not only as an important physical structure for cellular constituents, but
also as a starting point for biochemical and biomechanical events essential for tissue
morphogenesis, differentiation and homeostasis. The ECM is composed of a complex set
of fibrous proteins, proteoglycans and other molecules, such as cytokines, growth factors
and hormones, whose composition varies from tissue to tissue and is altered under
different physiological conditions (tissue renewal and repair) and associated with
diseases, including cancer, which is why ECM components are called cancer hallmarks.
In this context, ECM remodeling is one of the strategies that tumors use to create a
microenvironment that promotes tumorigenesis and metastasis through different
mechanisms. In this review the functional characteristics of ECM will be addressed and
also highlighted the current understanding of the physical, cellular and molecular
mechanisms by which tumor ECM affects the efficiency of chemotherapy, radiotherapy
and immunotherapy.

Keywords: Extracellular Matrix, Remodeling, Cancer, Metastasis, Resistance,
Microenvironment.

1 INTRODUCAO

A matriz extracelular (MEC) é uma estrutura tecidual dindmica e altamente
organizada, composta de um conjunto complexo de proteinas fibrosas, proteoglicanos e
outras moléculas, tais como citocinas, fatores de crescimento e hormonios, cuja
composicao varia de tecido para tecido (MOUW et al., 2014). Uma fina regulacdo da

matriz extracelular fornece arquitetura adequada para a detecgéo e sinalizacdo mecanica
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durante o desenvolvimento e a manutencéo do tecido (MOUW et al., 2014; HUMPHREY
etal., 2014). De fato, processos celulares como crescimento, diferenciagao, sobrevivéncia
e morfogénese sdo altamente dependentes da interacdo célula-matriz extracelular
(DESGROSELLIER et al., 2010; BONNANS et al., 2014). A relagdo reciproca entre
células e a matriz extracelular é principalmente mediada por receptores celulares para
componentes desta matriz, as chamadas integrinas. As integrinas funcionam néo s6 como
moléculas de adesdo, mas como moléculas bidirecionais que transduzem estimulos fisicos
e bioquimicos do microambiente “circundante” para a célula e vice-versa: transformando
sinais intracelulares em diferentes interagdes com seus ligantes de matriz (SCHWARTZ,
2010; HAMIDI; IVASKA, 2018). Desta forma, perfis anormais da matriz extracelular e
integrina séo frequentemente relatados no cancer, corroborando a relevancia funcional e
a especificidade da matriz e das integrinas. Na literatura ha varias evidéncias de que a
matriz extracelular contribui para a patogénese do cancer por diferentes mecanismos
(KARAMANOS et al., 2021):

e Estimulando a sinalizacdo dependente de integrina, que promove invasdo e
proliferacdo;

e Promovendo um nicho microambiental vantajoso para células metastéaticas;

e Servindo como reservatorio de fator de crescimento e citocinas;

Interferindo na comunicacgdo entre cancer e células imunoldgicas;

e Formando uma barreira fisica aos agentes anticancer.

Matriz extracelular no contexto da recepcao de estimulos externos as células
Fendtipos celulares e fungdes moleculares sdo fundamentalmente dependentes de
vias de transducdo de sinal (sinalizacdo) que requerem estimulos fora da célula.
Transducdo de sinal é um processo finamente regulado que permite que as células sejam
capazes de responder a estimulos especificos presentes no microambiente, gerando
respostas especificas tais como: diferenciacdo, proliferacdo, migracdo, adesao,
sobrevivéncia e morte (FERREIRA et al., 2013). Para tal, cascatas de rea¢fes quimicas
sdo ativadas de forma transiente, nas quais participam componentes da matriz
extracelular, proteinas (canais ibnicos, receptores e enzimas), ions (tais como o célcio e
magnésio) e pequenas moléculas (tais como o 1,2 diacilglicerol e AMPc). Desta forma,
0s mecanismos de transducdo de sinais sdo vitais para o bom funcionamento do
organismo, uma vez que garantem a comunicacdo celula-célula, resposta celular ao
ambiente e homeostase intracelular (ROSEN, 1987; SCHLESSINGER, 1988; LALLLI;
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SASSONE-CORSI, 1994; LI; HRISTOVA, 2006; YANG; XIA, 2006). De maneira geral,
uma cascata de transducdo de sinal contém trés componentes basicos: receptor
(responsavel pela recepcdo do sinal), segundo mensageiro (responsavel pela captagédo
intracelular do sinal) e molécula efetora (responsavel pela resposta final). Inicialmente
um sinal presente no microambiente celular é captado pela célula, através de um receptor
especifico ou através de integrinas (componente da matriz extracelular), localizadas na
membrana plasmatica (recepgdo do sinal). A interacdo da molécula sinalizadora (ligante)
com seu receptor transmite para o compartimento intracelular uma informacéo que é
amplificada atraves de segundos mensageiros e moléculas efetoras, culminando com uma
resposta intracelular eficiente quase sempre executada pela ativacdo de genes especificos
(FERREIRA et al., 2013).

