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PREFACIO

0 endométrio constitui o revestimento interno da cavidade uterina e possui uma capacidade regenerativa
unica que esta patente ao longo da vida reprodutiva da mulher. Este potencial de renovacao foi associado a
uma populagdo de células estaminais responsaveis pela reestruturagao endometrial que ocorre fisiologicamente
durante o ciclo menstrual. A aquisicdo de alteragdes genéticas e epigenéticas por esta populagdo celular
constitui um dos mecanismos que pode explicar a evolugao da patologia endometrial assim como a
hierarquia celular que justifica a heterogeneidade tumoral.

As células estaminais do cancro sao consideradas células iniciadoras tumorais, com propriedades bioldgicas
intrinsecas semelhantes as das células estaminais e que apresentam capacidade de reconstituir um tumor
idéntico ao tumor de origem. Deste modo, a teoria das células estaminais do cancro aponta para a
existéncia de um grupo celular com regulagao anormal, crescimento ilimitado, capacidade de autorrenovagao,
indiferenciagao e potencial de diferenciagao em células tumorais mais especializadas.

Este projeto surgiu com o principal propdsito de caracterizagao das populagoes celulares do cancro do
endométrio, particularmente das células com propriedades estaminais. Uma das formas de isolamento desta
populagao é através da formagao de esferas /7 witro. Esta metodologia permitiu a estratificagao de grupos de
populagdes que foram estudadas /7 vitro e in viva, com a intencdo de esclarecer o seu papel na iniciagao
tumoral, a sua capacidade de diferenciagdo, as vias moleculares envolvidas na sua regulagdo, assim como o
seu potencial tumorigénico. O isolamento destas células pode ainda permitir a identificacdo de biomarcadores
que poderao ser aplicados na pratica dlinica no estudo da progressao da patologia endometrial, na avaliagao
da resposta a terapéutica e no desenvolvimento de terapéuticas dirigidas a alvos moleculares.

Atualmente, a resposta a terapéutica sistémica do cancro do endométrio avancado ainda se revela
modesta e as terapéuticas dirigidas apresentaram resultados pouco promissores. As recidivas tém
habitualmente respostas clinicas pouco favoraveis a quimioterapia e ocorrem mesmo apds terapéutica
adjuvante com radioterapia. Esta realidade constituiu a motivagao para a avaliagdo da resposta a estas
terapéuticas por parte das populagdes celulares com propriedades de células estaminais do cancro do
endométrio. No futuro, a caracterizagao individualizada da sensibilidade aos citostaticos pode constituir uma

forma de adaptar a cada doente um regime mais adequado. Por outro lado, a identificagdo de uma



populagdo com potencial de resisténcia a terapéutica e das vias moleculares envolvidas nestes processos
representa uma evolugao no conhecimento da biologia tumoral e no desenvolvimento de outras terapéuticas.

0 trabalho experimental de investigagdo que conduziu a esta tese resulta do empenho de uma equipa,
com contributos fundamentais que ndo podem deixar de ser destacados. Este projeto de investigagao basica
foi conduzido com o pensamento constante na translagdo clinica e veio permitir o desenvolvimento de varias
plataformas para investigagao translacional. Associadamente, este projeto congregou diversas técnicas que
contaram com a colaboragao de centros detentores de especializagdo que permitiram alargar a analise em
diversas vertentes.

Ao orientador deste trabalho, Professor Doutor Carlos Freire de Oliveira, Professor Catedratico reformado
da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, que me acompanhou desde o inicio da minha
carreira dinica e que cedo entendeu que o meu percurso incluiria a investigagao cientifica. Saliento a sua
visao de investigador dlinico, o estimulo e as oportunidades que me proporcionou, a disponibilidade e a
partilha de conhecimento cientifico. Na minha formagao clinica e académica tive o privilégio de contar com
0s seus ensinamentos, a sua visao organizacional e o seu rigor cientifico que serao para mim um alicerce
profissional e pessoal.

A Professora Doutora Maria Filomena Botelho, Diretora do Servico de Biofisica da Faculdade de Medicina
da Universidade de Coimbra, Professora (atedratica da mesma Faculdade, coorientadora deste trabalho, que
me integrou plenamente na sua equipa de investigagdo, acompanhou todas as etapas deste estudo e
permitiu alargar a minha visdo médica a investigagdo basica. Nao posso deixar de vincar a sua
disponibilidade e apoio constante, paciéncia, conselhos e criticas que marcarao incondicionalmente o meu
pensamento cientifico.
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Coimbra, que sempre me apoiou e acompanhou nas etapas da minha formagao clinica e académica. A sua
amizade, confianga e estimulo foram fundamentais para ultrapassar todos os obstaculos e conciliar a
atividade clinica, de investigagao e de docéncia.
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RESUMO

0 cancro do endométrio é a neoplasia ginecoldgica mais frequente nos paises ocidentais, habitualmente
diagnosticado em estadios iniciais e na sexta década de vida. No entanto existe um grupo de doentes com
doenga recorrente e metastatica cujo progndstico é desfavoravel e para as quais estdo disponiveis opgdes
terapéuticas com respostas modestas. As células estaminais do cancro (CSC, do inglés cancer stem cells)
constituem uma populagado com propriedades de iniciagdo tumoral, de resisténcia a terapéutica e potencial
de metastizagao.

0 principal objetivo deste estudo foi caracterizar a populagao de células do cancro do endométrio com
propriedades de (SC /7 witro, relativamente as suas caracteristicas fenotipicas. Também se pretendeu avaliar a
resposta das populagdes celulares ao tratamento com os citostaticos e com a irradiagao. Finalmente foi
também objetivo desenvolver um modelo animal ortotopico que permitisse prever o comportamento de cada
populagao celular /n vivo.

Neste estudo experimental foram utilizadas diversas metodologias que se iniciaram pelo protocolo de
formagao de esferas /7 vitro e obtencdo de populagdes derivadas aderentes. As populagdes celulares foram
caracterizadas no que respeita a avaliagdo da expressao de marcadores moleculares por citometria de fluxo,
4 expressdo de proteinas por western blot, 4 captagdo da fluordesoxiglicose marcada com flior-18 ("*F-FDG,
do inglés Auorine-18-fluordeoxyglucose), ao metabolismo por ressondncia magnética e ao proteoma por
eletroforese bidimensional. O estudo da resposta a terapéutica foi realizada pela avaliagdo da atividade
metabolica, das vias de morte celular por microscopia de fluorescéncia e da genotoxicidade através do ensaio
cometa. 0 modelo animal ortotdpico de cancro do endométrio foi desenvolvido em ratos imunodeprimidos e
foi avaliado por imagem molecular e estudos ex vivo.

As trés populagdes de esferas e as trés populagdes de células derivadas aderentes foram obtidas a partir
da linha celular de cancro do endométrio ECC-1. A capacidade de formagao de esferas variou de 2,22% a
2,54% e a capacidade de autorrenovacao foi superior na Gltima geracdo de esferas, a qual também
apresentou menor area de projeao. A marcagdo de (D133, de (D44 e a expressao da aldeido desidrogenase
(ALDH, do inglés aldefyde dehydrogenase) foi superior nas populagdes de esferas e a expressao da
B-catenina foi também tendencialmente superior nestas células. Enquanto a expressao de recetores de
estrogénios o foi menor nas esferas, a expressao de recetores de estrogénios B e de recetores de
progesterona manteve-se inalterada. A expressio de P53 também foi inferior nas populagoes de esferas

comparando com as restantes populagdes. 0 estudo do metabolismo da glicose revelou uma maior captagao
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de "SF-FDG pela populagdo de esferas que também apresentaram uma produgdo inferior de lactato e um
maior acoplamento da glicolise ao ciclo de Krebs em relagdo a linha celular parental e a populagao de
derivadas aderentes, o que sugere uma preferéncia pelo metabolismo oxidativo. A eletroforese bidimensional
revelou a sobre-expressao de varios spofs nas populagdes de esferas e de derivadas aderentes em relagao a
linha parental, que poderdo ser alvo de identificacdo de modo a contribuir para o desenvolvimento de
biomarcadores e para a identificagao de moléculas para terapéuticas dirigidas. A tumorigénese das
populagdes celulares estudadas foi patenteada pelo modelo heterotdpico, que revelou um crescimento mais
precoce nos tumores com origem nas populagdes de esferas.

A resposta aos citostaticos revelou uma maior atividade metabdlica na populagdo de esferas,
particularmente quando submetidas ao tratamento com doxorrubicina ou com paclitaxel. Para este citostatico
verificou-se um maior fator de sobrevivéncia na populagao de esferas. Esta populagdo apresentou a morte
por apoptose diminuida no caso do tratamento com carboplatina ou com paclitaxel. A migragao do DNA foi
menor na populagdo de esferas submetidas ao paclitaxel e nao se observou fragmentacao do DNA com o
tratamento com carboplatina. A resposta a irradiagao originou diferencas biologicas reduzidas, em que se
salientou a atividade metabolica superior em algumas populagdes de esferas e de derivadas aderentes. 0
fator de sobrevivéncia foi superior nas populagdes de esferas e de derivadas aderentes irradiadas com
0,5 Gy, mas com as doses de 15 Gy e de 30 Gy as derivadas aderentes apresentaram maior sobrevivéncia.
A morte por apoptose foi menor na populagao de esferas, no entanto este tipo de morte destacou-se na
populagdo de derivadas aderentes. Os danos no DNA foram menores nas populagdes de esferas e de
derivadas aderentes em relagao a populagao parental.

0 modelo ortotopico revelou uma metastizagdo mais frequente nos animais injetados com as esferas. 0
perfil imunohistoquimica para o Kié7, a P53 e a E-caderina foi semelhante entre os tumores primarios e as
metastases. A expressao de ALDH foi também semelhante nos tumores derivados das diferentes populagdes
celulares e ndo se observou uma variagdo em relagdo as metastases. A (3-catenina verificou-se aumentada
nas metastases em relagao aos tumores.

A populagao com propriedades de (SC do cancro do endométrio apresentou capacidade de autorrenovagao
e de diferenciagdo, expressou marcadores de C(SC e demonstrou um fendtipo mais indiferenciado. Esta
populagao apresentou preferéncia pelo metabolismo oxidativo em detrimento da fermentagdo lactea,
comparando com as populagdes aderentes, o que podera representar uma populagado com menor proliferagao.
De um modo geral as esferas foram mais resistentes ao tratamento e apresentaram maior potencial
metastatico. A continuagdo da caracterizagdo destas populagdes de células tumorais pode constituir um
contributo para o diagnéstico precoce, adequacao da terapéutica e desenvolvimento de terapéuticas dirigidas

a alvos moleculares.
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ABSTRACT

Endometrial cancer is the most common gynaecological malignancy in western countries and is usually
diagnosed in early stages and in the sixth decade of life. However there is a group of patients with
recurrent and metastatic disease whose prognosis is poor, for whom treatment options available show modest
responses. The cancer stem cell (CSC) constitute a population with properties of tumour initiation, resistance
to therapy and metastatic potential.

The aim of this study was to characterize the population of endometrial cancer cells with CSC properties
in vitro, relative to its phenotypic characteristics. It was also intended to evaluate the response of the cell
populations to treatment with chemotherapeutic agents and irradiation. Finally it was also aimed to develop
an orthotopic animal model that allowed predicting the behaviour of each cell population / vive.

In this experimental study several methodologies were used, starting with the spheres formation protocol
/n vitro and the obtention of derived adherent populations. The cell populations were characterized regarding
the evaluation of the expression of molecular markers by flow cytometry, the expression of proteins by
western blot, the uptake of fluordesoxiglicose labelled with fluorine-18 (‘*F-FDG), the metabolism by magnetic
resonance and the proteome by two-dimensional electrophoresis. The evaluation of response to therapy was
performed using the evaluation of metabolic activity, of cell death pathways by fluorescence microscopy and
of genotoxicity through the comet assay. The orthotopic animal model of endometrial cancer was developed
in immunosuppressed rats and evaluated with molecular imaging and ex vivo studies.

The three sphere populations and the three derived adherent populations were obtained from the
endometrial cancer cell line ECC-1. The spheres formation capability was 2.22% to 2.54%, and self-renewal
capacity was higher in the last generation of spheres, which also showed lower projection area. The (D133
and (D44 labelling and the expression of aldehyde dehydrogenase (ALDH) were higher in spheres populations
and (-catenin showed tendency to be increased in spheres. While the expression of oestrogen
receptors o was smaller in spheres, the oestrogen receptor [ and progesterone receptor expression
remained unchanged. P53 expression was also lower in sphere populations compared with the other
populations. The glucose metabolism studies showed a higher uptake of "*F-FDG for the sphere populations,
which also showed a lower lactate production and an increased coupling of glycolysis to the Krebs cycle in
relation to the parental cell line and the population of adherent derived cells, which suggests a preference

for oxidative metabolism. Two dimensional electrophoresis revealed and over-expression of various spots in
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the population of spheres and derived adherent cells comparing with parental line, which can lead to the
identification of targets to contribute to the development of biomarkers and identification of molecules for
targeting therapies. The tumorigenesis of cell populations studied was observed in a heterotopic model, which
showed an earlier growth of tumours for the sphere populations.

The response to cytostatics showed an increased metabolic activity in the sphere populations, especially
when submitted to treatment with doxorubicin and paclitaxel. For this cytostatic there was a higher survival
factor in spheres populations. This population showed decreased apoptosis cell death in the case of treatment
with carboplatin and paclitaxel. The DNA migration was lower in the sphere population submitted to
paclitaxel and no DNA fragmentation was observed with treatment with carboplatin treatment.

The response to irradiation led to small biological differences, emphasizing higher metabolic activity in
some sphere and derived adherent populations. The survival factor was higher in spheres and derived
adherent populations with 0.5 Gy, but with the dose of I5 Gy and 30 Gy the derived adherent populations
had superior survival. Apoptotic cell death was lower in sphere populations, however this type of death was
observed in the derived adherent population. DNA damage was smaller in sphere and derived adherent
populations than parental cell line.

The orthotopic model revealed a more frequent metastasis in the animals injected with spheres. The
immunohistochemical profiles for Ki67, p53 and E-cadherin were similar in primary tumours and metastasis.
The ALDH expression was similar in tumours derived from different cell populations and there was no
variation in relation to metastasis. The (B-catenin was increased in metastasis compared with the tumours.

The population of endometrial cancer with C(SC properties presented self-renewal capacity and
differentiation, expressed (SC markers and demonstrated a more undifferentiated phenotype. This population
showed preference for oxidative metabolism instead of lactic fermentation, compared with the adherent
populations, what can represent a population with decreased proliferation. Generally, the spheres were more
resistant to therapy and presented an increased metastatic potential. Continuing the characterization of
tumour cell populations may constitute a contribution to the earlier diagnosis, adequacy of treatment and

development of targeted therapies.

1)



PARTE | — CONTEXTUALIZACAO TEORICA






CAPITULO | — FISIOLOGIA E REGENERACAO DO ENDOMETRIO






CAPITULO |

Fisiologia do endométrio

0 endométrio é a mucosa que reveste internamente o (tero e € constituido por uma camada epitelial de
células clindricas que assenta numa camada de tecido conjuntivo, designada por estroma endometrial. 0
endométrio humano apresenta um processo regenerativo de cerca de 400 ciclos ao longo da vida da mulher.
0 ciclo ovarico e o uterino ocorrem em paralelo e constituem o ciclo menstrual. 0 endométrio tem varias
etapas evolutivas de crescimento e de regressdo que se iniciam na fase menstrual e prosseguem para a fase
proliferativa, a fase secretora, preparacao para a implantagao e a fase de descamacao endometrial (Fritz MA,
2011). Do ponto de vista morfologico, o endométrio divide-se na camada funcional, decidua functionals, que
representa os dois tercos superiores e a camada basal, decidva basalis, situada no terco inferior (Berek,
2007). A camada funcional é a sede dos processos de proliferagdo, de secre¢ao e de regeneragdo e é nesta
camada que se implanta o embrido. A camada basal tem como objetivo regenerar o endométrio apos a
menstruagao (Berek, 2007).

Na fase menstrual a decidua basalis é constituida por glandulas primordiais e por estroma denso. Na fase
proliferativa verifica-se o crescimento da decidua functionalis em resposta ao aumento dos niveis de
estrogénios de producao ovarica durante o crescimento folicular. As glandulas endometriais inicialmente sao
finas, tubulares e revestidas por um epitélio clindrico baixo. Como resultado dos estimulos mitéticos, ocorre
a pseudo-estratificagdo do epitélio, as glandulas estendem-se perifericamente e tornam-se mais longas e de
estrutura tortuosa, o estroma é denso e as estruturas vasculares sao escassas (Berek, 2007).

Apds a ovulagdo que, considerando um ciclo de 28 dias, ocorre por volta do 14° dia, inicia-se a fase
secretora com a produgdo de progesterona a qual antagoniza os efeitos dos estrogénios. Nesta fase as
glandulas ficam preenchidas por secregdes eosindfilas e as células tornam-se ricas em vaciolos que contém
glicogénio. Na fase secretora tardia, o estroma fica edemaciado e as arteriolas espiraladas tornam-se visiveis
e progressivamente mais longas e tortuosas (Berek, 2007).

Se ocorrer fecundagdo, na fase de preparagdo para a implantagdo, 7 a 13 dias apds a ovulagao, as
glindulas sao muito proeminentes e tortuosas e o estroma escasso. No final desta fase o endométrio
diferencia-se em 3 zonas, a camada basal ou statum basalis, a porgao intermédia ou stratum spongiosum,

composto por estroma sem edema, com vasos espiralados finos e glandulas dilatadas e a camada mais
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superficial ou stratum compactum, composto por células estromais proeminentes. Este processo constitui a
decidualizagao que corresponde a remodelagao endometrial necessaria para a preparagao de uma gravidez.
As células endometriais decidualizadas regulam a invasao do trofoblasto, resistem a inflamagao e modulam o
sistema imune materno local (Maruyama & Yoshimura, 2008).

0 processo de decidualizagdo inclui a producao de varios fatores de crescimento, de citocinas, de
neuropeptideos, de radicais livres e de componentes da matriz extracelular (Dimitriadis es a/ 2005). Os
estrogénios regulam a sobrevivéncia das células endometriais, a viabilidade e os efeitos mitdticos através do
recetor de estrogénios o que ¢é predominante no endométrio (Gargett es a/ 2008). O recetor de
estrogénios 3 tem expressao inferior e promove a diferenciagao epitelial pela regulagao negativa da resposta
mediada pelo recetor de estrogénios o. A progesterona inicia e regula os fenémenos da decidualizagao
através da agdo dos recetores de progesterona. O recetor de progesterona corresponde a duas proteinas
sintetizadas pelo mesmo gene, do recetor de progesterona A e do recetor de progesterona B, sendo o
recetor de progesterona A a isoforma dominante (Gargett es a 2008). A expressao, a atividade
transcripcional e a regulagao dos recetores das hormonas esterdides no epitélio funcional e no estroma
influenciam a ativagao de genes que regulam mediadores criticos do crescimento ciclico e de diferenciagao
endometrial (Gargett er a/ 2008).

