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O cancro do endométrio é uma das patologias malignas mais comuns no mundo
sendo a sétima causa de morte no sexo feminino na Europa Ocidental. A existéncia de
populacdes celulares com propriedades de células estaminais que sdo resistentes as terapias
convencionais, como por exemplo a quimioterapia, representam um problema para a cura
deste tipo de cancro.

O objectivo deste estudo foi isolar e identificar células com propriedades de células
estaminais do cancro do endométrio, avaliar a sua importancia na resposta a quimioterapia,
no metabolismo glicolitico tumoral e potencial replicativo com F-FDG e F-FCHO,
respectivamente, e finalmente determinar o seu comportamento in vivo.

Neste trabalho submeteu-se a linha de adenocarcinoma do endométrio ECC-1 ao
protocolo de formacao de esferas. Tendo sido, posteriormente, o seu fendtipo caracterizado
por citometria de fluxo e confirmando o seu potencial tumorigénico in vivo.

A citotoxicidade da carboplatina, da ciclofosfamida, do paclitaxel e da doxorrubicina
foram avaliadas, bem como a expressdo da proteina p53 por western blot. Realizaram-se ainda
estudos de captacdo com "*F-FDG e *®F-FCHO.

Desenvolveu-se um modelo animal ortotdpico, em que se injectaram células ECC-1 e
ECC-1-G3 na trompa de Ratos RNU’s com aproximadamente 10 semanas de vida.

A linha celular estudada forma esferas e as células ECC-1-G3 tém potencial
tumorigénico, assim como a linha basal, ECC-1. Relativamente ao fendtipo avaliado por
citometria de fluxo pode dizer-se que o fendtipo descrito na literatura como identificador
destas células, CD44+/CD24-, nem sempre se verifica havendo uma propensdo para ambos
serem positivos.

Nos estudos de citotoxicidade, verificou-se uma resposta diferencial entre os varios
farmacos testados na linha ECC-1. A doxorrubicina foi o Unico fdrmaco testado nas linhas ECC-
1, ECC-1-G3 e ECC-1-ES3 e a resposta a este nas 3 populagGes celulares apresenta diferencgas

interessantes, principalmente as 72 horas. A expressdao de p53 mostrou-se diferencial para as
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populacdes celulares ECC-1, ECC-1-ES3 e ECC-1-G3, sendo maior em G3 e menor em ES3. O
metabolismo glicolitico foi avaliado nestas células tendo-se verificado baixos coeficientes de
captacdo. J4 os estudos de captacdo efectuados com F-FCHO, ainda que preliminares,
revelam uma maior predominancia nas células ECC-1-G3.

No que respeita ao modelo animal, verificou-se que o modelo proposto, ainda que
preliminar, funciona, tendo-se obtido tumor no endométrio com alguma invasdo pélvica e do
peritoneu.

Para os dois modelos in vivo, analisaram-se ainda as células tumorais por citometria
de fluxo, tendo em vista verificar a presenca de marcadores descritos como stem, e verificou-
se uma maior positividade para os tumores de ECC-1-G3 em rela¢do aos de ECC-1.

Este projecto visou comparar a linha basal, ECC-1, com as populacdes de esferas que
dela provém, tendo-se provado uma resposta diferencial in vitro e in vivo. Considera-se que os
resultados obtidos conduzem ao inicio de uma linha de investigacdao que podera ter bastante
impacto num futuro préximo na melhor avaliagao do progndstico e na definicao de protocolos

tratamento do cancro do endométrio mais orientados em termos de expressao molecular.
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The endometrial cancer is one of the most common malignancies in the world and
the seventh leading cause of death in women in Western Europe. The existence of cell
populations with the properties of stem cells which are resistant to conventional therapies
such as chemotherapy represent a problem for the cure of this kind of cancer.

The aim of this study was to isolate and identify cells with stem cell properties in
endometrial cancer, to determine their importance in response to chemotherapy, in tumor
glycolytic metabolism and replicative potential, with ®F-FDG and ®F-FCHO respectively, and
ultimately determine their behavior in vivo.

In this study, underwent endometrial adenocarcinoma cell line, ECC-1, to the sphere formation
assay. Subsequently their phenotype were characterized by flow cytometry and confirming
their tumorigenic potential in vivo.

The cytotoxic effect of carboplatin, cyclophosphamide, paclitaxel and doxorubicin
were evaluated as well as p53 expression, by western blot technique. There were also uptake
studies with *F-FDG and **F-FCHO.

It was developed an orthotopic model. The cells ECC-1 and ECC-1-G3 were injected into the
trumpet of RNU's rats with approximately 10 weeks old.

The cell line studied forms spheres and the cells ECC-1-G3 have tumorigenic potential
such as the baseline, ECC-1. For the phenotype measured by flow cytometry can be said that
the phenotype described in the literature as an identifier of these cells is not always present,
CD44+/CD24-, with a propensity to be both positive.

In cytotoxicity studies, it was found a differential response between the various drugs
tested in ECC-1 cell line. Doxorubicin was the drug tested in ECC-1, G3-1-ECC and ECC-1-MS3
cell populations and the response of these three cell populations shows interesting
differences, especially at 72 hours. The expression of p53 was differential for the ECC-1 cell
populations, MS3-1-ECC and ECC-1-G3, being higher in G3 and lower in MS3. The glycolytic

metabolism was assessed in these cells and low rates of uptake has been found. Although the
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uptake studies performed with ®F-FCHO were preliminar, it was shown a greater
preponderance in ECC-1 cell-G3.

In what concerns to the animal model, it was found that the proposed model works,
and despite of preliminar, it was verified the existence of tumor in the endometrium with a
pelvic and peritoneum invasion.

For the two in vivo models, the tumor cells were analized by flow cytometry in order
to verify the presence of the marker described as cancer stem cells markers, and there was a
higher positive tumors for ECC-1-G3 as compared to the ECC-1.

This project aimed to compare the baseline, ECC-1, with the population of spheres
that results from it, having proved a differential response in vitro and in vivo. It is understood
that the results suggest the beginning of a line of research, that may have a major impact in

the evaluation of prognosis and future protocols treatment for endometrial cancer.
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Células Estaminais do Cancro do Endométrio

1.1. Cancro do Endométrio

O endométrio é constituido por tecidos muito dinamicos durante a idade reprodutiva
da mulher, encontrando-se em constante mudanca como resposta aos diferentes estimulos
hormonais, em que o principal objectivo é a implantacdo do embrido e aporte nutricional
durante a gravidez .

As principais hormonas envolvidas neste processo sdo o0s estrogénios e a
progesterona. Os estrogénios estimulam a proliferacdo do endométrio, ao passo que a
progesterona, produzida maioritariamente pelo corpo amarelo, inibe a proliferacdo
endometrial que entra em fase secretora. Posteriormente, é crucial a estimulagdo estrogénica,
pois é esta que permite a reciclagem deste drgdo, preparando-o novamente para o periodo
fértil que se segue’.

Em determinadas etapas da vida, nomeadamente nos periodos de pré-menopausa,
em que a mulher é sujeita a grandes flutuagdes hormonais, surgem excessos de estimulagdo
estrogénica que podem culminar no aparecimento de uma hiperplasia endometrial. Na
generalidade, esta aparece mais em mulheres obesas. Este acontecimento pensa-se que se
deve a conversdao no tecido adiposo de androgénios em estrogénios por uma enzima
denominada aromatase. Esta estimulagdo estrogénica, que tem como resultado um
endométrio altamente proliferativo, pode originar uma neoplasia que pode nao sé invadir os

tecidos vizinho como também metastizar’.

O Cancro do endométrio é a neoplasia genital feminina maligna mais comum nos
paises desenvolvidos, e a sétima causa de morte do sexo feminino na Europa ocidental. Todos
0s anos surgem aproximadamente 7406 novos casos no Reino Unido, 88068 na Unido Europeia
e 40102 na América do Norte. Mais de 90% dos casos ocorrem em mulheres com mais de 50

anos, sendo de facto a idade média de incidéncia de aproximadamente 63 anos. Surge,
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portanto, no final da idade reprodutiva da mulher e nos anos que se seguem, préximo da
menopausa. Apenas em 5% dos casos, a idade das doentes é inferior a 40 anos e entre 20 a
25% dos casos diagnosticados precedem a menopausa. No Reino Unido, a incidéncia em
mulheres mais velhas, entre os 60 a 79 anos, aumentou mais de 40% entre 1993 e 2007 e é
este o panorama geral do resto dos paises europeus ™.

No que respeita a factores de risco, sabe-se que a idade, a obesidade, o aumento da
concentracdo de estrogénios no plasma (enddégenos ou exdgenos), ovarios poliquisticos,
cancro da mama (devido a hormonoterapia) e a hiperplasia do endométrio sdo apontados
como factores de risco para o aparecimento deste carcinoma.

Sabe-se que todos os processos que envolvam o aumento de estrogénios no
organismo ou que contribuam para irregularidades dos ciclos menstruais sdo processos que
influenciam o desenvolvimento deste tipo de cancro, nomeadamente, a ocorréncia de uma
menarca precoce ou uma menopausa tardia. A nuliparidade e a infertilidade também parecem
estar correlacionadas com a doenga, uma vez que a incidéncia é superior em mulheres que
nunca engravidaram.

O aumento do uso da terapéutica hormonal de substituicdo com base em
estrogénios, coincidiu com o aumento deste tipo de cancro. Varios estudos revelaram que o
risco de uma mulher que se submeteu esta terapéutica é cerca de 4,5 vezes superior. Em
relacdo a terapia combinada, usando estrogénios e progesterona, considerou-se que nao ha
aumento significante do nimero de casos de cancro, o que revela que esta é preferivel a
terapéutica apenas com base em estrogénios.

A obesidade é um dos principais factores de risco no que respeita ao cancro do
endométrio. Pensa-se que tal se deva a capacidade que o tecido adiposo tem de produzir
andrégenios. Estas moléculas sdo convertidas em estrogénios por uma enzima denominada
aromatase. Em mulheres obesas, é comum registarem-se, precisamente, elevados niveis de

estrogénios. Quanto maior a massa de tecido adiposo, maior a produgdo de androgénios e
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consequentemente mais elevados sdo os niveis de estrogénios no plasma, o que conduzira a
uma maior estimulacdo do endométrio. Deste modo, torna-se evidente que uma dieta
saudavel sem ingestdo de bebidas alcodlicas e predominantemente rica em vitamina C e beta-
carotenos seja absolutamente recomendavel, bem como a pratica de exercicio fisico.

Pensa-se que a toma de contraceptivos orais pode ser um factor protector do
aparecimento do cancro do endométrio, estando, mais protegidas as mulheres que tomam
contraceptivos ha mais tempo.

Alguns estudos referem o tabaco como um possivel protector, uma vez que mulheres
fumadoras t&m menor probabilidade de contrair a doenca. E de ter em conta que estes dados
apenas assumem relevancia em mulheres obesas.

A diabetes tipo Il e a hipertensao arterial estdo também associadas ao cancro do
endométrio. E de ter em conta que maioritariamente estas patologias estdo relacionadas com
a obesidade. As mulheres diabéticas ndo dependentes de insulina apresentam regularmente
hiperinsulinémia. Este estado estd directamente correlacionado com um estado
hiperestrogénico, incluindo um aumento na producdao de esterdides e na estimulagdo da
producdo de estradiol.

A associacdo entre hipertensdo arterial e o desenvolvimento de cancro do
endométrio ndo é clara. Na realidade, por estar associada a pacientes com obesidade esta
patologia passa também a fazer parte dos factores de risco, embora isoladamente ndo seja um
forte indicador de predisposicado.

Tem sido estabelecido que o risco de incidéncia do cancro do endométrio é maior em
individuos em que tém um historial familiar da doenga. Mulheres cuja histdria familiar tenha
indicios de sindrome HNPCC (hereditary non-polyposis colorectal cancer) também tém maior

. .~ . . ~ 1
predisposi¢do ao desenvolvimento da neoplasia em questdo ™.
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1.2. Classificagao histoldgica

A classificagdo actual dos carcinomas do endométrio da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) divide estes tumores de acordo com as caracteristicas histolégicas que
descrevem a morfologia destas células.

O adenocarcinoma endometridide é o protdtipo de um adenocarcinoma do
endométrio contendo a arquitectura basica na disposicdo das glandulas endometriais de
complexidade varidvel, com revestimento estratificado, colunar e de células epiteliais. Uma
menor diferencia¢do é caracterizada por um aumento na proporg¢do do tumor que é composto
por massas soélidas de células epiteliais. As papilas intraglandulares que sdo formadas
exclusivamente por células neopldsicas sem um estroma de suporte e um crescimento
cribiforme, € comum em tumores com células bem diferenciadas, que se encontram
confinadas ao endométrio. As glandulas do adenocarcinoma sdao formadas por células
cilindricas com bordo apical, resultando num delineado suave, com um contorno luminal
redondo ou oval. Quanto menor for o grau de diferenciagdo do tumor, maior a preponderancia
entre o tumor sélido e a formagdo glandular. Um pormenor importante é que cerca de 60%
dos adenocarcinomas endometridde contém mutagdes no gene supressor tumoral PTEN.

O adenocarcinoma secretor é uma variante incomum deste carcinoma que tem
glandulas tubulares bem formadas e delineadas por um epitélio colunar com vacuolizagdo
subnuclear e em alguns casos supranuclear. Esta mudancga por vezes demonstra a resposta a
exposicdo de progesterona, quer em periodo de ovulagdo quer em situacGes de terapéutica
hormonal com base em progesterona”.

O adenocarcinoma vilo-glandular é um outro subtipo de adenocarcinoma
endometridide e caracteriza-se pela formagdo de papilas compridas, finas, nucleos

fibrovasculares ocasionalmente ramificados, revestidos por células colunares de bordo apical
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estreito e geralmente com nucleos pequenos. A disposicdo das células neoplasicas que fazem a
conexao entre os diferentes tecidos é analoga a das células de um adenocarcinoma tipico.

Os adenocarcinomas com focos de diferenciacdo escamosa representam cerca de
20% dos casos de cancro do endométrio. Esta caracteristica € normalmente bastante facil de
se detectar caracterizando-se por “camadas” de queratina, queratinizacdo celular isolada ou
evidéncia de pontes intracelulares. Contudo, para se conseguir fazer uma melhor distincdo
entre focos de diferenciacdo escamosa de focos com porgdes sdlidas pouco diferenciadas
surgiram mais caracteristicas a ter em conta, como por exemplo a presenga de membranas
celulares distintas com um citoplasma eosinofilico mais abundante que nas restantes células
do tumor®.

Os adenocarcinomas mucinosos podem ser de aparéncia mais tubular ou cribriforme,
porém, o mais frequente é que tenham uma arquitectura papilar. O epitélio de revestimento é
constituido por multiplas camadas de células colunares e com uma quantidade
intracitoplasmatica varidvel de mucina a preencher a porgdo apical das suas células, a
semelhanca do tipo de epitélio endocervical.

Em algumas situacdes, o adenocarcinoma endometridide pode conter células com
caracteristicas de células caliciformes com vacuolos distendidos, discretos e apicais. Na
generalidade, a mucina intracitoplasmatica é facil de identificar, ainda assim, em casos mais
complicados, a reacgdo com mucicarmine, um corante azul alsaciano, com células neoplasicas
pode confirmar a sua presenca. O estroma pode ndo ser de um tipo endometrial que a partida
se torne evidente e muitas vezes contém células fusiformes e veias finas. Este tipo histolégico
é relativamente raro com uma idade média de diagndstico de aproximadamente 60 anos e
normalmente com um bom progndstico ’.

O adenocarcinoma seroso caracteriza-se por uma forte e complexa ramificacdo
papilar formada por nucleos fibrovasculares, revestidos por uma ou mais camadas de células

clbicas com uma elevado grau nuclear e bordos apicais bem desenvolvidos. De uma maneira
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geral, os nucleos fibrovasculares sdo de caracter agressivo e hialinizados, podendo também,
mas mais ocasionalmente, ser finos e delicados. E frequente a presenca de destacamentos de
tufos de células epiteliais e corpos pseudomatosos. A forma superficial do tumor é formada
pelas papilas que sdo irregulares e dilatadas, ou em forma de glandulas constituidas por
células com atipia, o que normalmente constitui o aspecto mais tipico deste tipo de
neoplasma. O citoplasma é de uma forma mais geral eosinéfilo e muito granulado com uma
larga gama de nucléolos e figuras mitdticas aberrantes. Este tipo de carcinoma, algumas vezes,
tem origem em pdlipos ou em mutacdes nomeadamente na sobreexpressdo de p53. E um
carcinoma bastante agressivo que frequentemente se encontra ja metastizado no momento
da cirurgia. O adenocarcinoma de células claras (clear cell) do endométrio é reconhecido pelo
citoplasma claro das suas células em crescimento. O padrao sdlido consiste em massas de
células grandes com forma poligonal, com um citoplasma pouco eosinéfilo e com membranas
celulares distintas. Em relacdo ao padrdo glandular, este é remanescente de glandulas
tubulares do adenocarcinoma endometridide enquanto o padrdo tubular é constituido por
glandulas esféricas dilatadas. O padrao papilar em termos arquitectdnicos é muito semelhante
ao do carcinoma seroso, embora genericamente menor, possuindo ramificacdes dos nucleos
fibrovasculares e frequentemente hialinizado. E ainda de referir que os Ultimos trés padrdes
sdo normalmente revestidos por células com uma aparéncia em forma de macula que é o
resultado do desenvolvimento individual do dpex, projectando-se ao longo da superficie. Cerca
de 4% dos adenocarcinomas endometridide sdo de células claras e tém uma idade média de
aparecimento de 68 anos, como alids, o carcinoma seroso.

Sabe-se que a medida que o tumor perde a sua diferenciacdo a probabilidade de

sobrevivéncia diminui. Por outro lado aumenta a possibilidade de invasdao do miométrio.
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A invasdo do miométrio esta directamente ligada com o grau de malignidade do
tumor. A profundidade de penetragdo do tumor esta relacionada com outros factores como o

estadio/grau do tumor, sendo o progndstico pior quando a indiferenciagio é crescente **”.

1.3. Patologia

Bockhman, em 1983, sugeriu que existiam duas formas patogénicas distintas para o
desenvolvimento do adenocarcinoma do endométrio. A primeira abarca mulheres obesas, com
hiperlipidémia e sinais de hiperestrogenismo. Estas caracteristicas sdo acompanhadas por
hemorragias, infertilidade, menopausa tardia, hiperplasia do estroma do ovéario e do
endométrio. A segunda forma patoldgica, caracteriza-se em geral pela inexisténcia destes
sinais. A estas formas, da-se o nome de tipo | e tipo Il, respectivamente’.