Alteracbes nas vias de sinalizacdo, normalmente decorrentes de mutagdes em
genes supressores ou promotores de tumores, estdo relacionadas com a génese e
progressao do cancer. Estas alteracdes génicas fazem com que 0s seus produtos ganhem
ou percam funcdo. O resultado disto sera a perda da capacidade da célula em controlar o
processo de divisdo. Portanto, a carcinogénese pode ser definida como um processo de
maultiplos passos envolvendo anormalidades na expressdo ou funcdo de proteinas
codificadas por uma variedade de genes pertencentes a uma mesma célula. Tais
anormalidades afetam o balanco entre proliferacdo, diferenciacdo e morte celular, além
de poderem fornecer competéncia para as células migrarem para outros tecidos (Figura
1) - (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Diante da complexidade metabdlica celular é de
se esperar que o0 espectro de proteinas que possam estar associadas com o cancer seja
enorme. Desta forma, vérias proteinas localizadas em membrana, citoplasma, organelas,
nicleo e da matriz extracelular tém sido identificadas como alteradas e

consequentemente, envolvidas na tumorigénese.
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Figura 1 - Vias de transducdo de sinal que regulam e garantem a manutengdo metabdlica da célula tumoral.
A agressividade da célula tumoral, bem como capacidade de sobrevivéncia e proliferagdo é garantida
através de uma rede de interagdes entre diferentes vias de transducao de sinal, das quais varios mediadores
podem estar com alterac@es funcionais decorrentes de mutacdes.
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A matriz extracelular tem duas formas principais, que diferem em funcéo,
composicdo e localizagcdo: matriz intersticial e membrana basal. A matriz intersticial
forma redes tridimensionais “porosas” em torno das células que as interconectam no
estroma, e podem se conectar a membrana basal. A matriz intersticial garante a
integridade estrutural dos tecidos e Orgaos, mas também modula processos como a
diferenciacdo e migracdo celular. A composicdo proteica da matriz intersticial inclui
principalmente colédgenos dos tipos I, 111, V, fibronectina e elastina. A abundancia e a
composicdo da matriz intersticial variam entre os tipos de tecido, entre microambientes
dentro do mesmo tecido, e podem ser remodeladas em resposta ao estresse de forca ou
trauma, como reparo de feridas ou regeneracéo de tecidos (EGEBLAD; WERB, 2002).
A membrana basal é uma estrutura mais estavel, semelhante a uma folha, que dependendo
do tipo celular, reveste a superficie basal ou envolve completamente. Além de separar, de
forma organizada, os tecidos em compartimentos diferentes (YURCHENCO, 2011). A
membrana basal consiste principalmente de colageno tipo IV e lamininas, que estdo

interconectados por meio de redes compostas de diferentes proteinas, como nidogénio e
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proteoglicanos de heparan sulfato (POZZIl et al., 2017). A ligagéo das células a membrana
basal é essencial para estabelecer a polaridade das células epiteliais e € crucial para muitos
processos de desenvolvimento e manutencdo da homeostase tecidual (JAYADEYV;
SHERWOOD, 2017).

Matriz extracelular: compartimento dindmico e rico de biomoléculas ativas

O carater dindmico da MEC é decorrente do processo de remodelagdo que se da
através de varias reacdes bioquimicas que alteram a abundancia, concentracdo, estrutura
e organizacdo gerais dos componentes individuais da MEC, afetando assim a topologia
espacial tridimensional da matriz em torno das células, suas propriedades bioquimicas e
biofisicas e, consequentemente, seu efeito no destino celular. Portanto, a remodelacéo da
MEC é um processo fisiologico essencial e rigidamente regulado no desenvolvimento e
na restauracdo da homeostase do tecido durante o reparo de feridas (BONNANS et al.,
2014). Portanto, ndo € surpreendente que as células desregulem esse processo em
condicBes patoldgicas, como doencas inflamatorias, fibrose tecidual e cancer (COX;
ERLER, 2011).

Componentes da MEC tais como colagenos, proteoglicanos (heparan sulfato,
versican e acido hialurénico) e glicoproteinas (laminina, elastina, fibronectina e
tenascina) (NABA et al., 2016) sofrem modificacdes pos-traducdo por uma série de
enzimas de remodelacdo, como oxidases e proteases. Ademais, a MEC se liga a fatores
sollveis, como fatores de crescimento e outras proteinas associadas a MEC. Os receptores
da superficie celular interagem com os componentes da MEC e aos fatores ligados a
MEC, para mediar a adesdo celular e a sinalizacao celular, regulando assim, proliferacao,
diferenciacéo, migracédo e apoptose (HASTINGS et al., 2019).

Matriz extracelular no microambiente tumoral

O microambiente tumoral (tumoral microenvironment - TME) consiste em varios
tipos de células, incluindo células imunes, células endoteliais e fibroblastos, além da
matriz extracelular, e tem um grande impacto na progressdo do tumor (QUAIL; JOYCE,
2013; ISHIMOTO et al., 2017). As células tumorais remodelam seu microambiente
atraves da secrecdo de fatores de crescimento e proteases, enquanto as células estromais
também afetam as células tumorais através da secrecdo de fatores soluveis, como
metaloproteinases da matriz, TGF-B1, ligantes Wnt, proteinas morfogenéticas Osseas,

fator 1 derivado de células estromais e exossomos (LEEDHAM et al., 2006;
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HOFFMANN, 2012; NABET et al., 2017). Ademais, células-tronco teciduais localizadas
no ambiente circundante, denominadas "nicho de células-tronco", desempenham papéis
criticos na homeostase tecidual, mantendo sua capacidade de se autorrenovar e diferenciar
(MOORE; LEMISCHKA, 2006; BARKER et al., 2010).