Na fase pré-menstrual verifica-se um recrutamento linfocitirio que migra do sistema vascular e que
culmina no colapso do estroma endometrial com inicio do fluxo menstrual. Na auséncia de implantagao
embriondria, a secrecao glandular cessa e ocorre a descamagao da camada funcional, coincidindo com o
declinio da produgao hormonal ovarica de estrogénios e de progesterona. As enzimas lisossomicas sao
libertadas no citoplasma das células epiteliais, estromais e endoteliais, levando a ativagao de prostaglandinas,
a necrose tecidular e a trombose vascular (Fritz MA, 20[1). A influéncia vasoconstritora da
prostaglandina F2at desencadeia espasmo das arteriolas espiraladas levando a isquémia endometrial (Fritz MA,
2011).

Os estrogénios induzem a proliferagao das células epiteliais e estromais do endométrio pela sobre-
regulagdo da sintese e da secre¢do do fator transformador do crescimento o (TGF-at, do inglds #ansforming
growth factore), do fator de crescimento epidérmico (EGF, do inglés epidermal growth factor) e do fator de
crescimento semelhante a insulina do tipo | (IGF-1, do inglés snsulin-like growth factor-1) (Gargett et af
2008). As células estromais decidualizadas produzem proteinas de ligagdo ao IGFBP (do inglés /GF-binding
proteins) -1 e ao IGFBP-3, que limitam a atividade mitogénica do IGF-1. Os estrogénios também regulam os
recetores do EGF que medeiam o efeito proliferativo deste fator de crescimento e do TGF-o (Munro er a/
2010). O fator de crescimento hepatocitario (HGF, do inglés Aepatocyte growth factor) € produzido pelas
células estromais e estimula a proliferagdo epitelial através de interagdes pardcrinas, independentes da
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influéncia das hormonas esteroides (Gargett es a/ 2008). Durante a fase proliferativa, o fator de crescimento
fibroblastico basico (bFGF, do inglés basic fibroblast growth factor) e o fator de crescimento derivado das
plaquetas (PDGF, do inglés platelet-derived growth factor) promovem a proliferagao estromal através de
interagdes autdcrinas com os seus recetores FGF-recetor-1 (FGFR-I) e PDGF-recetor-B (PDGFR-B). Também o
fator inibidor da leucemia (LIF, do inglés /ewkemia inhibitory factor) tem um papel importante na
preparagao da recetividade do endométrio para a implantagao do blastocisto.

A angiogénese é um processo que é regularmente repetido na sequéncia de descamagao e de regeneragao
endometrial. Ao longo do ciclo endometrial ocorrem eventos angiogénicos que sao preponderantes nas quatro
fases, nomeadamente, a reparagao dos vasos sanguineos que sofreram rotura na menstruagao, o alargamento
dos vasos durante a fase proliferativa, o desenvolvimento das arteriolas espiraladas durante a fase secretora
e a regressao vascular na fase menstrual, conforme representado na Figura I. A angiogénese endometrial ¢
orientada por uma rede de sinalizagdo molecular e de recetores que incluem membros da familia do fator
de crescimento do endotélio vascular (VEGF, do inglés vascular endothelial growth factor) e suas variantes,
FGF, angiopoietinas, angiogenina e eferinas e respetivos recetores (Maruyama & Yoshimura, 2008). Os niveis
de VEGF-A sao maiores na fase menstrual, em resposta a citocinas pro-inflamatorias (Munro er aj 2010).
Esta expressao preferencial na fase menstrual foi implicada na reparagao vascular e na preparagdo para a
angiogénese da fase proliferativa (Munro e a/ 2010). O papel de outros fatores angiogénicos permanece por

estabelecer.

Fase proliferativa Fase secretora Fase menstrual

Decidua functionalis

Decidua basalis

Miométrio = e
Figura |: Esquema representativo das alteragdes vasculares do endométrio ao longo das fases do cido menstrual. A decidia

functionalis apresenta crescimento e alargamento ao longo da fase proliferativa e desenvolvimento de arteriolas espiraladas na
fase secretora. Na fase menstrual ocorre regressao vascular. Adaptado de Gargett er a] 2008 e de Servier.com (7his work is
licensed under the Creative Commons Attribution 3.0 Unported License. To view a copy of this license, visit
http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).
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Regeneragao endometrial e células estaminais do endométrio

0 endométrio tem uma capacidade regenerativa unica que esta patente todos os meses e em alguns
periodos da vida reprodutiva como o puerpério, apds abortamento e na menopausa sob terapéutica
hormonal. A reparagao endometrial inicia-se com a migracao de células epiteliais das glandulas basais nas
primeiras 48 horas apos a descamagdo. Este estddio inicial € independente de estrogénios, e ocorre sob
concentragOes locais baixas (Gargett e a/ 2008). Apos a elevagao dos estrogénios, os recetores de
estrogénios o e os recetores de progesterona sao expressos no epitélio e no estroma. As glandulas crescem
numa propor¢ao superior ao estroma. Quando ocorre a ovulagdo, a progesterona induz diferenciagdo da
camada funcional, mas n3o da camada basal. Se a implantagao nao ocorrer, as células estromais iniciam
apoptose com a diminuicao dos niveis de progesterona e este processo culmina na menstruagao (Salamonsen,
2003).

A capacidade regenerativa do endométrio sugere a existéncia de células com propriedades estaminais,
particularmente na camada basal, o local da génese deste processo. As células estaminais somaticas tém a
capacidade de originar células idénticas e mantém esta capacidade ao longo do tempo, ou seja, apresentam
capacidade de autorrenovagao (Gargett e 2/ 2008). Uma célula progenitora, derivada das células estaminais
do tecido, diferencia-se em células maduras com fungdes especializadas e responde ao controlo homeostatico
que regula a decisao entre a autorrenovagao ou a diferenciagao (Kato es a/ 2007). A primeira descrigao de
uma populagdo de células endometriais de mulheres com ciclos ovulatorios, com atividade clonogénica
in vitro reportou-se a células epiteliais e estromais provenientes de tecido endometrial de mulheres em idade
fértil (Chan er a/ 2004). 0 nimero de células que tiveram capacidade de gerar colonias correspondeu a
0,22% nas células epiteliais e 1,25% nas células estromais. Os autores identificaram dois tipos de colonias,
designadas também por unidades formadoras de colonias, umas de pequenas dimensdes, mais frequentes e
outras de maiores dimensdes, mais densas. As colonias com origem epitelial corresponderam a fendtipo de
grandes dimensdes em 37% e nas de origem estromal apenas uma em 60 eram de grandes dimenses.
Desta forma surgiu a hipétese das colonias de grandes dimensdes representarem células estaminais e
progenitoras e as colonias de pequenas dimensdes serem células diferenciadas da camada funcional. 0 EGF e
o PDGF com duas cadeias B (-BB, do inglés two B chains) sao importantes na iniciagdo da proliferagao de
células epiteliais clonogénicas, enquanto o EGF, o TGF-o, o FGF, o PDGF-BB e o bFGF tém um papel
importante nas células estromais clonogénicas. As células estromais clonogénicas tém um potencial de
diferenciagao em varias linhas, produzindo miofibroblastos e fibroblastos estromais (Chan er a/ 2004).

A populagao lateral, descrita na literatura anglo-saxénica como side population, é considerada um
marcador universal de células estaminais adultas, e é assim designada uma vez que, num histograma de

citometria de fluxo, pode surgir separada da populagdo maioritdria por apresentar baixa marcagdo com
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Hoechst 33342 (Gargett & Masuda, 2010). Deste modo, a populagao lateral tem a propriedade caracteristica
de extrusar o corante Hoechst 33342 que se intercala com o acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés
desoxyribonucleic acid), devido a expressao do transportador membranar de ligagdo a adenosina trifosfato
(ABC, do inglés adenosina trifosfata-binding cassette) G2 (Kato et aj 2007). Este fendtipo é considerado um
marcador de células estaminais do adulto. A cultura a longo prazo das células epiteliais endometriais da
populagao lateral apresentou proliferagao lenta. Estas células expressam marcador de diferenciagao (CD, do
inglés cluster of differentiation) 9, E-caderina e (DI3 e diferenciam-se em estrutura glandular apés mais de
5 meses numa cultura apropriada com Matrigel™, que mantém a capacidade de autorrenovagdo das células
estaminais e também disponibiliza células funcionalmente diferenciadas que possibilitam a fungao do orgao
(Kato ez af 2007).

Um outro possivel marcador de células estaminais adultas endometriais é a bromodesoxiuridina (BrdU).
Esta descrita uma populagao de células que retém bromodesoxiuridina (BrdU+), designada na literatura
anglo-saxonica por /abe/ retaiming cells (Chan & Gargett, 2006). Este método identifica células com ciclo
celular lento, uma vez que apenas entram em divisao celular durante a renovagao do tecido de modo a
substituir as células perdidas. As células estaminais com ciclo lento rettm o BrdU no DNA sintetizado,
enquanto as células que apresentam uma maior velocidade de divisdo o diluem rapidamente, para niveis
indetetaveis. As células epiteliais que retém BrdU, identificadas por imunohistoquimica, representaram 3% das
células endometriais do epitélio luminal de rato. Estas células ndo expressam recetor de estrogénios o, pelo
que podem representar a populagao responsavel pelo inicio do desenvolvimento glandular.

As células estaminais mesenquimatosas, designadas na literatura anglo-saxonica por mesenchymal stem
cells-like, sao células com plasticidade, capazes de se diferenciar em osteoblastos, adipdcitos e condrdcitos
in vitro (Gargett & Masuda, 2010). Relativamente as células estaminais estromais, foi descrita uma populagao
com capacidade clonogénica que corresponde a 1,25%, com apenas 0,02% de colonias grandes, com
diferenciagao miofibroblastica (Chan es a/ 2004). Ambas as colonias, pequenas e grandes, expressam
marcadores de fibroblastos e algumas células expressam actina de misculo liso, o que indicia uma
diferenciagao miofibroblastica. Foi descrita uma subpopulagao C(D146*/PDGF-RB™ de células endometriais
estromais que contém propriedades de células estaminais mesenquimatosas com capacidade de diferenciagao
adipogénica, miogénica, condrogénica e osteoblastica (Gargett er a/ 2008). Um estudo que utilizou um
modelo animal demonstrou que no endométrio do rato a populagao que retém BrdU representa 6% a 9%
das células estromais localizadas junto dos vasos sanguineos proximo da zona juncional, na interface entre o
miométrio e o endométrio (Chan & Gargett, 2006).

0 endométrio normal de pecas de histerectomia foi avaliado relativamente a expressao de (D9 e (DI3

associados, respetivamente, a diferenciagao glandular e estromal. As células da populagdo lateral estavam
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presentes na fracgo (D9 e (DI3- e deram origem a células glandulares (CD9™) e estromais (CDI13*) em
culturas prolongadas. Assim, os marcadores (D9 e o (DI3 podem ser marcadores negativos de células
endometriais imaturas (Kato e 2/ 2007). As células que retém BrdU foram estudadas no endométrio murino
e verificou-se que a fragao estromal apresentava alguma marcagao (D31 e at-actina do masculo liso (ot-SMA,
do inglés a-smooth muscle actin). Esta fracao corresponde provavelmente a células de localizagdo
perivascular. O fenotipo estromal desta populagao correspondeu, na sua maioria, a antigénio | de células
estaminais (SCA-1, do inglés stem cell antigen-/) negativo (SCA-19), (D45 e recetor de estrogénios c, no
entanto existe uma pequena proporcao SCA-1°, (D45 e recetor de estrogénios o* (Chan & Gargett, 2006).

Os marcadores de células estaminais foram descritos no endométrio humano. O fator de transcrigao
octamero ligado ao fator de transcricdo 4 (0CT4, do inglés octamer-binding transcription factor 4, que &
um marcador de pluripoténcia de células estaminais embriondrias e adultas, foi detetado em amostras
endometriais (Cervelld es @/ 2007). A proteina MUSASHI-1 & uma proteina ligadora de acido ribonucleico
(RNA, do inglés ribonucleic acig) e marcador de células estaminais neuronais e de células progenitoras
epiteliais que regula as vias de autorrenovagao. Este marcador foi isolado no endométrio humano na camada
basal durante a fase proliferativa (Gargett & Masuda, 2010). A expressao de MUSASHI-I foi significativamente
superior na fase proliferativa em comparagao com a fase secretora, atingindo niveis quatro vezes superiores
(Gotte er a) 2008). A expressao foi superior no estroma (1,5 vezes) e nas glandulas (3 vezes) da camada
basal comparando com a camada funcional durante a fase proliferativa (Gotte es 2/ 2008). O fenctipo
(D347/CD45" de células estaminais hematopoiéticas foi também identificado no endométrio, no entanto o
seu significado permanece por estabelecer (Gargett & Masuda, 2010).

A origem das células endometriais estaminais é uma questao ainda em debate. Alguns autores defendem
que as células estaminais endometriais epiteliais e estromais tém origem em células estaminais embrionarias
residuais e outros autores referem a origem em células derivadas da medula dssea (Taylor, 2004; Gargett et
aj 2008). Estudos realizados em transplantados de medula dssea mostraram que células endometriais
derivadas do dador de medula dssea foram detetadas em biopsias endometriais do recetor, por tipificagao
HLA, correspondendo entre 0,2% a 48% das células epiteliais e entre 0,3% a 52% das células estromais
(Taylor, 2004). A medula dssea pode ser fonte de células estromais endometriais e contribui numa extensao
menor para a componente epitelial, de acordo com estudo em modelo animal (Morelli e 2/ 2013). A
populagao epitelial endometrial com retencao de BrdU nao apresenta marcadores hematopoiéticos (CD45), no
entanto, estes podem deixar de ser expressos no processo de diferenciagao (Chan & Gargett, 2006).

No processo regenerativo endometrial, a influéncia hormonal pode regular as células estaminais. A
expressao do recetor de estrogénios o foi avaliada em modelo animal utilizando células que retém BrdU. As

células epiteliais e estromais maduras expressam recetores de estrogénios, no entanto, na populagao estromal
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e na epitelial que rettm BrdU o mesmo nao se verifica (Chan & Gargett, 2006). Alguns trabalhos
demonstraram que a expressao de recetor de estrogénios nas células estromais tem influéncia paracrina na
proliferacao epitelial (Cooke ef 2/ 1998). As células epiteliais com propriedades estaminais que ndo possuem
recetores de estrogénios podem proliferar em resposta ao estimulo hormonal, no entanto, este processo é
mediado pelo nicho de células estromais sensiveis (Gargett e a 2008). Outros fatores podem estar
associados a regulagao das células estaminais, incluindo diversos fatores de crescimento utilizados em culturas
sem soro bovino de colonias endometriais epiteliais e estromais, nomeadamente o EGF, o TGF-o e o PDGF
(Chan er a/ 2004). 0 1GF-1 e o HGF influenciam o crescimento das colonias de células epiteliais e o bFGF
das colonias de células estromais. No entanto, reconhece-se que o bFGF também influencia o crescimento
epitelial (Chan ef a 2004). Assim, este pressuposto aponta para a importancia do microambiente estromal

nas células epiteliais, como representado na Figura 2.
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Figura 2: Esquema representativo da possivel localizagdo das células estaminais do endométrio. A camada funcional ou decidia
functionalis & constituida por estroma e por epitélio glandular e & o local onde ocorrem os processos de proliferagao, de
secrecao e de regeneragdo assim como a implantagdo embriondria. A camada basal ou decidua basalis tem como objetivo
regenerar o endométrio apds a fase menstrual. Nesta fase a decidua basalis é constituida por glandulas primordiais e por
estroma denso As células estaminais epiteliais localizam-se na camada basal na base das glindulas. As células estaminais
mesenquimatosas tém uma localizagdo perivascular na camada basal e sao reguladas por células endoteliais e perivasculares.
Adaptado de Gargett er 2/ 2008 e de Servier.com (745 work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0 Unported
License. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/)

Decidua basalis

Miométrio

A hipotese para a regeneragdo endometrial sugere a presenca de células estaminais epiteliais que nao

expressam recetor de estrogénios e recebem estimulos das células estromais que expressam recetores de
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estrogénios, acionando processos sequenciais mediados por EGF e TGF-o por interagdgo com o EGFR das
células progenitoras (Gargett er a/ 2008). As células estaminais mesenquimatosas tém uma localizagao
perivascular, sao reguladas pelas células perivasculares e endoteliais, sensiveis aos recetores de estrogénios,

que regulam a sua proliferacao pela producao de PDGF, de EGF, de TGF-oc e de bFGF.
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CAPITULO IV

Epidemiologia

0 interesse da comunidade cientifica pelo cancro do endométrio tem vindo a aumentar nas dltimas
décadas uma vez que se tornou a neoplasia maligna ginecoldgica mais comum nos paises ocidentais. 0
grande desafio da investigagao assenta na possibilidade do diagnéstico precoce da lesao maligna ou,
idealmente, numa fase pré-neoplasica, pelo menos nas mulheres que apresentam fatores de risco conhecidos.
0 cancro do endométrio afeta sobretudo mulheres na pds-menopausa na sexta década de vida (Ali, 2014).
Nos Estados Unidos foram estimados 52630 novos casos para o ano de 2014 (Burke er a/ 2014b). As
estatisticas europeias mostram para o Reino Unido um aumento de 13,5 para 20,3 por 100000 habitantes
considerando os anos entre 1993 e 2010 (Fambrini e a/ 2014). Na Europa, os dados mais recentes
disponiveis, relativos a 2012 sobre neoplasias do corpo uterino, mencionam uma incidéncia de 14 a 29 por
100000 e uma taxa de mortalidade de cerca de 4 por 00000 (Ferlay er a/ 2013). 0 carcnoma do
endométrio é a neoplasia mais frequente do corpo uterino. Os sarcomas uterinos incluindo os
leiomiossarcomas, os tumores miillerianos e os sarcomas do estroma, contribuem apenas para 8% dos
tumores do corpo uterino (Weiderpass ef a/ 2014). A maioria dos cancros do endométrio é diagnosticada
em estadios iniciais, como os estadios | e I, de acordo com a Federagdo Internacional de Ginecologia e
Obstetricia (FIGO) (Murali ef a/ 2014). As taxas de sobrevivéncia variam de acordo com o estadiamento da
doenga. Assim, aos 5 anos, a sobrevivéncia global para o estadio | e Il é de 71% a 91%, enquanto para os
estadios avancados Ill e IV é de 57% a 66% e de 22% a 26%, respetivamente (Murali er a/ 2014). As
mulheres de raga branca apresentam o dobro da incidéncia observada na raga negra, no entanto as
mulheres de raga negra tém pior progndstico o que se justifica por apresentarem tumores mais agressivos,
do tipo seroso (Sorosky, 2012).