O adenocarcinoma do endométrio do tipo | é a forma mais comum, sendo
responsavel por 75 a 85% dos casos de cancro do endométrio existentes. E um tipo de cancro
bem diferenciado, cujas células se apresentam com receptores para estrogénios, em que ha
invasao superficial do miométrio e é preferencialmente do tipo endometridide. Ocorre mais
frequentemente em mulheres mais jovens, obesas e com antecedentes de estimulagdo
estrogénica isolada e prolongada (enddgena ou exdgena) em que ha registo de hiperplasia
endometrial. Normalmente, a resposta a terapéutica com base em progesterona é eficaz,
apresentando progndsticos favoraveis. As alteracdes genéticas mais frequentes neste tipo de
cancro sdo a deleccdo no PTEN e alteragdes no K-ras, assim como na proteina B-catenina e
instabilidade de microssatélites®.

No que respeita ao adenocarcinoma do endométrio do tipo I, é um tipo de cancro
pouco diferenciado e ndo endometridide (predominantemente serosos, de células claras e

carcinosarcomatosas), independente da estimulagdo estrogénica e coexiste com o endométrio
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atréfico. E uma forma altamente invasiva, associada a metdastases ganglionares, menos
sensivel a terapéutica com progesterona devido a baixa confluéncia de receptores hormonais
sendo normalmente de progndstico menos promissor. A sua causa depreende-se com
mutacdes genéticas, nomeadamente, na p53 e amplificacdes dos oncogenes bcl-2 e HER-
2/neu. Estes adenocarcinomas tém maior incidéncia nas formas hereditdrias, em mulheres em
periodo de pds menopausa, idosas e magras.

E do consenso geral entre patologistas que o adenocarcinoma do endométrio tem
uma grande variedade de subtipos histoldgicos, definidos pelas células constituintes, em que
cada um destes subtipos pode ser agrupado no tipo patoldgico | ou Il. A maioria dos
adenocarcinomas endometriédes, com ou sem diferenciacdo escamosa, os adenocarcinomas
mucinosos e os adenocarcinomas vilo-glandulares sdo do tipo I. Os carcinomas serosos, de
células claras e alguns adenocarcinomas endometridde pouco diferenciados encontram-se no

57
="

tipo |

1.4. Factores de Prognostico
No cancro do endométrio sdo considerados factores progndsticos, o estadio em que
a patologia se encontra, o grau e tipo histoldgico em causa, se existe ou ndo invasdo do

miomeétrio e linfovascular, a idade e a ocorréncia de metdstases ganglionares.

O estadio em que se encontra o tumor, de acordo com os parametros da Federacgdo
Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO, 2009) é o factor progndstico mais importante

no cancro do endométrio e estd especificado na Tabela 1.1.

O tipo celular é também, por muitos autores, apontado como um factor de

progndstico importante. Os tumores do tipo | representam cerca de 80% dos carcinomas do
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endométrio, sdo tipicamente do tipo endometridide e estdo associados a estimulacdo
estrogénica geralmente associado a hiperplasia do endométrio e de uma maneira geral tém
um progndstico bastante favoravel. Os tumores do tipo Il representam apenas 10% do total de
cancros do endométrio. Estes tumores podem desenvolver-se a partir do endométrio atrdfico,
polipos ou de uma lesdo pré-cancerigena (carcinoma intraepitelial do endométrio); tém
caracter muito agressivo com invasao linfovascular e do miométrio, acarretando assim fraco
prognéstico estando normalmente associados a mutagGes na p53 e auséncia de receptores de
estrogénios o que podera indicar uma possivel desdiferenciacdo do carcinoma endometrioide
precursor. Estes factos podem explicar alguns dos comportamentos de alguns tumores do tipo
endometrioide que, embora ainda ndo tenham mudado o seu fendtipo, se comportam como

os do tipo seroso e células claras >®°.

Tabela 1.1. — Tabela FIGO 2009, progndstico do cancro do endométrio’.

Estadio |
1A Invasdo da metade interna do miométrio
IB Invasdo da metade externa do miométrio
Estadio Il Invasdo do estroma cervical sem invasdo extrauterina*
Estadio Ill
A Invasdo da serosa uterina e/ou anexos**
1B Invasdo da vagina e/ou dos paramétrios
e Metéstases em ganglios pélvicos e/ou paraadrticos
neci Ganglios pélvicos invadidos
ez Ganglios para adrticos invadidos com ou sem invasdo dos pélvicos
Estadio IV
IVA Invasdo da mucosa da bexiga e/ou do recto
IVB Metdstases a distancia incluindo intra-abdominais e/ou ganglios inguinais

* A extensdo exclusiva a mucosa endocervical devera ser considerada como estadio |.
** A citologia peritoneal positiva devera ser anotada mas ndo altera o estadio.

11
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Os carcinomas de células escamosas e os de células transitérias sdo tumores raros e
o progndstico que lhes esta normalmente associado dependem muito do estadio em que se
encontra.

De acordo com os varios estudos, a idade assume-se como um factor progndstico
forte, sendo de facto a incidéncia deste tipo de cancro maior em mulheres num periodo de pds
menopausa com idades superiores a 50 anos. Parte-se do principio geral que os tumores, que
sdo diploides, sdo menos agressivos que os que se encontram num estado de aneuploidia.
Estudos feitos neste ambito demonstraram que para o carcinoma do tipo endometridide, as
mulheres portadoras de tumores diploides tinham uma taxa de sobrevivéncia de 93%, ao
passo que quando o tipo de tumor é aneuploide, a taxa de sobrevivéncia passariaa 74%°°.

Aproximadamente 40 a 80% dos tumores expressam os dois tipos de receptores
hormonais, sendo os de estrogénios mais frequentes, enquanto os tumores que ndo
expressam nenhum dos dois, representam apenas 10 a 36% dos casos. Os tumores do tipo |
normalmente expressam receptores de estrogénio (RE) e de progesterona. Nos carcinomas do
tipo Il, a expressao destes receptores é bastante mais baixa e a recorréncia também é bastante
maior, mesmo tratando-se de tumores em estadio |. Estudos recentes identificaram isoformas
dos receptores de estrogénios e encontraram algumas correlagcdes entre a expressdo das
diferentes isoformas e a neoplasia em questdo. Na verdade, sabe-se que a relagdo entre RE B/
RE a aumenta de forma significativa quando se estd na presenca de um endométrio
neopldsico, comparativamente com um endométrio normal. Sendo de igual forma, maior na
hiperplasia com presenca de atipia. Deste modo, é sugerido que o RE B terd eventualmente um
papel importante na progressao do cancro e na consequente invasao do miométrio. De modo
semelhante, a isoforma B dos receptores de progesterona (RP) parece ter influéncia na
progressdo deste carcinoma™®.

As mutagOes na p53 estdo directamente relacionadas com o desenvolvimento do

tumor. Em particular, nos tumores de tipo I, estas ocorrem num momento mais tardio e em
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baixas percentagens (20%) sendo gradualmente mais frequentes a medida que se aproxima o
grau 3. Por outro lado, a mutacao da p53, nos carcinomas do tipo seroso ocorre bastante cedo
com uma taxa de aproximadamente 100%. Pensa-se, mas ainda de forma enublada, que a p53
seja um indicador de sobrevivéncia. A sua sobrexpressao tem significado especialmente como
um marcador>®®,

A Bcl-2 estd normalmente expresso no endométrio numa forma hormonal
dependente, com um expoente na fase proliferativa. A sua expressao é detectada usualmente
na hiperplasia, contudo, diminui quando se desenvolve um carcinoma, o que parece um
pouco contraditério. Ainda assim, pensa-se que a perda de bcl-2 é indicador de um pior

prognostico &,

1.5. Metastizagao

As metdstases sdo conjuntos de células tumorais que se destacam e migram do
tumor primitivo, para outros locais do corpo, onde dao origem a tumores secundarios,
podendo ter caracteristicas idénticas ou mais agressivas em relagdo as do tumor primario.
Metdstase é sindbnimo de malignidade e representa um tumor num estdgio mais avangado.

O caracter invasivo das neoplasias malignas condiciona a disseminagdo através dos
vasos sanguineos, linfaticos e invasdo das cavidades corporais, originando deste modo o
aparecimento de focos secundarios. De um modo geral quanto mais agressiva, de crescimento
mais rapido e maior for a neoplasia primitiva, maior a probabilidade de sofrer metastizacdo ou
até de se encontrar ja metastizada no momento de diagndstico’.

No que respeita ao cancro do endométrio a metastizagdo pode surgir por invasao
directa do miométrio, da serosa uterina, do colo do Utero, das trompas, da vagina e,
eventualmente, por invasdao dos paramétrios. Pode ocorrer também a metastizacdo transtubar

que consiste no transporte das células cancerigenas através das trompas, que podem atingir a
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cavidade abdominal. A metastizacdo linfatica é também um tipo de metastizacdo muito
frequente no cancro do endométrio uma vez que o endométrio tem uma rede linfatica
exuberante e complexa o que permite uma disseminacao facil e extensa por esta via. No que
respeita a metastizacdo vascular, que é mais rara e normalmente mais tardia, é responsavel
pelo aparecimento de metasteses pulmonares, hepaticas, dsseas e cerebrais. Em relacdo as
metdsteses vaginais estas podem surgir por disseminagdo linfatica ou vascular, sendo

frequentes mesmo em tumores limitados ao corpo uterino®'!! 121314,

1.6. Células Estaminais Tumorais

As células estaminais, sdo células que tém uma capacidade ilimitada de proliferacao,
auto-renovacao e plasticidade, podendo dividir-se quer assimétrica quer simetricamente. Estas
células tém sido alvo de estudo, tendo em vista o conhecimento mais aprofundado das suas
caracteristicas e assim poder explorar as suas potencialidades promissoras, nomeadamente,
no que diz respeito & terapéutica contra o cancro .

As neoplasias sdo constituidas por populacdes heterogéneas de células com
caracteristicas bioldgicas diferentes, bem como um potencial de auto-renovagdo. Muitos
estudos comprovaram que a maioria das terapias convencionais tém efeitos limitados,
nomeadamente a quimioterapia. Estes resultados conduziram a suspeita da existéncia de uma
populacdo de células responsdveis pela manutencdo do desenvolvimento do tumor, o seu
crescimento, a capacidade de metastizacdo e a recorréncia. Esta populagdo, devido as
semelhancas evidentes com as células estaminais embriondrias sdo denominadas como células
estaminais do cancro (CSCs, do inglés Cancer Stem Cells) *°. Estas células tém caracteristicas
gue as tornam unicas, no que respeita a esta patologia, como por exemplo a autorrenovacgao, a

heterogeneidade, o potencial de diferenciagdo multidireccional e a resisténcia a apoptose. O
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conceito das CSCs assume que estas tém como progenitor células estaminais, cuja
transformacdao em CSCs se deve a um excesso de acumulacdo de mutacdes genéticas
(mutagbes em oncogenes, em genes supressores tumorais e em genes envolvidos na
reparacdo genética “miss match repair genes’’) assim como em alteragGes epigénicas como
anormal metilacdo de DNA e modificacdes nas histonas'’.

A capacidade de auto-renovacgao que caracteriza as células estaminais tem por base a
actividade aumentada da telomerase que permite a manutenc¢do do tamanho dos telémeros a
cada divisdo. As células estaminais podem ser de varios tipos. As totipotentes, caracteristica
dos gametas humanos fecundados, tdm a capacidade para originar todos os sistemas do
organismo. Seguem-se as células estaminais pluripotentes, ou também muito vulgarmente
denominadas por células estaminais embrionarias, precisamente porque sdo as células que
existem no embrido e que possuem a capacidade de se diferenciar e originar qualquer tecido
e/ou brgdo. As células multipotentes sdo as que fazem parte das trés camadas embrionarias
que compdem o blastocisto, a endodeme, a mesoderme e a ectoderme. E por fim, temos as

células unipotentes que apenas tém a capacidade de dar origem a um tipo de tecido *.
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Figura 1.1 — Células Estaminais. Em relagdo ao potencial de diferenciagdo, as células estaminais podem ser
caracterizadas como totipotentes — um 6vulo fertilizado e blastomeros iniciais, capazes de originar qualquer tipo de
célula de um érgdo ou placenta; pluripotentes — células embrionarias capazes de dar origem a qualquer tipo de
célula de um o6rgdo, mas ndao a placenta; multipotentes- células da ectoderme, endoderme, mesoderme; e
unipotentes — células capazes de dar origem a um Unico tipo de célula de um tecido®,
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Rudolf Virchow e Julios Conhein**° descreveram pela primeira vez a semelhanca entre
as CSC e as células estaminais. Virchow alegou que o cancro surge a partir da activacao do
estado de quiescéncia de células em tecido maduro, células essas que sdo restos de células
embriondrias. A sua hipdtese sustentava-se pela evidente semelhanca entre as células
embriondrias e as células cancerigenas do ponto de vista histoldgico. Todavia, Conhein indicou
que essas mesmas células se perdiam durante a organogénese, tendo sido apenas possivel
uma identificagdo das CSCs em varios tipos de tumores com a evolugdo das técnicas de
biologia molecular, vérios anos depois™.

Foi confirmado, ainda durante a década de 1960 a existéncia de CSCs, através de
experiéncias pioneiras realizadas em células neopldsicas malignas de doentes. Estas foram
transplantadas em outras partes do corpo de animais e curiosamente, muito poucas formaram
tumor indicando, por si s6, algum tipo de seleccao.

Em 1967, Fialkow et al. mostraram que algumas células de leucemia apresentavam a
proteina glicose 6-fosfato desidrogenase (G-6-PD) na sua superficie membranar e inferiram,
através da técnica de citometria de fluxo, que estas células constituiam o principal factor de
malignidade. Em 1997, Bonnet and Dick descreveram uma subpopulacdo de células imaturas e
que se caracterizavam pela expressdo de marcadores especificos, CD34+ e o CD38- em doente
com leucemia mieloide aguda. Os estudos feitos por estes autores revelaram que a menor
subpopulacdo de CD34+/CD38- era capaz de iniciar desenvolvimento tumoral, ou seja, possuia
caracteristicas colonogénicas. A descoberta desta razdo, CD34+/CD38-, foi a primeira prova,
sustentada de que as CSCs existiam em doengas hemapatoiéticas malignas e marcou o inicio
de uma extensa busca destas células em tumores sélidos*'.

A leucemia mieloide aguda foi a primeira patologia deste foro onde surgiram as
primeiras evidéncias da presenca de CSCs quando se realizou um transplante de células de
leucemia para ratinho e se verificou que uma pequena percentagem formou coldnias e induziu

leucemia em ratinhos imunodeprimidos®®.
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Existem dois modelos que pretendem explicar a existéncia destas células. O modelo
clonal postula que as células tumorais que tém a capacidade de se dividir mais rapidamente
sdo selecionadas e se expandem formando uma populacdo dominante que confere ao tumor
alto potencial de regeneracao. O segundo modelo defende que as CSCs emergem devido a
ocorréncia de mutacdes que lhes conferem um cardcter mais agressivo de autorrenovacao.
Este modelo defende ainda que as CSC sao diferentes das células que Ihes ddo origem e nao
tém que necessariamente resultar de uma transformacao de células estaminais normais mas
sim de células diferenciadas que adquirem a capacidade de autorrenovagdo®.

Alguns estudos feitos nesta area demonstraram que estas células estavam presentes
em alguns tumores sélidos. Para se proceder a sua identificacdo utilizam-se marcadores se
superficie membranar de células estaminais que por norma sdao o CD133, o CD24, o CD44, o
THY1 e 0 ABCB5'*",

O primeiro tumor sélido maligno em que se identificaram CSCs foi a neoplasia
maligna da mama, tendo sido descrita como CD44°/CD24". In vitro o CD44 j4 foi identificado no
carcinoma do célon, mama e préstata. Posteriormente, o CD133 foi encontrado como
potencial marcador de CSC no carcinoma célon, ovario, prdstata, pancreas e em diferentes

tipos de tumores cerebrais como, por exemplo, o glioblastoma e o meduloblastoma®.

1.6.1. Evidéncia da presenca de Células Estaminais no Carcinoma do Endométrio

O endométrio é um tecido muito dindmico que ao longo da vida reprodutiva da
mulher sofre mais de 400 ciclos de regeneragao, diferenciacao e hemorragia. De uma maneira
geral, acredita-se que existe uma pequena populacdo de células na camada basal do
endométrio que rapidamente se expande e prolifera de modo a regenerar o endométrio. Esta
comprovado clinicamente que o endométrio pode perfeitamente regenerar-se sozinho e

suportar uma gravidez mesmo apds algumas intervencoes cirL'Jrgicas3.
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presenca de células estaminais somaticas em determinadas fracges no epitélio e no estroma endometriais™.

Dados recentes levantam a possibilidade desta capacidade altamente regenerativa
ter origem em células estaminais. Na verdade, e gracas aos avancos tecnoldgicos foram
identificadas células estaminais em varios érgdos, nomeadamente no endométrio. As células
identificadas consistiam numa pequena populagdo que tinha a capacidade de formar colénias

mesmo quando transplantadas em outros 6rgdos™®.

O carcinoma do endométrio caracteriza-se por uma proliferagdao anormal das células
epiteliais resultando numa elevada relacdo epitélio/estroma. Considerou-se, entdo possivel
que as células estaminais, identificadas no endométrio normal, ou as células progenitoras
possam ser os principais focos de carcinogénese nesse tecido que ao adquirirem mutacdes
genéticas se transformaram em CSCs tornando-se nas principais responsaveis pelo inicio,
manutenc¢do e progressdao do carcinoma. A base que suportou esta teoria é a de que os

eventos de carcinogénese sdo adquiridos ao longo de muitos anos, entdo acredita-se que
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apenas as células estaminais/progenitoras tém tempo de vida suficiente para acumular o dano

necessario para que se possa iniciar um tumor maligno, transformando-se em CSCs 18,25

A evidéncia da presenca destas células malignas foi ja confirmada no
adenocarcinoma seroso do ovdrio, uma outra patologia ginecolégica. Neste contexto, é
importante determinar se o carcinoma do endométrio é de facto estabelecido e mantido por
estas células. Apenas deste modo se podem desenvolver novos farmacos que permitam outras
solucBes de tratamento mais eficazes. A primeira evidéncia da presenca de CSCs no
endométrio foi quando células da linha EMTOKA formaram coldnias esféricas em suspensao in
vitro. Recentemente, foi demonstrado que células de carcinoma do endométrio e mesmo
células obtidas de hiperplasia do endométrial tinham a capacidade de formar colénias com
uma frequéncia muito semelhante a ja observada no cancro da mama, no retinoblastoma,
mieloma e em alguns tumores cerebrais. Como aquelas células ndo eram diferentes das células
epiteliais endometriais normais, foi sugerida, a possivel existéncia de uma pequena populagdo
de CSC**%.