Muitos tumores solidos expressam altos niveis de varias moléculas da MEC, como
colageno, fibronectina, elastina e laminina (PROVENZANO et al., 2008; MAMMOTO
et al., 2013), as quais podem corresponder até 60% da massa tumoral e sdo produzidas
principalmente, pelas proprias células tumorais e fibroblastos associados ao cancer
(CAFs) (CASEY et al., 2009; NABA et al.,, 2012). De fato, a infiltracdo de
fibroblastos/miofibroblastos e o subsequente acimulo de colageno na MEC séo
observados em muitos tumores solidos. Esse processo, denominado desmoplasia, esta
fortemente relacionado ao mau progndstico e a resisténcia a terapia sistémica (CONTI et
al., 2008; SCHOBER et al., 2014). Ao apoiar as células tumorais por meio de sinais
pardcrinos do fator 1 derivado de células estromais (SDF1) e do TGFP, os CAFs
contribuem para um fen6tipo de tumor mais maligno, ao favorecerem a transicao epitélio
mesénquima (EMT) e produgéo de componentes da MEC (ZODE et al., 2009; PORSCH
etal., 2013; GARCIA et al., 2016).

A MEC do tumor diverge fortemente ndo apenas na quantidade de deposicao, mas
também na composic¢do, organizacdo e modificacdo pos-traducdo dos seus componentes,
em comparagdo ao tecido normal circundante. Em carcinomas ductais invasivos, a
producdo de colageno € desviada para colageno do tipo I e I11, em comparacdo com lesdes
mamarias benignas (DEAK et al., 1991; KAUPPILA et al., 1998). No estroma
desmoplasico de carcinomas de mama, até 15% da matriz colagénica consistem em
colageno V, que apresenta baixa abundancia em tecido mamario normal e fibrocistico
(<0,1%) (BARSKY et al., 1982). Ajeti e colaboradores (2011) reportaram que 0 aumento
da relacdo colageno V/colageno I diminui o comprimento e a organizacdo das fibras de
colageno (AJETI et al., 2011). Em proporc¢des mais altas, a formacao de fibras pode ser
completamente inibida, resultando em uma MEC semelhante a um gel (PUCCI-
MINAFRA; LUPARELLO, 1991). De forma interessante, foi observado que o colageno
IV estd em menor quantidade em carcinomas de ovario, em comparacdo com o tecido
benigno, e a expresséo é inversamente correlacionada com o estagio e marcadores de
malignidade (BAR et al., 2004). O mesmo padréo de expressdo aumentado de colageno
I/ colageno 11 e expressdo reduzida de colageno IV é observado em tumores de pulmao

humano (FANG et al., 2019). No melanoma, a expressdao aumentada de colageno | é
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observada e correlacionada com invasividade, angiogénese e sobrevida reduzida (VAN
KEMPEN et al., 2008; MISKOLCZI et al., 2018). Kauppila e colaboradores (1998)
reportaram que a alta expressdo do coldgeno, a forma aberrante dos fusos do colédgeno
fibroso e 0 aumento da expressédo das proteases da matriz séo indicativos de uma rapida

renovacdo do coldgeno em tumores (KAUPPILA et al., 1998).

Impacto da matriz extracelular no processo metastatico

Transicdo epitélio mesénquima (epitelial-mesenchymal transition, EMT) é um
processo reversivel e finamente regulado que estimula células epiteliais a adquirirem um
fendtipo mesenquimal, resultando em alteracbes em sua morfologia, menor capacidade
de adesdo e maior potencial de migracdo. Essas caracteristicas de células mesenquimais
sdo essenciais durante o processo de desenvolvimento e em condicdes fisiopatologicas,
incluindo cicatrizacdo de feridas, fibrose tecidual e progressdo do cancer.
Especificamente no cancer, a EMT tem relevdncia na invasdo, metastase,
quimiorresisténcia (THIERY et al., 2009, ESPINOZA; MIELE, 2013).

A EMT pode ser induzida por diferentes estimulos, tais como fatores de
crescimento e alguns componentes da matriz extracelular. A sinalizacdo resultante da
ativacdo dos receptores modula vias de sobrevivéncia, proliferacdo celular e ativa fatores
de transcricdo que regulam negativamente os marcadores epiteliais (E-caderina, ZO-1,
claudinas, ocludinas e citoqueratina) e induzem os marcadores mesenquimais (por ex. N-
caderina, vimentina, a-actina). Além disso, fatores de transcricao que estdo associados ao
aumento da capacidade migratoria (Slug, ZEB1/2 e TWIST/2) se ligam ao promotor da
E-caderina e causam repressdo (NIETO et al., 2016; ANTONY; THIERY; HUANG,
2019; PEI et al., 2019). Sob o ponto de vista funcional, na EMT, as células epiteliais
desfazem suas interacdes as células vizinhas, perdem a polaridade apico-basal, tornam-se
alongadas e apresentam maior motilidade, primeiro passo da cascata de invasao-
metastase. Além disso, células tumorais submetidas & EMT exibem fenodtipos mais
agressivos, incluindo resisténcia a varios estresses, inibicdo de senescéncia e anoikis
(morte celular programada que ocorre em células que perdem a adesédo), e aquisi¢éo de
imunossupressao e de caracteristicas de células-tronco cancerigenas (YANG et al., 2004;
THIERY et al., 2009; WANG et al., 2009; SINGH; SETTLEMAN, 2010; ESPINOZA;
MIELE, 2013; PEl et al., 2019).