Os fatores de risco para o cancro do endométrio sao conhecidos e explicam o aumento da incidéncia nos
paises ocidentais nos Gltimos anos, no entanto, este aumento foi acompanhado apenmas por um ligeiro
aumento da mortalidade (Ali, 2014). Desde 2001 que se verifica uma diminuicao da taxa de mortalidade de
1,6% por ano. Este facto pode ser explicado pelo progndstico favoravel da maioria das doentes, uma vez
que o diagnostico é feito em estadios iniciais (Sorosky, 2012).

As diferencas histoldgicas e o comportamento clinico permitiram dividir classicamente o cancro do
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endométrio em 2 tipos. Os tumores do tipo |, que representam a maioria dos cancros, sao constituidos por
tumores endometrioides em que o principal fator de risco é o hiperestrogenismo. Os tumores do tipo I, que
sao tumores sobretudo do tipo seroso, sdo descritos como independentes de estrogénios, associados a
endométrio atrofico e derivam de carcinomas intraepiteliais (Setiawan es a/ 2013). Os tumores do tipo |
surgem, habitualmente, num contexto de desequilibrio de estrogénios em relagdo a progesterona. Os
estrogénios tém um papel iniciador do estimulo mitotico endometrial e, por sua vez, a progesterona reduz a
concentragao de recetores de estrogénios e aumenta o metabolismo do estradiol dando origem a um
estrogénio menos potente, a estrona. 0 maximo de estimulo mitotico dos estrogénios € atingido na fase
secretora inicial por uma concentragdo plasmatica de 50 pg/mL e estimulos superiores ndo aumentam a
atividade (Younis e a/ 19%4).

Os fatores de risco associados com o aumento de risco de cancro do endométrio incluem a menarca
precoce, a nuliparidade, a menopausa tardia, a obesidade, a diabetes, a anovulagao cronica, frequentemente
associada a sindrome do ovario poliquistico, os tumores produtores de estrogénios e exposicao ao
tamoxifeno. O exemplo classico do risco estrogénico para o endométrio é a terapéutica hormonal da
menopausa com estrogénios isolados que aumenta o risco até 20 vezes (Burke ef a2/ 2014b). Este risco
reduz-se significativamente com a associagdo de progestativo em regime continuo ou intermitente (Pike ef a/
1997; Burke ez a/ 2014b).

A idade precoce da menarca associa-se a varios cancros ginecoldgicos, o que acarreta um inicio
prematuro de ciclos ovulatorios e exposicdo precoce aos estrogénios. A menopausa tardia leva a exposicao
prolongada aos estrogénios pelo aumento do nimero de ciclos menstruais. Os efeitos de uma menarca
precoce podem ser contrabalancados por uma menopausa mais prematura e por outro lado os efeitos de
uma menopausa mais tardia podem ser equilibrados por uma menarca mais tardia (Ali, 2014).

A nuliparidade aumenta o risco de cancro do endométrio em 2 a 3 vezes (Ali, 2014). As nuliparas tém
mais ciclos ovulatdrios e, consequentemente, maior exposicao a estrogénios porque nao tém o periodo da
gravidez e aleitamento. Contrariamente, a multiparidade pode reduzir o risco de cancro do endométrio até
10% (Parslov ef a/ 2000), contudo este risco é cumulativo com gestagdes subsequentes em cerca de 10%
por nascimento (Pfeiffer es a 2009). A gravidez proporciona uma alteragdo do equilibrio hormonal com
aumento de progesterona e diminuigdo dos estrogénios o que, por sua vez, diminui o estimulo mitdtico
(Pfeiffer er @/ 2009). Outra teoria sugere o facto de o parto ser sede de eliminagdo de células com
crescimento anormal o que pode explicar a diminuigao do risco de cancro do endométrio em 60% para
gestacoes apos os 40 anos (Ali, 2014).

A obesidade aumenta o risco de cancro do endométrio devido ao aumento dos niveis circulantes de

estrogénios, consequéncia do aumento da aromatizagdo dos estrogénios enddgenos no adipdcito, maior
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exposi¢ao a estrogénios na perimenopausa sem oposi¢ao progestativa e diminuicao da globulina ligadora das
hormonas sexuais (SHBG, do inglés sex hormone-binding globulin). O estradiol plasmatico liga-se a SHBG e a
fracdo ligada nao se encontra biodisponivel. As mulheres com indice de massa corporal (IMC) elevado tém
niveis de SHBG diminuidos, pois estes ndo aumentam proporcionalmente ao incremento do IMC e, deste
modo, os estrogénios ficam mais biodisponiveis (Sodergard e ] 1982; Sherman ef a/ 1997). Estas mulheres
também tém frequentemente anovulagao cronica, o que aumenta a influéncia estrogénica sem oposicao da
progesterona. A incidéncia de obesidade na populagao com cancro do endométrio atinge 70% (Courneya ef
a} 2005) e estd descrito que o IMC acima de 30 kg/m’ aumenta duas a trés vezes o risco de carcinoma do
endométrio assim como a sua mortalidade (Sorosky, 2012). A diabetes e a hipertensdo arterial sdo
comorbilidades frequentes nesta populagao (Soliman es ] 2006; Burke es a/ 2014b). O primeiro estudo
epidemioldgico sobre fatores de risco para os subtipos histoldgicos especificos associou a obesidade com
tumores endometrioides e nao com os serosos (Sherman er a 1997). Os dltimos trabalhos demonstraram
que o IMC se associa aos tumores do tipo | assim como com os tumores do tipo Il (Bjerge er a/ 2007,
Setiawan ef a/ 2013). Apesar de esta associagao parecer ser mais forte para os tumores do tipo |, estudos
recentes apontam para fatores de risco semelhantes para o tipo | e tipo Il, podendo ter vias etiopatogénicas
comuns (Setiawan et a/ 2013).

A diabetes e o hiperinsulinismo sao frequentemente associados com o risco de patologia endometrial. A
diabetes do tipo 2 aumenta o risco de cancro do endométrio para o dobro em comparagao com a
populagao nao diabética enquanto a diabetes do tipo | pode aumentar este risco para o triplo (Friberg ef
al, 2007). O hiperinsulinismo esta associado ao aumento dos niveis de estrogénios como resultado da
diminuicao dos niveis de SHBG, e a insulina ndo so estimula o crescimento do estroma endometrial através
dos recetores de insulina das células endometriais como aumenta os niveis de IGF-1 livres o que por sua vez
estimula a proliferagdo de células endometriais (Friberg er a 2007; Setiawan ef a/ 2013).

A sindrome do ovario poliquistico é a causa mais comum de anovulagdo e, consequentemente, exposi¢ao
a estrogénios sem oposicao, acarretando o aumento do crescimento endometrial. 0 risco de cancro do
endométrio nestes casos pode atingir o triplo em comparagao com o grupo controlo, sendo que um terco
dos cancros do endométrio apresenta sindrome do ovario poliquistico (Ali, 2014). O hiperinsulinismo e a
resisténcia insulinica estao frequentemente associados e levam a aumento da secre¢do de androgénios,
hormona luteinizante (LH, do inglés /uneinizing hormone) e 1GF-1 (Setiawan ef aj 2013).

0 tamoxifeno é um modulador seletivo dos recetores de estrogénios utilizado como hormonoterapia no
cancro da mama, que tem efeito agonista no endométrio e pode aumentar o risco de cancro do endométrio
em 6-8 vezes (Fisher e a/ 1994). A maioria destes carcinomas do endométrio sao endometrioides bem

diferenciados e em estadios inicias, no entanto existem relatos de tumores de alto grau e de sarcomas
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(Sorosky, 2012). Este risco é maior em mulheres com mais de 50 anos e mais de [2 meses de
descontinuagao da teraputica com tamoxifeno, ocorrendo em média apos 33 meses (Ali, 2014).

0 risco de cancro do endométrio diminui com a utilizagdo de contracetivos orais combinados e
progestativos, independentemente da via de administragdo, incluindo a injetavel e através do dispositivo
intrauterino com progestativo (Zhou es a/ 2008). A utilizagdo de contracecao combinada por mais de
10 anos relaciona-se com uma redugao de 80% do risco de cancro do endométrio e prolonga-se por
20 anos apds suspensao (Ali, 2014). Os contracetivos combinados reduzem o risco de lesdes pré-malignas,
pela diminuicao de ovulagdes, que poderiam induzir o desenvolvimento de lesdes estrogénio-dependentes. Os
habitos tabagicos conferem uma diminuicdo do risco de cancro do endométrio e os mecanismos que
explicam este facto sao o aumento do recetor de progesterona e a expressao da proteina homeobox AlQ
(Lhou ef a/ 2011b). Esta proteina é essencial para a diferenciagao do trato geniturinario, expressando um
pico na fase luteinica como resultado da expressao de progesterona.

A doenga genética representa uma minoria dos cancros do endométrio e a sindrome de Lynch ou cancro
colorretal hereditario nao polipoide (HNPCC, do inglés /ereditary nonpolyposis colon cancer) contribui para
cerca de 5% dos casos (Colombo er a/ 2011; Sorosky, 2012; Burke er a/ 2014b). Esta sindrome é
autossomica dominante e corresponde a uma mutagao de genes reparadores MutL homélogo | (MLHI, do
inglés Mutl homolog-/), da proteina MutS homologa-2 (MSH2, do inglés MutS protein homolog 2, da
proteina de segregacdo pds-meidtica-2 (PMS2, do inglés postmerotic segregation increased 2) ou da proteina
MutS homologa-6 (MSH6, do inglés MutS homolog 6). O nisco cumulativo de cancro do endométrio aos
10 anos para cada mutagao é de 54% para a MLHI, 21% para a MSH2 e 16% para a MSH6 (Burke er a/
2014b). A mutagao da fosfatase homologa a tensina (PTEN, do inglés phosphatase and tensin homolog) ¢
uma mutagdo comum no cancro endometrial esporadico. Esta mutagao rara pode ser encontrada na

sindrome de Cowden, associada ao risco de cancro da mama, da tiroide e do endométrio (Eng, 2003).

Clinica e diagnostico

0 cancro do endométrio é habitualmente diagnosticado em estadios iniciais, em cerca de 90% dos casos,
uma vez que a detecao de hemorragias uterinas e corrimento vaginal leva as doentes a recorrer aos
cuidados médicos (Colombo er af 2011; Burke ef a/ 2014b). Nas doentes mais idosas, a hemorragia de
origem endometrial pode ndo ser exteriorizada por estenose do orificio interno do colo uterino, originando
hematometra e pode apresentar-se como um quadro de dor pélvica secundaria a contratilidade e aumento
do volume uterino (Mota, 2011). O sintoma inicial raramente corresponde a um corrimento vaginal fétido e

purulento devido a complicagao infeciosa, piometra ou a corrimento com caracteristicas aquosas, hidrorreia.
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Nos estadios mais avangados os sintomas estdo habitualmente ausentes ou sao inespecificos, como dor
abdominal ou pélvica, distensao abdominal, alteragdes do transito intestinal ou da fungao vesical (Burke er
al 2014b). Nos casos em que as doentes sdo assintomaticas, a detecdo de cancro do endométrio pode
suceder apds diagndstico de alteragdo citoldgica esfoliativa do colo uterino, particularmente atipia de células
glandulares, diagndstico incidental em peca de histerectomia realizada devido a patologia benigna ou detecao
apos realizagao de exames complementares de diagnostico como ecografia, tomografia computorizada (TC) ou
ressonancia magnética nuclear (RMN) com imagens suspeitas (Mota, 2011). A idade média ronda os 61 anos
com um pico na faixa etaria dos 50 aos 60 anos (Sorosky, 2012). Cerca de 20% dos casos sao
diagnosticados na pré-menopausa e apenas 5% antes dos 40 anos (Sorosky, 2012).

Na suspeita clinica de carcinoma do endométrio, a ecografia ginecoldgica é a primeira abordagem para a
caracterizagao endometrial. Porém, a ecografia endovaginal, apesar de ser sensivel, é pouco especifica, com
uma taxa elevada de falsos positivos (Fambrini e ] 2014). Um espessamento endometrial superior a 5 mm
na pos-menopausa tem uma sensibilidade de 90% e uma especficidade de 54% para carcinoma do
endométrio (Timmermans ef a/ 2010). Cerca de 96% das mulheres com carcinoma do endométrio tem uma
espessura endometrial superior a 5 mm (Smith-Bindman ez a/ 1998).

A curetagem endometrial representa o método mais utilizado na obtencao de amostras endometriais para
diagnostico histoldgico. Atualmente, o procedimento recomendado para avaliar a cavidade uterina é a
histeroscopia de diagnostico com biopsia dirigida (Burke er a/ 2014b). A histeroscopia seguida de ressecao
endometrial tem uma melhor precisdo para a detecao de lesdes focais em comparagdo com a curetagem
uterina, em mulheres pos-menopausicas (Epstein ef a/ 2001). As mulheres que apresentam hemorragia
vaginal na pds-menopausa tém maior risco de carcinoma do endométrio associado a pdlipos endometriais
(Lee ef a 2010b). No entanto, a realizagdo de histeroscopia prévia a cirurgia associou-se a citologia
peritoneal positiva durante a cirurgia de estadiamento (Chang e a 2011). O significado clinico e o
potencial de disseminagdo apos histeroscopia sao incertos, no entanto, nao se verificaram modificagoes no
prognostico com este procedimento (Chang ef a/ 2011; Guralp & Kushner, 2011). Contudo, este pressuposto
levou a omissdo da citologia peritoneal do estadiamento da FIGO, revisto em 2009 (Creasman, 2009).
Existem outras técnicas para obtencao de amostras realizadas em ambiente de consultorio, como a aspiragao
com Pjpelle® a qual pode atingir taxas de detegdo para carcinoma de 99,6% (Paul H. L. |. Dijkhuizen et
aj 2000). No entanto, com este método pode nao ser possivel a obtengdo de material suficiente para

estudo, ocorrendo esta situagao em 25% a 36% dos casos (Fambrini er a/ 2014).
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Estadiamento

0 estadiamento do cancro do endométrio segue o sistema de estadiamento da FIGO. O estadiamento
dinico foi abandonado uma vez que cerca de 22% das doentes com estadio clinico | apresentavam estadios
ardrgicos superiores (Hunn ef a 2009). Em 1988 o Gynecologic Oncology Group e a Society of Gynecologic
Oncologists recomendaram que o estadiamento cirlrgico consistisse na colheita de liquido peritoneal,
histerectomia, anexectomia, linfadenectomia pélvica e para-adrtica ou biopsias de ganglios linfaticos de
acordo com os fatores de progndstico. Os fatores de progndstico considerados foram subtipos histologicos
raros como os tumores serosos-papilares, os tumores pouco diferenciados e a invasao profunda do miométrio.
A disseminagao preferencial dos tumores do endométrio é por via linfatica através dos ganglios pélvicos e
para-adrticos, tendo sido progressivamente estabelecidos algoritmos para a indicagao da linfadenectomia. 0
estadiamento da FIGO foi revisto em 2009 e encontra-se descrito no Anexo I. Com base nesta classificagao,
os cancros do endométrio sao diagnosticados em estadio | em 72% dos casos, no estadio Il em 12% dos

casos, no estadio lll em 13% dos casos e no estadio IV em 3% (Sorosky, 2012).

Exames complementares de diagnostico

Os exames imagiologicos e os marcadores tumorais atualmente disponiveis podem ter um papel na
avaliagdo prévia ao estadiamento cirirgico para estratificar corretamente e planificar a intervencao cirdrgica.
0 marcador tumoral antigénio do cancro (CA, do inglés cancer antjgen)-125 pode ser avaliado em
pré-operatorio na suspeita de doenca disseminada, porém tem um valor limitado nos estadios iniciais. Os
niveis séricos de CA-125 foram preditivos de doenca extrauterina e correlacionou-se, independentemente, com
a metastizagao linfatica (Sood e a/ 1997; Chung er aj 2006; Sorosky, 2012). O CA-125 pode ser utilizado
em doentes em que nao foi possivel um estadiamento cirirgico e em doentes de alto risco para doenca
extrauterina (Burke e a/ 2014b). Foram descritos outros marcadores séricos como a calprotectina e o fator
de crescimento e diferenciagao 15 em doentes com carcinoma do endométrio associado a fendtipos agressivos
(Salvesen er af 2012).

Os exames de imagiologia podem ser utilizados para a planificagdo pré-operatéria no cancro do
endométrio. Nao existe consenso quanto aos exames imagioldgicos recomendados para avaliagao da extensao
local da doenca e a avaliagdo de rotina varia nos diversos paises e nas diversas instituigdes. As
recomendagdes do Aational Cancer Network para neoplasias uterinas consideram apenas, como obrigatoria, a
radiografia do torax (Epstein & Blomqist, 2014). O mesmo grupo sugere a realizagio de RMN na suspeita
de invasao cervical. A tomografia por emissao de positroes (PET, do inglés positron emission tomography), 1C

e RMN sdo reservadas para os casos de suspeita de disseminagao extrauterina. Este tipo de exames permitem
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uma estratificagao do risco de modo a que as doentes possam ser selecionadas para uma cirurgia mais
radical, e podem evitar o sobretratamento em doente de baixo risco. Os métodos imagiologicos permitem a
avaliagdo da doenga locorregional, nomeadamente a avaliagdo da profundidade de invasao do miométrio, da
extensdo cervical, da invasao de ganglios linfaticos e do envolvimento anexial. A TC e a RMN nao sdo
recomendadas por rotina na avaliagao pré-operatdria (Sorosky, 2012). A RMN pélvica foi recomendada pela
Eurgpean Society of Radiology para a planificagao do tratamento, no entanto o estudo extemporaneo deve
ser realizado para a orientagao definitiva do tipo de cirurgia (Lee er af 2015).