O CD133 é uma glicoproteina que é expressa normalmente nas células estaminais
hematopoiéticas que se encontram no sangue, medula éssea e no sangue do corddo umbilical.
A sua expressdo é actualmente associada a CSC isoladas a partir de células do cancro da
prostata, do pulmdo, do cérebro e do ovério e de células de leucemia linfoblastica aguda
infantil. Foram ainda identificadas células com potencial tumorigénico que expressavam
CD133+18,25,26.

O CD133 foi ainda identificado em células epiteliais luminais e glandulares no tecido
endometrial normal. E actualmente um dos marcadores de referéncia de células estaminais do
endométrio normal. Estudos comparativos, comprovaram que células do endométrio que
expressavam o CD133 tinham caracteristicas de células estaminais, e que apresentavam entre

outras coisas, uma fraccdo de proliferacdo muito maior. Verificou-se ainda que as células
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CD133+ apresentavam uma maior resisténcia aos efeitos citotdxicos do paclitaxel e da
cisplatina, mas ndo da doxorrubicina, o que pode indicar que este farmaco seja uma boa
aposta para o tratamento do cancro do endométrio. Como a forma de cancro do endométrio
mais comum é dependente de estrogénios considerou-se prudente averiguar o efeito dos
mesmos em células que expressavam o CD133. Verificando-se que a hormona ovarica tem um
efeito estimulante, enquanto nas células em que o CD133 ndo era expresso, o efeito é muito
menor. Este facto pode também dever-se a que, em regra geral, a populacdo de células do
endométrio que possuem CD133 também tem normalmente uma maior expressdo de
receptores de estrogénios >*%%’,

Até ao momento em relacdo a populacdo de células estaminais tumorais do
endométrio e em relacdo a sua identificacdo por expressio do CD133 apenas se tem
especulado. Os estudos feitos, embora ndo sendo conclusivos, indicam que o CD133 pode ser
um importante marcador destas células. A injeccdo subcutdnea de ratinhos NOD/SCID com
uma amostra que continha células tumorais de endométrio com e sem CD133 foi tumorigénica
e estes tumores tinham uma grande percentagem de CD133 sugerindo que as células com este
marcador quando transplantadas tém um maior potencial de sobrevivéncia. Ainda assim,
fazendo-se 0 mesmo ensaio mas com amostras de células, em que todas expressam ou nao
CD133 verificou-se que nao havia qualquer foco de tumorigénese indicando que embora os
tumores tenham na sua constituicdo células maioritariamente que expressam o CD133, as
duas fracgBes sdo importantes para a tumorigénese. No que respeita ao grau do tumor ndo ha
correlagdo com a expressao do CD133, havendo apenas relagdo deste marcador com o
subtipo, neste caso o endometrioide. Nesse tipo de patologia alguns estudos apontam que
quando o CD133 ndo é muito expresso o tumor n3do estd em estado muito avangado e que
também n3o ha metasteses nos ganglios linfaticos > *°.

A investigacdo nesta area é sem duvida promissora, e a identificagdo do CD133+ e de

outros marcadores destas células é essencial para que se possa evoluir ao nivel terapéutico,
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nomeadamente, em relagdo a multiresisténcia aos farmacos usados em quimioterapia

convencional, a gravidade do cancro e por exemplo, na metastizacao.

1.7. Quimioterapia

O principal objectivo da quimioterapia é eliminar as células tumorais. Ao longo dos
anos, o tratamento de quimioterapia tem tido vdrias propostas como por exemplo a
combinacdo de varios farmacos, a imunoterapia e radioterapia.
A maioria dos citostaticos usados em quimioterapia tém um mecanismo de ac¢do que tem
como alvo preferencial as células que se dividem muito rapidamente A alta capacidade
proliferativa é uma das caracteristicas das células tumorais, e é esta caracteristica que torna a
quimioterapia uma arma importante no combate ao cancro. Na verdade, o tratamento reduz o
numero de células cancerosas a um valor minimo e, em certos casos, pode mesmo resultar no

desaparecimento do tumor®®

Mitose

Ciclo Celular Go
Interfase

Figura 1.3 - O Ciclo celular é o conjunto de processos pelos quais a célula passa entre duas divisGes celulares.
. . ey sae . . . P . . 29
Consiste na interfase (1) e na fase mitdtica (M), que inclui a mitose e a divisdo celular (citocinese)".
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O ciclo celular é um processo que cada célula enfrenta quando tem de se dividir e
compreende vdrias fazes: G1, S, G2 e M. As fases G1 e G2, sdo fases de paragem onde se
delibera se o ciclo pode ou ndao continuar em frente, a fase S é a fase de replicacdo do DNA, um
periodo de sintese. E por fim, a fase M ou fase Mitotica é a fase que diz respeito a divisao
propriamente dita em que uma célula mae da origem a duas células filhas, geneticamente

iguais 0,

1.7.1. Farmacos utilizados na quimioterapia do Cancro do Endométrio

A cisplatina foi o primeiro composto derivado do platinum que mostrou ter efeitos
anti-tumorais e actualmente é utilizado por rotina na pratica clinica. A carboplatina faz parte
da segunda geracdo de derivados do platinum e embora menos citotdxica e com menor
potencial mutagénico, esta é, a par da cisplatina, amplamente utilizada. Os seus efeitos no
carcinoma do ovario, testiculo e cabega e pescoc¢o sdo de boa resposta anti-neoplasica. Varios
estudos foram ja efectuados para determinar o mecanismo de ac¢do destes dois farmacos. No
entanto, a duvida sobre se o mecanismo é o mesmo permanece, apesar de se saber que
ambas se ligam ao DNA através de processos muito semelhantes. A taxa de resisténcia a estes
farmacos é elevada, ainda assim é menor com a carboplatina31'32.

A doxorrubicina é um antibidtico antraciclinico isolado a partir de culturas de
Streptomyces peucetius. As células cancerigenas tratadas com doxorrubicina exibem alteracGes
nas suas caracteristicas morfoldgicas associadas a apoptose.

Este citotdoxico é muitas vezes utilizado para tratar neoplasias como a leucemia,
cancro da mama, tumores do ovario, do pulmado, da prostata, do colo do utero, da bexiga e
sarcoma de Ewing’s >,

O paclitaxel é um citostatico que actua no ciclo celular, impedindo a mitose, estimula

a apoptose e aumenta a radiossensibilidade das células. Actualmente é um farmaco muito
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utilizado para terapia combinada pois além da sua propriedade de citostatico tem ainda outras
potencialidades, ja referidas, que permitem sensibilizar as células e de algum modo potenciar

o efeito, nomeadamente o efeito citotdxico, de outros farmacos****.

No que respeita as neoplasias uterinas malignas, a maioria dos doentes apresenta um
progndstico razoavel como resposta aos tratamentos de primeira linha, cirurgia e radioterapia,
sendo a quimioterapia predominantemente aplicada em estdgios de recorréncia ou de doenga
avancada. O uso do tratamento de quimioterapia tem objectivo paliativo e um fundamento de
tentar oferecer melhor qualidade de vida, do que propriamente a cura ou o aumento da
sobrevida. Por outro lado, o excesso de toxicidade no organismo também ndo é algo que se
encare como benéfico dai a procura de terapéuticas alternativas >°.

A quimioterapia com base em antraciclinas, compostos derivados do platinum e
taxanos produz respostas em 20% dos doentes que sdo tratados pela primeira vez. A
qguimioterapia combinada, em geral produz melhores indices de resposta, destacando-se como
a melhor das combinagdes o uso de doxorrubicina com a cisplatina. Outros estudos
demonstram ainda que o uso de paclitacel em conjunto com derivados do platinum também
tém resultados animadores. Ainda assim, o progndstico continua a ser pobre, com
sobrevivéncias médias muito baixas quando se fala de recorréncia ou patologia metastatica >*
37.

A doxorrubicina e a cisplatina sdo os farmacos de quimioterapia mais utilizados com
um indice de resposta que ronda os 24 a 28% e 21 a 25% respectivamente. Seguindo-se a
epirrubicina e a carboplatina que tém o mesmo tipo de actividade que as duas primeiras com
indices de resposta a ordem dos 26% e 17 a 33% respectivamente. Outros farmacos que
apresentam um indice de resposta que ronda os 20% s3ao a ciclofosfamida, a ifosfamida,

topotecan, paclitaxel e o doxtaxel. Ainda assim a maioria das respostas sdo parciais e com um
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curto tempo de duragdo. O paclitaxel é o Unico que tem indices de resposta de 20% quando ja
houve tratamento prévio com citostaticos’.
No que respeita a terapia combinada, estudos clinicos permitiram detectar um indice
de resposta de 34% para a terapia combinada de doxorrubicina e ciclofosfamida. Em relacado a
combinacdo entre doxorrubicina e cisplatina, obtiveram-se indices um pouco mais elevados,
42%, percebendo-se que a doxorrubicina actua melhor combinada com estes farmacos que
isoladamente. As combinagdes cisplatina — doxorrubicina e epirrubicina-ciclofosfamida, na
presenca ou auséncia de progesterona, tém sido largamente aplicadas no tratamento de
cancro do endométrio quer em estadios avancados, quer em recorréncia. Da analise feita
entre a intensidade da dose de quimioterapia e a resposta em cancro do endométrio
avancado, percebeu-se que a ciclofosfamida é relativamente inactiva quando usada em
combinagdo com outros, e que pode ser omitida®.
No contexto do cancro do endométrio, a quimioterapia é quase sempre a ultima
escolha e em muitos casos ndo é de todo sindnimo de cura quer devido a fraca resposta ao

tratamento quer ao estadio da doenga, que muitas vezes é ja demasiado avangado.

1.8. Multirresisténcia

O desenvolvimento de multirresisténcia a quimioterapia foi uma das maiores
mudancas no tratamento do cancro. A quimioterapia é um dos tratamentos mais utilizados no
cancro, embora usada em doentes ja com doenca avancada ou até mesmo com metastizacdo.
Infelizmente, a multirresisténcia a este tratamento é algo que atinge ja& um ndmero
significativo de doentes que por o seu tumor ndo apresentar resposta aos agentes

terapéuticos, ficam numa situacao ainda mais delicada.
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As células podem ter uma resisténcia inerente ou adquirida. Ainda assim esta
resisténcia pode existir para qualquer tipo de droga e é desencadeada por varios mecanismos,
os quais podem actuar individual ou sinergicamente®.

Para além de outros factores como a forma de administracdo de farmaco, a sua
biodistribuicdo, o metabolismo e a excrecdao é a membrana celular que constitui o primeiro
obstdculo. Os agentes terapéuticos passam por inumeras reac¢des, com diferentes moléculas
resultando numa complexa biodistribuicdo. Os compostos em causa entram nas células por
difusdo facilitada ou por transporte activo, sendo para estes casos de elevada importancia a
presenca de transportadores membranares, normalmente designados como proteinas de
influxo, isto porque promovem o influxo de droga para o meio intracelular®.

Por outro lado, este influxo pode ser contrabalancado por uma outra classe de
proteinas dependentes de ATP e que tém como funcdo principal o efluxo, isto é, expelir o
agente terapéutico do interior para o exterior da célula ou organelo. Dentro dos
transportadores de efluxo mais conhecidos, existem os transportadores ABC que ndo sdo os
Unicos, mas s3o, sem duvida, os mais estudados na literatura®.

As células multirresistentes tém ainda altera¢des no metabolismo, nomeadamente o
metabolismo lipidico, que induz modificacbes biofisicas na bicamada provocando
consequentemente modificacdes no influxo dos farmacos “**.

Sabe-se ainda que a forma como os farmacos sdo apreendidos no citoplasma
também constitui uma das caracteristicas dos mecanismos de multirresisténcia. Foram
identificadas anomalias na fun¢do dos lisossomas, nas proteinas de transporte intracelular e na
secrec¢do, por exemplo no caso da cisplatina. Foi demonstrado que a cisplatina apds entrar na
célula é encapsulada dentro de um lisossoma, passando pelo complexo de Golgi até sofrer
efluxo para o exterior da célula®.

Muitos dos agentes de quimioterapia tém como mecanismo de ac¢do primordial a

danificacdo do DNA. Muitas vezes, estes tém o seu trabalho dificultado gracas aos mecanismos
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de reparagdo que as células possuem, impedindo assim, que a célula entre em estado de
senescéncia e que venha a morrer por apoptose, necrose ou autofagia. A quebra das vias
apoptéticas constitui o principal obstaculo ao sucesso da quimioterapia®.

A morte celular pode evoluir de vdrias maneiras, podendo ser apoptdtica e nao
apotodtica. A cascata apoptética pode ser por sua vez iniciada pela libertagao do citocromo c ou
pela activacdao dos receptores de morte em resposta a determinados ligandos. A activagdo
destas vias culmina na activacao de proteases cisteinicas, caspases que promovem a apoptose.
A resisténcia a quimioterapia ocorre primeiramente na via mitocondrial regulada pelos genes
da familia Bcl-2. AlteragGes nestes genes que estejam directamente envolvidos no mecanismo
em causa, ajudam a dificultar a eficicia do tratamento de quimioterapia®***.

O microambiente que envolve o tumor, para além de influenciar a metastizacao,
propiciando-a, também afecta muitas vezes a resposta do mesmo as terapias aplicadas. Uma
vascularizacdo anormal, bem como uma pressao elevada do fluido intersticial, pode impedir a
entrada de macromoléculas no tumor, n3o sendo os farmacos de quimioterapia excepcdo™.
Muitos tumores sélidos tém regides onde os metabolitos e o oxigénio tém muita dificuldade
em chegar, como as zonas hipoxicas, que por norma se tornam muito acidas por causa do
excesso da produgdo de acido lactico e CO,. Uma vez alterado o pH do meio muitos agentes
tendem a ficar inactivos por ndo oxidacdo, que é em muitos casos necessaria. Deste modo,
entende-se que o microambiente envolvente ndo sé pode desencadear ou propiciar a

multiresisténcia como também amplificar e intensificar a mesma®.

A presenga de células estaminais tumorais nos varios tipos de cancro estd
directamente relacionada com a dificuldade de tratamento da doenga, uma vez que estas se
mostram resistentes ao tratamento convencional. Na verdade, estas células possuem os
mecanismos de multirresisténcia bem expressos. As células estaminais tumorais podem

facilmente ser distinguidas das ditas normais com base em marcadores que estas possuem na
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sua superficie membranar. Transportadores da familia ABC foram ja bem caracterizados, quer
em células estaminais normais quer nas tumorais, nomeadamente os da subfamilia ABCB1 e
ABCG2. Para além deste, foi também detectado o ABCA3 em células estaminais tumorais de
neuroblastoma juntamente com o ABCG2. Este localiza-se nas membranas dos lisossomas e no
reticulo endoplasmadtico, o que sugere que tem um papel importante na forma de apreensao

do farmaco e depois no seu efluxo®.

No contexto do cancro do endométrio, em que a quimioterapia é um tratamento que
é sobretudo paliativo, em que ha casos de fraca resposta tumoral a alguns dos farmacos de
uso clinico e, em que a presenca de células estaminais deixou de ser uma sugestdo, sendo
agora uma evidéncia, o estudo destes mecanismos de resisténcia pode ajudar a desenvolver
terapias mais direccionadas que permitam dar mais um passo em frente nesta luta que tende

em nao ter fim.
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A existéncia de populacdes celulares com propriedades de células estaminais que sdo
resistentes as terapias convencionais, como por exemplo a quimioterapia, tem sido cada vez
mais apontada como um entrave a resposta terapéutica de varios tipos de cancro, entre eles, o
cancro do endométrio.

Neste projecto utilizou-se a linha celular de adenocarcinoma do endométrio ECC-1
com o objectivo de identificar células com propriedades de células estaminais de modo a
contribuir para a sua caracterizagdo molecular nomeadamente, considerando os marcadores
CD24, CD44 e CD133.

Constituiu ainda objectivo deste trabalho avaliar a importancia destas células na
resposta a quimioterapia, assim como avaliar o metabolismo glicolitico tumoral e potencial
replicativo das células envolvidas, através de estudos de dose-resposta a fdrmacos e estudos
de captacdo com ®F-FDG e com "®F-FCHO.

Pretendeu-se ainda estudar o comportamento destas células in vivo. Para isso
desenvolveu-se um modelo animal ortotdpico de cancro do endométrio de modo a avaliar o
comportamento diferencial dos tipos celulares originais e das células com propriedades
estaminais assim como a expressdo tumoral dos marcadores CD24, CD44 e CD133. Utilizou-se
ainda um modelo animal heterotdpico tendo em vista aferir o potencial tumorigénico das

populagdes estudadas.
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3.1. Cultura de Células

A linha celular utilizada neste trabalho foi a linha celular humana de adenocarcinoma
do endométrio obtida na American Type Culture Collection (ATCC). A propagac¢do desta linha
celular aderente executou-se de acordo com as recomendacdes do fornecedor. Deste modo as
células foram mantidas a 37°C em atmosfera himida com 95% de ar e 5% de CO, em
incubadora Binder®. Para a manutengao celular utilizou-se o meio de cultura Rooswell Park
Memorial Institute (RPMI)-1640 (Sigma R-4130, EUA) suplementado com 5% de soro bovino
fetal (FBS, do inglés, Fetal Bovine Serum: Sigma F- 7524, EUA), 400mM de piruvato de sddio
(GIBCO 11360, UK) e 1% de antibidtico (GIBCO 15240, UK).

Uma vez que a linha celular utilizada é mantida em condi¢Ges aderentes, para a
realizacdo dos estudos foi necessdrio destacar as células dos frascos e preparar suspensdes
celulares. Para isso, descarta-se o meio e lava-se a cultura celular com uma solucdo salina de
tampado fosfato (PBS, do inglés Phosphate Buffer Saline) e incuba-se com 2ml de uma solugédo
tripsina-EDTA a 0,25% (Gibco 25200, UK), durante aproximadamente 15 minutos a 37°C, para
gue ocorra a separacao celular. De seguida, para inactivar a tripsina, adicionam-se 6ml| de meio

de cultura com FBS, de modo a obter suspensdes celulares.

3.1.1 Viabilidade Celular

Antes da realizacao de qualquer experiéncia é crucial verificar-se a viabilidade celular
tendo em vista o objectivo do estudo. O método utilizado para a determinagdo da viabilidade
celular foi o método de exclusdo do azul tripano que se baseia na entrada do azul tripano nas
células que possuem a membrana celular destruida corando-as de azul. Assim, as células

invidveis aparecem a azul e as vidveis mantém-se brancas ou brilhantes. A contagem das
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células realiza-se utilizando a cdmara de Neubauer e o microscépio invertido (Nikon, Eclipse TS

100) com ampliacdo de 100x.