Na literatura ha relatos que o aumento da rigidez da MEC circundante conduz a

EMT nas células do cancer de mama, promovendo a transloca¢do de TWIST1 para o
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nucleo (WEl etal., 2015). De forma interessante, Rice e colaboradores (2017) observaram
que ao plaquear células de cancer pancreatico em substratos de rigidez diferentes, a
rigidez aumenta a localizac&o nuclear dos fatores de transcricdo YAP e TAZ, que podem
conduzir a EMT (RICE et al., 2017). Como resultados, os marcadores mesenquimais
(vimentina) foram regulados positivamente, os marcadores epiteliais (E-caderina) foram
reduzidos, e as células demonstraram resisténcia aumentada ao paclitaxel. No céancer
gastrico, o eixo acido hialurénico/receptor de motilidade mediada por &cido hialurénico
(HA/HMMR) também tem relacdo com EMT e resisténcia ao 5-fluorouracil (ZHANG et
al., 2019).

MEC e ativacéo de vias de sobrevivéncia celular

A MEC exerce influéncia e conexdo com mediadores de vias de sinalizacdo, nesse
topico serdo abordadas as quinases FAK, PI3K e mTOR, cruciais para a sobrevivéncia e
proliferacdo celular.

A quinase de adesdo focal (FAK), € uma proteina do tipo tirosina quinase, ativada
por receptor do tipo integrina induzido por MEC, que exerce fungbes na adeséo,
sobrevivéncia e motilidade celular, além de ser relevante durante o desenvolvimento. Tais
funcBes sdo mediadas através da sua fosforilacdo e consequente ativacdo de diversas vias
de sinalizacdo intracelulares. Devido a isso, a ma regulacdo dessa proteina esta
diretamente associada a tumorigénese e ao desenvolvimento de metéstase, o que explica
sua superexpressdo em diversos tipos de cancer (HALL et al., 2011). Uma via de
sinalizacdo frequentemente ativada por FAK em diversos tipos de céanceres é a via
PI3K/Akt/mTOR, que esta associada a sobrevivéncia celular, crescimento, angiogénese
e outros mecanismos muito utilizados pelas celulas tumorais (LEE et al., 2015).

Recentemente, Zaghdoudi e colaboradores (2020), demonstraram que 0 aumento
da expressao de FAK em fibroblastos associados a adenocarcinoma pancreatico humano
estd relacionado a remodelacdo da MEC, resultando em invasdo tumoral, além de
favorecer o recrutamento de macrofagos pro-tumorais. Ainda em fibroblastos associados
ao cancer (CAFs), FAK também se mostrou relevante no processo de metastase do cancer
de mama in vivo (ZAGHDOUDI et al., 2020). Estudos também demonstraram que no
cancer de colo de atero, a via FAK/PI3K/Akt é responsavel pelo crescimento e
sobrevivéncia celular (XU et al., 2018), assim como a via FAK/PI3K/Akt/mTOR é
essencial no processo de transicdo epitélio mesenquimal (EMT), promovendo maior

migracdo e invasdo celular em cancer gastrico in vitro (WU et al., 2019).
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Impacto da matriz extracelular na resposta frente a diferentes modalidades
terapéuticas

De maneira geral, a distribuicdo dos farmacos no tumor ocorre, principalmente,
por difusdo. Desta forma, a MEC pode impactar negativamente a eficacia terapéutica
através de dois mecanismos principais: formacao de uma barreira fisica e ativacao de vias
de sobrevivéncia celular ( WELTER; RIEGER, 2013; DEWHIRST; SECOMB, 2017).

MEC como uma barreira fisica

A MEC abundante e altamente condensada pode reduzir significativamente o
transporte do farmaco, mas também o suprimento de oxigénio e energia, levando a
hipoxia e estresse metabdlico. A hipoxia esta diretamente ligada a resisténcia de tumores
a quimioterapicos e radioterapia (MOELLER; DEWHIRST, 2004; DOUBLIER et al.,
2012; JAIN, 2014; HORSMAN; OVERGAARD, 2016; GRAHAM; UNGER, 2018).

Especificamente, em relacdo a superproducdo de colageno, a familia da lisil
oxidase (LOX e LOXL1-4) apresenta papel relevante, uma vez que catalisa a formagéo
de ligacGes cruzadas entre as moléculas de colageno e em redes de elastina (revisado em
SMITH-MUNGO; KAGAN, 1998; LUCERO; KAGAN, 2006; SIDDIKUZZAMAN et
al., 2011). As isoenzimas sdo essenciais para a estabilizacdo das redes de colageno na
ultima etapa de maturacdo extracelular. Assim, os niveis aumentados de lisil oxidase
podem afetar a distribuicdo de farmacos de duas maneiras: estabilizacdo do colageno
frente a degradacédo (causando acumulo de coldgeno) e aumento da quantidade de ligacbes
cruzadas, que torna a rede de coldgeno mais densa, diminuindo ainda mais a difuséo (XIE
et al., 2012; ROSSOW et al., 2018). Os fibroblastos estromais tem uma contribuigédo
relevante para os niveis elevados de lisil oxidase observados em muitos cénceres
(PEYROL et al., 1997). Neste contexto, Schiitze e colaboradores (2015) reportaram que
em esferoides de tumor multicelular, a difusdo da doxorrubicina € significativamente
dificultada pela superexpressdo de LOX ou LOXL2 (SCHUTZE et al., 2015) e que a
inibicdo das lisil oxidases com 2-aminopropionitrila reverteu o efeito. As lisil oxidases
também podem ter um efeito direto na expressdo de VEGF por meio da oxidagdo do
dominio extracelular do receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas (BAKER
et al., 2013). Além disso, 0 aumento da rigidez do tecido em tumores com alto nivel da
LOXL2 facilita a invasdo endotelial do tecido tumoral, uma etapa critica na formacéao de
novos vasos (ZAFFRYAR-EILOT et al., 2013).
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Um outro aspecto interessante é que foi observado que o tratamento com
hialuronidases in vivo reduz o conteido de &cido hialurénico e melhora a captagdo de
gencitabina e doxirrubicina em modelos de adenocarcinoma ductal pancreatico murino
(PDAC) (PROVENZANO et al., 2012; JACOBETZ et al., 2013). Especialmente os
PDACs exibem alto teor de &cido hialurénico, o qual atrai grandes quantidades de agua
na MEC, levando ao aumento da pressao do fluido intersticial (PIF). Isso pode indicar
que o PIF alto, em tumores ricos em acido hialurénico, restringe o transporte do fa&rmaco
principalmente por comprimir os vasos de abastecimento, e por interferir na difusao
intersticial do mesmo (EIKENBERRY, 2009).