Varios estudos avaliaram a utilidade dos métodos imagiologicos. Um desses estudos demonstrou que a
RMN, na detecdo da profundidade de invasao miometrial, tem uma sensibilidade de 87% e uma
especificidade de 58% (Wu er a/ 2013b). Outro trabalho reportou uma sensibilidade e uma especificidade
de 77% e de 88%, respetivamente (Duncan er a/ 2012). 0 valor preditivo negativo para invasao miometrial
¢ elevado, no entanto a taxa de falsos positivos correspondentes a auséncia de invasao miometrial pode
atingir 40% (Sorosky, 2012). A maior limitagago da RMN é na avaliagao da invasao ganglionar. O critério de
identificacdo de ganglios metastaticos na TC e na RMN é a sua dimensdo, considerando-se adenopatia
quando o menor didmetro transverso € superior a 10 mm (Freeman e a/ 2012). No carcinoma do
endométrio, mais de 50% dos ganglios metastaticos tém dimensdes inferiores (Sorosky, 2012; Epstein &
Blomqyist, 2014), o que confere a TC e & RMN uma sensibilidade de 27% a 66% e uma especificidade de
13% a 99% para a detecdo de metastizagdo ganglionar, respetivamente (Burke ef a/ 2014b). Se se
considerar apenas o diagnéstico de adenopatia pélvica, a RMN mostrou uma sensibilidade de 64% e uma
especificidade de 96% (Duncan ef a 2012). Para a invasao do estroma cervical, a RMN teve uma
sensibilidade de 42% com uma especificidade de 97% (Duncan ef a/ 2012).

A avaliagdo pré-operatéria por PET realizada com "F-FDG para metastizagio ganglionar é mais sensivel
do que a TC e que a RMN isoladas (Lee e a/ 2015). A PET pode ser realizada na suspeita de doenca
disseminada e a associagdo da PET a TC permitiram a interposicao de duas imagens para melhorar a
informag3o diagnéstica. A PET com '*F-FDG permitiu inferir acerca da invasdo ganglionar com maior precisdo
que a RMN, 69% wversus 46% (Park ef a/ 2008b). Uma metandlise recente evidencia que a avaliagdo dos
indices de captacdo semi-quantitativos, designados por SUV (do inglés standardized uptake value), com PET
com "F-FDG sdo superiores em doentes de alto risco mas o seu valor ainda é limitado na estratificagdo do
risco (Ghooshkhanei er a/ 2014).

A taxa de falsos negativos dos meios complementares, incluindo a RMN, a TC e a PET ndo permite
utilizar estas técnicas por rotina de modo a omitir o estadiamento cirirgico (Burke ez a/ 2014b). 0 método
com melhor precisao para avaliar a invasao miometrial é a RMN, no entanto é limitada para a avaliagao de

doenga extrauterina, assim como 0s outros meios, que acarretam um acréscimo de custos e cujo beneficio é
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controverso. Os exames imagioldgicos podem ser utilizados na avaliagdgo de doentes que apresentam
metastizagao extrauterina assim como na avaliagdo da invasao dos ganglios abdomino-pélvicos, quando a
drurgia ndo é opgdo como tratamento inicial, o que sucede em 3% a 5% das doentes (Lee er a 2015).
Nestas doentes, que ja dispdem de diagndstico histologico de alto risco, a PET com "SF-FDG pode identificar
doenga a distancia, limitando a morbilidade do estadiamento cirirgico. Nas doentes com comorbilidades ou

com invasao da bexiga ou do intestino, a RMN permite delinear a opgao no tratamento inicial.

Classificagdo histoldgica e fenotipica

Os tumores do corpo uterino incluem tumores epiteliais, tumores mistos, tumores mesenquimatosos,
doengas do trofoblasto gestacional e tumores nao dlassificados. Os carcinomas epiteliais constituem a maioria
dos tumores do corpo uterino e correspondem aos carcinomas do endométrio do tipo endometrioide, seroso,
de células claras, mucinoso, de células escamosas, de células de transicdo, de pequenas células e
indiferenciados (Murali e a/ 2014). O grupo dos tumores mistos representa tumores com componentes
epiteliais e mesenquimatosos, como os carcinossarcomas e o dos tumores mesenquimatosos inclui os tumores
do estroma endometrial e os tumores do misculo liso (Murali er a/ 2014). A estratificagao patologica do
cancro epitelial do endométrio, descrita inicialmente por Bokhman, divide os carcinomas do endométrio em
dois tipos, os de tipo | e os de tipo Il, conforme sistematizado na Tabela | (Bokhman, 1983).

Os carcinomas do tipo | representam adenocarcinomas endometrioides o que corresponde a 80-90% dos
carcinomas do endométrio, sao bem diferenciados e sao constituidos por glandulas endometriais semelhantes
ao tecido endometrial normal. Os tumores endometrioides sao massas proeminentes na cavidade endometrial,
e quanto a sua origem, a maioria tem inicio no fundo uterino e menos frequentemente junto aos cornos e
no segmento inferior (Muggia & Oliva, 2009). Os adenocarcinomas endometrioides sao proliferagdes celulares
semelhantes a fase proliferativa com glandulas tubulares, superficie luminal estreita e invasao do estroma. Os
carcinomas endometrioides estdo associados a diferenciagao escamosa em 15% a 25% dos casos (aino et
1991), enquanto a variante fibroglandular, com células dispostas ao longo de eixos fibrovasculares,
representa uma escassa percentagem. O carcinoma secretor, muito raro, é constituido por glandulas com
vaciiolos, com arquitetura glandular uniforme e com rara atipia celular. O grau de diferenciagao permite
avaliar a distorgao arquitetural e a atipia celular. Nos tumores de grau | menos de 5% do componente é
solido, a arquitetura glandular esta preservada e a atipia celular é escassa enquanto nos tumores de grau 2
a componente sdlida varia de 6% a 50% do tumor e nos de grau 3 mais de 50% do tumor é solido com
poucas estruturas glandulares e atipia citologica extensa (Muggia & Oliva, 2009; Mota, 2011; Sorosky, 2012).
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Tabela 1: Classificagdo clinica e patoldgica dos carcinomas do endométrio. Adaptado de Murali ez a] 2014.

Tipo | Tipo Il

Percentagem 80-90% 10-20%
Idade 61 anos >70 anos
Patologia endometrial Hiperplasia Atrofia
Dependente de estrogénios Sim Nao
Obesidade, dislipidémia e diabetes Sim Nao
Tipo histologico Endometrioide Seroso e células claras
Grau tumoral Baixo (Gl,2) Alto (G3)
Invasdo miometrial Superficial Profunda
Invasao linfovascular Baixa Alta
Estadio no diagnstico FIGO I-Il FIGO 11I-IV
Prognéstico Favoravel Desfavoravel
Mutagdo PTEN 52-18% [-11%
Mutagao A4 36-52% 24-42%
Mutagdo PIIR/ 21-43% 0-12%
Mutagao ARAS 15-43% 2-8%
Mutagao ARIDIA 25-43% 6-11%
Mutagao (TANB/ 13-24% 0-3%
Mutagdo P57 9-12% 60-91%
Mutagao PPPZRIA 5-1% 15-43%
Amplificagdo AHER2 0 27-44%
Instabilidade dos microssatélites 218-40% 0-2%

Abreviaturas: PTEN, fosfatase homologa a tensina; PIK3CA, fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 3-cinase; PIK3RI, subunidade reguladora-
| fosfoinositido-3-cinase; KRAS, oncogene homélogo do sarcoma do rato Kirsten; ARIDIA, dominio de interagdo rico em AT da
proteina-1A; CTNNBI, gene (-catenina; PPP2RIA, serina/treonina proteina fosfatase-24; HER2, recetor-2 do fator de crescimento
epidérmico humano.

Os tumores do tipo | sao dependentes de estrogénios e derivam de hiperplasias endometriais (Colombo ef
al 2011). As hiperplasias foram classificadas como hiperplasias simples ou complexas, com ou sem atipia
celular, sendo que as hiperplasias complexas com atipia tém um risco de 29% de progressao para carcinoma
(Sorosky, 2012). O diagndstico histolégico de hiperplasia endometrial atipica, que inclui as hiperplasia simples
e a complexa com atipia, mostrou-se pouco reprodutivel, com uma concordancia de apenas 40% entre
patologistas (Zaino er a/ 2006). A prevaléncia de carcinoma em pecas de histerectomia, cuja bidpsia prévia
revelou hiperplasia com atipia, chega a atingir os 40% (Trimble es a 2006). O conceito de neoplasia
endometrial intraepitelial foi introduzido para substituir a terminologia prévia e é um precursor de
adenocarcinoma do endométrio com uma caracterizagao histolégica distinta (Mutter, 2000; Baak er a/ 2005).

A dassificagao utiliza uma avaliagdo citoldgica padronizada combinada com a distribuicao topografica e o
crescimento monoclonal o que permite melhorar a reprodutibilidade do diagndstico de hiperplasia complexa

com atipia (Mutter ef a/ 2007).Do ponto de vista imunofenotipico, os tumores do tipo | tém expressao de
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pancitoqueratinas, do antigénio epitelial de membrana (EMA, do inglés epithelial membrane antigen), do
C(A-125, do Ber-EP4 (do inglés epithelial antigen antibody), do B12.3 (do inglés, twmor associated
glycoprotein-72), da citoqueratina (CK, do inglés cytokeratin)-1, da vimentina e normalmente ndo expressam
(K20 e, raramente, mostram marcagdo citoplasmatica difusa para o antigénio carcino-embrionario (CEA, do
inglés carcinoembryonic antigen) (Chiang & Soslow, 2014). Estes tumores expressam, difusamente, recetores
de estrogénios e recetores de progesterona nos tumores de grau | enquanto essa expressao pode ser inferior
a 50% nos de grau 3 (Muggia & Oliva, 2009). Quanto a P53, a sua sobre-expressao esta descrita em cerca
de um terco dos tumores de grau 3 e esta praticamente ausente nos de grau |. A expressao da Plé6
aumenta com o aumento do grau histolégico (Muggia & Oliva, 2009).

De acordo com o fendtipo molecular foi descrita a existéncia de instabilidade dos microssatélites (MSI, do
inglés  microsatellite instability), de mutagdes dos genes PTEN, da fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-cinase
(PIK3CA, do inglés phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate  3-kinase), do oncogene homélogo do sarcoma do
rato Kirsten (KRAS, do inglés Airsten rat sarcoma viral oncogene homolog) e da B-catenina (Murali et af
2014). As proteinas reparadores de DNA, como a MLHI, a MSH2, a MSH6 e a PMS2 podem ter anomalias de
expressao em cerca de 30% dos tumores endometrioides (Chiang & Soslow, 2014). O gene promotor de
hipermetilacdo MLHI, também foi descrito em tumores esporadicos e esta mutado no HNPC ou sindrome de
Lynch (Murali er a/ 2014).

Os tumores do tipo I, sobretudo os serosos e os de células claras, sao independentes de estrogénios e
estao associados a atrofia endometrial. Estes tumores traduzem-se por uma espessura normal do endométrio
ou espessamento ligeiro e podem estar contidos em polipos endometriais. Os tumores avangados penetram
no miométrio e estendem-se aos tecidos adjacentes. Os tumores do tipo Il tém mutagdes da P53, da
serina/treonina cinase-15 (STKIS, do inglés serine/threonine kinase-/3) e apresentam sobre-expressao do
recetor-2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2, do inglés Auman Epidermal growth factor
Receptor J), sobre-expressao de Pl6 e subregulagao ou perda de E-caderina e perda de heterozigotia (LOH,
do inglés /oss of heterozygosity) (Llauradod er a/ 2012).

0 carcinoma seroso representa 4% a 5% dos carcinomas do endométrio e tem um comportamento
semelhante aos carcinomas do ovario e da trompa com disseminagdo peritoneal (Murali ef a] 2014). 0
termo seroso refere-se a caracteristicas partilhadas com o alinhamento celular das trompas de Falopio e
estes tumores possuem eixos fibrovasculares e sdo circundados por células atipicas com distribuigdo em
coluna e tendéncia a formar papilas. A superficie luminal € irregular e com indentagoes e as células
apresentam marcada atipia, elevada relagao nicleo/citoplasma, nicleo aumentado e irregular, dispoem-se em
tufos e destacam-se em pequenos agregados (Muggia & Oliva, 2009). Os carcinomas serosos expressam

frequentemente pancitoqueratinas, EMA, CA125, Ber-EP4, B72.3, CKT e vimentina, sao negativos para a (K20
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e raramente tém expressao citoplasmatica difusa para CEA, do mesmo modo que os carcinomas
endometrioides (Chiang & Soslow, 2014). Os recetores de estrogénios e os recetores de progesterona tém
uma expressao baixa ou mesmo ausente (Darvishian e ] 2004). A expressao de P53 € difusa e descrita em
cerca de 90% dos serosos e o indice de proliferagao, que pode ser avaliado pela expressio de Ki-67 e da
P16, revelam estar habitualmente aumentados (Zannoni ez a/ 2010).

Os carcinomas de células claras representam apenas 2% dos carcinomas do endométrio e podem
manifestar espessamento endometrial quando associados ao subtipo endometrioide. No entanto, as formas
puras ou associadas a tumores serosos encontram-se em polipos e apresentam invasao profunda do
miométrio. Os tumores de células claras sao constituidos por células atipicas com nicleo grande e
pleomdrfico e nucléolo proeminente com citoplasma abundante, claro e em alguns casos eosindfilo (Mota,
2011). A arquitetura estd pouco preservada podendo apresentar padrao papilar, tubular, tubulo-quistico,
solido ou misto (Muggia & Oliva, 2009). Do ponto de vista imunofenotipico expressam pancitoqueratinas,
vimentina, BCL2 (do inglés B-cel/ Jymphoma 2) e o CA-125 e, raramente, marcagao difusa citoplasmatica
para CEA (Chiang & Soslow, 2014). Estes tumores expressam a (K7 e sao negativos para a CK20. O padrao
de recetor de estrogénios e de recetor de progesterona, embora ainda com dados contraditorios, parece ser
fraco ou focal e a P53 tem uma expressao menor que nos serosos, assim como a P16, mas superior a dos
endometrioides. A expressdo do fator nuclear de hepatocito-1B (HNF-1B, do inglés hepatocyte nuclear
factor-18) no carcinoma de células claras do endométrio é semelhante a dos cancros do ovario, isto é,
difusa, com marcagao nuclear moderada a intensa (Yamamoto es a/ 2007).

Os tumores mistos referem-se a um padrdo histologico com, pelo menos, dois tipos de tumores
endometriais em que um dos componentes constituiu pelo menos 10% do tumor (Muggia & Oliva, 2009). Os
carcinomas escamosos, também raros, so podem ser considerados apds exclusao de hiperplasia ou de
componente endometrioide e sdo indiferenciados e associados a estenose cervical. Os carcinomas de células
de transicdo sao extremamente raros e assemelham-se ao carcinoma do urotélio de células de transicao, com
arquitetura papilar. 0 carcinoma de pequenas células é idéntico aos carcinomas de pequenas células
neuroendocrino com origem noutros Orgaos (Muggia & Oliva, 2009). Os carcinomas mucinosos sao muito
raros e contém células com mucina no citoplasma. Os restantes carcinomas do endométrio sdo
indiferenciados, com expressao limitada de citoqueratinas, mas com marcagao intensa por queratina AEI/AE3,
por CAM5.2, por EMA e por CKI8 e os recetores hormonais estao frequentemente ausentes (Chiang & Soslow,
2014).
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Classificagdo molecular

A classificagao dualista do cancro do endométrio revelou imperfeicoes no que concerne a evolugao clinica
e a fatores de progndstico. Os tumores do endométrio sdo heterogéneos e a classificagdo classica &
daramente limitada, existindo uma falta de correlagao com a resposta terapéutica e com o progndstico.
Recentemente foi proposta uma dassificagao gendmica capaz de ultrapassar estas limitagoes. O objetivo é
existir um sistema de classificagdo capaz de proporcionar um tratamento individualizado efetivo. Os genes e
as vias moleculares candidatos a classificacdo molecular do cancro do endométrio foram sobretudo estudados
para tumores endometrioides devido a sua prevaléncia. As alterages moleculares descritas para os
carcinomas endometrioides incluem a MSI, mutacoes dos genes P7EN, KRAS, PIK3(A e da P-catenina
(Llaurado ef a/ 2012). Estas alteragdes podem estar envolvidas na transformagao maligna, ja que foram
detetadas em lesdes pré-malignas e parecem ser responsaveis pela progressao tumoral (Llauradd e a/ 2012).

As alteragoes dos genes reparadores de DNA e a MSI estdo descritas nmos tumores endometrioides,
particularmente a hipermetilagao do promotor MLHI (Murali es a/ 2014). As primeiras mutagoes destes
genes foram reportadas no HNPCC. As mutagdes das linhas celulares germinativas hMLH-2, MLH-1 e hMLH-6
foram associadas com carcinomas endometrioides (Llaurado e a/ 2012). Alguns proto-oncogenes foram
descritos no cancro do endométrio, como o KR4S o HER2/neu, o PIK3(A e da P-catenina. O gene ARAS
esta envolvido em mais de 30% dos tumores endometrioides (Llauradd er a 2012). Esta mutagao deriva da
transformagao da hiperplasia simples em complexa, sendo um marcador de progressao para carcinoma. 0
HER2, membro da familia de recetores de tirosina cinase, & importante no processo de proliferagao celular
considerando a via da cinase Ras-Raf-MAP e PI3K e subregulagao das proteinas da via serina/treonina cinase,
particularmente a proteina cinase B (AKT, do inglés protein kinase B). Esta associagao é descrita em cerca
de 30% dos tumores nao endometrioides, incluindo os serosos e os de células claras (Llaurado er a/ 2012).
A perda de expressao da E-caderina foi descrita em até 50% dos tumores endometrioides e em proximo de
80% dos carcinomas serosos (Murali es a/ 2014), salientando-se alteragdes na transcrigao devido a sua
acumulagao nuclear (Schlosshauer e a/ 2002; Moreno-Bueno er a/ 2003). A perda de E-caderina leva a
diminuigdo da expressdo de [-catenina livre no citoplasma.