Figura 3.1 — Esquema representativo dos quatro campos do hemocitémetro (cdmara de Neubauer) utilizados na
determinacgdo da viabilidade celular®.

Volumes iguais de suspensao celular e de solucdo de azul de tripano 0,02% em PBS
foram homogeneizados e transferidos para o hemocitometro. Ao microscépio, as células
foram contadas nos quatro quadrantes dos cantos do hemocitometro. A percentagem de
células vidveis é determinada pela férmula:

i o células vivas
% células vidveis = — - - x 100
células vivas + células mortas

3.2. Protocolo de formagao de Esferas

O ensaio de formacdo de esferas, coldnias de células esféricas em suspensdo, foi
realizado com ligeiras modificagcdes ao descrito por Ponti (2005) *. A linha celular ECC-1 foi
cultivada em condi¢bes ndo aderentes em frascos de cultura de baixa aderéncia (TC-flasche,
Sarstedt, E.U.A.) revestidos com poli-hema (Sigma, P3932, EUA) em meio de cultura DMEM-
F12 (D8900, Sigma, E.U.A.) sem FBS durante 8 dias sendo suplementadas de dois em dois dias
com 10ng/ml de factor de crescimento fibroblastico basico (bFGF, do inglés basic Fibroblast

Growth Factor; Sigma, F0291, E.U.A.) e 10ng/ml de factor de crescimento endotelial (EGF, do
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inglés Endothelial Growth Factor; E9644, Sigma, EUA). As esferas obtidas apds este tratamento
foram designadas por ECC-1-ES1.

ApOds este procedimento as ECC-1-ES1 obtidas foram lavadas com PBS e cultivadas
em condi¢cdes de cultura standard, como descrito anteriormente, no meio de cultura
recomendado para cada linha celular, suplementado com 5% de FBS. Quando as culturas
atingiram 85 a 90% de confluéncia as células foram submetidas novamente ao protocolo de
formacdo de esferas de forma a obter ECC-1-ES2. O procedimento foi repetido de modo a
obter ECC-1-ES3. Também estas culturas foram transferidas para condi¢cbes de cultura
standard tendo sido designadas por ECC-1-G3. As culturas celulares G3 obtidas foram usadas

para estudos subsequentes por um mdaximo de 10 passagens.

3.3. Quantificacdo da densidade de esferas

Para conhecer o rendimento de formacdo de esferas de gera¢do para geragao
procedeu-se a quantificagdo das mesmas. Deste modo, prepararam-se suspensdes celulares de
5x10° células por ml de ECC-1, ECC-1-G1 e ECC-1-G2 as quais se plaguearam em placas de 6
pocos (Costar, 3548, E.U.A.). Submeteram-se essas células ao protocolo de formacdo de
esferas, descrito no ponto 2, originando as linhas celulares ECC-1-ES1, ECC1-ES2 e ECC1-ES3,
respectivamente. No final do protocolo fotografaram-se as esferas no microscépio Motic AE31
através do sistema Motic Images Advanced 3.2, com a amplia¢cdo de 40x, em 15 campos por
poco. As imagens foram posteriormente analisadas recorrendo a ferramenta informdtica
ImageJ, nas quais se delinearam as areas de interesse em cada imagem, obtendo-se assim uma
area total em pixels que corresponderd a nossa regiao de interesse, a qual foi comparada entre

as diferentes geracgdes.
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3.4. Tempo de duplicagao celular

O tempo de duplicacdo de uma linha celular é muito varidvel e ¢ um dado importante
guando o foco de estudo sdo células oncoldgicas, em que uma das principais caracteristicas é a
elevada velocidade de replicacdo. Através do tempo de duplicagcdo (do inglés Doubling Time)
podem comparar-se agressividades tumorais, bem como diferentes taxas de proliferacdo entre
diferentes linhas em diferentes condi¢Bes. Para a determinagdo do tempo de duplicacdo
celular prepararam-se suspensdes com 5x10° células por ml e plaquearam-se em frascos de
25cm’. Apds 48 horas procede-se a contagem do nimero total de células que existe no mesmo

frasco e através da férmula:

T de duvlicacio = T de Incubacio X [l @ /1 (nﬁmerodecélulasfinal >]
empo de cupticagao = Lempo ae fncubacao n(2)/In numero de células inicial

Calculou-se o tempo de duplicacdo em horas.

3.5. Analise fenotipica por citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica utilizada para contar, examinar e classificar
células ou outras particulas bioldgicas microscépicas suspensas em meio liquido. Este método
permite analisar simultaneamente, e num curto periodo de tempo, multiplas caracteristicas
fisicas e quimicas de células em suspensdo através de um aparelho de deteccdo Optico-
electrénico. Neste aparelho, um feixe de luz de um Unico comprimento de onda é direccionado
para o meio liquido em fluxo. Varios detectores sdao apontados ao local onde o fluxo passa
através do feixe de luz; um na linha do feixe de luz (FSC, do inglés Forward Scatter) e varios
perpendiculares a este (SSC, do inglés Side Scatter), além de um ou mais detectores
fluorescentes. Cada particula suspensa que passa através do feixe dispersa a luz de uma forma
especifica e os corantes quimicos fluorescentes encontrados na particula ou a ela ligados
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podem ser excitados emitindo luz de menor frequéncia (ou maior comprimento de onda) do
gue o da fonte de luz. Esta combinacdo de luz dispersa e fluorescente é melhorada pelos
detectores e, por anadlise das flutuacdes de brilho de cada detector (uma para cada pico de
emissdo fluorescente), é possivel explorar varios tipos de informacdo sobre a estrutura fisica e
bioquimica de cada particula individual. O FSC correlaciona-se com o volume celular e o SSC
depende da complexidade da particula (por exemplo a forma do ntcleo, a quantidade e tipo
dos granulos citoplasmaticos e a rugosidade da membrana).

Esta técnica foi utilizada para avaliar a expressdao dos marcadores moleculares de
superficie nomeadamente o CD24, o CD44, e o CD133 na linha celular ECC-1 assim como nas
esferas obtidas, designadas por ECC-1-ES1 e ECC-1-ES3, e nas culturas aderentes a partir das
esferas, ECC-1-G1 e ECC-1-G3. Para a marcacdo utilizaram-se cerca de 10° células de cada
cultura celular. As células foram lavadas com PBS, com centrifugacdo a 1500rpm e suspensas
em 100uL do mesmo tampao. Posteriormente adicionaram-se os anticorpos de acordo com as
recomendacgGes do fabricante: 2,5ul de anti-CD24 marcado com ficoeritrina-cianino 5.1 (PC5;
Beckman Coulter PNIM2645, EUA), 1ul de anti-CD44 marcado com pacific blue (PB; Biolergend,
103020, EUA) e 10ul de CD133 marcado com aloficocianina (APC; Mitenyl Biotec 293C3-APC,
EUA) e incubou-se durante 10 minutos no escuro. Posteriormente, foi efectuada a analise em
citémetro FACS-Canto Il (BD, San José, C.A., E.U.A.) com o software FACSDiva (BD, San José,

C.A., E.U.A)). Os resultados foram analisados com o Software Infinicyt 1.5 (Cytogonos,

Espanha) de acordo com as suas médias de intensidade de fluorescéncia (MIF).
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3.6. Estudos de Citotoxicidade

Para avaliar os efeitos dos citostaticos utilizados na quimioterapia na linha celular de
adenocarcinoma do endométrio, incubou-se a cultura celular com diferentes concentragdes
dos farmacos carboplatina, doxorrubicina, ciclofosfamida e paclitaxel.

Os farmacos utilizados em todos os estudos foram amavelmente cedidos pela Farmacia
Hospitalar do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra - Hospitais da Universidade de

Coimbra.

Tabela 3.1 — Farmacos utilizados nos estudos de citotoxicididade.

Ciclofosfamida Carboplatina Paclitaxel Doxorrubicina
i Endoxan Carboplatina Paclitaxel Doxorrubicina
Nome Comercial .
Baxter Teva Actavis Accord
. . . . . Cloridrato de
Principio Activo Ciclofosfamida Carboplatina Taxol .
doxorrubicina
Férmula Quimica C;H45CI,N,0,P CgH14N,0,4P Cy7H9NO44
C47H51NO 4
75 45 45 45

Estrutura 7 i e mg—cupu
n \Pl/ S
Quimica O e o meo o ot ¥
— (s] CHy
A OH
Formulacdo/ P6 para perfusdo Solugdo injectavel Solugdo injectavel
Concentragdo 2g 10 mg/ml 6 mg/ml 2 mg/ ml

Massa Molecular

261,8 g/mol 373,25 g/mol 853,83 g/mol 543,46 g/mol

3.6.1. Avaliacao da proliferacao celular pelo ensaio do MTT

Para avaliar o efeito dos farmacos doxorrubicina, paclitaxel, ciclofosfamida e
carboplatina na proliferagdao das culturas celulares foi realizado o ensaio do MTT (3-(4,5-
dimethylthiazolyl-2)2,5-diphenyltetrazolium bromide). Este composto é reduzido por células

metabolicamente activas devido a ac¢do das enzimas desidrogenases, principalmente através
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da accdo do complexo Il da cadeia respiratéria mitocondrial, a succinato desidrogenase ou
succinato-coenzima Q redutase. As desidrogenases tém a capacidade de clivar os anéis de
tetrazélio do MTT e formar cristais de formazan de cor azul escura que podem ser
posteriormente solubilizados e quantificados por meios espectrofotométricos. Assim, este
método constitui uma forma de avaliar a proliferacdo celular a partir da actividade
mitocondrial. Desta forma, a quantidade de cristais de formazan obtidos é directamente
proporcional a quantidade de células viaveis.

Prepararam-se suspensdes celulares das linhas celulares ECC-1 e ECC-1-G3 com
4x10°células/ml que se distribuiram equitativamente em placas de 48 pogos (Costar, 3548,
E.U.A.). As células foram incubadas durante a noite de forma a permitir a sua adesdo.
Posteriormente, os farmacos foram administrados com diferentes concentragdes de forma a
obter as curvas dose-resposta: carboplatina entre 1uM e 500uM, paclitaxel entre 50pM e
40uM, ciclofosfamida 500nM e 7,7mM e doxorrubicina entre 50pM e 37uM. No caso da linha
celular ECC-1-G3 apenas se avaliou a citotoxicidade com a doxorrubicina. A avaliagdo foi
realizada apds 24, 48 e 72 horas de incubagdo. Foram realizados controlos em todos os
ensaios.

Para a avaliacdo da proliferacdo celular o meio das culturas celulares foi aspirado e
procedeu-se a uma lavagem com PBS. Posteriormente, em cada poco, colocaram-se 100l de
uma solugcdo de MTT (0,5mg/ul; Sigma M2128) em PBS, pH 7,4, e incubou-se no escuro a 37°C
durante cerca de 1 hora e meia. Para permitir a solubilizacdo dos cristais de formazan
acrescentou-se a cada pog¢o 100ul de uma solugdo 0,04M de acido cloridrico em isopropanol e
deixaram-se as placas em agitacdo durante 10 minutos.

O conteldo das placas foi transferido para placas de 96 pogos (Sarstedt, E.U.A.), e a
absorvancia a 570nm e a 620nm foi avaliada usando o espectrofotémetro ELISA (Biotek®
Synergy HT). Para a avaliagao da citotoxicidade foi usada a diferenga entre a absorvancia a 570

nm e a absorvancia a 620 nm. Os resultados foram expressos como a percentagem de inibicdo
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nas culturas submetidas ao tratamento correlacionadas com as culturas controlo. Este
procedimento permitiu estabelecer curvas de dose-resposta e determinar a concentracao dos
farmacos que inibe a proliferacdo das culturas em 50% (IC50). Os resultados obtidos foram

analisados e processados no programa OriginPro 8.0.

3.6.2. Avaliagdo da proliferagao celular pelo AlamarBlue

Para avaliar o efeito dos farmacos na proliferacdo de células tumorais com
caracteristicas estaminais, ECC-1-ES3 obtidas pelo protocolo de formacdo de esferas, foi
realizado o ensaio AlamarBlue®. A formacdo de esferas ocorre em cultura em suspensao,
sendo essa a razdo de se usar este ensaio. Neste ensaio é usada a resazurina que é um corante
indicador de reaccbes de oxidacdo-reducdo da actividade metabdlica celular. A conversdo da
forma oxidada para a forma reduzida é acompanhada pela alteracdo da cor da azul para o rosa
e pode ser quantificada por espectofotometria.

Para isso as esferas foram gentilmente separadas com recurso a uma solu¢do de
tryple de modo a obter uma suspenso celular com aproximadamente 4x10°células/ml, que se
distribuiu equitativamente em placas de 48 pocos (Costar, 3548, E.U.A.). O farmaco
administrado a estas células foi a doxorrubicina em concentragdes que variaram entre 50pM e
37uM. A avaliacdo foi realizada apds 24 48 e 72 horas de incubacdo. Foram realizados
controlos em todos os ensaios.

Para a avaliacdo da proliferacdo celular foi adicionado a cada pogo o reagente
AlamarBlue® de modo a obter uma concentragdo de 10% e incubou-se no escuro a 37°C até se
verificar uma alteragao significativa da cor do corante.

O conteldo das placas foi transferido para placas de 96 pogos (Sarstedt, E.U.A.), e a
absorvancia foi quantificada a 570nm e a 600nm. Este procedimento permitiu estabelecer

curvas de dose-resposta e determinar a concentragdo dos farmacos que inibe a proliferacdo
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das culturas em 50% (IC50). Os resultados obtidos foram analisados e processados no

programa OriginPro 8.0.

3.6.3. Avaliacao da viabilidade celular por citometria de fluxo

A citometria de fluxo foi também utilizada para avaliar o efeito da doxorrubicina ao
nivel da viabilidade celular. Recorreu-se a marcacdao Anexina-V (An-V; FITC Annexin V
Apoptosis Detection kit |, BD Pharmingen, E.U.A.). A An-V permite identificar as células que se
encontram em apoptose, pois esta proteina liga-se especificamente a fosfatidilserina, um
fosfolipido da bicamada lipidica que, nas células em apoptose, se desloca do folheto interno
para o folheto externo da membrana celular. Desta forma, podemos inferir que as células que
marcam anexina estdo em morte por apoptose.

A avaliagdo foi realizada na linha celular ECC-1 e ECC-1-G3, tratadas com a
concentracdo de 300nM de doxorrubicina. Para a marcagdo com Anexina utilizaram-se
suspensdes celulares com 10° células. As células foram lavadas com PBS, centrifugadas a 473G
durante 5 minutos e, posteriormente, suspensas em 100ul de tampao de ligacdo, ao qual se
adicionou 2,5uL An-V-FITC (ligada ao fluorocromo isiotiocianato de fluoresceina). Apds
incubacdo durante 15 minutos, no escuro, foi efectuada a analise em citémetro FACS-Canto |l
(BD, San José, C.A., E.U.A.) com o software FACSDiva (BD, San José, C.A., E.U.A.). Os resultados

foram analisados com o Software Infinicyt 1.5 (Cytogonos, Espanha).
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3.7. Estudos de Captagao

O analogo da glicose 18F-FDG (18F-Fluorodesoxiglicose) é um radiofarmaco usado
em Tomografia por Emissdo de Positrées (PET do inglés Positron emission tomography), uma
metodologia de imagem molecular ndo invasiva capaz de traduzir in vivo os processos
bioquimicos e fisioldgicos dos tecidos normais e patoldgicos. O ®F-FDG entra nas células
normais e malignas através dos transportadores de glicose (GLUT) utilizando para tal os
mesmos mecanismos de transporte da glucose. Fica retido intracelularmente devido a sua
inexpecificidade a isomerase do ciclo glicolitico apés ser fosforilado pela hexocinase, é
acumulado na célula sob a forma ®F-FDG-6-fosfato. A maior taxa de glicélise nas células
tumorais aumenta a captacdo de ®F-FDG relativamente as células normais, sendo este o
motivo pelo qual este radiofarmaco é largamente usado em oncologia®.

A colina quando entra nas células é fosforilada permanecendo no seu interior e
sendo utilizada na sintese de fosfolipidos na forma, por exemplo de fosfatidilcolina o
fosfolipido mais comum da membrana plasmdtica. Estudos feitos tém vindo a demonstrar que
as células malignas tém elevados niveis de colina e uma regulagao positiva na actividade da
colinacinase. Este resultado vai de encontro ao facto de a célula tumoral ter um indice de
proliferagdo alterado. A utilizacdo do '®F-FCHO em PET tem sido crescente, sendo a sua
justificacdo de utilizagdo a proliferacdo celular aumentada da célula oncoldgica®’.

Neste trabalho, o ®F-FDG e o ®F-FCHO foram utilizados para a avaliagdo da sua
captacdo pelas células ECC-1, ECC-1-ES3, de modo a estabelecer possiveis diferencas de
captagao.

Para a realizagdo dos estudos de captagdo foi necessdrio preparar uma suspensao
celular com 2x10° células. Estas suspensdes foram deixadas a repousar em incubadora
regulada para 95% de O, e 5% de CO, a 379C durante 60 minutos em frascos de cultura de

25cm’ de modo a permitir recuperacdo do possivel stresse induzido pela accdo da tripsina.
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Posteriormente, foi adicionado o radiofarmaco numa actividade igual a 0,925MBg/ml. Desde
os primeiro 5 minutos apés a adicdo do radiofarmaco e ao longo de 120 minutos seguintes,
foram retiradas aliquotas de 200ul da suspensdo celular para microtubos de eppendorf® que
continham PBS gelado, de modo a reduzir o metabolismo celular. De seguida, as amostras
foram centrifugadas a 10000rpm durante 60 segundos (Costar Mini Centrifugue, E.U.A.) para
se poder separar o pellet e o sobrenadante, tendo o ultimo sido recolhido para um tubo de RIA
(Sarstedt 86.1509, Alemanha) devidamente identificado. Seguiu-se de uma lavagem do pellet
com 500ul de PBS gelado, repetindo-se o procedimento de separacdo do sobrenadante para
obter a completa rentabilizacdo do mesmo. Os sobrenadantes, resultantes das centrifugacoes,
foram recolhidos para os tubos de RIA os pellets permaneceram nos respectivos microtubos de
eppendorf® devidamente identificados. Com este procedimento foi possivel calcular a
captacdo do “®F-FDG e "®F-FCHO para cada tempo pela contagem de ambas as fraccdes (pellets
e sobrenadantes) no calibrador de dose (Capintec Inc., Modelo CRC — 15W) em contagens por
minuto (CPM). A percentagem de capta¢do do radiofarmaco em questdo, foi calculada
utilizando a equacao:

CPMpellet

x 100
CPMpellet + CPMsobrenadante

%Captgéio =

3.7.1. Estudos de Captagao recorrendo ao LigandTracer

Tendo em vista aferir os resultados dos estudos de captacdo obtidos pela
metodologia anterior, uma vez que as células da linha celular ECC-1 aderem com muita
facilidade ao frasco de cultura, realizaram-se estudos de captagdo recorrendo a um

equipamento tecnolégico, o LigandTracer.
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O LigandTracer é um instrumento de tecnologia avancada que visa detectar a
interacdo de moléculas com determinadas proteinas que existem nas células. Isto é tornado
possivel através da inclusdo de uma érea activa (local onde as células sdo plagueadas) e um na
regido de referéncia situ, na placa. A placa é entdo colocada sobre um suporte inclinado. A
radioactividade que marca a molécula de interesse é adicionada ao meio de cultura que por
accdo da gravidade se encontra na parte mais inferior da placa. Em cada rotacdo as células
entram em contacto com o meio de cultura onde se encontra o radiofdmarco. O detector
encontra-se na parte superior, colimada, para ler apenas a parte da placa que esta livre de
liguido e onde se encontram as células, tendo em vista quantificar a capta¢do que as células

fazem do radiofarmaco a cada rotacao.