Quimioterapia

A resisténcia aos quimioterapicos representa um grande obstaculo para o
tratamento bem-sucedido do cancer. Trata-se de um processo multifatorial e pode ser
subdividido em duas grandes categorias: resisténcia aos farmacos adquirida e mediada
pelo ambiente (EMDR). A resisténcia adquirida se desenvolve durante o tratamento,
como resultado de alteracBes genéticas sequenciais que levam principalmente a
superexpressdo de bombas de efluxo (familia das proteinas de resisténcia a multiplas
drogas) e alteracbes nos alvos moleculares dos medicamentos (GOTTESMAN et al.,
2002). Por outro lado, a EMDR, uma forma de resisténcia de novo, permite que as células
cancerigenas tolerem o estresse induzido pelas terapias durante a primeira exposi¢do ao
quimioterapico. Duas formas de EMDR foram descritas recentemente, as quais sdo
rapidamente induzidas por eventos de sinalizacdo, resultantes do contato direto das
células com o microambiente tumoral: 1) resisténcia aos farmacos mediada por fator
solivel que é induzida por mediadores como citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento secretados por células tumorais e estromais; 2) resisténcia aos farmacos
mediada pela adesdo celular (CAM-DR) que é mediada pela adesdo das integrinas,
pertencentes as células tumorais, a fatores do microambiente, como componentes da
matriz extracelular (colageno, fibronectina e laminina) e ligantes expressos nas celulas
estromais, principalmente fibroblastos associados ao cancer. CAM-DR tem sido
extensivamente descrita por conferir resisténcia a varios agentes citotoxicos em linhagens
celulares de tumores solidos e hematopoiéetico (MEADS et al., 2009). Nesse sentido, 0
TME tem se tornado foco de muita pesquisa por conta do seu papel no estabelecimento e

progressdo tumoral. Entender os mecanismos regulatérios que influenciam a matriz
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extracelular (Figura 2) pode revelar novas opgdes para o tratamento do cancer (REINA-
CAMPOS et al., 2017).

Figura 2 - Principais mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia a quimioterapicos. Diferentes
estratégias sao utilizadas pelas células tumorais para escaparem de farmacos. O processo de resisténcia
pode ser dividido em duas categorias principais: resisténcia adquirida e mediada pelo ambiente (EMDR).
A resisténcia adquirida se d& durante o tratamento, em decorréncia de alteracdes genéticas que levam
principalmente a superexpressdao de bombas de efluxo (familia das proteinas de resisténcia a maltiplas
drogas) e mutacdes nos alvos moleculares dos farmacos que acabam fornecendo vantagens as células, tais
como inibicdo da morte celular e da senescéncia. A EMDR acarreta em maior tolerancia das células
tumorais ao estresse induzido pelas terapias, através da reprogramacédo de vias de sinalizacdo disparadas
or citocinas e integrinas, que em conjunto contribuem para a sobrevivéncia e resisténcia.
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Radioterapia (RT)

A resisténcia a radioterapia associada ao microambiente tumoral pode estar

relacionada com o sistema imune e aos componentes da matriz intersticial (MEC,
moléculas de sinalizacdo, citocinas, etc.). Em relagdo ao sistema imune, a radiacdo
estimula a liberacdo de antigenos associados ao tumor e padrdes moleculares associados

a danos (DAMPS) para induzir a morte celular imunogénica e também ativar as células
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dendriticas e células T CD8+ especificas. Porém, a eficacia dessa imunidade antitumoral
pode ser limitada devido a toleréncia e supressdo imunoldgica (WENNERBERG et al.,
2017). Um exemplo disso foi reportado no estudo realizado por Rahal e colaboradores
(2018), que demonstrou que macrofagos M1 promovem radiossensibilidade de células
inflamatdrias de cancer de mama, mas macréfagos M2 induzem radiorresisténcia, por
meio da fosforilagdo do transdutor de sinal e ativador de transcri¢do 6 (STAT6) mediada
pelas interleucinas 4 e 13 (IL4 / 1L13) (RAHAL et al., 2018).

Sobre a resisténcia relacionada a matriz intersticial, enfocaremos na alteracdo da
protedlise da matriz, no aumento de TGF-beta que leva a processos fibréticos, nas
integrinas e na enzima LOX.