Os genes supressores tumorais protegem as células do crescimento descontrolado. As células tumorais
possuem mutagdes em diversas vias que envolvem este tipo de genes, como a via PI3K/AKT/mTOR, descrita
na Figura 3, que regula o crescimento celular e a sobrevivéncia e a via de sinalizagdo WNT/B-catenina
(Murali er a/ 2014). O gene PTEN & um regulador negativo na via de sinalizagao PISK/AKT/mTOR e esta
mutado em cerca de 80% dos carcinomas endometrioides (Cheung er 2/ 2011; McConechy er ] 2012). Esta
alteragao funcional esta inclusivamente associada com hiperplasia endometrial atipica e com eventos precoces

da patogénese do cancro.
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Figura 3: Via de sinalizagao PI3K/AKT/mTOR. A PI3K fosforila o PPIP2 em PPIP3 que recruta e fosforila AKT que é um ativador
mTOR. O mTOR é um ativador da S6KI e da 4EBP que regulam a proliferagdo celular. Abreviaturas: PI3K, fosfatidilinositol 3-
cinase; PTEN, fosfatase e tensina homéloga; PPIP, fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; PPIP3, fosfatidilinosiltol 3,4,5-trifosfato; AKT,
proteina cinase B; mTORc, proteina alvo da rapamicina; 4EBP, do inglés e/f4F binding proteim S6KI, do inglés ribosomal protein
S6 kinase B-/. Adaptado de Umene et al. 2013, Westin e Broaddus 2012 e de Servier.com (7his work is licensed under the
Creative  Commons  Attribution 3.0 Unported ~ License. ~ To view a copy of this  license,  visit
http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

0 gene supressor tumoral /P57 esta frequentemente mutado nos tumores serosos, atingindo os 90% e em
cerca de 30% dos endometrioides de alto grau (Tashiro e 2/ 1997; Jia et aj 2008). A mutagdo do gene
supressor tumoral AR/D/A (do inglés AT-rich interactive domain-containing protein /4) origina perda de
expressao da proteina BAF250a, por este codificada, que estd presente em cerca de 40% dos tumores
endometrioides (Llauradd e a/ 2012). Este perfil foi também verificado em outros tumores ginecologicos,
particularmente nos tumores endometrioides e nos de células claras do ovario assim como nos tumores
gastricos. O gene da serina/treonina proteina fosfatase-2A (PPP2RIA, do inglés serine/threonine-protein
phosphatase-2A) foi associado a mais de 40% dos tumores serosos (Murali es 2/ 2014).

0 Cancer Genome Atlas Research Network desenvolveu um estudo em que integrou tecnologias de
genomica, transcriptémica e protedmica para avaliar uma série de carcinomas do endométrio. Foram

utilizadas técnicas de sequenciagao de dltima geragao que analisaram a metilagao de DNA, assim como um
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array de proteinas de fase reversa e a MSI (Network er &/ 2013). O estudo incluiu 373 carcinomas do
endométrio, dos quais 307 eram endometrioides, 53 eram serosos e I3 eram mistos, endometrioides e

serosos. A classificagao gendmica estratificou quatro categorias, descritas na Tabela 2.

Tabela 2: Classificagao molecular definida pelo Cancer Genome Atlas Research Network para os carcinomas endometrioides e

SErosos.

POLE (ultramutado) POLE (hipermutado) Nimero de copias Nimero de copias
baixo (endometrioide) elevado
(seroso)
Aberragdes de nimero Baixo Baixo Baixo Alto
de copia
MSI/ MSI mista, alta baixa e MSI alta MSI estavel MSI estavel
metilagao MLHI estavel
Taxa mutagdes Muito alta Alta Baixa Baixa
Genes mutados POLE (100%) PIEN (88%) PTEN (17%) P53 (92%)
(prevaléncia) PIEN (94%) RPL22 (31%) CTNNB! (52°) PPP2RIA (22°)
PIR3CA (11%) KRAS (35%) PIR3CA (53%) PIR3CA (41%)
PIR3RI (65%) PIR3A (54%) PIRZRI (33%)
FBYW7 (82°%) PIRZRI (40%) ARIDIA (42°)
ARIDIA (16%) ARIDIA (31%)
KRAS (53°%)
ARID3B (41°%)
Tipo histoldgico Endometrioide Endometrioide Endometrioide Seroso, endometrioides
e mistos
Grau do tumor Misto Misto Grau | e 2 Grau 3
(grau 1-3) (grau 1-3)
Prognostico Favoravel Intermédio Intermédio Desfavoravel

Abreviaturas: MSI, instabilidade dos microssatélites; MLHI, MutL homdlogo I; PTEN, fosfatase homéloga a tensina; PIK3CA,
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 3-cinase; PIK3RI, subunidade reguladora-1 fosfoinositido-3-cinase; FBXW7, dominio F-box/WD
repetido contendo proteina 7; KRAS, oncogene homdlogo do sarcoma do rato Kirsten; ARIDIA, dominio de interagdo rico em AT
da proteina-1A; ARID5B, dominio de interagdo rico em AT da proteina-5B; CTNNBI, gene (3-catenina; PPP2RIA, serina/treonina
proteina fosfatase-2A.

Tratamento cirdrgico

0 tratamento de primeira linha para o cancro do endométrio é cirirgico, sendo fundamental para um
estadiamento adequado da doenca e estratificagdo da necessidade de terapéutica adjuvante. A histerectomia
total com remogao das trompas e dos ovarios tem sido a base do tratamento cirirgico do cancro uterino.
Desde o final da década de 80 do século XX que a linfadenectomia integrou o estadiamento cirirgico, com

implicagoes progndsticas importantes. Os objetivos do estadiamento cirirgico sao o diagndstico, o prognostico
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e a selecao de doentes para tratamento adjuvante. Mesmo apds a revisao da classificagao da FIGO de 2009,
a recomendagao para a abordagem do cancro do endométrio continua a ser a histerectomia total associada
a anexectomia bilateral e a linfadenectomia pélvica e para-adrtica. A histerectomia extra-fascial é a técnica
recomendada associada a anexectomia de modo a excluir a metastizagdo anexial e os tumores primarios
sincronos, para além da eliminagao da fonte de estrogénios que estimulam o crescimento endometrial (Hunn
et aj, 2009). A linfadenectomia pélvica consiste na remogao dos ganglios da metade caudal da artéria e da
veia iliacas externas e da metade caudal da gordura obturadora anterior ao nervo obturador. As cavidades
abdominal e pélvica devem ser exploradas, incluindo as goteiras parieto-colicas, o figado, o diafragma, o
baco, o epiploon, os ganglios para-adrticos e a avaliagdo do intestino, devendo ser biopsadas todas as lesdes
suspeitas. A linfadenectomia para-adrtica consiste na remogao dos ganglios da parte caudal da veia cava
inferior e remogao dos ganglios entre a aorta e o ureter esquerdo até a artéria iliaca comum (Burke ef a/
2014b).

A via de abordagem classica para o estadiamento cirirgico é a laparotomia, no entanto nos ultimos anos
a abordagem laparoscopica tem sido uma opgao vantajosa. A histerectomia vaginal e anexectomia bilateral
assistida por laparoscopia (LAVH, do inglés /aparoscopic assisted vaginal hysterectomy) assim como a
histerectomia total laparoscopica (TLH, do inglés tota/ /aparoscopic hysterectomy) com anexectomia bilateral
tém sido progressivamente mais utilizadas no carcinoma do endométrio. 0 Gymecologic Oncology Group
promoveu um ensaio clinico randomizado que comparou a laparoscopia com a laparotomia no estadiamento
arirgico do cancro do endométrio (Walker e a/ 2009). O tempo operatorio foi superior na laparoscopia e
a conversao ocorreu em 258% dos casos por fraca exposigao. A laparoscopia associou-se a menos
complicagbes graves ou moderadas no pds-operatdrio e as complicagOes intraoperatdrias foram semelhantes,
com menor tempo de internamento, menos analgesia e melhoria da qualidade de vida (Colombo ef a/
2011). A taxa de recorréncia nao mostrou inferioridade da laparoscopia e a taxa de sobrevivéncia do cancro
do endométrio também nao foi influenciada pela via de abordagem (Palomba e 2/ 2009). A arurgia
robotica parece ter as mesmas vantagens da laparoscopia em relagdgo a laparotomia, no entanto é uma
técnica disponivel em pouco centros e que necessita de estudos randomizados mais consistentes,
nomeadamente em termos de custo-beneficio. A histerectomia vaginal pode ser uma opgao em doentes com
elevado risco cirirgico e comorbilidades que ndo tolerariam a cirurgia laparoscopica ou laparotémica (Burke
et aj, 2014b).

0 ANational Comprehensive (ancer Network considerou que a remogdo dos ganglios é recomendada e que
a remogao seletiva de acordo com avaliagao macroscopica e palpagao nao tem precisdo uma vez que podem
existir poucos ganglios mas estarem macicamente envolvidos (Hunn e a/ 2009; Burke er a/ 2014b). 0

American College of Obstetrics and Gynecology e a Society of Gynecologic Oncologists recomendaram que
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todas as doentes com cancro do endométrio devem ser submetidas a linfadenectomia, no entanto este
procedimento apenas foi realizado em 30% das doentes (Roland er 2/ 2004; ACOG practice bulletin, 2005).
As indicagdes definitivas para a linfadenectomia no cancro do endométrio nao sao claras e permanece em
discussao se todas as doentes devem realizar linfadenectomia ou apenas as de alto risco. A grande
controvérsia surge em doentes em estadios iniciais em que a morbilidade do procedimento nao justifica a
intervengao (Hidaka es a/ 2007). A linfadenectomia integra o estadiamento do cancro do endométrio, mas
nao esta claramente definida como procedimento com intuito terapéutico (Hunn ef a/ 2009). Classicamente
os fatores de estratificagdo do risco sao o alto grau, o subtipo histologico de alto risco e a invasdo
miometrial avaliada no estudo extemporaneo. Um estudo demonstrou que os ganglios para-adrticos podem
estar envolvidos em 1% a 1,6% quando os pélvicos sdo negativos, independentemente do grau do tumor
(Abu-Rustum ez 2/ 2009a). No entanto, o risco de invasao ganglionar esta associado com os tumores de
alto risco e com metastizagao para-adrtica sem metastizagao pélvica foi descrita em [6%, mencionando a
necessidade de progredir com a linfadenectomia até a emergéncia dos vasos renais (Mariani ef aj 2008). Os
autores deste estudo concluiram que os tumores de baixo risco nao beneficiam de linfadenectomia
sistematica, incluindo os tumores endometrioides de grau | e de grau 2, com invasao miometrial inferior a
50% e tumores com dimensdes inferiores a 2 cm. Outro estudo demonstrou ndo haver beneficios na
sobrevivéncia com a realizagdo de linfadenectomia em tumores de grau | no estadio | (Chan e 2/ 2006). A
sobrevivéncia absoluta e relativa, respetivamente, aos 5 anos foi de 85% e 93,7% sem linfadenectomia e
88,2% e 93,9% com linfadenectomia para a doenga de baixo risco; a taxa de recorréncia foi de 8,5%
versus 5,6%, respetivamente sem linfedenectomia e com linfadenectomia (Zuurendonk e a2/ 2006). Um
estudo randomizado com mais de 500 mulheres com cancro do endométrio no estadio | demonstrou
sobrevivéncia e intervalo livre de doenca semelhantes entre o grupo de mulheres submetidas a
linfadenectomia pélvica e o grupo sem linfadenectomia (Panici es a/ 2008). Mais tarde, como resultado de
um ensaio clinico realizado em varios centros da Europa, recomendou-se que a linfadenectomia pélvica
sistematica no estadio | nao deve ser realizada por rotina (Barton er a/ 2009). A avaliagao pré-operatdria e
intraoperatéria do grau tumoral também pode ndo ter precisdo suficiente, constatando-se maior grau
histoldgico em 30% dos casos apds a andlise da peca operatoria (Hunn er a 2009). Este dado pode
levantar controvérsia relativamente a adequada catalogagao pré-operatoria de um tumor de baixo risco.

A extensdo anatdmica é outra questao controversa na linfadenectomia retroperitoneal. A presenca de
ganglios pélvicos invadidos pode indiciar metastizagao para-aértica em 40% a 57% dos casos, no entanto, a
metastizagao para-adrtica isolada pode estar presente sem ganglios pélvicos envolvidos (Mariani er a/] 2008;
Hunn e aj 2009). A literatura tem mencionado que a dissecao para-adrtica deve ser executada até a

emergéncia da artéria mesentérica inferior (Hunn ef 2/ 2009). No entanto, a presenca de metastizacdo
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acima desta emergéncia pode escapar a detecdo na linfadenectomia em cerca de 40%, justificada pela
drenagem dos vasos ovaricos (Mariani ef a/ 2008).

A linfadenectomia pélvica esta associada a complicagbes como o linfedema, que podem atingir 6% dos
casos (Burke e a/ 2014b). A técnica do ganglio sentinela, ja aprovada para outros tumores como os da
mama e o da vulva, permite limitar esta complicagao assim como um estudo mais detalhado do ganglio
sentinela de modo a melhorar a dete¢ao de metastases. O ganglio sentinela é definido como o ganglio com
maior probabilidade de envolvimento pelo tumor primario e a sua negatividade associa-se a auséncia de
metastizagao ganglionar. A biopsia do ganglio sentinela no cancro do endométrio, utilizando injecao cervical
de um radiofarmaco para linfocintigrafia e de corante azul para linfografia, foi associada a uma taxa de
detecao de 84% (Abu-Rustum er a/ 2009b). A injecao histeroscopica de um radiofarmaco para
linfocintigrafia foi testada e comparada com a injeao cervical, sendo este dltimo local de inje¢do mais
sensivel para a detecao do ganglio sentinela (Nitkura ef a/ 2013). No entanto a via histeroscopica parece
permitir a identificacdo do ganglio sentinela nos ganglios para-adrticos (Solima e a 2012). Esta técnica
pode ser uma solugdo para tumores em estadio inicial, e representou um estadiamento superior em [0%
das doentes de baixo risco e 15% com risco intermédio (Ballester er a 2011). O aperfeicoamento de todos
0s pormenores técnicos e a sele¢do das doentes sao aspetos que necessitam de mais dados (Burke er a/
2014b).

Os estadios avancados sao habitualmente tratados com cirurgia, quimioterapia e radioterapia. A cirurgia
atorredutora mostrou melhorar a sobrevivéncia e a progressao livre de doenca, sendo considerada um fator
independente de prognostico (Barlin e a/ 2010). A dimensao da doenga residual influencia a sobrevivéncia.
Assim, a doenca residual inferior a | cm correspondeu a uma sobrevivéncia de |5 meses, enquanto a
doenga microscopica correspondeu a 40 meses (Bristow e a 2000). A sobrevivéncia no estadio IV foi de
40 meses sem doenca residual e de 19 meses com algum tipo de doenga residual, sendo que a
sobrevivéncia foi semelhante em situagdes de doenca macroscopica com mais de 2 cm e menos de 2 cm
(Shih ez a/ 2011).

Os carcinomas serosos e de células claras devem ser alvo de estadiamento semelhante ao do cancro do
ovario, isto & a omentectomia e as bidpsias do abdémen superior devem estar incluidas. O carcinoma seroso
pode ser multifocal e a doenca a distincia pode ser detetada na auséncia de invasao miometrial (Sorosky,
2012).

A avaliagio do risco apés o estadiamento cirirgico permite estratificar a necessidade de tratamento
adjuvante. 0 grupo de baixo risco incluiu os adenocarcinomas endometrioides de grau | e de grau 2 e
infiltragdo miometrial inferior a 50%; o grupo de risco intermédio corresponde a adenocarcinomas

endometrioides de grau | e de grau 2 e infiltragdo miometrial superior a 50% ou adenocarcinomas
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endometrioides de grau 3 com infiltragdo miometrial inferior a 50%; no grupo de alto risco surgem os
adenocarcinomas nao endometrioides, os adenocarcinomas endometrioides de grau 3 com infiltragao
miometrial superior a 50% (Salvesen er a 2012). Para além destes fatores, a presenca de ganglios

metastaticos apds o estadiamento cirirgico e invasao cervical agravam o progndstico.

Radioterapia

A radioterapia é utilizada para destruir as células tumorais ou alterar a arquitetura do binémio
tumor/estroma, com intuito curativo ou paliativo. A utilizagao da radioterapia no cancro baseia-se no
principio de que a radiagao ionizante origina lesoes no DNA que ultrapassam a capacidade celular de
reparacao, que € inferior nas células tumorais (Hubenak es a/ 2014). A radioterapia atua segundo dois tipos
de efeitos, o efeito direto em que a radiagdo ionizante provoca diretamente a lesio do DNA, e o efeito
indirecto em que a lesdo do DNA se deve a producdo de radicais livres como espécies reativas de oxigénio
(ROS, do inglés reactive oxygen species), sendo este Gltimo o efeito predominante. A eficicia da radioterapia
¢ determinada pela relagao entre os danos no tecido tumoral e no tecido normal. A resposta das células a
radiagao ionizante depende de fatores como a proliferagao celular, a hipoxia tecidular, a percentagem de
células estaminais, o microambiente tumoral, a diferenciagdo tumoral e a radiossensibilidade das células
tumorais (Belka ez 2/ 2004).

No cancro do endométrio a parte superior da vagina e a clpula vaginal sao o primeiro local de
recorréncia e a radioterapia adjuvante pés-operatoria pode reduzir este risco (Kong er a/ 2012a). A
radioterapia externa e a braquiterapia tém sido utilizadas com este intuito. A primeira consiste na
administragao de radiagao ionizante utilizando um acelerador linear, sendo assim a fonte externa ao corpo
da doente. Utiliza mais do que um campo de irradiagdo (na téenica conformacional tridimensional sdo
utlizados frequentemente 4 campos, planeamento designado por box) de modo a conformar a dose prescrita
a0 volume-alvo e minimizar a dose administrada aos orgaos em risco. A braquiterapia consiste na colocagao
de uma fonte selada com um radionudideo na proximidade do tecido a irradiar, nestes casos a técnica
consiste na colocagao de um aplicador vaginal com um cateter. Nas doentes submetidas a histerectomia é
realizada braquiterapia com alta taxa de dose, utilizando-se maioritariamente como radioisdtopo o iridio-192.
Devido a rapida diminuicao da dose em profundidade, a braquiterapia permite a administragdo de doses
elevadas a cipula vaginal com doses baixas nos drgdos em risco envolventes (Halperin ef aj 2013).