Figura 3.2 — Equipamento LigandTracer, utilizado para a realizagdo de estudos de captacgdo.

Para a realiza¢do deste estudo foram utilizadas as células das linhas celulares ECC-1 e
ECC-1-G3 que foram plaqueadas em placas de Petri, com tempo suficiente para que possam
aderir, numa concentrag¢dao de 1 milhdo de células em 2 ml. Aquando do inicio do estudo foi
adicionado ao meio actividade (‘®*F-FDG/™®F-FCHO) numa concentracdo de 25uCi/ml
decorrendo o estudo sem interrupgao durante 120 minutos.

O processamento dos dados foi feito recorrendo ao programa TraceDrawer. Para a

anadlise dos resultados foi ainda necessario proceder-se a uma calibragdo, que consistiu em
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colocar 50uCi de radiofarmaco num algodao e adquirir dados durante 30 minutos. Com os
valores dessa calibracdo pode-se fazer uma normalizacdo dos resultados obtidos com as

células o que permitiu obter-se a percentagem de captacao.

3.8. Western Blot

A proteina p53 é uma proteina citoplasmatica de 53kDa que se sabe estar ausente ou
alterada em inUmeros tumores. A sua funcdo esta relacionada com a integridade do genoma,
podendo influenciar a progressao do ciclo celular ou induzir apoptose quando ocorrem danos
no processo replicativo. Nas células estaminais tumorais foi referida a expressdo constitutiva
da proteina p53 n3o sendo alterada mesmo na presenca de danos oxidativos™.

Para verificar a expressao da proteina p53 nas diferentes linhas celulares recorreu-se
a técnica de Western Blot, que permite detectar proteinas especificas numa determinada
amostra de homogeneizado de tecido ou extracto celular.

Esta técnica separa as proteinas da amostra por electroforese em gel, que pode ser
feita através do seu ponto isoeléctrico, peso molecular, carga eléctrica ou uma combinacdo
destes factores. Quando uma diferenca de potencial é aplicada ao longo do gel, as proteinas
migram ao longo deste a diferentes velocidades. As proteinas de menores dimensGes migram
mais rdpido através do gel, apresentando-se desta forma no fundo do gel, enquanto as
proteinas de dimensGes maiores migram mais lentamente ficando no topo do gel. As proteinas
sdo entdo transferidas para uma membrana de nitrocelulose ou difluoreto de polivinilideno
(PVDF), onde sdo analisadas e detectadas, utilizando anticorpos especificos para a proteina
alvo. O Western Blot raramente apresenta falsos positivos.

Foram preparados extractos celulares das células ECC-1, ECC-1-G3, ECC-1-ES3 e
também de ECC-1 e ECC-1-G3 incubadas com doxorrubicina com a concentragdao de 300nM

durante 24, 48 e 72 horas.
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Para a obtencdo dos extractos totais de proteina, as células foram cultivadas até
obter culturas com 80 a 90% de confluéncia. Aquando da obtencao desta condicao, descartou-
se o meio celular dos frascos de cultura e lavou-se gentilmente com PBS por trés vezes.
Adicionaram-se 500ul de solugdo RIPA (tampdo de radioimunoprecipitacdo) suplementado
com Complete Mini (Complete,Mini,EASYpack,30 Tab, Roche, Canadd), ao frasco de cultura.
Com a ajuda de um raspador soltaram-se as células da superficie do frasco e colocou-se o
conteiddo num microtubo eppendorf®. Apds agitacdo em vértex, as amostras foram
submetidas a sonicagdo com uma amplitude de 15 durante trés vezes durante 15 segundos
cada. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas durante 15 minutos a 14000G (4°C) e
os sobrenadastes foram transferidos para novos microtubos eppendorf® que foram guardados
a -80°C.

Para a determinacdo da proteina usou-se o método de BCA (BCATM protein assay kit
[Pierce]). As amostras foram descongelada e homogeneizadas por vortex e desnaturadas a
95°C durante 5 minutos, apds solubilizagdo em solugdo desnaturante (Tris 100mM, glicina
100mM, SDS 4%, ureia 8mM, azul bromofenol 0,01%).

Para a realizagdo da electroforese polimerizaram-se géis de 10% de acrilamida que
foram colocados no sistema de corrida com tampao apropriado (Tris 25mM, 192mM glycerin e
SDS 0,1%) e procedeu-se a disposicdo das amostras e do padrdo de pesos moleculares
(Precision PlusStandards, Dual Color, Bio-Rad®, EUA). Depois de terminada a corrida (potencial
constante de 150V), os géis foram colocados em contacto directo com membranas de PVDF
(membrana de fluoreto de polivinilideno; Bio-Rad, EUA) previamente activadas em metanol. O
sistema de transferéncia foi preparado e a reac¢do ocorreu a um potencial de 100V, em
tampdo CAPS 100mM, de pH 11 (N-cyclohexyl-3-aminopropanesulfonic acid) (Sigma).
Terminada a transferéncia, as membranas foram imediatamente bloqueadas com solugdo de
TBST-BSA 4% (Tris-Buffered Saline Tween-20), a temperatura ambiente. Cerca de 1 hora

depois, incubaram-se as membranas, durante a noite, a 4°C sob agitacdao constante, com os
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anticorpos primarios. No dia seguinte, efectuaram-se lavagens, com TBS-T e incubaram-se as
membranas com o anticorpo secundario apropriado, sob agitacdo constante e a temperatura
ambiente, durante cerca de 1 hora. Depois deste periodo de tempo, as lavagens foram
repetidas, como mencionado anteriormente. As membranas foram, depois, incubadas com
substrato enzimatico (ECF Western Blotting Reagent Pack, Amersham Biosciences, Reino
Unido) durante aproximadamente 2 minutos e reveladas por leitor de fluorescéncia (Typhoon

FLA 9000, Suécia).

3.9. Estudos in Vivo

3.9.1. Modelo heterotdpico do endométrio

Para estes estudos foram usados ratinhos fémea Balb/c nu nu com 6-8 semanas de
vida, com um peso de cerca 18-22g. Esta espécie foi fornecida por Charles River Laboratories
sendo que as condi¢cGes de alojamento dos animais ocorreram de acordo com a legislacdo em
vigor na Unido Europeia e foram aprovados pela Comiss3o de Etica da FMUC.

Esta estirpe foi escolhida tendo em conta que estes animais permitem o
desenvolvimento de xenotransplantes uma vez que sdao animais atimicos e, portanto,
deficientes em células T. Os xenotransplantes foram obtidos através de injeccdo de 10x10°
células na regido dorsal direita das linhas celulares ECC-1 e ECC-1-G3.

A escolha desta zona, resultou de varias particularidades da mesma, que se traduzem
em vantagens para o desenvolvimento dos xenotransplantes sendo uma boa area para
expansdo, por apresentar boa vascularizagdo, permite o desenvolvimento rdpido do

xenotransplante e é uma zona na qual a monitorizagdo é bastante simples e acessivel.

49



Materiais e Métodos

Apds a administracdo das células tumorais no dorso, os ratinhos foram monitorizados
regularmente tendo sido medido o tumor a medida que ia crescendo. O volume tumoral foi
avaliado de acordo com a seguinte expressao:

L x S?
2

com L correspondendo ao diametro maior do tumor e S ao didametro menor.
Estes animais foram sacrificados entre 30 e 32 dias apds a injeccdo das células e os seus

tumores foram retirados afim de se fazer estudos histoldgicos e citométricos.

3.9.2. Modelo Ortotépico de Endométrio

Para o desenvolvimento do modelo ortotépico de cancro do endométrio foram
utilizados ratos RNU, uma estirpe caracterizada pela sua deficiéncia em células T, o que lhe
confere imunosupressdo. Esta caracteristica é fundamental no desenvolvimento tumores
humanos em animais, ja que possibilita a implantacdo de células tumorais humanas como é o
caso das ECC1 (ATCC) utilizadas neste trabalho.

Assim, para o desenvolvimento do modelo foram utilizados ratos fémea com cerca
de 8-10 semanas com um peso médio de 200g. Para o procedimento os animais foram
anestesiados com uma solucdo de ketamina (100mg/Kg) e cloropromazina (5mg/Kg)
previamente preparada juntando 10ml de ketamina (Ketalar®, Espanha) e 3ml de
cloropromazina (Largactil®, Espanha), administrado no dorso, por via subcutdnea.

Apds anestesia os animais foram colocados em decubito dorsal para que fosse
possivel a realizacdo de uma incisdo de cerca de 2 cm na parte inferior do abdémen de modo a
abordar a regido pélvica. Com a incisdo foi possivel localizar os 6rgdo genitais, nomeadamente
a trompa e ovario esquerdo e Utero. Desta forma, e apds identificacdo de todas as estruturas

anatomicas, foi possivel a inoculacdo intrauterina das células previamente preparadas e
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contadas como descrito no ponto 3.1.1. A inoculacao foi efectuada recorrendo a uma agulha
25G.

Alguns dos animais utilizados para o desenvolvimento deste modelo foram laqueados
na zona inferior do Utero para evitar a extravasao das células inoculadas para a vagina.
Apds a conclusdo do procedimento a incisdo foi fechada com pontos simples e os animais
foram mantidos a temperatura constante até recuperarem da anestesia. Todos os animais
foram monitorizados periodicamente tendo sido avaliado o seu peso.

Os animais foram ainda avaliados por laparotomia tendo em vista averiguar a

existéncia de tumor.

3.9.2.1. Estudos Imagiolégicos — *°"Tc-MIBI

Cerca de 8 semanas apds a injec¢do das células de acordo com o modelo ortotépico,
descrito no tdépico 10.2, foram realizadas imagens com o radiofarmaco **"Tc-MIBI (*"Tc-
Metoxisobutilisonitrilo) tendo em vista avaliar a presenca de tumor e/ou, metéstases.

A medicina nuclear, através da administracdo de radiofarmacos com diferentes
afinidades bioquimicas, permite a avaliagdo de diferentes vias metabdlicas in vivo.
Associadamente, como as concentragdes molares usadas sdo muito baixas, da ordem dos 10°
a 10" M, n3o se verificam efeitos farmacoldgicos, pelo que a informacdo obtida é sobre o
estado fisioldgico do érgao-alvo.

O MBI, derivado dos isonitrilos, estda comercialmente disponivel, o 2-metoxibutilo-
isonitrilo (Cardiolite®, Bristol-Myers and Squibb). Esta formulacdo farmacéutica foi marcada
com *™T¢, formando-se o complexo *™Tc-MIBI. Este tracador é um catido monovalente e

lipofilico cuja captacdo é realizada por difusdo passiva, assim como pela diferenca de potencial

eléctrico através da membrana mitocondrial. Tendo por base estes mecanismos, a sua
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captacdo é maior nos tecidos ou drgdos ricos em mitocondrias, pelo que estd indicado para a
deteccdo de patologia proliferativa, nomeadamente oncoldgica.

Apds a anestesia e imediatamente apés a injecgdo de 25,9 a 37 MBqg *"Tc-MIBI na
veia dorsal da cauda iniciou-se a aquisi¢do dindmica utilizando a cdmara-gama (GE MILENIUM).
Esta aquisicdo dindmica foi realizada para matriz de 128x128 pixels, com um zoom de 2,
durante 10 minutos, 30 segundos cada frame.

Seguidamente, adquiriram-se imagens estdticas para matrizes de 256x256 elementos
de resolugdo, com duracdo individual de 2 minutos, e igualmente com zoom 2, aos 30, 60, 90 e
120 minutos apds a administragdo do *"Tc-MIBI. As imagens entdo adquiridas foram

transferidas para uma estac¢do de trabalho XELERIS, onde foram analisadas.

3.10. Estudos ex vivo

Os animais foram avaliados ao longo do tempo sacrificados dependente do tipo de
modelo tumoral. No que respeita ao modelo heterotdpico esta deliberagao foi feita com base
no tamanho do tumor, tendo-se definido um limite 15mm?>. No caso do modelo ortotdpico a
decisdo foi tomada de acordo a existéncia ou ndo de alteragdes nas regides de interesse, a
zona pélvia, tendo os animais sido monitorizados quer por imagem quer por laparotomia,
conforme descrito no ponto 10.2.

Os tumores excisados tanto do modelo heteretdopico como do modelo ortotépico
foram separados para a realizacdo de estudos de citometria de fluxo e analise por morfologia

histoldgica noutra parte, tendo esta sido colocada em solugdo de formalina a 10%
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3.10.1. Andlise Fenotipica dos tumores por Citometria de Fluxo

A andlise fenotipica das células do tumor por citometria de fluxo requer que se faca
um tratamento prévio ao tumor depois de ser excisado. Apds a excisdo, o tumor foi
fragmentado e colocado numa solucdo com colagenase IV (Gibco 17104-019) em tampao
HEPES (5mg/mL) a 372C, e submetido a agitacdo suave durante 10 minutos para ocorrer a sua
desagregacao. O homogeneizado obtido foi filtrado através de um filtro de 70um, centrifugado
a temperatura de 192C e retirado o sobrenadante. Posteriormente, o pellet obtido foi
ressuspenso em 5mL de meio de cultura.

A marcacdo das células provenientes do processamento do tumor é igual a ja descrita
no ponto 5. Procedeu-se ainda a marcagdo destas células com An-V, recorrendo ao
procedimento descrito no ponto 6.3, tendo em vista aferir a viabilidade da amostra. Os
tumores avaliados foram os resultantes do modelo ortotdpico e heretdpico das duas linhas

celulares testadas, ECC-1 e ECC-1-G3.

3.11. Andlise Estatistica

Para aumentar o rigor da interpretacdo dos resultados obtidos através dos
procedimentos anteriormente descritos, fez-se a analise estatistica dos mesmos. Para tal,
utilizou-se uma aplicacdo de tratamento estatistico de dados, o IBM SPSS® (Statistical Package
for Social Sciences), versdo 19.

Na anadlise descritiva foram determinadas medidas de tendéncia central (média e
mediana) e de dispersdo (desvio padrdo e amplitude inter-quartil) para as variaveis
quantitativas.

A normalidade da distribuicao destas varidveis foi avaliada com recurso ao teste de

Shapiro-Wilk. No caso de normalidade das distribuicdes subjacentes foram utilizados testes
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paramétricos para realizar comparacdes. No caso oposto foram utilizados testes ndo
paramétricos. A comparacao de varidveis quantitativas entre dois grupos foi realizada com
recurso aos testes t-student (paramétrico) e de Mann-Whitney (ndo paramétrico). A
comparacao de varidveis quantitativas em mais de dois grupos foi obtida com recurso ao teste
ANOVA de um factor, com analise post-hoc utilizando o teste de Tuckey (testes paramétricos)
e ao teste de Kruskal-Wallis, com comparacdes multiplas realizadas com recurso ao teste de
Mann-Whitney com correcdo de Bonferroni.

Foi considerado um nivel de significancia de 5% (p=0,05).
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Os resultados aqui apresentados foram obtidos em co-autoria com a Mestre Maria Jodo Carvalho.



Resultados
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4.1. Protocolo de formagao de esferas

Como resultado da realizacdo do protocolo de formacao de esferas, ao longo de trés
geracdes foi possivel obter as esferas ECC-1-ES1, ECC-1-ES2 e ECC-1-ES3. Quando estas
coldnias esféricas em suspensdo foram colocadas em condi¢des de cultura celular aderente
obtiveram-se as linhas celulares ECC-1-G1, ECC-1-G2 e ECC-1-G3, respectivamente. Na Figura

4.1 apresentam-se imagens de algumas das geragdes da cultura.

Figura 4.1 — Imagens de culturas celulares obtidas apds realizagdo do protocolo de formagao de esferas. (A) ECC-1
ampliagdo 40 x; (B) ECC-1-ES1 ampliagdo 40x; (C)ECC-1-ES2 ampliagdo 40x; (D) ECC-1-ES3 ampliagdo 40x; (E) ECC-1-
G1 ampliacdo 40x; (F) ECC-1-G2; (G) ECC-1-G3.

4.2, Densidade de esferas

A quantificacdo da densidade de esferas obtidas nas diferentes geracdes fez-se por
area de pixels no campo Optico. Na figura 4.2 estdo apresentados os resultados da densidade
média de esferas das varias gera¢Oes. Para as ECC-1-ES1 a drea média foi de 846417433652

pixels, para as ECC-1-ES2 foi de 634127120851 pixels e para as ECC-1-ES3 foi de 393519+15025
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pixels, considerando a média de 15 campos épticos com ampliacdo de 40x por pogo. Verificou-
se portanto que com o aumento das geracdes ha uma tendéncia para a diminuicdo da drea
total contabilizada por poco. A andlise estatistica comprovou a existéncia de diferencas

significativas no caso das popula¢des ECC-1-ES1 e ECC-1-ES3, com um valor de p=0,006.

e

pixels

Figura 4.2 — Densidade de esferas ao longo das trés geragdes. Os resultados expressam a média e o erro padrdo de
trés experiéncias independentes realizadas em duplicado (n=6). As diferencas significativas estdo assinaladas com *.
Considerou-se um nivel de significancia de 0,05, sendo * p<0,05 ; ** p<0,01; ***p<0,001.

4.3. Tempo de duplicagao celular

O tempo de duplicagdo celular verificou-se ser semelhante para as linhas ECC-1 e

ECC-1-G3 sendo de aproximadamente 30 e 32 horas, respectivamente, ndo havendo entre eles

diferenca estatistica.
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40- p=N.S.

Tempo de Duplicagéo (h)
2

Figura 4.3 — Tempo de duplica¢io celular das linhas celulares ECC-1 e ECC-1-G3, expresso em horas. Os resultados
expressam a média de nove experiéncias independentes e erro padrdo associado (n=9).