A remodelacdo da MEC depende do balango entre a atividade de proteases e seus
inibidores enddgenos, especialmente as metaloproteinases de matriz (MMPs) e 0s
inibidores de metaloproteinases de matriz (TIMPSs). Desta forma, as MMPs em equilibrio
com os TIMPs, promovem a migracéo celular, regulam fatores de crescimento e citocinas,
influenciam a apoptose e participam da angiogénese. Os niveis de expressao dessas
proteinas em células tumorais, estromais e inflamatorias podem ser considerados
potenciais marcadores de invasdo tumoral e metastase (KESSENBROCK et al., 2010;
EGEBLAD; WERB, 2002; DERYUGINA; QUIGLEY, 2006), inclusive ap0s
radioterapia (PAQUETTE et al., 2007; ARTACHO-CORDON et al., 2012). Nesse
aspecto, foi demonstrado em estudo in vitro € em in vivo que a radiacdo pode alterar a
atividade proteolitica dessas enzimas, com consequente aumento da invasdo do tumor
(QIAN, 2002; SPEAKE et al., 2005). MMP-2 e MMP-9 degradam colageno tipo 1V,
abundante na MEC, e sdo transitoriamente superexpressas em diferentes tipos de
linhagens celulares irradiadas (SPEAKE et al., 2005; PEI et al., 2015; CHETTY et al.,
2009; CHENG, 2006). Além de que, em estudos pré-clinicos, o pré-tratamento com
inibidores de MMP2 aumentou a sensibilidade a radioterapia (QIAN et al., 2002;
KALISKI et al., 2005; BADIGA et al., 2011). Essa superexpressdo de MMPs, associada
a remodelacdo da MEC, foi registrada em um periodo de 24h até 72h apds a irradiacéo
(NIRMALA et al., 2000; SPEAKE et al., 2005). De forma interessante, tem sido
reportado que logo apds a radioterapia, ha aumento na penetracdo de macromoléculas
como anticorpos monoclonais (HALLAHAN et al., 2001; MSIRIKALE et al., 1987;
KALOFONOS et al., 1990), além de lipossomas (DAVIES et al., 2004) e nanoparticulas
(GIUSTINI et al., 2012), aumentando 0s processos passivos de permeabilidade no tumor
(MAEDA et al., 2013).
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Portanto, o0 tempo pds-radioterapia deve ser considerado ao planejar a
administracdo de farmacos ou anticorpos para alcancar respostas otimizadas. Neste
contexto, o tempo limitado para o uso de RT para melhorar a distribuicdo de
medicamentos foi destacado por Znati e colaboradores (2003), que mediram os efeitos da
radiacdo ionizante na condutividade hidraulica do tumor, no &acido hialurénico e no
colageno tipo | em xenoenxertos de adenocarcinoma de célon. Estes autores observaram
niveis de colageno inalterados 24 horas apds a radioterapia, mas 4 dias depois a
condutividade hidraulica diminuiu 12 vezes enquanto os niveis de colageno | estavam
elevados (indicativo de fibrose). Em um outro estudo, a quantificacdo de colageno em
tumores de xenoenxerto dissecados 17 dias ap0s radioterapia, mostrou coloragdo de
coladgeno | aumentada apds altas doses de radiacdo (1 dose de 15 Gy), mas ndo em doses
baixas ou moderadas (2 e 5 Gy) (APPELBE et al., 2016).

O processo fibrético induzido pela radiacao € iniciado pelo TGF-B e sustentado
pela acdo de outras citocinas pré-inflamatorias, que sao liberadas ap0s a exposicao a
radiacdo (RUBIN et al., 1995). O TGF-B estimula a produgdo de colageno e a
diferenciacéo de fibroblastos em miofibroblastos (MARTIN et al., 2000; KOJIMA et al.,
2010). Desta forma, além das conhecidas fungdes imunossupressoras exercidas sobre as
células inflamatorias e imunes, 0 TGF-f modula a deposi¢ao da ECM e a rigidez do
tecido, exercendo efeitos imunorreguladores diretos e indiretos. Portanto, o0 TGF-f pode
ter um papel prejudicial a imunidade antitumoral induzida por radioterapia, que poderia
ser revertido com anticorpos neutralizantes de TGF-§ (VANPOUILLE-BOX et al., 2015).

Paralelamente, outro grupo de moléculas envolvido na resisténcia a radioterapia
trata-se das integrinas (MENON et al., 2019), que tem o nivel aumentado em virtude da
remodelacdo da MEC em resposta a radioterapia, na tentativa de se defender da anoikis
(FRISCH; SCREATON, 2001). Essa reestruturacdo promove a resisténcia a
quimiorradiacdo e induzem o crescimento de varios tipos de tumores (CORDES et al.,
2006). Células de céncer de pancreas co-cultivadas com fibroblastos irradiados
demonstraram maior radiorresisténcia e maior concentracdo de integrina do que suas
contrapartes ndo irradiadas (MANTONI et al., 2011). Um estudo in vivo demonstrou que
as integrinas 1 produziram sinais inibitérios de uma maneira dependente do receptor do
fator de crescimento 1 semelhante a insulina em tumores de prostata irradiados (GOEL
et al., 2013). Outro estudo demonstrou que a radiorresisténcia se desenvolve em cancer
de pulmdo de pequenas células por meio da ativacdo da fosfatidilinositol 3-quinase
mediada pela integrina f1 (HODKINSON et al., 2006).
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A radioterapia também promove a secrecdo da enzima lisil oxidase (LOX) por
muitas linhagens de células tumorais, em uma forma dependente do tempo e da dose.
Shen e colaboradores (2014), examinaram meio condicionado de células tumorais de
pulméo coletadas 16-20 horas apds doses Unicas de radiacdo (2, 5 ou 10 Gy), e a dose de
10 Gy aumentou em 15 vezes a secrecao de LOX. Além disso, os niveis séricos de LOX,
48 h p6s-RT, foram duplicados em camundongos que receberam 2 doses de 10 Gy em
comparagdo com o grupo que recebeu 1 dose de 10 Gy. J& outro grupo coletou tecido
pulmonar murino depois de 2, 4, 8 e 20 semanas pos RT toracico (5 e 6 Gy) e encontraram
expressao e atividade de LOX elevadas em todos os momentos (CHUNG et al., 2014).