Os fatores de risco associados a recorréncia da doenga nao estao claramente definidos mesmo perante um
estadiamento cirirgico adequado. Alguns dos fatores associados a alto risco de recorréncia sao a idade

avancada, tumores de alto grau, a presenca de invasao linfovascular e a invasao profunda do miométrio. A
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radioterapia tem sido recomendada como terapéutica adjuvante em doentes com alto risco de recorréncia. 0
estudo promovido pelo Gymecologic Oncology Group apelidado de Post Operative Radiation Therapy in
Endometrial Cancer (PORTEC-1) mostrou que a radioterapia externa reduzia a recorréncia em cancros do
endométrio de risco intermédio de 12% a [5% para 3% a 6% (Creutzberg er a/ 2000). No grupo de alto
risco, a radioterapia externa reduziu o risco de 18% a 26% para 5% a 6% e nas doentes de baixo risco a
recorréncia reduziu-se de 5% a 6 para 2% (Creutzberg er a/ 2000; Harkenrider er a 2015). A
radioterapia tem sido associada a controlo da recorréncia locorregional dos estadios I, no entanto, sem
impacto na sobrevivéncia (Creutzberg ef a 2000; Montejo er a/ 2009; Kong ef a/ 2012a). Nas doentes com
invasao miometrial e fatores de risco de recorréncia, a radioterapia mostrou diminuir esse risco, mas
também sem impacto na sobrevivéncia global (Straughn e a/ 2003). Uma metandlise recente demonstrou
que a irradiagao externa pélvica reduz a taxa de recorréncia em 64% no estadio |, mas, mais uma vez, nao
se demonstrou impacto na sobrevivéncia e associou-se a maior morbilidade e a redugao da qualidade de
vida (Kong er a/ 2012b).

A recorréncia vaginal pode ser o dnico local de recorréncia do cancro do endométrio em cerca de 70%
dos casos (Harkenrider es a/ 2015). A recorréncia associada ao cancro do endométrio em estadio inicial
apés braquiterapia vaginal é de 0% a 3,1%, sendo esta recomendada pelo PORTEC-2 em doentes de risco
intermédio e de risco elevado (Harkenrider e 2/ 2015). A braquiterapia esta associada a pouca toxicidade
gastrointestinal e geniturinaria aguda e cronica, e a poucas neoplasias secundarias, no entanto apresenta
como toxicidade primaria caracteristica associada a esta técnica, a estenose e atrofia vaginal (Burke er a/
2014a).

Na doenca avancada, a radioterapia reduz a recorréncia locorregional, mas muitos estudos nao mostraram
modificagdes na sobrevivéncia global. Um dos estudos publicados mostrou que a sobrevivéncia aos 5 anos no
estadio lIIC diminuiu de 81% para 71% com radioterapia externa, no entanto o grupo era muito
heterogéneo para tirar conclusoes consistentes (Nelson es a/ 1999). Muitos dos trabalhos sdo dificeis de
avaliar relativamente a resultados de radioterapia isoladamente uma vez que nestes estadios os grupos que
sao submetidos a radiagdo também realizam quimioterapia associada. O estudo do Gymecologic Oncology
Group relativamente aos estadios avancados Il e IV reportou uma taxa de sobrevivéncia global de 34,5%,
nao mostrando potencial curativo para a radioterapia (Sutton ef a/ 2005). A radioterapia primaria pode ser
utilizada em doentes que nao podem ser submetidas a tratamento cirdrgico para controlo locorregional da
doenga, com sobrevivéncias aos 5 anos de 39% a 71% (Burke er a/ 2014a).

De um modo geral a toxicidade da radioterapia externa € de 26%, sobretudo de natureza
gastrointestinal, tendo sido também significativamente associada a toxicidade hematoldgica, geniturinaria e

cutanea. Durante o seguimento, cerca de 20% das doentes continuam a ter complicages ligeiras como
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urgéncia miccional, cdlicas abdominais, diarreia, secura vaginal e estenose, que podem afetar a qualidade de
vida. Podem surgir outras complicagdes mais graves como a retite radica e a cstite radica (Kong ef a/
2012b). As complicagbes graves a longo prazo sdo sobretudo gastrointestinais e podem afetar cerca de 3%
das doentes. A radioterapia foi ainda associada a um ligeiro aumento do risco de neoplasias secundarias
(Kong ef a/ 2012b).

Quimioterapia

Os regimes de quimioterapia descritos para o cancro do endométrio incluem a doxorrubicina, os derivados
da platina como a cisplatina ou a carboplatina, o paclitaxel e a ciclofosfamida. Os primeiros citostaticos
aprovados para o cancro do endométrio na década de 70 do século XX foram o S5-fluorouracilo, a
ciclofosfamida e a doxorrubicina. Os primeiros trabalhos do Gymecologic Oncology Group tentaram avaliar a
resposta de diversos farmacos incluindo as antraciclinas, concretamente a doxorrubicina e a epirrubicina, os
derivados da platina como a cisplatina e a carboplatina, os taxanos como o paclitaxel, os alcaloides da vinca
omo a vincristina e os anti-metabolitos como o 5-fluorouracilo (Tate Thigpen er a/ 2004). Os agentes com
melhor taxa de resposta foram a doxorrubicina e os derivados da platina. Durante as dltimas décadas o
Gynecologic Oncology Group e a Eurgpean Association for Research and Treatment of (ancer realizaram
varios ensaios clinicos randomizados para identificar a melhor combinagao terapéutica (Johnson ef 2/ 2014).

0 potencial citotoxico dos derivados da platina foi aplicado como terapéutica antineoplasica e a cisplatina
foi o primeiro composto utilizado na pratica clinica. 0 mecanismo de agao principal é a inducao da
apoptose das células tumorais como resultado da ligagao covalente ao DNA, interferindo com a transcrigao e
com a replicagdo de DNA (Hato er a/ 2014). Recentemente foram descritas moléculas alvo nao-DNA que
indicam que estas interagdes podem contribuir para o efeito antitumoral. Entre estes referem-se os efeitos
imunogénicos, que incluem a sinalizagdo de vias moleculares que regulam a resposta imune e a morte
celular descrita para este grupo de farmacos (Hato er a/ 2014).

A doxorrubicina, que pertence ao grupo de compostos denominados antraciclinas, foi isolada da
Streptomyces peucetius. 0 mecanismo de agao da doxorrubicina consiste na indugao de morte celular através
da inibigdo da topoisomerase II, da ligagdo ao DNA e do stresse oxidativo (Yang e 2/ 2014). O principal
efeito secundario é a cardiotoxicidade, levando @ investigagdo de metodologias que a pudessem limitar,
nomeadamente a utilizagdo do farmaco encapsulado em lipossomas (Vejpongsa & Yeh, 2014).

Os taxanos sdao um grupo de farmacos cuja atividade antitumoral se baseia na estabilidade dindmica dos
microtdbulos e, por isso, originam disrupgao do ciclo celular (de Weger ef a 2014). O docetaxel e o

paclitaxel sao os farmacos utilizados em oncologia. O paclitaxel foi originalmente extraido da arvore do teixo
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(7axus spp.) (Yared & Tkaczuk, 2012). Nos dltimos anos tém sido desenvolvidos taxanos de segunda geragao
e farmacos nao-taxanos que tém como alvo os microtubulos. Também se desenvolveram estratégias para criar
novas formulagdes como as nano-particulas de albumina, os farmacos analogos, os pro-farmacos, entre outras
(Yared & Tkaczuk, 2012).

A ciclofosfamida é um agente alquilante que estd incluido em esquemas de quimioterapia para varios
cancros e, também, como imunomodulador quando utilizado em doses baixas, sendo aplicado em varias
doengas autoimunes (Hassan & Andersson, 2013). A ciclofosfamida, que apresenta uma variagao individual em
termos de eficacia e de toxicidade, é um pro-farmaco que é ativado e inativado pelo citocromo P450
hepatico (Hassan & Andersson, 2013).

A quimioterapia tem igualmente sido utilizada como teraputica paliativa na recorréncia e na doenga
inoperavel. As doentes que foram submetidas a cirurgia citorredutora, mesmo que a ressecdo tenha
conduzido a doenga residual microscopica, assim como a doenga metastatica, beneficiam de terapéutica
médica. Apesar da aplicagao da radioterapia para reduzir a recorréncia pélvica, o efeito da radiagao esta
limitado aos volumes irradiados e a associagao de quimioterapia adjuvante pode melhorar os resultados
(Burke ez a/ 2014a).

Os trabalhos que permitem comparar estes resultados s3o pouco uniformes, combinam terapéuticas
distintas e diferentes tipos de tumores. Nos tumores serosos, a combinagdo de quimioterapia com
radioterapia parece ser benéfica (Ianotti er a 1999). A radioterapia associada a quimioterapia com
doxorrubicina e com cisplatina no cancro do endométrio avangado mostrou melhorar a sobrevivéncia em
relagdo a radioterapia isolada, em valores de 42% versus 53% (Randall er a) 2006; Burke er a; 2014a).
Um estudo da Furopean Association for Research and Treatment of (ancer em doentes em estadios | a |l
submetidas a radioterapia randomizou grupos com e sem quimioterapia sequencial e demostrou reducao do
risco de recorréncia e de morte em 36% (Hogberg e a/ 2010). Os resultados de um ensaio semelhante
patrocinado pelo  Gymecologic Oncology Group chegaram a conclusdes semelhantes, no entanto sem
significincia estatistica (Hogberg er a/ 2010). Assim, a quimioterapia adjuvante associada a radioterapia
melhora a progressao livre de doenca em doentes sem tumor residual mas nao melhora a sobrevivéncia aos
5 anos (Burke er a/ 2014a). A quimioterapia associada a irradiagdo para-adrtica correspondeu a uma
sobrevivéncia de 75%, superior a da radioterapia isolada, sugerindo um beneficio desta abordagem (Onda er
al 1997). A dltima revisdo da Cochrane sobre tratamento adjuvante no cancro do endométrio para tumores
dos estadios IIl e IV, apesar de com evidéncia moderada, considera que a quimioterapia melhora a
sobrevivéncia em 25% apds cirurgia comparando com radioterapia isolada (Galaal er aj 2014).

No cancro do endométrio em estadio avancado, a associagao da cisplatina com a doxorrubicina teve

melhores taxas de resposta, no entanto sem melhoria da sobrevivéncia comparando com a doxorrubicina em

51



CELULAS ESTAMINAIS DO CANCRO DO ENDOMETRIO

monoterapia (Aapro ef a/ 2003; Tate Thigpen er a/ 2004). O regime que associa o paditaxel, a
doxorrubicina e a csplatina em estadios Ill e IV, independentemente do tipo histologico, obteve melhores
resultados em termos de sobrevivéncia e de progressao livre de doenca (Fleming es a/ 2004). No entanto,
foi reportada neurotoxicidade periférica moderada a grave em 39% das doentes com associagio de
paclitaxel. A associagao de paclitaxel com carboplatina em estadios Il e IV apds citorredugdo 6tima teve
uma taxa de sobrevivéncia aos 5 anos de 56%, mas os resultados sdo dificeis de interpretar pela
heterogeneidade do tratamento de radioterapia (Sovak es a/ 2006). O regime de combinagao de cisplatina
com doxorrubicina e com ciclofosfamida foi comparado com o regime de paclitaxel e carboplatina, sem
diferencas estatisticamente significativas para a sobrevivéncia global e para a progressao livre de doenca, no
entanto a toxicidade foi menor com o ultimo (Hidaka es a/ 2006). Este regime tem sido adotado pela
experiéncia adquirida no tratamento do cancro do ovario e melhor tolerabilidade que outras combinagdes
descritas (Montejo er a/ 2009; Sorosky, 2012). Nos tumores serosos, o regime de associagao de paclitaxel
com carboplatina teve uma taxa de recorréncia de 73,1%, salientando o mau prognostico destes tumores
(Vaidya er a/ 2006).

0 risco de recorréncia nos estadios | e Il em doentes de alto risco e de risco intermédio, levou a
consideragdo da quimioterapia como terapéutica adjuvante. A radioterapia e a quimioterapia foram
comparadas em doentes de alto risco e de risco intermédio, sem melhoria da sobrevivéncia no grupo da
quimioterapia comparando com a radioterapia (Maggi er a/ 2006; Susumu e a/ 2008). Esta a decorrer um
outro estudo, o PORTEC-3, que vai comparar a radioterapia pélvica com a radioterapia associada a
quimioterapia em doentes de alto risco e de risco intermédio numa tentativa de melhor esclarecer aquela
associagao (Wright ef a/ 2012).

Tratamento hormonal

Os progestativos, dado a sua funcado no controlo do crescimento do endométrio normal, tém sido
apontados para o tratamento da recorréncia e da doenga metastatica. Os recetores de progesterona sao
subregulados pelos progestativos e os componentes estrogénicos aumentam os recetores de progesterona,
sendo este o racional para a aplicagao de tamoxifeno associado com os progestativos. 0 acetato de
medroxiprogesterona e o acetato de megestrol assim como o tamoxifeno e os inibidores da aromatase foram
incluidos em alguns estudos. Estima-se que cerca 15% a 30% das mulheres respondem a este tratamento e
os fatores preditivos desta resposta sao os tumores bem diferenciados, com expressao de recetor de
estrogénios e de recetor de progesterona, com intervalo livre de doenca longo e com metastizagao local ou

extra-pélvica extensa (Montejo ef a/ 2009). 0 tamoxifeno foi testado num ensaio clinico de fase Il associado
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a acetato de medroxiprogesterona ciclico tendo sido reportadas taxas de resposta de 33% e média de
sobrevivéncia global de 13 meses em doentes com tumores avancados (Burke e a/ 2014a). Os resultados
com este tipo de tratamento sdo habitualmente associados a respostas de curta duragdo, apesar de terem

poucos efeitos adversos em comparagao com a quimioterapia convencional.

Tratamento conservador

A incidéncia do cancro do endométrio em mulheres com menos de 45 anos representa 5% a 30%, com
variagoes entre diferentes instituiges, no entanto destaca-se que indubitavelmente o cancro do endométrio
tem aumentado na mulher em idade fértil, o que levanta questdes relativas a preservacao da fertilidade
(Arora & Quinn, 2012). Nas mulheres entre os 20 e os 34 anos foram diagnosticados 1,6% de todos os
cancros do endométrio e entre os 35 e os 44 anos cerca de 6,1% (Arora & Quinn, 2012). Muitos destes
tumores sao do tipo I, hormonodependentes e associados a hiperplasia endometrial.

As opgdes de preservagao da fertilidade nao sao uma abordagem habitual, uma vez que a maioria dos
cancros sao diagnosticados na pds-menopausa e por isso os dados disponiveis s3o limitados. A avaliagao
destas doentes incluiu um diagnostico histolégico com material frequentemente obtido por curetagem uterina,
avaliagao histeroscopica e estudo imagioldgico para avaliar a presenca de invasao miometrial e de doengas
ganglionar e extrauterina. A RMN é considerada o método ideal para prever o grau de invasao miometrial
(Burke ef aj 2014a). As doentes com tumores de grau | que nao invadem o miométrio e sem doenca
extrauterina sao as candidatas ideais ao tratamento conservador.

Os progestativos sao utilizados como tratamento hormonal no contexto do tratamento conservador do
cancro do endométrio. As taxas de resposta sao de cerca de 70% mas aproximadamente um tero das
doentes nao responde. Estes valores referem-se a amostras pequenas e a estudos nao randomizados (Arora &
Quinn, 2012). Um estudo multicéntrico prospetivo com mulheres com carcinoma do endométrio e com
hiperplasia atipica avaliou a agdo da associagdo acetato de medroxiprogesterona com aspirina em baixas
doses durante 26 semanas e com avaliagdo histologica cada 8 a 16 semanas (Sorosky, 2012). A taxa de
resposta completa foi de 55% para os carcinomas e de 82% para a hiperplasia atipica com uma taxa de
recorréncia de 47%. O acetato de medroxiprogesterona e o acetato de megestrol orais tém sido utilizados
no tratamento conservador do cancro do endométrio por periodos varidveis e com obten¢do de amostras
endometriais em intervalos de 3 a 6 meses. Mais recentemente o sistema intrauterino com levonorgestrel
(SIU-LNG) foi utilizado em situagOes clinicas com contraindicagdo cirirgica e com taxas de resposta
semelhantes (Arora & Quinn, 2012). Outra opcao € a resseccao histeroscopica da lesdo seguida de

administragao de progestativo, no entanto, esta descrita num nimero restrito de doentes (Sorosky, 2012).
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0 maior risco do tratamento conservador é a progressao da doenga durante o tratamento ou apds uma
resposta inicial ao tratamento médico. Outra questdo é a preservacao dos ovarios que podem ser local de
metastizagdo oculta e cuja remocao retira a fonte mais importante de estrogénios que estimulam o
crescimento da neoplasia endometrial. O risco de tumor sincrono pode atingir 19%, no entanto verificou-se
que nao havia risco de morte associado com a preservagao dos ovarios (Arora & Quinn, 2012).
Relativamente aos resultados obstétricos, tém sido reportadas taxas de gravidez de 35,7%, com 18% dos

casos necessitando de técnicas de procriagdo medicamente assistida (Burke er 2/ 2014a).

Terapéuticas dirigidas

0 conhecimento das vias envolvidas no crescimento do cancro do endométrio permitiu identificar
potenciais terapéuticas dirigidas a alvos moleculares, apesar de estas terapéuticas ainda nao estarem
disponiveis na pratica clinica. Existem vérias vias com potenciais farmacos dirigidos que podem ser aplicadas
no cancro do endométrio, conforme esquematizado na Figura 4.