4.4. Andlise fenotipica por citometria de fluxo

Os marcadores moleculares de superficie CD24, CD44 e CD133 tém sido descritos
como marcadores de stem cells de vdrios tipos de tumores e por esse motivo foi avaliada a sua
expressao. Nas figuras 4.4, 4.5 e 4.6 é possivel verificar os resultados desta analise que estdo

expressos em média de intensidade de fluorescéncia (MIF).

*%*

50004 ' * '

4000
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20004
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Figura 4.4 — Expressdo do marcador molecular de superficie CD24 nas populagées celulares ECC-1(n=13), ECC-1-
G1(n=3), ECC-1-G3(n=5), ECC-1-ES1(n=8) e ECC-1-ES3(n=10). As diferengas estatisticamente significativas foram
determinadas em relagdo a linha celular original ECC-1 e estdo assinaladas com *. Considerou-se um nivel de
significancia de 0,05, sendo * p<0,05 ; ** p<0,01; ***p<0,001. As comparag¢des multiplas foram realizadas entre as
condigGes e a linha celular ECC-1. Os resultados representam a média pelo menos trés experiéncias independentes.

59



Resultados

A andlise do marcador CD24, como se pode verificar na figura 4.4, mostrou a
existéncia de diferencas na sua expressdo para as varias popula¢des analisadas (p=0,048).
Assim, verificou-se um aumento de expressdo nas populacdes de esferas ECC-1-ES1 (MIF
3625+900) e ECC-1-ES3 (3588+572) em relagdo a linha celular ECC-1 (1583+440) com
significado estatistico, ES1: p=0,015 e ES3: p=0.003. No entanto, para popula¢des celulares
ECC-1-G1 (1583+440) e ECC-1-G3 (1267%391), de fendtipo aderente, ndo se verificaram

diferengas em relagdo a linha celular que lhes deu origem.
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Figura 4.5 — Expressdo do marcador molecular de superficie CD44 nas populagdes celulares ECC-1(n=13), ECC-1-
G1(n=3), ECC-1-G3(n=5), ECC-1-ES1(n=8) e ECC-1-ES3(n=10). As diferengas estatisticamente significativas foram
determinadas em relagdo ao controlo e estdo assinaladas com *. Considerou-se um nivel de significancia de 0,05,
sendo * p< 0,05 ; ** p<0,01; ***p<0,001. As comparagdes multiplas foram realizadas entre as condigdes e a linha
celular ECC-1. Os resultados representam a média pelo menos 3 experiéncias independentes.

A expressdao do marcador CD44 corresponde as seguintes MIF: para ECC-1 5744+900,
para ECC-1-G1 5682+139, para ECC-1-G3 4685+736, para as ECC-1-ES1 1506944525 e para as
ECC-1-ES3 10230+2032. Também para este marcador se verificou um aumento de expressdo

nas populacdes de esferas, quer para ES1 (p=0,008), quer para ES3 (p=0,028).
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Figura 4.6 — Expressdao do marcador molecular de superficie CD133 nas populag¢oes celulares ECC-1(n=13), ECC-1-
G1(n=3), ECC-1-G3(n=5), ECC-1-ES1(n=8) e ECC-1-ES3(n=10). As diferencas estatisticamente significativas foram
determinadas em relagdo ao controlo e estdo assinaladas com *. Considerou-se um nivel de significancia de 0,05,
sendo * p< 0,05 ; ** p<0,01; ***p<0,001. As comparagdes multiplas foram realizadas entre as condigdes e a linha
celular ECC-1. Os resultados representam a média pelo menos 3 experiéncias independentes

O marcador CD133 apresenta para as populagdes celulares ECC-1 uma MIF de
18081194, para as ECC-1-G1 de 5994237, para as ECC-1-G3 de 24014355, para as ECC-1-ES1 de
24071802 e para as ECC-1-ES3 de 1389+186. Para este marcador molecular de superficie
também se verificaram diferencgas entre as populagbes (p=0,013), no entanto, ao contrario de

CD24 e CDA44, as alteragdes verificaram-se apenas para a populagdo ECC-1-G1 (p=0,043).

4.5, Estudos de citotoxicidade

4.5.1. Avaliagao da proliferacao celular pelo ensaio do MTT

A linha celular ECC-1 ndo revelou resposta anti-proliferativa a ciclofosfamida para os
varios tempos de incubacgdo (24, 48 e 72 horas), sendo o seu IC50 superior a concentragdo

maxima estudada, 7.6uM, como se pode verificar no grafico da figura 4.7.
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Figura 4.7 — Percentagem de proliferagdo para as 3 maximas concentragdes testadas (5; 7 e 7,66 mM) para as 24,
48 e 72 horas de incubagdo com ciclofosfamida. Os resultados expressam a média de 5 experiéncias independentes
e respectivo erro padrdo (n=5).

No que respeita a carboplatina verificou-se que ha uma resposta dependente do
tempo tendo-se determinado o IC50 para as 72h, que corresponde a 365 uM. Para os outros
tempos de incubagdo, 24 e 48 horas, nao foi possivel atingir o IC50 uma vez que este se
encontra acima da maxima concentragdo estudada (500 puM) para ambos os casos. Na figura
4.8 apresentam-se os graficos que correspondem as curvas de dose-resposta das ECC-1 a

carboplatina.
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Figura 4.8 — (A) Percentagem de proliferagdao para as trés maximas concentragoes testadas (200; 250 e 500 pM)
para as 24, 48 horas de incuba¢do com carboplatina. (B) Curva de dose resposta para a incubagdo de 72 horas
com carboplatina. Os resultados expressam a média de no minimo trés experiéncias independentes realizadas em
duplicado e erro padrdo correspondente(n=6).
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Estabeleceram-se curvas de dose-resposta para o paclitaxel, tendo-se determinado o
IC50 para as 24 horas, 1,2 uM,e para as 48 horas, 2,14 nM. Para este farmaco verificou-se uma
resposta dependente do tempo e concentracdes testadas. Para as 72 horas de incubag¢do nao
foi possivel a determinacdo do IC50 pois este corresponde a uma concentracdo inferior a
minima testada, 0.05 nM. A analise estatistica realizada revelou a existéncia de diferencas

significativas entre os valores dos IC50 das 24 e 48 horas (p=0,0009).
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Figura 4.9 — Curvas de dose resposta da linha celular ECC-1 apés de 24 e 48 horas de incubagdo com
paclitaxel/taxol. A andlise estatistica pelo teste Anova revelou a existéncia de diferencas estatisticamente
significativas entre as duas curvas, cujo valor de p=0,0009, considerando-se um nivel de significancia de 0,05. Os
resultados expressam a média de no minimo quatro experiéncias independentes e erro padrao(n=4) .

A doxorrubicina foi testada nas populagbes celulares ECC-1 e ECC-1-G3. As ECC-1
apresentaram IC50 de 7,3 uM, 287 nM e 47 nM para as 24, 48 e 72 horas, respectivamente.
Em relagdo as ECC-1-G3 os IC50 determinados para a doxorrubicina foram 3,38 uM, 995 nM e

51 nM, para as 24, 48 e 72 horas.
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Figura 4.10 — Curvas de dose resposta da linha celular ECC-1 apds de 24, 48 e 72 horas de incubagdo com
doxorrubicina. Os resultados expressam a média de no minimo 8 experiéncias independentes realizadas em
duplicado e respectivo erro padrdo (n=16) .
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Figura 4.11 — Curvas de dose resposta da populagdo ECC-1-G3 apods de 24, 48 e 72 horas de incubagdo com
doxorrubicina. Os resultados expressam a média de no minimo 8 experiéncias independentes realizadas em
duplicado e respectivo erro padrdo(n=16).

A andlise estatistica realizada indicou diferencas significativas entre os varios tempos
de incubacdo para cada condicdo, verificando-se a existéncia de uma resposta dependente do
tempo e concentragdo para este farmaco. A significancia estatistica para cada comparacgdo
esta representada na tabela 4.1.

No que respeita a comparagdo entre o mesmo tempo de incubagdo para as duas
populacdes celulares, ECC-1 e ECC-1-G3, a anadlise estatistica revelou diferencgas significativas
para os tempos 24 e 48 horas, cujos valores de sdo, respectivamente, 0,02 e > 0,00001,

indicando maior sensibilidade por parte da linha celular ECC-1 a este tratamento.
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Tabela 4.1 — Valores de p para a analise estatistica (teste Anova) efectuada entre os diferentes tempos de
incubagao para as linhas celulares ECC-1 e ECC-1-G3.

Tempo ECC-1 ECC-1-G3
24 e48h 0,0001 1,04x10™°
24e72h 0,0002 3,76x10™°
48e72h 0,002 3,65x10°
90007 X
80001 T 3 ECCA1
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Figura 4.12 — IC50 para os diferentes tempo de incubagio (24, 48 e 72 horas) com doxorrubicina para as linhas
celulares ECC-1 e ECC-1-G3. Considerou-se um nivel de significdncia de 0,05, sendo * p< 0,05 ; ** p<0,01;
**%p<0,0010s resultados expressam uma média de no minimo 8 experiéncias independentes realizadas em
duplicado e respectivo erro padrdo (n=16).

Tabela 2.2 — IC50 de Ciclofosfamida, carboplatina, paclitaxel/taxol apés 24, 48 e 72 horas de incubagio na linha
celular ECC-1 e IC50 de Doxorrubicina apds 24, 48 e 72 horas de incubagao nas linhas celulares ECC-1 e ECC-1-G3.

Linha Tempode Ciclofosfamida Carboplatina Paclitaxel/Taxol Interv.alo de Doxorrubicina Interv.alo de
celular Incubagao (M) (M) (nM) FEIELE (nM) EELIENTE]
(nM) (nM)
24 h <<7,6 <<500 R21=2(§),(9)7 [913; 1400] R27=3(§),(9)9 [6500 ; 8100]
ECC-1 48h <<7,6 <<500 Rzzz’égg (3,1;1,5] R%fg,’gg [246 ; 336]
72h <<7,6 Rzig,sw >>0,05 - Rf: %’,899 [34; 64]
24 h - - - - jo(?,gz [2700 ; 4700]
ECC1-G3 | 451, ] ] ] - R?fg:; [783 ; 1200]
72h : : : : R0 04 [29;81]
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4.5.2. Avaliagao da proliferacao celular pelo ensaio do Alamar Blue

O ensaio do AlamarBlue® foi realizado nas esferas ECC-1-ES3 apds incubacdo com o

farmaco doxorrubicina. Os IC50 determinados entdo para este farmaco foram 2,3 uM, 509,9

nM e 434,7 nM para as 24, 48 e 72 horas respectivamente. A andlise estatistica realizada

revelou a existéncia de diferencas significativas para os tempos 24 e 72 horas (p=0,007).
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Figura 4.13 — Curvas de dose resposta para a poopulagdo celular ECC-1-ES3 para a incubagdo de 24, 48 e 72
horas com Doxorrubicina. Os resultados expressam a média de no minimo duas experiéncias independentes e
respectivo erro padrdo (n=2).

Tabela 4.3 - 1C50 de doxorrubicina apds 24, 48 e 72 horas de incubagao na populagdo celular ECC-1-ES3.

Linha celular Tempo cje Doxorrubicina
Incubagao
241 05
ECC-1-ES3 48h 5:51'3;7'\"
72 X099
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4.5.3. Avaliagao da viabilidade por citometria de fluxo

A avaliagdo da viabilidade celular foi realizada nas populagdes celulares ECC-1 e ECC-
1-G3 em diferentes tempos de incubacdao, uma vez mais 24, 48 e 72 horas. As figuras 4.14 e

4.15 mostram os resultados para esta anadlise preliminar.

ECC-1
&3 ECC-1-G3

Células Vivas (%)

Figura 4.14 — Analise da viabilidade celular por citometria de fluxo com a marcagdo de anexina das popula¢des
celulares ECC-1 ECC-1-G3 apés 24, 48 e 72 horas de incubagdao com 300 nM de Doxorrubicina. Neste grafico
comparam-se as células vivas e portanto anexina negativas.

Os resulados expressam a média de no minimo 3 experiéncias independentes e respectivo erro padrdo (n=3 para as

duas popuagdes). Considerou-se um nivel de significancia de 0,05, sendo * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.

A figura 4.14 apresenta os resultados da viabilidade celular para os diferentes
tempos de incubagdo e para as populagdes celulares ECC-1 e ECC-1-G3. Conforme se pode
verificar na mesma figura a viabilidade é sempre acima dos 80% nas duas linhas celulares, com
excepc¢do das 72 horas de incubagdo, em que ha um decréscimo notdrio, sendo maior na linha
celular ECC-1.

A andlise estatistica revelou a ndo existéncia de diferencas significativas entre as
células vivas para os diferentes tempos de incubagdo nas duas populagdes celulares avaliadas.

No que respeita a linha celular ECC-1, verificou-se que existem diferencas
significativas entre o controlo e as 72 horas de incubacgdo (p=0,029). Em relacdo a populagdo

celular ECC-1-G3 ndo foram identificadas diferencas significativas.
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Figura 4.15 — Analise da viabilidade celular por citometria de fluxo com a marca¢dao de Anexina das populagées
celulares ECC-1 e ECC-1-G3 apds 24, 48 e 72 horas de incubagdo com 300 nM de doxorrubicina. Neste grafico
comparam-se as razdes células em apotose/ células vivas para cada linha celular. Os resultados expressam a média
de no minimo 3 experiéncias independentes e respectivo erro padrdo (n=3 para as duas populagdes). Considerou-se
um nivel de significancia de 0,05, sendo * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.

A figura 4.15 apresenta os resultados da morte por apoptose de cada populagdo
celular em relagdo a totalidade de células vivas para cada tempo considerado. Pode verificar-se
gue hd um aumento da relagdo entre células em apoptose/células vivas ao longo do tempo em
ambas as populagdes celulares estudadas, sendo esse aumento notério as 72 horas.

A analise estatistica realizada revelou diferengas significativas entre as duas
populacdes celulares apenas para as 72 horas de incubagdo (p=0,004) em que a razdo células
em apoptose/células vivas é de 0,9+0,07 para as ECC-1 e de 0,5%0,04 para as ECC-1-G3,
indicando que para este tempo de incubacdo a linha celular ECC-1 é mais sensivel. Verificaram-
se, ainda, diferencgas significativas entre as ECC-1 e o controlo as 72 horas de incubacdo
(p=0,026) e entre as ECC-1-G3 e o controlo também para as 72 horas de incubac¢do (p=0,01),

revelando a dependéncia do tempo no efeito deste farmaco para as duas populagdes.

68



Células Estaminais do Cancro do Endométrio

4.6. Estudos de captacao

Com a utilizagdo do radiofarmaco "®F-FDG, um andlogo da glucose usado em estudos
de medicina nuclear, conseguem-se identificar células tumorais pela maior captacdao de
radiofarmaco do que as células normais. Em relagdo a ®F-FCHO, é um radiofdrmaco cada vez
mais utilizado para evidenciar proliferacao celular e, consequentemente, um potencial bom
tracador para oncologia. O estudo foi realizado nas linhas celulares ECC-1 e ECC-1-G3.

Comparando os perfis de captagdo das células ECC-1 para os radiofarmacos '°F-FDG
e ®F-FCHO pode dizer-se que a captagdo de ®F-FCHO é muito mais acentuada. A captacdo de
BEFDG é praticamente sempre constante e de aproximadamente 0,5%. No que respeita ao
E_FCHO, a curva de captacdo é crescente ao longo do tempo, tendo-se registado um valor
maximo de captacdo para o tempo maximo estudado, os 120 minutos de 4%, como pode ser

confirmado pela andlise da figura 4.16.
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Figura 4.16 — Curvas do estudo comparativo da percentagem de captagao de DG e de ®F-FCHO na linha
celular ECC-1. Os resulados expressam a média de no minimo trés experiéncias independentes e respectivo erro
padrdo (n=6 para 18F-FDG e n=3 para 18F-FCHO).
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Foram ainda realizados estudos de captacdo de ®F-FDG com com as esferas, ECC-1-
ES3. As curvas de captacdo podem ser observadas na figura 4.17. Os resultados revelam um
perfil idéntico de captacdo para as ECC-1 e ECC-1-ES3, sendo também constante e igualmente

baixo de aproximadamente 1%.
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Figura 4.17 — Curvas do estudo comparativo da percentagem de capta¢do de 18F-FDG das populagées celulares
ECC-1 e ECC-1 ES3. Os resultados expressam a média de no minimo 3 experiéncias independentes e respectivo erro
padrdo (n=6 para as duas populagges).

4.7. Estudos de captagao recorrendo do LigandTracer

Comparando os perfis de captacio de '®F-FDG da linha celular ECC-1 com a
populacdo celular ECC-1-G3 verifica-se que a captacdo é ligeiramente superior nas ECC-1 em
relagdo as ECC-1-G3. Ainda assim as diferengas ndo se apresentam significativas, sendo as
captagbes aproximadamente constantes com o valor médio de 1,2% na linha celular ECC-1 e
1,04% na populagdo celular ECC-1-G3. Os resultados estatisticos relevaram a nao existéncia de

diferencas significativas para os diferentes tempos de captagdo analisados.
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Figura 4.18 — Curvas do estudo comparativo da percentagem de captacdo de 18F-FDG das populag¢des celulares
ECC-1 e ECC-1 G3 efectuado no equipamento LigandTracer. Os resultados expressam a média de 4quatro
experiéncias independentes e erro padrdo associado (n=4).

Relativamente aos estudos feitos com o ®F-FCHO a captacdo deste radiofarmaco
pelas populagbes ECC-1 e ECC-1-G3 é crescente e sendo sempre superior nas ECC-1-G3.
Podendo observar-se no gréfico da figura 4.19 que o maximo de captacdo na populagdo
celular ECC-1-G3 é de 11,07% enquanto que na linha ECC-1 é de 5,93%+2,51. N3o foi possivel
realizar analise estatistica entre as curvas de captacao destes dois farmacos uma vez que para

a populagdo celular ECC-1-G3 apenas foi possivel realizar uma experiéncia.

15+
-~ ECC-1

-=- ECC-1-G3

Captacao (%)

] 1
0 50 100 150
Tempo (minutos)

Figura 4.19 - Curvas do estudo comparativo da percentagem de captagcdo de 18F-FCHO das populagoes celualres
ECC-1 (n=2) e ECC-1 G3 (n=1) efectuado no equipamento LigandTracer. Os resultados apresentam uma média de
duas experiéncias independentes para as ECC-1) e respectivo erro padrao.
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Para a linha ECC-1 a andlise estatistica permitiu comparar a velocidade de captacao,
isto é, os declives das curvas de captacdo obtidas para os diferentes radiofarmacos. Verificou-
se a captacdo significativamente superior para o *®F-FCHO , pelo teste de Anova cujo valor de p

é de 0,00002.