Coletivamente, esses estudos ressaltam a importancia da rigidez do tecido na
absorcdo de farmacos e na infiltragdo de células imunes. Os estudos indicam que a RT
pode ser usada para reduzir transitoriamente a pressao intersticial intratumoral e aumentar
a permeabilidade vascular. No entanto, os efeitos da RT sdo temporarios e fornecem
apenas um periodo de oportunidade a terapia durante o(s) primeiro(s) dia(s) apos a
radiacdo. Por outro lado, a exposi¢do prolongada a multiplas doses de RT pode induzir
deposicdo de matriz, maior rigidez e fibrose. Portanto, uma melhor compreensédo da
remodelacdo da MEC, seguindo regimes especificos de RT abre novas oportunidades para
otimizacdo de protocolos terapéuticos (MARTINEZ-ZUBIAURRE et al., 2018).

Imunoterapia

O termo imunoterapia abrange uma variedade de abordagens terapéuticas que
visam capacitar o proprio sistema imunoldgico do paciente contra o cancer (ALATRASH
et al., 2013) e tem sido utilizada em conjunto com quimioterapicos e/ou radioterapicos
(JUNIOR et al., 2020).

Entre as técnicas de imunoterapia mais utilizadas destacam-se as de carater
especifico, que se baseiam na extracdo de linfécitos do proprio paciente, que sdo
expandidos, geneticamente modificados ou ativados, ex vivo, antes de serem
reintroduzidos no paciente (DUDLEY; ROSENBERG, 2003). Existem também as
vacinas antitumorais que utilizam células tumorais atenuadas e geneticamente
modificadas para estimular a resposta imunoldgica (revisado em RAMMENSEE;
SINGH-JASUJA, 2013; PENG et al.,, 2019). Porém o método mais amplamente
estabelecido na clinica é o tratamento com inibidores de checkpoint. Alguns canceres

conseguem controlar as vias de checkpoint imunoldgico a partir de moléculas como a
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proteina 4 associada a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4) e a proteina de morte celular
programada 1 (PD-1) (DARVIN et al., 2018).

De forma geral, em todas as abordagens imunoterapéuticas, a taxa de infiltracéo
de linfécitos T e de farmacos imunomoduladores € altamente preditiva da resposta
terapéutica (ISSA-NUMMER et al., 2013). Assim como na radioterapia e na
quimioterapia, um dos grandes obstaculos para o sucesso da imunoterapia € a rigidez da
MEC atuando como um escudo protetor tumoral, tanto de células imunes efetoras, quanto
de farmacos e anticorpos (HALLMANN et al., 2015; RAAVE et al., 2018) - (Figura 3A
e 3B). Neste sentido, foi demonstrado por Salmon e colaboradores (2012), em tumor de
pulmao, que a migracéo e distribuicdo de células T sdo ditadas pelas fibras de colageno
alinhadas em torno dos grupamentos tumorais, e regides perivasculares no estroma
tumoral (SALMON; DONNADIEU, 2012; SALMON et al., 2012). Neste contexto, foi
observado um acumulo de células T presas no estroma, sem serem capazes de alcancar as
células tumorais-alvo, sendo que o tratamento com colagenase diminuiu o efeito de
aprisionamento e aumentou a infiltragdo nas &reas tumorais. Outro estudo em
adenocarcinoma pancreatico sugeriu que o &cido hialurénico, por formar uma arquitetura
densa, impede a infiltracdo de células imunes efetoras e farmacos imunomoduladores
(JACOBETZ et al., 2013). A relevancia clinica desta funcdo de protecdo da MEC
estromal que mantém as células do sistema imunolégico distantes das células tumorais
foi demonstrada de forma mais notavel por Mariathasan e colaboradores (2018) que
mostraram em uma coorte de pacientes com cancer urotelial que a ndo resposta a inibicédo
do checkpoint de PD-L1 se correlacionou com o aprisionamento de CTL na MEC
estromal (MARIATHASAN et al., 2018).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) e as proteinas desintegrina e
metaloproteinase (ADAMSs) também modulam as respostas imunes e inflamatérias por
serem as responsaveis pela degradacdo da MEC (KARAMANOS et al., 2021).

A MEC atua como um reservatorio de citocinas imunomoduladoras e fatores de
crescimento que sdo liberados apos sua degradacdo proteolitica. Além disso, os produtos
de clivagem do MEC (por exemplo, matriquinas) podem, por si proprios, afetar a
vigilancia imunolodgica. Por Gltimo, as metaloproteinases estdo envolvidas na liberacdo
de fatores imunoativos da superficie celular. ADAM10, ADAM17 e MMP9, por
exemplo, séo responsaveis pela liberagcdo da molécula relacionada a cadeia de classe | do
complexo principal de histocompatibilidade (MICA) de células tumorais
(WALDHAUER et al., 2008; CHITADZE et al., 2013). MICA é um ligante de superficie
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que ativa o imunorreceptor NKG2D, identificando de forma eficiente as células que
expressam MICA para eliminacdo. Apesar do fato de que muitos tumores expressam
MICA, a superexpressdo de metaloproteinases permite que as células tumorais escapem
da regulacdo imunoldgica, conforme demonstrado em células de cancer de prostata
humano, cancer de mama e osteossarcoma (BARSOUM et al., 2011; SUN et al., 2011).
Outra relacdo com a MEC é que a ADAM10 é regulada por hipdxia, que é potencializada
pelo acimulo de MEC (BARSOUM et al., 2011). A matriquina é liberada como resultado
da protedlise enzimatica do versicano, que estimula a formacao de células dendriticas
convencionais, em cancer colorretal, 0 que aumenta a infiltracdo de células T (HOPE et
al., 2017).