Uma das vias mais estudadas é a via PI3K/AKT, a qual esta envolvida na sobrevivéncia e no crescimento
celular e evita a apoptose (Westin & Broaddus, 2012). Esta via é estimulada pelo recetor do EGF (EGFR, do
inglés £GF-receptor), pelo recetor-1 do IGF-1 (IGFRI, do inglés /GF receptor-/) e pelo recetor-2 FGF (FGFR2,
do inglés £GF receptor-2) e também se correlaciona com outras vias como RAS/RAF/MEF. No cancro do
endométrio a ativagao desta via PIK3C/AKT ocorre por perda da atividade do gene supressor tumoral PTEN
ou pela ativagao da mutagao PIK3CA que codifica a subunidade PI3K. A mutagao AKT e a sobre-expressao de
recetores tirosina cinase também estimulam esta via. A proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR,
do inglés mammalian target of rapamycin) é dingida a via PI3K/AKT pela subregulagao AKT e pela ativagao
da proteina cinase 6K que regula o ciclo celular e a sua progressao (Hill & Dizon, 2012). Os inibidores das
vias PI3K/AKT/mTOR, isoladamente ou em combinagdo com outros farmacos, melhoraram a taxa de resposta
em 35% nos tumores solidos em estadio avancado, incluindo o cancro do endométrio (Janku er af 2011). A
resposta aos inibidores mTOR parece ser influenciada pela mutagdo PIK3CA (Salvesen e a/ 2012). 0
temsirolimus, um éster da rapamicina, foi avaliado no cancro do endométrio recorrente e metastatico num
ensaio clinico de fase Il e a taxa de resposta parcial e de doenga estavel no grupo de quimioterapia foi de
14% e de 69% respetivamente. O grupo que ja tinha recebido quimioterapia teve respostas parciais piores,
de 4% e doenga estavel em 25% (Oza er a 2011). Estes resultados foram independentes da presenca de
mutagoes do P/EA, perda do P7FA, do mTOR fosforilado, da pAKT ou da pS6K avaliados nos tumores
primitivos (Oza ef a 2011).
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Figura 4: Vias moleculares envolvidas no cancro do endométrio e possiveis alvos para terapéutica dirigida. As vias RAS-RAF e
PI3K-AKT-mTOR sdo ativadas por recetores tirosina cinase como EGFR, IGFR, FGFR. A PI3K fosforila a PPIP2 para originar PPIP3.
0 PTEN hidrolisa PPIP3 em PPIP2. O PPIP3 recruta e fosforila a AKT e ¢é ativada por mTOR. Estdo descritas interagdes entre a
via PIK3CA e KRAS a custa de um retrocontrolo RAS/RAF/MEK. A via RAS ativada fosforila ERK e desencadeia processos de
proliferacao. A AMPK ativa stresse celular e a disponibilidade de nutrientes. A angiogénese pode ser influenciada por fatores de
crescimento  pro-angiogénicos como o VEGF e o PDGF. Abreviaturas: EGF, fator de crescimento epidérmico; IGF, fator de
crescimento insulin-/ke, FGF, fator de crescimento fibroblastico; HER, recetor do fator de crescimento epidérmico humano; EGFR,
recetor do fator de crescimento epidérmico; IGFRI, recetor-1 do fator de crescimento insulina-/ike FGFR, recetor do fator de
crescimento fibroblastico; VEGF, fator de crescimento do endotélio vascular; PDGF, fator de crescimento derivados das plaquetas;
VEGFR, recetor do VEGFR; PDGFR, recetor do PDGFR; RAS, oncogene homologo do sarcoma de rato; Raf, V-raf-l, oncogene
homélogo-1 murino leucemia viral; MEK, proteina cinase mitogénica ativada; ERK, extracellular signal-regulated kinases, PI3K,
fosfatidilinositol 3-cinase; PTEN, fosfatase e tensina homdloga; PPIP2, fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; PPIP3, fosfatidilinosiltol 3,4,5-
trifosfato; AKT, proteina cinase B; mTORc, proteina alvo da rapamicina. Adaptado de Myers 2013; Umene et al. 2013; Westin e
Broaddus 2012 e de Servier.com (7his work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0 Unported License. To view a
copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

0 everolimus, um inibidor mTOR oral, foi testado no cancro do endométrio recorrente, verificando-se uma
estabilizagao da doenca em 21% as 16 semanas (Slomovitz ef 2/ 2010). Parece haver uma tendéncia para a
mutagao KRAS ser preditiva da resposta a esta terapdutica, sem resultados relevantes para a expressao do
PTEN e da pS6K (Westin & Broaddus, 2012). O ridaforolimus também foi testado no cancro do endométrio,
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com taxas de controlo da doenca em 33% a 58% e num ensaio de fase Il em associagdo com
quimioterapia convencional ou com hormonoterapia teve um alargamento de 2 meses da progressao livre de
doenca (Westin & Broaddus, 2012). O everolimus foi testado com o letrozol no cancro do endométrio
recorrente com taxa de resposta de 21% (Westin & Broaddus, 2012). Estdo descritos outros estudos ainda
em fase | e em fase Il com farmacos inibidores da AKT e inibidores da PI3K em cancro do endométrio
recorrente (Westin & Broaddus, 2012).

A metformina € um antidiabético oral com efeito antitumoral descrito a custa da ativagao da via proteina
cnase ativada pela adenosina monofosfato (AMPK, do inglés adenosine monaphosphate-activated protein
kinase) através da serina/treonina cinase | (LKBI, do inglés serine/threonine kinase /) assim como a
redugdo dos niveis de insulina (Westin & Broaddus, 2012). A insulina pode induzir paragem do ciclo celular
e de apoptose, assim como reverter a resisténcia a progesterona e induzir a expressdo de recetores de
progesterona em linhas celulares (Westin & Broaddus, 2012). Esta utilizagao de antidiabéticos orais no
cancro do endométrio ainda nao tem resultados clinicos que perspetivem a sua aplicagao.

A via RAS/RAF/MEK é outra das possibilidades no desenvolvimento de terapéuticas dirigidas para o cancro
do endométrio. 0 inibidor da MEK-AZD6244 foi testado com resultados favoraveis no cancro do endométrio
num em ensaio clinico de fase Il onde se pretendeu avaliar a possibilidade de associagao com inibidores da
PI3K/AKT (Westin & Broaddus, 2012). O IGF é um fator mitogénico para a via PI3K/AKT e para a
RAS/RAF/MEK. O IGFRI esta sobre-expresso na hiperplasia endometrial e no carcinoma do endométrio e o
seu inibidor mostrou aumentar a apoptose em linhas celulares de cancro do endométrio. Desta forma, existe
a possibilidade de associar inibidores do IGFRI com inibidores da mTOR mas ainda sem resultados em
ensaios clinicos (Westin & Broaddus, 2012).

A angiogénese é um fator primordial para o crescimento tumoral e que pode ser regulada por uma série
de passos complexos que influenciam as células do endotélio vascular. A sobre-expressao do VEGF desregula
o crescimento das células endoteliais, o que constitui um marcador de mau progndstico no cancro do
endométrio, associando-se a invasao miometrial e a metastizagao ganglionar (Westin & Broaddus, 2012). 0
bevacizumab é o anticorpo monoclonal dirigido ao VEGF-A e foi estudado em ensaios dlinicos de fase Il no
cancro do endométrio recorrente, com taxas de resposta de 13,5% aos 6 meses e uma sobrevivéncia de
10,5 meses (Kamat er a/ 2007b). O sunitinib & um inibidor dirigido a varios recetores tirosina cinase como
o recetor do VEGF (VEGFR, do inglés VEGF receptor) e o recetor do PDGF (PDGFR, do inglés PDGFR recetor),
0 que constitui outra possibilidade em estudo no cancro do endométrio, no entanto no ensaio clinico de
fase Il @ média de progressao foi de 2,5 meses e a resposta parcial de 12,5%, correspondendo apenas a
2 doentes. 0 FGF também estd envolvido na angiogénese, e o cedirinib e o brivaniv, que sao dirigidos a

esta via FGFR-2, foram testados em estudos piloto de fase Il para cancro do endométrio. Até a0 momento a

62



CAPITULO Il

avaliagdo de biomarcadores preditivos de resposta a antiangiogénicos nao foi bem sucedida (Hill & Dizon,
2012).

A via da polimerase poli (ADP-ribose) (PARP, do inglés poly (ADP-ribose) polymerase), envolvida na
reparagao do DNA, pode ser inibida originando pontos de dupla quebra na cadeia do DNA apés o processo
de replicagao. Estes inibidores foram aplicados no cancro do ovario e no cancro da mama com mutagdes do
gene BRCA (gene de suscetibilidade do cancro da mama, do inglés breast cancer susceptibility gene). No
cancro do endométrio, a perda de PTEN cria suscetibilidade celular aos inibidores da PARP /7 witro e in vivo
(Dedes er af 2011). Relativamente a este tipo de farmacos nao estdo disponiveis resultados de estudos
dinicos.

A familia EGFR inclui o EGFR ou ErbBI, o HER2/neu ou ErbB2, o HER-3 ou ErbB3 e o HER-4 ou ErbB4
e tem um papel fundamental na regulagao do crescimento e na diferenciagao celular. 0 EGFR foi também
testado em terapéutica dirigida a alvos moleculares no cancro do endométrio através do erlotinib que
bloqueia a porgao tirosina cinase do EGFR. No cancro do endométrio recorrente a taxa de progressao foi de
12,5% e de doenga estavel de 47% (Oza et aj 2008). A sobre-expressao de HER2 foi associada aos tumores
serosos e com pior prognostico no cancro do endométrio. O trastuzumab, um anticorpo monoclonal
anti-HER2, foi avaliado num ensaio clinico de fase Il em cancros do endométrio avancados ou recorrentes
com sobre-expressao HER2, e ndo se verificou resposta clinica (Fleming ef a/ 2010). Um estudo com o
lapatinib, apesar de ter mostrado atividade /7 witro em linhas celulares do cancro do endométrio, nao foi
testado pela atividade modesta que se verificou (Hill & Dizon, 2012).

A via E-caderina/P-catenina € responsavel pela manutencdo da arquitetura normal, pela diferenciagao
celular e faz parte da via WNT que esta implicada na tumorigénese. A perda de E-caderina e a localizagdo
de PB-catenina no niicleo das células estdo associados a transigdo de epitelial para mesenquimal (EMT, do
inglés  epithelial-to-mesenchymal transition) que promove a invasdo e a metastizagdo. Ndo existem ainda
farmacos disponiveis para esta via, que podera também estar implicada na disseminagao de células
estaminais do cancro (Westin & Broaddus, 2012).

Os mecanismos epigenéticos tém sido propostos para novos alvos teraputicos, particularmente no
contexto dos microRNAs que sao pequenas moléculas de RNA que regulam a expressao de DNA. A expressdo
de microRNAs foi avaliada no cancro do endométrio, verificando-se expressao diferencial de algumas
moléculas em relagdo ao endométrio normal (Umene ef a/ 2013). Os microRNAs sao frequentemente inibidos
pela hipermetilagdo do DNA no cancro do endométrio. O microRNA-152 foi identificado como um novo
supressor tumoral que inibe /7 vivo a tumorigénese endometrial. 0 mecanismo deste efeito ainda no esta
esclarecido e s3o necessarios mais estudos para o desenvolvimento de terapéuticas baseadas na atividade de
microRNAs (Umene ez ] 2013).
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As desacetilases das histonas e as acetil-transferases pertencem a mecanismos de homeostase para a
acetilagao destas proteinas. O butirato de sodio, um inibidor das desacetilases das histonas, reduz a
capacidade de autorrenovagao e a supressao de formagdo de colonias da populagao lateral da linha celular
de endométrio de rato RKI2V, que expressa o [12Val]-KRAS humano. Este farmaco aumentou as ROS e os
danos no DNA e pode ser uma opgdo na resisténcia a terapéutica (Kato e a/ 2011).

A utilizagdo de terapéuticas dirigidas a alvos moleculares no cancro do endométrio € uma ideia
promissora para melhorar a resposta a terapéutica e a sobrevivéncia do cancro avangado e recorrente. No
entanto a elegibilidade de biomarcadores e a estruturagao de ensaios dlinicos ainda nao permitiram a

aplicagdo com sucesso destas novas abordagens terapéuticas.
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Células estaminais do cancro

Os tumores sao constituidos por uma populagao celular heterogénea, que difere em termos de morfologia,
de expressao de genes, de capacidade de proliferagao e de invasao. Esta heterogeneidade é justificada por
uma hierarquia de organizagao celular que tem origem nas células estaminais do cancro (CSC, do inglés
cancer stem cells), populagao que esta no vértice desta ordenagao (Clarke er a 2006). As (S5C sao uma
populagdo minoritaria de células tumorais que tém capacidade de autorrenovagao, de originar progenitores
que se diferenciam de forma aberrante e que ndo respondem adequadamente aos controlos homeostaticos.
Assim, a teoria das (SC aponta para a presenca de uma subpopulagao que inicia, desenvolve e perpetua os
tumores, sendo responsavel pelos processos de tumorigénese, de diferenciagdo, de manutencao tumoral, de
disseminagao e de recorréncia tumoral (Allegra ef aj 2014).

A capacidade de autorrenovacao das (SC é assegurada pela sua capacidade de adotar uma divisao
simétrica, conforme descrito na Figura 5. Além desta, a divisao assimétrica origina as células progenitoras
responsaveis por iniciar e por manter as células diferenciadas que constituem o tumor (Visvader & Lindeman,
2008; Lee ef a/ 2011). O modelo inicial das CSC era considerado estatico, no que respeita a origem destas
células e reconhecido como unidirecional, no entanto atualmente é consensual o modelo considerado
dindmico (Islam er a/ 2015). Deste modo admite-se que as (SC podem, por diferenciagdo, originar os varios
tipos celulares que constituem o tumor, assim como, as células progenitoras podem adquirir a capacidade de
autorrenovagao por desdiferenciagao.

A teoria da (SC para a génese do tumor teve origem na hipotese do “descanso embrionario” (do inglés,
embryonic rest hypothesis of cancer origin) postulada no século XIX por Virchow e Cohnheim (Islam er 2/
2015). Na década de sessenta do século XX foi sugerida a existéncia de células estaminais hematopoiéticas
com origem na medula dssea pela evidéncia do efeito protetor de células com esta origem em ratinhos
submetidos a dose letal de radiagao. Outros trabalhos em modelos animais que mostraram que apenas
algumas das células tumorais foram capazes de iniciar tumores (Islam e a/ 2015). Estudos em tumores
solidos, nomeadamente do pulm3o, do ovario e do cérebro, demostraram ter caracteristicas similares as
células hematopoiéticas no que respeita a capacidade de apenas uma populagao minoritaria iniciar tumores
(Islam er aj 2015). Estas e outras evidéncias levaram a hipotese dos tumores terem origem numa (nica
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populagao, as (SC. Um marco importante na identificagdo das (SC foi o trabalho de Lapidot em 1994, que
consistiv na transplantagao de uma subpopulagao selecionada de células de leucemia mieloide aguda em
ratos SCID (do inglés, severe combined immunodeficiency) (Lapidot ef a/ 1994). Mais tarde Bonnet e Dick
demonstraram que as C(SC apresentam caracteristicas funcionais de células estaminais pelo isolamento da
populagao C(D34¥/(D38 e posterior transplantagdo em ratos SCID/NOD (do inglés, severe combined
immunodeficiency/nonobese diabetig, que reconstituiram o fenotipo deste tipo de leucemia (Bonnet & Dick,
1997). A existéncia de C(SC em tumores solidos foi mais tarde comprovada pelo isolamento de uma
populagio de células tumorais da mama (D44*/CD24™ que apresentou propriedades tumorigénicas em
modelo animal (Al-Hajj e a/ 2003). Mais recentemente outros estudos tém focado a identificagdo de CSC
noutros tumores solidos como nos do cérebro, do pulmdo, do cdlon, da prostata e do pancreas e tém
sugerido também a existéncia de uma subpopulagdo de (SC com capacidade de autorrenovagao, capaz de

iniciar e de manter o crescimento do cancro (Islam ez a] 2015).
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Figura 5: Esquema representativo da divisao simétrica (A) e assimétrica (B) das CSC. Estes processos asseguram a capacidade de
autorrenovagao e diferenciagao. Abreviaturas: (SC, células estaminais do cancro. Adaptado de Tang, 2012 e de Visvader &
Lindeman, 2008.

As hipoteses postuladas para a origem das (SC incluem a proveniéncia de células estaminais normais, de
células cancerigenas maduras que sofreram um processo de desdiferenciagao, particularmente a EMT, e de
processos de inducao de células pluripotentes, mecanismos cuja relagdo estd representada na Figura 6. A
primeira hipotese é a transformagdo maligna das células estaminais adultas, designada como modelo clonal
evolutivo, em que a tumorigénese tem na sua origem a acumulagao de alteragdes genéticas e epigenéticas

(Islam et a] 2015). Neste modelo as células tumorais com superioridade de crescimento sao selecionadas e
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propagadas (Visvader & Lindeman, 2008).

As (SC podem apresentar localizagdo semelhante a das células estaminais adultas e os sinais do nicho das
células estaminais normais podem atrair as (SC para este nicho (Hubbard & Gargett, 2010). Alguns autores
mostraram que o fendtipo C(SC pode ser adquirido por células tumorais que anteriormente tinham
marcadores de células estaminais negativos (Allegra es a/ 2014). A desdiferenciagao celular em (SC constitui
um fenomeno semelhante ao descrito em células somaticas que podem tornar-se pluripotentes (Tang, 2012).
Um exemplo deste fendmeno de desdiferenciagao é a EMT, um processo reversivel através do qual as células
tumorais podem adquirir um fendtipo de invasao, de sobrevivéncia em circulagao e de colonizagao de locais
distantes. Este processo biologico foi recentemente associado as vias do TGF-B, NOTCH e WNT, capazes de

promover a EMT, e esclarecida uma assinatura de 30 microRNAs ligada a este processo (oni ef aj 2015).
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Figura 6: Esquema representativo das trés hipoteses para a origem das células estaminais do cancro. As CSC podem ter origem
em células estaminais adultas normais que adquirem alteragdes genéticas e epigenéticas. As células diferenciadas tumorais podem
ser outra possivel fonte, apontando-se um processo de desdiferenciagao. Por dltimo, a reprogramagao endégena de células
somaticas pode induzir propriedades de (SC. Estas hipéteses devem ser interpretadas de forma dindmica. Adaptado de Islam ef
al 2015.
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A indugao de células estaminais pluripotentes é a terceira hipotese para a origem de (SC, que admite
que, pela indugao de genes especificos, ocorre reprogramagao através da transducao de fatores
transcripcionais conhecidos como fatores de Yamanaka que sao o OCT3/4, o SOX2 (do inglés, sex determining
region V-box 2, o -MYC e o KIF4 (do inglés, kinesin superfamilly proteina member 4) (Yamanaka, 2008).
Assim, esta hipotese aponta para reprogramagao enddgena como fonte de C(SC. Na sua globalidade os
modelos de origem das (SC nao se excluem, as populagoes de células tumorais podem atuar de modo
diferente e sdo influenciadas pelo microambiente (Islam ez a/ 2015).

A proporcao de (SC no tumor é uma questio que permanece por esclarecer. Alguns estudos apontam
para uma pequena proporcao que demonstrou capacidade tumorigénica, com valores até 2% (Islam er a/
2015). Considerando as (SC de leucemia mieloide, foi descrita também uma proporcao pequena com
capacidade de formagdo de tumores /n vivo (Hope et aj 2004). Estudos experimentais mostraram que no
cancro do colon apenas uma pequena propor¢do de células CDI33™ tiveram capacidade de gerar tumores
apos xenotransplantagao em ratos SCID (0'Brien er a/ 2007; Todaro er a 2007). No entanto outros
trabalhos indicam que as (SC n2o sao assim tao raras, pelo menos em alguns tipos de tumores. Nos
tumores hematoldgicos foram descritas proporcoes de uma em dez e no melanoma foram referidos valores
de 2,5% a 41% (Kelly er a/ 2007; Boiko ef ] 2010). De notar que o isolamento de (SC foi realizado por
metodologias diversas, o que pode explicar a disparidade na avaliagao desta proporcao. Nos tumores solidos,
onde a prevaléncia de (SC em relagao a populagao tumoral apresentou uma variagao entre 0,07% e 38%,
esta propor¢ao pode ser correlacionada com o grau do tumor e com os resultados clinicos (Visvader &
Lindeman, 2008).