4.8. Western

A avaliacdo da expressdo da proteina p53 foi feita para as populagbes celulares ECC-
1, ECC-1-ES3 e ECC-1-G3. Verificou-se uma maior expressdo de p53 para a populacdo celular
ECC-1-G3, que quando comparada com o controlo (linha celular ECC-1) apresentava uma razédo
média de 2,36%0,7. Por outro lado, a populacdo celular ECC-1-ES3 apresenta uma expressao
certa de 2 vezes inferior ao controlo apresentando como valor para a razdio média de

comparagdo 0,5410,26, como se pode observar na figura 4.20.

Controlo/Células

Figura 4.20 — Razdo entre a expressdo da proteina p53 para o controlo e cada condigdo (ECC-1-ES3 e ECC-1-G3). Os
resultados resultam da média de no minimo 3 experiencias independentes e respectivo erro padrao.
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Foi, ainda, estudada a expressdo desta proteina nas populacGes celulares ECC-1 e
ECC-1-G3 quando incubadas com doxorrubicina. Como se pode verificar na figura 4.21 A
expressao da p53 para a populacao celular ECC-1-G3 aumenta em relacdo ao controlo para os
varios tempos de incubacdo. O valor da razao entre o controlo e cada condicdo é de: 2,60+
0,71; 3,23+1,93 e 2,34+41,21 para os tempos de incubacao 24, 48 e 72 horas. Em relacdo a linha
celular ECC-1, a expressdao de p53 apenas é superior ao controlo para as 24 horas de
incubacdo. O valor da razdo entre o controlo e cada condicdo é de: 1,74+ 1,23; 0,3740,26 e
0,63+0,44 para os tempos de incubagdo 24, 48 e 72 horas.

Comparando as duas populagdes celulares pode verificar-se que a expressdo de p53

é sempre superior para as 48 e 72 horas na populac¢do celular ECC-1-G3.
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Figura 4.21 — Razdo entre a expressdo da proteina p53 para o controlo e cada condigdo. As condigGes sdo: 24, 48 e
72 horas de incubagdo com doxorrubicina para as populagdes celulares ECC-1 e ECC-1-G3. Os resultados resultam
da média de no minimo 2 experiencias independentes e respectivo erro padrdo
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4.9, Modelos animais

4.9.1. Modelo heterotépico do endométrio

O desenvolvimento de xenotransplantes foi avaliado ao longo de aproximadamente

30 dias. A evolucdo do crescimento tumoral esta descrita na figura 4.22.

Conforme é evidente pela analise gréfica, os tumores que resultam de uma injeccdo
de células da populacdo celular celular ECC-G3 apresentam uma taxa de crescimento muito

superior aos de injectados com ECC-1, para tempos de medicdo iguais.
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Figura 4.22 — Curvas que expressam o volume tumoral dos xenotransplantes de ECC-1(n=1 e ECC-1-G3(n=5) em
fungdo do tempo. Os resultados apresentam uma média de 5 experiéncias independentes para as ECC-1-G3.

Figura 4.23 — Ratinho balb/c nu/nu injectado células ECC-1,com tumor no dorso, flanco direito, de células ECC-1.
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4.9.1.1. Anadlise fenotipica dos tumores por citometria de fluxo

Os tumores resultantes do modelo heterotdpico de ECC-1, apresentam um aumento
ligeiro da expressao da MIF para o marcadores CD24 comparativamente com o seu controlo
(representado como branco na figura 4.24). No caso dos marcadores CD44 e CD133, a
expressao da MIF tem um aumento considerdvel, de mais de 50%, em relacdo ao controlo.
Deste modo, consideram-se positivas as expressées dos marcadores CD44 e CD133 para a
linha celular ECC-1.

Em relacdo ao mesmo modelo desenvolvido com ECC-1-G3, os tumores apresentam
um aumento das MIF em mais de 50% em relagdo ao controlo para todos os marcadores
estudados, como se pode comprovar pela figura 4.24. Neste caso consideram-se os 3
marcadores como positivos. Na tabela 4.4 Esta representada a relacdo entre as MIF das

células marcadas e do controlo (branco) para cada condigdo.
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Figura 4.24 — Analise fenotipica de tumores resultantes do modelo heterotépico de cancro do endométrio com
células tumorais das populagdes celulares ECC-1 (n=1) e ECC-1-G3 (n=5). Os resultados apresentam uma média de
5 experiéncias independentes para as ECC-1-G3 e erro padrdo associado.

Tabela 4.4 — Razdo da expressao das MIF dos marcadores moleculares de superficie CD24, CD44 e CD133 das
células de tumor de modelo heterotépico marcadas em relagdo ao controlo (branco).

ECC-1 ECC-1-G3
CD24 1,79 4,65
CD133 3,70 2,29
CD44 8,37 6,32
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4.9.2. Modelo ortotépico do endométrio

Os animais injectados com as células tumorais foram periodicamente avaliados,
através da observacdo e verificacdo de alguns pardmetros., para isso e tendo em cota a
localizacdo do local de injeccao que por técnicas ndo invasivas constitui uma impossibilidade
relativamente a monitorizacdo optou-se por verificar a existéncia de tumor recorrendo a
realizacdo de uma incisdao semelhante realizada aquando da injec¢do das células. Quando tais
alteracOes foram verificadas, estes ratos foram sacrificados, os 6rgdos e o tumor recolhidos
para andlise histoldgica e no caso do tumor, também para analise fenotipica por citometria de
fluxo. Do grupo de ratos injectados com ECC-1 destacaram-se cinco com alteracGes
patoldgicas na zona pélvica. Destes, 2 apresentavam ainda invasao intraperitoneal e tumores
de grandes dimensodes, e dispersos por toda a zona pélvica.

Sendo que num dos casos o0 baco e o intestino sugerem a presenca macroscopica de
metastizagdo, tendo sido enviado para estudo anatomo-patolégico.

E ainda de referir que o desenvolvimento dos tumores n3o foi constante. Regra geral,
o seu desenvolvimento deu-se no ultimo més contabilizado, isto é, quando feita uma
laparotomia um més antes da deteccdo dos tumores, a zona pélvica estava sem qualquer

alteracao.

Figura 4.25 - Registo fotografico durante remogdo do tumor resultante do modelo ortotépico de ECC-1. Tumor
de grandes dimensdes (A) em que havia alteragdo do figado e intestino. (B) Tumor de grandes dimensdes quem que
havia completa alteragdo dos drgdos genitais.
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Em relagdo aos ratos injectados com ECC-1-G3, 2 deles apresentaram alteracdes na
zona pélvica e no restante ndo houve qualquer evidéncia de anomalias. Um dos animais
apresentava alteracdo das trompas e no outro houve disseminacdo peritoneal e o tumor
uterino era de grandes dimensdes como se pode constatar pela figura 4.25. Os o6rgaos
recolhidos na necrépsia foram coracdo, pulmdes, figado e aparelho reprodutor juntamente

com o tumor. Toda a informagdo de cada animal utilizado para este estudo estd contida na

tabela A, em anexo.

Figura 4.26 — Registo fotografico durante remogdo do tumor resultante do modelo ortotdpico de ECC-1 (A) e de
ECC-1-G3 (B).

4.9.2.1. Analise fenotipica dos tumores por citimetria de fluxo

Para o modelo ortotdpico os marcadores CD24 e CD133 apresentam menor MIF para
os tumores dos ratos injectados com ECC-1 quando comparados com o controlo. Para estes
tumores considerou-se que a expressao de todos os marcadores era negativa. O marcador
CD44 por apresentar uma relagdo de MIF superior a 2, como esta representado na tabela 4.5, é

considerado positivo.
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Em relacdo os tumores dos animais injectados com ECC-1-G3, verificou-se para todos
os marcadores um aumento da MIF em 50% em relacdo ao controlo. Assim, considerou-se que
para os tumores de ECC-1-G3 os marcadores em estudo sdo positivos. Na figura 4.27 estao
representados os controlos e as células marcadas para os dois tipos celulares e na tabela 4.5

estd representada a relagao entre as células marcadas e o controlo.

1500-
E=A Branco ECC-1-G3
E3 ECC-1-G3
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Figura 4.27- Analise fenotipica de tumores resultantes do modelo ortotépico de cancro do endométrio com
células tumorais das linhas celulares ECC-1(n=3) e ECC-1-G3 (n=2). Os resultados apresentam uma média minima
de 2 experiéncias independentes e erro padrdo associado

Tabela 4.5 — Razdo da expressdo das MIF dos marcadores moleculares de superficie CD24, CD44 e CD133 das
células de tumor de modelo ortétopico marcadas em relagao ao controlo (branco).

ECC-1 ECC-1-G3
CD24 1,76 2,42
cD133 1,76 2,00
CD44 3,11 2,12

4.9.2.2. Estudos Imagiolégicos — *™Tc-MIBI

As imagens adquiridas através da camara de raios gama, imediatamente apds a

injeccdo do ®™Tc-MIBI, e visualizadas na estacdo de trabalho eNTEGRA, apds normalizagdo
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para uma escala de cores apropriada ndo permitiram verificar a existéncia de tumor ou
metastizacdo nos ratos submetidos a este procedimento. Na figura 4.28 podem ver-se as

imagens adquiridas.

Figura 4.28 — Imagem estdtica obtida apds injecgdo de 99mTc-MIBI em ratos fémea injectados com ECC-1(a
esquerda) e ECC-1-G3( a direita).
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O cancro do endométrio é uma das principais causas de morte nas mulheres, na
Europa Ocidental. Assim, este trabalho de investigacdo visou contribuir para o
estabelecimento de critérios de progndstico e de protocolos tratamento do cancro do
endomeétrio.

A formacdo e a progressao tumoral, a resisténcia as terapéuticas bem como a
possibilidade de recidivas poderdo ser explicadas pela presenca de células estaminais que tém
uma capacidade ilimitada de prolifera¢do, auto-renovacgao e plasticidade, caracteristicas que

17493015 "0 cancro do endométrio caracteriza-se por

as tornam potenciais alvos terapéuticos
uma proliferacdo anormal das células epiteliais resultando numa elevada relagdo
epitélio/estroma. Considerou-se possivel que as células estaminais, identificadas no
endométrio normal, ou as células progenitoras possam ser os principais focos de
carcinogénese nesse tecido que ao adquirirem mutagdes genéticas se transformaram em CSCs
tornando-se nas principais responsaveis pelo inicio, manutencdo e progressao do
carcinoma'®”,

Neste trabalho, para identificagcdo deste tipo de células, modificou-se o protocolo de
formacdo de esferas descrito por Ponti et al. O protocolo foi desenvolvido tendo em vista a
formacdo de mamosferas e permitiu isolar e identificar células com propriedades de células
estaminais.

Para aferir sobre a selectividade do protocolo aplicado procedeu-se a quantificagdo
de esferas das vdrias geracgOes. Os resultados obtidos para esta quantificacdo permitiram
apreciar uma diminuicdo significativa da densidade de esferas ao longo das geragdes, de ECC-
1-ES1 até ECC-1-ES3.

Foi descrito que a maioria das células tumorais morreria, quando colocadas em meio

sem soro bovino fetal, sendo as sobreviventes as Unicas capazes de se replicarem na presenca

de factores de crescimento. Deste modo, pode isolar-se de forma mais precisa uma
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subpopulagdo celular com as propriedades de interesse, neste caso, as propriedades de células
estaminais* '

Assim, uma das causas que pode explicar a diminuicdo na densidade de esferas ao
longo das vdrias geragOes podera ser a seleccdo, geracdo apds geracao, de uma subpopulacao
mais especifica com propriedades estaminais.

Tendo como objectivo caracterizar o fendtipo molecular das células obtidas pelo
protocolo de formacdo de esferas, descrito anteriormente, avaliou-se a andlise fenotipica por
citometria de fluxo. Os resultados obtidos em relacdo aos marcadores CD24 e CD44 revelaram
uma maior expressao nas populacdes celulares ECC-1-ES1 e ECC-1ES3.

O fendtipo tipico descrito na identificacdo de células com propriedades de células
estaminais é CD44+/CD24->*, Os resultados obtidos neste trabalho n3o estdo de acordo com
o que foi descrito. Al-Hajj et al isolaram e identificaram células com propriedades de células
estaminais de cancro, cujo perfil fenotipico era CD44+/CD24-. Ainda assim, os mesmos autores
verificaram que para a subpopulagdo isolada apenas 0,1 a 1,2% das células apresentavam
potencial tumorigénico in vivo, revelando a heterogeneidade da amostra, sendo esta a
principal razdo apontada para que se verifique um potencial tumorigénico t3o baixo>*. Alguns
autores referem a obtencdo de células com caracteristicas de células estaminais que
expressavam CD24 e outras que nao expressavam este marcador. Quando tentaram a
purificacdo da populacdo ndo tiveram éxito e verificaram que as ambas as popula¢des davam

333657 Portanto, os resultados

origem a células com e sem expressao de CD24, respectivamente
obtidos para a fenotipagem destas células parecem indicar que talvez CD44+/CD24- n3o seja
um bom marcador para o endométrio, sugerindo ainda que a subpopulagdo de interesse seja
uma minoria da populagao total isolada.

No que respeita ao CD133, verificou-se a existéncia de diferengas significativas entre

as populagdes celulares ECC-1-G1 e ECC-1, sendo a expressdao deste marcador menor na

primeira populacdo. Este marcador foi o primeiro marcador de células com propriedades de

84



Células Estaminais do Cancro do Endométrio

células estaminais a ser identificado para as células com propriedades de células estaminais do

endométrio®>*%*"%

. Em relacdo a expressao do CD133, o facto da expressao deste marcador
estar mais aumentada na populagdo ECC-1-G3 que na ECC-1-ES3 (figura. 4.6) podera significar
gue o meio é um factor importante pois as ECC-1-G3 resultarem das células ECC-1-ES3 quando
recolocadas em cultura aderente. Por outro lado, apesar de a diferenca nao ter sido
significativa para a populacdo celular ECC-1-ES1 e ECC-1-ES3, na primeira geracdo de esferas
temos um aumento desta expressao que depois diminuiu em ES3. Estes dados podem apontar
o CD133 como possivel marcador de uma populagdo progenitora ja mais diferenciada na
evolucdo da biologia tumoral.

A tumorigenicidade das células ECC-1 e ECC-1-G3 foi verificada, in vivo, quando
injectadas em ratinhos Balb-c nu/nu. De acordo com Rutella et al. as células de carcinoma do
endométrio, com expressao CD133+ in vivo, desenvolvem xenotransplantes”’. Todavia, os
mesmos autores salientaram a importancia de ndo se efectuar o sorting, especificando a
populagdo, evidenciando a importancia de todas as células, mesmo as que seriam CD133-.

E importante referir que esta tumorigenicidade da populagdo celular ECC-1-G3 foi ndo
so verificada, como também revelou um desenvolvimento tumoral mais rapido que o modelo
de xenotransplantes, em que se utilizaram células da linha celular ECC-1. Ainda em relagdo ao
modelo animal heterotdpico, é de referir que o perfil fendtipico dos tumores resultantes,
também foi avaliado por citometria de fluxo, tendo-se observado uma maior positividade para
os 3 marcadores para a linha celular ECC-1-G3. E importante referir que estes resultados se
encontram concordantes com os resultados para os estudos in vitro realizados para as mesmas
células, evidenciando uma vez mais que o fendtipo CD44+/CD24- talvez ndo seja um bom
identificador de células com propriedades de células estaminais no cancro do endométrio.

Os estudos de citotoxicidade revelaram uma baixa sensibilidade ao tratamento com
farmacos da linha celular ECC-1. De todos os farmacos testados apenas o paclitaxel e a

doxorrubicina responderam de forma favoravel, isto é, no sentido de induzir morte celular.
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Estas células revelaram-se insensiveis a ciclofosfamida e a carboplatina, sendo que para esta
ultima, apenas se verificaram efeitos citotoxicos para as 72 horas e para concentragdes de
farmaco muito elevadas, de 365uM. E importante salientar que, para estes dois farmacos, as
maximas concentracdes testadas foram de 7,66 mM e 500uM, que sdo concentracdes muito
elevadas quando comparadas com as usadas na pratica clinica.

A quimioterapia no cancro do endométrio ndo é uma terapia de primeira linha, como a
cirurgia e a radioterapia; esse facto deve-se a baixa eficacia que os citostaticos apresentam,

%35 0 uso da

tendo resultados fracos quando aplicados em tratamento adjuvante e paliativo
doxorrubicina como agente quimioterapéutico adjuvante, quer isolado quer em associacdo
com a ciclofosfamida, tem-se mostrado ineficaz no tratamento do carcinoma do endométrio
nos estadio | e Il com factores de alto risco e na recorréncia®”>°. Estudos clinicos revelaram que
a combinacdo terapéutica que pareceu demonstrar melhor indice terapéutico foi a associacdo
carboplatina com o paclitaxel, apresentando também menores indices de toxicidade que as
terapias com doxorrubicina®*®"®.,

Desta forma, os resultados obtidos para a citotoxicidade na linha celular ECC-1, de
adenocarcinoma do endométrio, estdo concordantes com o descrito na literatura, isto é€,
verifica-se uma fraca resposta a quimioterapia.

A doxorrubicina foi testada em outras duas popula¢des celulares, ECC-1-G3 e ECC-1-
ES3. Os IC50 obtidos revelam uma tendéncia para a diminuicdo da sensibilidade a
doxorrubicina da populacdo celular ECC-1-ES3 em relacdo as outras duas populacdes
estudadas, apresentando esta populagdo celular um IC50 as 72 horas de incubagdo
aproximadamente quatro vezes maior que as populagées ECC-1 e ECC-1-G3, conforme se pode
analisar nas tabelas 4.2 e 4.3 do capitulo 4 Por outro lado, com o aumento do tempo de

incubacgao os IC50 destas duas populagdes aproximam-se, sendo o IC50 de 47nM para as ECC-1

e de 51nM para as ECC-1-G3.
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De acordo com a teoria das células com propriedades de células estaminais do cancro,
estas células, para além de serem responsaveis pela manuten¢ao do tumor e sua metastizacao,
também s3o as responsaveis pela resisténcia ao tratamento e aparecimento de recidivas*****.
Assim, os resultados estdo de acordo com o que tem vindo a ser descrito na literatura,
apontando as células com propriedades de células estaminais como principais responsaveis
pela resisténcia ao tratamento quimioterapéutico.