Outro fator que prejudica o0 sucesso imunoterapéutico € a hipdxia aumentada e o
estresse metabdlico que sdo, em parte, resultado da ma difusdo em tumores ricos de MEC,
que levam a uma regulacao positiva de fatores imunossupressores como IL-10, CCL18,
CCL22, prostaglandina E2 e especialmente, TGFp ¢ VEGF-A (WEI et al., 2011;
SCHAAF et al., 2018). O TGFp atua no microambiente tumoral como um supressor de
infiltracdo de linfécitos citotdxicos CD8 + (CTLs) e células natural killers (NK). O TGFp
exerce esse efeito atraindo células T regulatérias (Tregs) e atuando como um agente
polarizador M2 para macrofagos (ZHANG et al., 2016; SCHAAF et al., 2018). Ambos
M2 e Tregs regulam negativamente a infiltracdo e a atividade de CTLs (RUELLA et al.,
2017) (Figura 3C). O VEGF-A, também €é capaz de recrutar Tregs, que por sua vez
expressam NRP1, um correceptor de VEGF, que pode suprimir diretamente a ativacdo de
células T (GAVALAS et al., 2012; POWELL et al., 2018). VEGF-A também prejudica a
infiltracdo de CTLs porque inibe as glicoproteinas de superficie celular, como selectinas
e moléculas de adeséo celular como ICAM1, ICAM2 e VCAML1 (GRIFFIOEN et al.,
1996; CASTERMANS; GRIFFIOEN, 2007). Como resultado da falta de proteinas de
adesdo, os CTLs sdo incapazes de aderir ao endotélio (Figura 3D). Além disso, VEGF-A
promove o escape imunologico induzindo Tregs e causando a expressao de PD-1 em
CTLs que expressam VEGF-R2 (VORON et al., 2015).

As células imunoldgicas mais comuns detectadas no microambiente tumoral séo
macrofagos associados a tumores (TAMs) (LEWIS; POLLARD, 2006). TAMs sdo
mediadores essenciais da resposta imune adaptativa do cancer. Interessantemente, 0s
macrofagos podem desempenhar fungdes anti-inflamatorias e pro-inflamatorias, que
normalmente estdo conectadas ao seu estado de polarizacdo (M1 ou M2) (revisado em

TARIQ et al., 2017). Varios componentes de MEC estdo envolvidos na polarizacdo de
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TAM: pelo menos em cultura de células, acido hialurénico sozinho é capaz de promover
fortemente a polarizacdo de macrofagos em direcdo a um fenétipo M2 pro-tumorigénico
e anti-inflamatério (KIM et al., 2019). O impacto dos componentes da ECM na
polarizacdo dos macrofagos ja foi relatado com colageno tipo I, que também conduz a
polarizacdo M2 (WESLEY Il et al., 1998).

Em conclusdo, a remodelacéo, estabilizacdo e acimulo de MEC do tumor sdo cada
vez mais reconhecidos como fatores cruciais que controlam a infiltracdo e também a
diferenciacdo, ativacdo e polarizacdo de células imunes no microambiente tumoral
(MUSHTAQ et al., 2018).

Figura 3. Matriz extracelular afeta a eficacia da imunoterapia. (A) A MEC densa pode impedir que as
células do sistema imunoldgico atinjam as células tumorais. Ao entrarem em contato com areas de rigidez
aumentada, os linfécitos tendem a seguir cada vez menos um gradiente quimioatraente, para migrar ao
longo dos campos de rigidez elevada (haptotaxia). (B) A MEC forma uma barreira de difusdo de protecéo
que impede que imunoterdpicos, como anticorpos inibidores de checkpoint, cheguem ao tumor. (C) O
aumento da hipéxia, que resulta do suprimento insuficiente por trds da barreira de difusdo, pode aumentar
diretamente o escape imunolégico pela superregulacdo de fatores imunomoduladores como o0 TGF-B. O
TGFp atrai células T regulatérias (Tregs) e trabalha como um agente polarizador M2 para macréfagos
suprimindo a infiltragdo de linfocitos citotoxicos CD8 + (CTLs) e células natural killers (NK). (D) A
hipéxia também aumenta os sinais angiogénicos. Os vasos sanguineos ativados mostram expressdo
reduzida de ICAM1 e VCAM, impedindo a fixacéo e o extravasamento de células imunes.
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abordagens terapéuticas combinadas, seja nos tratamentos citotoxicos convencionais,
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radioterapia ou terapia direcionada, incluindo imunoterapia. No entanto, o grande desafio
ao usar a MEC como alvo terapéutico é o fato de que quase sempre afetard outros
processos no microambiente tumoral. Da mesma forma que utilizar outros componentes
do microambiente, por exemplo, angiogénese ou células imunes também afeta a MEC.
Outro ponto que deve ser considerado é que a MEC é constituida de um ndmero grande
de macromoléculas, com caracteristicas diversas, que frequentemente dependem de
processos complexos de sintese. Sendo assim, o acumulo de MEC em tumores, abre

perspectivas para terapias personalizadas.
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