Os estudos de viabilidade celular por citometria de fluxo indicaram que a sensibilidade

das populacdes testadas, ECC-1 e ECC-1-G3, aumentava com o tempo de exposicdo a

ms

doxorrubina, sendo as duas popula¢gdes mais sensiveis para as 72 horas de incubacdo.
importante ainda referir que, apenas para este tempo de incubacdo, se verificaram diferencas
significativas entre as células vivas da linha celular ECC-1. A relacdo entre células em apoptose
e células vivas também apresentou diferencas significativas para o tempo de incubacdo ja
referido entre as duas populagdes celulares, indicando que as células da linha celular ECC-1
morrem mais por apoptose sendo, por isso, maior a sua sensibilidade ao farmaco com o
aumento do tempo de incubagao.

Estes dados parecem corroborar que as células com propriedades estaminais sdo mais
resistentes a apoptose®. Bao S. et al. verificaram que células de glioma que tinham expressio
positiva para o marcador CD133 apresentavam uma maior resisténcia a morte por apoptose64.
Ainda em células de glioma, com capacidade de formar esferas, foram identificados baixos
niveis tanto de mRNA como de proteina caspase 8, uma importante proteina efectora da
apoptose ® Pensa-se que outras moléculas com papel importante na apoptose apresentardo
uma expressao alterada nestas células, como por exemplo no sistema anti e pré-apoptético da
familia Bcl-2, ou, entdo, existira uma sobrexpressao de determinadas proteinas como as IAP ou
até mesmo uma activacdo aberrante de NF-kB, que interfere nas vias de sinalizacdo

apoptéticas®.
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De acordo com os resultados da analise fenotipica in vitro efectuada por citometria de
fluxo, as células ECC-1-G3 sdo as que mais expressam CD133; deste modo, podemos por a
hipdtese de as células ECC-1-G3 poderem possuir um mecanismo que lhes confere uma maior
resisténcia a apoptose. No entanto, poderdo ainda haver outros mecanismos de morte
implicados neste processo, como é o caso da morte por necrose. Para além disso, a mesma
avaliagdo apds um periodo de incubagdo mais longo revelou as diferengas entre ECC1 e ECC-1-
G3 na percentagem de células vivas.

Quanto a expressdo de p53, ela foi superior nas células da populacdo ECC-1-G3 e
inferior nas células ECC-1-ES3 quando comparada com a expressao na linha celular ECC-1. Apds
incubacdo, durante 48 e 72 horas com doxorrubicina, verificou-se que a expressdo de p53 é
superior na populacao celular ECC-1-G3. Destes resultados pode ainda concluir-se que a linha
celular ECC-1, quando incubada com doxorrubicina, para as 48 e 72 horas, apresenta sempre
expressao inferior ao controlo, o que ndo se verifica para as 24 horas, evidenciando que o
aumento do tempo de incubag¢do diminui a expressao de p53 na linha celular ECC-1.

A p53 é uma proteina citoplasmdtica, que esta relacionada com inimeras fungdes
bioldgicas como a regulacdo do ciclo celular, a replicacdo e reparagdo de danos do DNA, a
proliferacdo, a apoptose, a inibicdo da angiogénese e a resposta ao stress celular. A sua accdo
pode ser directa ou indirecta activando outros genes e proteinas que irdo desempenhar
determinadas fung¢des. A p53 pode actuar parando o ciclo celular na fase G1. Esta paragem
permite a avaliacdo do DNA e a sua eventual reparagdo, pela activacdo de genes efectores que
tém essa fungdo. Sabe-se que a p53 pode actuar como activador transcripcional de diversos
genes, como por exemplo o gene que codifica a proteina p21. Por sua vez, a proteina p21 é
conhecida como um inactivador de cinases dependentes de ciclinas, proteinas importantes
para a progressao do ciclo celular. Quando o dano no DNA ndo é possivel de reparar e é
prejudicial para a continuidade de célula, esta é encaminhada para a via de morte

apoptotica®®®”%.

88



Células Estaminais do Cancro do Endométrio

A resisténcia de determinados cancros que expressam a proteina p53 wild-tipe, muitas
vezes deve-se a efeitos indirectos, nomeadamente na alteracdo do gene da proteina p21 ou,
até mesmo, na expressao do gene pré-apoptdtico bax, impedindo que as células prossigam na
via de morte por apoptose®.

Tem sido reportado que a perda de expressao da p53 podera estar relacionada com o
aumento do marcador de superficie membranar CD44. Tem sido também documentado que o

707172 Estes

aumento da expressdo da p53 faz diminuir o potencial de pluripoténcia das células
dados justificam os resultados das células da populagdo celular ECC-1-ES3, que expressam
menos p53.

Os resultados obtidos para a expressao de p53 nas populagGes celulares ECC-1 e ECC-
1-G3 para os varios tempos de incubacdo com doxorrubicina parecem estar concordantes com
a avaliacdo da morte celular por apoptose para as mesmas condi¢cdes nestas populacoes
celulares. Assim, a morte por apoptose podera ser mais frequente para as células da linha
celular ECC-1 que para as células da populagao celular ECC-1-G3 pela diferenga de expressao
da proteina p53 que existe entre estas duas populagdes celulares, principalmente as 72 horas
de incubagcdo com doxorrubicina, e que parece dar preferéncia a outras vias, que nao a
apoptose. Por outro lado, a hipdtese ja colocada anteriormente da possibilidade de um
desequilibrio na expressdo das proteinas proé e anti apoptéticas, bax e bcl-2, podera explicar a
menor propensdo para as células ECC-1-G3 terem uma menor tendéncia a morrer por
apoptose, apesar de expressarem mais proteina p53. No futuro, seria interessante avaliar e
quantificar estas proteinas por forma clarificar o mecanismo apoptdtico nestas populagdes
celulares.

Neste trabalho foram, também, avaliados processos bioquimicos e fisioldgicos das
células tumorais, tal como a actividade glicolitica, com recurso a métodos de medicina nuclear,
nomeadamente através da captacdo do radiofirmaco '®F-FDG. As captacdes com este

radiofdrmaco foram feitas nas linhas celulares ECC-1 e ECC-1-G3. Os resultados obtidos n3o
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revelaram existéncias significativas nas captacdes entre as duas linhas celulares estudadas,
sendo as percentagens de captacdo bastante baixas (aproximadamente 1% em ambas).

As células tumorais sdao habitualmente associadas a um metabolismo elevado e muito
activas, nomeadamente ao nivel da replicacdo tumoral, o que acarreta necessidades
energéticas acrescidas quando comparadas com as células normais. Deste modo, a célula
tumoral opta pela via glicolitica para a obtengdo de energia de uma forma mais rapida. Ainda
assim, a glicélise apenas permite o rendimento de 2 moléculas de ATP por cada ciclo, o que
significa que para produzir grandes quantidades de energia a célula tumoral necessita de
grandes niveis de glicose. E com base neste principio que se utiliza o radiofarmaco *F-FDG em
medicina nuclear no ambito do diagndstico de tumores pela técnica de imagiologia PET**2.

Alguns estudos feitos alegam, no entanto, que o °F-FDG também se encontra
relacionado com os mecanismos de resisténcia multifarmacos, nomeadamente com a

74,75,76

glicoproteina-P . A glicoproteina-P, é uma proteina transmembranar que se relaciona com

a resisténcia multifarmacos por ser uma proteina de efluxo, permitindo a extrusdo de

383977 Deste

inimeros farmacos para o exterior das células, como é o caso da doxorrubicina
modo, pensa-se que o *F-FDG pode ser extrusado das células por este tipo proteinas ou, pelo
menos, que estas sejam uma das proteinas que estejam envolvidas no seu efluxo. Deste modo,
os resultados obtidos para as captacdes de ®F-FDG parecem estar em concordancia com os
resultados dos estudos de citotoxicidade, podendo esta baixa captacdo de radiofarmaco estar
directamente relacionada com mecanismos de resisténcia destas células, nomeadamente
sobrexpressdo de glicoproteina P, que serd avaliada nos préximos estudos.

Foram realizadas capta¢Ges também com outro radiofarmaco marcado com flior, a
®E_FCHO, tendo como objectivo a avaliagio do metabolismo fosfolipidico e replicativo das
células das linhas celulares ECC-1 e ECC-1-G3. Os resultados, ainda que preliminares, revelaram

que as células ECC-1-G3 tinham uma maior capta¢do que as ECC-1. No entanto, os resultados

obtidos para o tempo de duplicacdo, também para estas duas linhas celulares, revelaram que
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ndo existiam diferencas significativas, sendo por isso a sua velocidade de replicacdo muito
semelhante.

A colina é um constituinte fundamental do principal fosfolipido membranar, a
fosfatidilcolina. Assim, células que captem mais colina serdo células que teoricamente terdo
maior necessidade de sintetizar membrana celular e portanto, que se replicam mais’®"’.

Tendo em conta os resultados obtidos, pode inferir-se que embora os indices de
duplicacdo celular sejam semelhantes, as células ECC-1-G3 poderdo ter uma maior captacdo de
colina por serem descendentes de células com propriedades estaminais, e portanto algum do
seu metabolismo poderd ainda estar alterado nesse sentido, durante o processo de
diferenciacdo a que estdo sujeitas quando sdo colocadas em cultura aderente.

O desenvolvimento de um modelo ortotépico do endométrio constituiu um dos
principais objectivos deste trabalho, tendo como meta a mimetizagao do ambiente nativo dos
tumores do endométrio, bem como a sua metastizacdo. O modelo é inédito e os resultados
obtidos sdo preliminares; ainda assim, apresenta resultados interessantes.

A utilidade de um modelo animal estd sempre dependente do qudo perto se consegue
mimetizar a patologia em estudo. O modelo ideal é aquele que permite o desenvolvimento de
caracteristicas histopatoldgicas semelhantes as dos tumores humanos. Apresentando o
mesmo tipo de progressdao do tumor ao longo dos mesmos estadios, e que cause efeitos
sistémicos e fisioldgicos idénticos’. Injecgdes ortotdpicas de células tumorais humanas em
animais ja foram testadas para diferentes tipos de cancro como, por exemplo, o cancro do

1,82
808182 Estes modelos

cdlon, do pulmao, do pancreas, da bexiga, do estdbmago e da mama
permitiram o estudo do processo metastatico, embora tenham a desvantagem do follow-up in
vivo que é sempre mais complicado neste modelo, uma vez que nao é possivel a observagao
directa para averiguar o seu estado.

Doll et al., estabeleceram um modelo para cancro do endométrio, em ratinhos Balb-c

nu/nu com a linha celular de carcinoma endometrial humano HEC1A, tendo obtido resultados
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relevantes, uma vez que verificaram metastases em ganglios linfaticos para-adrticos em 75%
dos casos, reforcando a ideia que o modelo proposto representa um modelo de cancro do
endométrio em estadio avancado®. Mais recentemente, Cabrera et al, desenvolveram dois
modelos em simultdaneo de cancro do endométrio. Um, em que as células inoculadas eram
resultantes da propagacao in vitro de linhas celulares e o outro, em que se inoculavam
amostras de tecido tumoral no Utero dos animais. Também estes autores obtiveram resultados
relevantes sugerindo que a inoculagdo intrauterina das células tumorais oferecia mais
vantagens em relacdo ao modelo heterotdpico uma vez que permite um avango no estudo
pré-clinico deste tipo de cancro, nas diversas fases de doenca: desde o desenvolvimento na
cavidade uterina, a infiltracdo no miomério, a invasdo vascular, a disseminagdo peritoneal e o
eventual aparecimento de metateses a distancia®

A metastizagdo extrauterina influencia as taxas de recorréncia e sobrevivéncia. Apds os
cinco anos de deteccdo da doencga estima-se que 50% das mulheres com doenca extrauterina
sobrevivam e tenham recidiva. Comparando com as mulheres em que ndo ha invasdo
intraperitonial, a taxa de sobrevivéncia é de 88% e a de recidiva é de 11%%. O tamanho do
tumor é descrito como um factor progndstico independente e significativo para a metastizagao
ganglionar e sobrevivéncia em mulheres com cancro do endométrio. Num estudo realizado em
mulheres com cancro do endométrio em estadio |, detectaram-se metastases ganglionares em
4% das pacientes com tumores inferiores a 2 cm, em 15% em que os tumores eram de
tamanho superior a 2 cm e em 35% em que os tumores ocupavam a totalidade do ttero®.

No modelo ortotépico desenvolvido neste trabalho, verificou-se a presenga de tumor
em alguns dos ratos injectados com as linhas celulares ECC-1 e ECC-1-G3 e, em alguns dos
casos, os tumores tinham caracter invasivo, tendo metastizado para o peritoneu e 6rgaos
adjacentes. Em dois dos ratos injectados com ECC-1 e em um dos ratos injectados com ECC-1-

G3, verificou-se a existéncia de tumores de grandes dimensdes com invasdo intraperitoneal.
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Deste modo, os resultados obtidos para o modelo ortotdpico de cancro do endométrio
proposto apresentam-se relevantes, demonstrando uma tendéncia a mimetizar estadios de
doenca avancada, um dos requisitos para um bom modelo animal.

O tempo necessario para que se desenvolvesse tumor foi menor no modelo de ECC-1-
G3 que no modelo de ECC-1, evidenciando diferencas no comportamento destas duas linhas
celulares in vivo relativamente a tumorigénese. No entanto, relativamente ao comportamento
dos tumores ndo se verificaram diferencas, podendo dever-se a influéncia do microambiente
envolvente na diferenciacdo celular, aproximando os dois tipos celulares no desenvolvimento
de moléculas responsaveis pela metastizacdo.

Uma vez mais, verificou-se uma maior expressao dos marcadores CD24, CD44 e CD133
para os tumores que resultaram da injeccdo de ECC-1-G3 em relacdo aos injectados com ECC-
1. Este resultado confirma que a diferenca entre as linhas celulares continua a existir in vivo.
No entanto, a expressdo destes marcadores deixa de ser tdo evidente como no modelo
heterotdpico. Podendo este acontecimento justificar-se por uma possivel adaptagdo por parte
das células ao local de injecgao, aproximando de alguma forma os fendtipos celulares.

Com estes resultados, verificou-se o papel importante que as células com
propriedades de células estaminais desempenham no cancro do endométrio, nomeadamente,

na resisténcia a quimioterapia e na metastizacdo.
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O trabalho realizado, cujo objectivo principal foi isolar e identificar células com
propriedades de células estaminais do cancro do endométrio, avaliar a sua importancia na
resposta a quimioterapia, no metabolismo glicolitico tumoral e potencial replicativo e o seu
comportamento in vivo, permitiu que se tirassem algumas conclusoes.

Os marcadores moleculares de superficie CD24, CD44 e CD133 ndo apresentarem
uma expressao uniforme na populagcdo com propriedades de células estaminais in vitro. O
CD24 e CD44 tém um aumento de expressdo na populacao de esferas em suspensdo. O CD133
revela-se numa populagdo inicial que depois diminuiu com a selectividade das geracGes.

As células da linha celular ECC-1 apresentam uma sensibilidade reduzida aos
farmacos utilizados como agentes de quimioterapia, nomeadamente a ciclofosfamida e a
carboplatina. Verificou-se, ainda, uma menor sensibilidade para o tratamento com
doxorrubicina na populacdo com propriedades de células estaminais. Nesta populacdo celular
a menor expressao de p53 podera indicar um possivel papel destas células na resisténcia aos
citostaticos.

A populacdo celular ECC-1-G3 tem uma maior resisténcia a morte por apoptose que a
linha celular ECC-1, sendo também esta a linha que expressa maior quantidade da proteina
p53, que parece nao estar a activar preferencialmente a via apoptdtica nestas células quando
expostas a doxorrubicina.

Os estudos in vivo revelaram um comportamento diferencial das populacbes
celulares ECC-1 e ECC-1-G3. O potencial tumorigénico é maior nas células ECC-1-G3 assim
como, a expressdao dos marcadores CD24, CD44 e CD133 sugerindo que estas células,
descendentes de células com propriedades de células estaminais, tém um comportamento

mais agressivo in vivo.
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Futuramente, prevé-se a diferenciacdo do comportamento in vivo das vdrias
geracOes celulares isoladas, tendo em vista perceber se as diferentes geracdes influenciam a
carcinogénese.

A expressao de glicoproteina P serd um passo fundamental para a compreensao das
vias envolvidas no no mecanismo de resisténcia a quimioterapia. Relativamente as vias
apoptéticas serd importante avaliar proteinas pré e anti apoptéticas bax e bcl-2.

O estudo aprofundado de marcadores moleculares da populagdo com propriedades
estaminais ou mesmo populacdes progenitoras da génese tumoral serd um processo de
investigacdo fundamental para o desenvolvimento de fdrmacos mais especificos para

terapéuticas dirigidas que possam melhorar a resposta a terapéutica adjuvante e das recidivas

no cancro do endométrio.
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Tabela A — Anexo: Registo do historial de cada animal utilizado para o modelo ortotépico do endométrio.

. N2 de N Tempo para
Linha . Reinjeccao o . At
Células o Laqueagao aparecimento de Necropsia
Celular o (Milhoes)
(Milhdes) Tumor
. Genitais, pulmao, figado e
ECC-1 48,89 50 sim Sem tumor -
coragdo
ECC-1 23,33 ndo sim Sem tumor Genitais, pU|m§O' figado e
coragdo
ECC-1 21,45 nio nao 7 meses Genltlals/tumor, ptilmao,
figado e coragdo
. Genitais/tumor, pulm3o,
ECC-1 24,44 50 sim 6 meses , ~
figado e coragdo
Genitais/tumor, pulmao,
ECC-1 11,56 ndo nao 6 meses figado ,'cora(;.ao, bago e
intestino
— A
ECC-1 26,66 ndo ndo 6 meses Gemt’als/tumor, pli mao,
figado e coragao
. . Genitais/tumor, pulmao,
ECC-1 26,82 nao nao 6 meses . N
figado e coragdo
ECC-1 55 n3o 3o Gemt’als/tumor, pLiImao,
7 meses figado e coragao
— A
ECC-1 25 n3o n3o sem tumor Gemt’als/tumor, puimsao,
figado e coragao
. - Genitais/tumor, pulmdo,
ECC-1 25 nao nao sem tumor , ~
figado e coragdo
ECC-1 34,68 nao nao sem tumor -
ECC-1 9,43 nao nao sem tumor -
ECC-1 5,15 nao nao sem tumor -
ECC-1 19,27 nao nao sem tumor -
ECC-1 38,53 nao nao sem tumor -
ECC-1 32,18 nao nao sem tumor -
ECC-1 5,78 nao nao sem tumor -
— A
ECC-1-G3 20 i sim 3,5 meses Genitais/tumor, pulmdo,
nao figado e coragdo
ECC-1-G3 20 20 sim 4 meses Genitais/tumor, pulmao,
figado e coragdo
ECC-1-G3 20 60 sim sem tumor -
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