As vias de sinalizagdo embrionarias tipicas das células estaminais, nomeadamente, a NOTCH, a HEDGEHOG.
e a WNT, foram implicadas nas C(SC, conforme descrito na Figura 7 (Takebe er aj 2011; Allegra et a
2014).

A via de sinalizagdo NOTCH regula a comunicagao intercelular durante a embriogénese, a proliferagdo, a
diferenciagdo e a apoptose (Takebe er a/ 2011). Os ligandos NOTCH consistem em duas familias
estruturalmente distintas, os ligandos delta-/ke (DLLs, do inglés, delta-like /igands) e os jagged que
interagem com os quatro recetores transmembranares NOTCH (Takebe ef a/ 2011). A regido extracelular dos
recetores apresenta varios dominios EGF-/ke que medeiam a interagao com os ligandos NOTCH. Apds ligacdo
ao recetor NOTCH, este sofre alterades conformacionais que expdem um local previamente protegido da
divagem proteolitica por metaloproteases e pela secretase-y que libertam fragmentos extracelulares e
intracelulares, respetivamente. Este passo cliva o dominico membranar NOTCH e liberta o dominio intracelular
ativo no citoplasma que, por sua vez, se liga ao complexo de iniciago transcripcional e ao fator de ligagao

core-/, iniciando a expressao de genes MOTCH (Takebe er a/ 2011).
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NOTCH HEDGEHOG WNT

o B-catenina
[ B-catenina

B-catenina ”

Figura 7: Vias de sinalizagao de células estaminais. A via NOTCH é atlvada por Ilgandos delta e jagged, durante o contacto
intercelular. O recetor NOTCH € absorvido e sofre protedlise pela ADAM e pelo complexo y-secretase, consequentemente o
heterodimero do recetor NICD ¢ libertado no citoplasma e translocado para o niicleo onde ativa o fator transcripcional CSL. Na
via HEDGEHOG ativada o HEDGEHOG é secretado por células adjacentes e liga-se ao recetor PATCH-1 que ativa o SMO. O GLI |
e 2 sdo libertados e translocados para o nicleo. A ativagdo da via WNT ocorre pela ligaggo do WNT aos recetores frzzled que
permitem a libertagdo de B-catenina do complexo de destruigdo multiproteico e a PB-catenina livre € libertada para o nidleo.
Abreviaturas: NICD, sntracellular domain of NOTCH (SL, (BFI, suppressor of hairless, lag-/; Smo, recetor smoothened, (SKla,
casein kinaselo.. Adaptado de Takebe er 2] 2011 e Allegra e a/ 2014.

A via HEDGEHOG controla a polaridade dos tecidos, a manutengdo de padrdes e a manutencao das
células estaminais durante o desenvolvimento embrionario (Takebe er a/ 2011). A sobreativagdo desta via,
por mutagao ou por desregulacdo, é causa de tumorigénese em diversos tecidos. O N-terminal do HEDGEHOG
¢ acilado pela enzima AR4SP do reticulo endoplasmatico e € libertado da célula através do transportador
transmembranar, liga-se ao recetor PATCHI e inicia a via de sinalizagdo. Posteriormente o recetor PATCHI
inibe o recetor Smoothened (SMO) e o complexo HEDGEHOG-PATCH-I é internalizado, o que permite a
ativagao de recetor SMO. A localizagdo de SMO no cilio priméario, uma projecao sem motilidade presente na
maioria das células de vertebrados, em vez da membrana plasmatica leva a ativagao da familia de fatores
transcripcionais  GLI. A sinalizago HEDGEHOG esta dependente do balango das formas ativadoras e
repressoras GLI (Takebe er a/ 2011).
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A via WNT esta implicada em varios passos do desenvolvimento embrionario e regula o desenvolvimento
de varios drgaos como os do sistema cardiovascular, os do sistema nervoso central e o pulmao. No adulto, a
via. WNT é fundamental a renovagdo dos tecidos particularmente das criptas intestinais, dos foliculos do
cabelo e das placas epifisarias (Takebe er 2/ 2011). A via WNT é constituida por 19 glicoproteinas
altamente conservadas que servem de ligagao ao recetor transmembranar frizzled. A ativagao candnica da via
leva a acumulagao de B-catenina no nicleo e, subsequente, a ativacao transcripcional de genes alvo (Takebe
et a, 2011). Nas (SC, as vias NOTCH e WNT canonica parecem cooperar na manutencao do fendtipo de
células estaminais (Allegra ef a/ 2014). Existem ainda outras vias moleculares envolvidas no desenvolvimento
embriondrio e que podem estar implicadas no cancro e nas (SC, em especial a via JAK/STAT, a via
MAP-Kinase/ERK, a via PI3K/AKT, a via NFB, e a via TGF-B (Allegra ez a/ 2014).

As (SC, como ja referido, caracterizam-se por propriedades de autorrenovagdo, de plasticidade e de
resisténcia a terapéutica. A capacidade de autorrenovagao é confirmada pela tumorigénese /n vivo através de
utilizagdo de modelos de xenotransplantes em animais imunodeprimidos (Visvader & Lindeman, 2008). Em
condigdes de homeostase e desenvolvimento normal, as células estaminais originam células progenitoras com
proliferacao rapida que se diferenciam em células com varios tipos de fundes (Tang, 2012). Associadamente
o fendtipo é parcialmente regulado pelo microambiente, além da determinagao genotipica. Recentemente foi
demonstrado que as (SC permanecem quiescentes, resistem a quimioterapia dirigida as células em divisao e
a radioterapia (Visvader & Lindeman, 2008). Nos tumores, as (SC mantém a populagio mutada com
propriedades estaminais (Rosen & Jordan, 2009). A identificagio de (SC na heterogeneidade tumoral constitui
um desafio e pode ser preditiva do progndstico, da resposta ao tratamento e do desenvolvimento de
terapéuticas dirigidas. As (SC podem ser isoladas por marcadores de superficie, podem formar colonias
esféricas /n vitro e sao tumorigénicas mesmo com uma pequena populagao de células (Visvader & Lindeman,
2008; Allegra et a 2014; Skidan & Steiniger, 2014). Na dltima década tém sido publicados diversos estudos
com o objetivo de reconhecer marcadores de superficie capazes de identificar estas células e varias proteinas
foram apontadas como potenciais marcadores em diferentes tipos de tumores. No entanto, nenhum dos
marcadores descritos para as (SC € exclusivo para um tipo especifico de tumor, conforme descrito na
Tabela 3, perspetivando-se mais estudos que possam identificar marcadores individuais especificos ou mesmo
as suas combinagdes.

0 fenétipo CD44*/CD24™ foi consistentemente associado a (SC da mama, com tumorigénese
comprovada com a inoculagao de apenas 100 células (Al-Hajj er a 2003; Visvader & Lindeman, 2008;
Charafe-Jauffret ef a/ 2009). Mais recentemente foram descritos outros marcadores no cancro da mama,
nomeadamente a ALDH-1, o (D133 o (D49f e o ITGA6 (subunidade c-6 da integrina) (Allegra er a/ 2014).
A indugdo de EMT, um processo que origina o fendtipo de células mesenquimatosas a partir de células
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epiteliais, foi associado a um aumento de percentagem de células (D24 (Morel e a/ 2008).

Tabela 3: Marcadores de superficie de CSC e tipo de tumor associado (Visvader & Lindeman, 2008; Allegra er af 2014).
Marcador Marcador adicional Tipo de tumor Expressao
(4)
(D44+ (abeca e pescogo 0,1-42
(D24 Mama 11-33
EpCAMti (dlon 0,003-38
(D24+ ESA+ Pancreas 0,2-0,8
Ovario
Prostata

(D49t EpCAM- Mama

D133+ Glioblastoma 19-29
Meduloblastoma 6-21
Cérebro 2-3
Colon 1,8-25
Pancreas [-3
Pulmao 0,32-22
Ovario
Mama
Endométrio

ITGAG Mama

(D166 Pulmao

c-Kit Ovario

ALDH| + Mama 3-10
Colon
Prostata
Pulmao

(D90 Figado 0,03-6

ABCBS+ Melanoma 1,6-20

Populagao lateral Mesenquimatoso 0,07-10
Endométrio
Ovario

Abreviaturas: ALDHI, aldeido desidrogenase-1; ABCBS, cassete de ligagdo ao ATP (adenosina trifosfato), subfamilia B membro 5;
(D, marcador de diferenciagao; EpCAM, molécula de adesao das células epiteliais, ESA, antigénico epitelial especifico.

No cancro do pulmo tém sido estudados, principalmente, o (DI33 e o (D166 como marcadores de C(SC
(Allegra er a/ 2014). O fenotipo CDI33™ no carcinoma primario do pulmao de pequenas células e
nao-pequenas células teve a capacidade de formar esferas /n vitro (Eramo ef aj 2008). A populagao com
expressao  (D166™ destacou-se por formar tumorosferas com capacidade de autorrenovagdo e pela
transplantacdo /n vivo que recapitulou a heterogeneidade do tumor primitivo (Zhang ef a/ 2012).
Considerando os marcadores de (SC hepaticas, foram descritos o (D90, o (D133, molécula de adesdo das
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células epiteliais (EpCAM, do inglés epithelial cell adhesion molecule) e (D44 (Allegra er a/ 2014). O fendtipo
(DI33" foi associado ao desenvolvimento do tumor e a resisténcia ao tratamento. A populagdo EpCAM™ de
células de carcinoma hepatocelular apresentou capacidade de autorrenovagao e de diferenciagao (Yamashita
et al, 2010).

No caso do cancro da prostata, o (D44 e a ALDH identificaram o fenotipo de (SC e a populagao CD44*
apresentou-se com maior capacidade clonogénica, maior indice de proliferagdo e maior capacidade de
metastizagao que a (D44" (Allegra er a/ 2014).

Os estudos no cancro do ovario associaram o c-Kit, o (D44 e o (D133 com a populagao de CSC e,
inclusivamente, as células CDI33* mostraram capacidade clonogénica e tumorigénica superiores (Lopez ef a/
2013). A populagdo com expressao positiva de (D133 e, simultaneamente, com expressao positiva de ALDH
apresentou capacidade de iniciar tumores (Silva ez a/ 2011).

A identificacdo de marcadores para as (SC parece ter grande potencial para o desenvolvimento de
terapéuticas para este grupo de células, que escapam ao tratamento convencional. Assim, uma estratégia
futura podera ser o direcionamento terapéutico a estas células. As abordagens direcionadas as (SC podem
passar pelo tratamento dirigido a marcadores de superficie, pela promocao da diferenciagdo das CSC, pelo
bloqueio de componentes de vias de sinalizagdo relevantes das (SC, pela destruicao do nicho e por
mecanismos epigenéticos (Allegra ef a} 2014). A inducdo da diferenciagdo das (SC em células tumorais mais
suscetiveis pode permitir a irradicagao destas células e reduzir a probabilidade de recorréncia. De fato,
alguns estudos Ja realizados mostraram que a exposigdo das (SC de glioblastoma a proteinas osteogénicas
(BMP, do inglés, bone morphogenetic proteins) promoveu a diferenciagdo e reduziu a frequéncia de células
(DI33™ (Piccirillo et 2] 2006). Igualmente células (D44 de cancro da mama também foram diferenciadas
com sucesso por knockdown deste marcador, com perda das propriedades estaminais (Pham ez 2/ 2011).

As estratégias dirigidas as vias de regulagao das (SC podem incluir as vias HEDGEHOG, NOTCH e WNT.
Em relacdo a via HEDGEHOG esta descrita a utilizagao de ciclopamina, que melhorou os resultados dos
inibidores tirosina cinase e a deplecao de (SC (Dawood er a/ 2014). A inibicdo da via NOTCH foi conseguida
em (5C da mama pelo antagonismo do ligando delta-/ke | ou NOTCHI e melhorou a resposta aos taxanos
(Dawood ef a/ 2014). Estao descritos inibidores da via de sinalizagdo WNT/B-catenina, assim como da via
da IL8 que regula os recetores de quimiocina | e 2 (Dawood er a/ 2014). Outra possibilidade nesta via sdo
os inibidores da secretase-gama, que reduziram nao so alguns marcadores de C(SC como também o
crescimento tumoral /7 vivo (Dawood ef a/ 2014). A via AKT, através do ativador e transdutor de sinal de
transcricao 3 (STAT3, do inglés signal transducer and activator of transcription 3) pode ser outra alternativa
Ja descrita em gliomas (Allegra ef a/ 2014).

0 nicho de (SC esta protegido da quimioterapia pela presenga de fatores do microambiente que limitam
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a apoptose, os estimulos de diferenciagao e os fatores agressores do ambiente. Assim, uma das estratégias
pode assentar na disrupgao das comunicagoes celulares e, potencialmente, interferir com o crescimento
celular (Allegra ef a/ 2014). Por outro lado, as células do nicho tendem a localizar-se na regido
perivascular. Esta circunstincia promoveu estudos em modelos animais que mostraram que a terapéutica
antiangiogénica em combinagdo com farmacos citotdxicos provocam uma redugdo significativa da populagao
de (SC (Folkins e a/ 2007).

Estao igualmente em investigacao outras terapéuticas dirigidas aos mecanismos epigenéticos, que incluem
a metilagdo do DNA, a modificagao das histonas e a remodelagao da cromatina. Estas estratégias poderao
ser promissoras uma vez que as alteragOes epigenéticas podem ser reversiveis (Allegra e a] 2014).

As principais limitagdes sao o facto de os marcadores de (SC identificados nao serem exclusivos destas
células, a plasticidade do fendtipo que nao implica uma biologia definida e a resisténcia varidvel aos

citostaticos da quimioterapia convencional.

Células estaminais do cancro do endométrio

0 primeiro estudo que considerou a presenca de (SC em tumores do corpo uterino foi em
carcinossarcomas, em que os autores verificaram que as células que formavam colonias mantinham essa
capacidade ao longo de séries de 50 passagens e originavam morfologia semelhante a das células de origem
(Gorai er aj 1997). Este estudo também esclareceu a origem destes tumores miillerianos mistos, onde
coexiste um componente epitelial e mesenquimatoso, e suportou que tanto o componente epitelial como o
mesenquimatoso tém origem numa célula estaminal e que o componente epitelial é o dominante (Gorai er
al 1997).

0 perfil funcional considerado nas (SC endometriais incluiu a capacidade clonogénica, a populagdo lateral
e as tumorosferas e encontra-se detalhado na Tabela 4 (Carvalho e a/ 2015b). Hubbard e colaboradores
realizaram um estudo com carcinoma do endométrio humano primario para demonstrar que existem células
com propriedades de (SC, nomeadamente com capacidade clonogénica, de autorrenovagao, de diferenciagao e
de tumorigenicidade que podem ser responsaveis pela iniciagao, pela manutencao e pela progressao do
carcinoma do endométrio (Hubbard e a/ 2009). A maioria dos tumores originou unidades formadoras de
colonias que aderiram apds o isolamento e produziram colénias em 7 dias, com uma eficiéncia clonogénica
de 0,24%. Associadamente verificou-se a expressdo de genes de autorrenovacao, nomeadamente o local de
integrag@o-1 do virus da leucemia Moloney murina especifica de células B (BM//, do inglés B cell-specific
Moloney murine leukemia virus integration site /), o (TNNB/, o SOX2 e o NANOG. As unidades formadoras

de colonias obtidas a partir de amostras de hiperplasia, de tumores de grau |, de grau 2, de grau 3 e de
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tumores do tipo 2 foram submetidas a subcolonizagao seriadas /7 witro, com resultados que corroboram a

capacidade de autorrenovagao (Hubbard e a/ 2009).

Tabela 4: Caracterizacao funcional e respetivos marcadores de (SC do endométrio
Perfil functional Marcador Referéncias

Unidades formadores de coldnias BMII, CTNNBI, S0X2 e NANOG (Hubbard er a/ 2009)
Populagdo lateral (Friel et a/ 2008)
Fragdo SP Hoechst Lov

(Kusunoki ef a 2013)
(Yusuf ef af 2014)

vimentina, a-SMA e (Kato ez af 2010)
colagénio Il
MUSASHI- | (Gotte er af 2011)
ALDH|
Tumorosferas NANOG (Rutella et a/ 2009)
(Ihou ez af 2011a)
0CT4 (Lhou ef a} 2011a)
(Rutella ez a/ 2009)
0CT4 (Wu e a 2011)
ALDH (Rahadiani et a/ 2011)
(Mamat er a/ 2011)
(D133 (Rutella er a/ 2009)

(Friel e af 2010)
(Nakamura e a/ 2010)
Abreviatura: ALDH, lactato desidrogenase; BMII, local de integragdo | do virus leucemia murina Moloney especifico de células B;
CTNNBI, gene da PB-catenina; SOX2, box-2 da regido do Y determinante sexual; o-SMA, at-actina do misculo liso; OCT4, fator
de transcricao octdmero ligado ao fator de transcrigao 4.

As células da populagio lateral foram avaliadas em linhas celulares de carcinoma do endométrio
(Ishikawa, AN3CA, HEC-1) e em células obtidas de amostras tumorais humanas (Friel ef a; 2008). As linhas
celulares foram incubadas com Hoechst 33342 na presenca e na auséncia do inibidor de resisténcia a
multifirmacos (MDR, do inglés multidrug resistand), o verapamil. Nas linhas celulares AN3CA e Ishikawa foi
possivel identificar uma populagdo lateral Hoechst”” sensivel ao verapamil que varia de 0,02% a 0,08% da
populagdo total. Nos carcinomas endometriais primarios a populagdo lateral atingiu 3,4% das células. 0
crescimento /7 vitro das células da linha celular AN3CA revelou uma elevada percentagem de células em fase
Gl, de 80,3% na populagao lateral versus 4,53% na populagdo maioritaria, salientando a renovagao celular
inferior na populacao lateral (Friel es a/ 2008). Na linha celular de adenocarcinoma endometrial HEC-50B, a
populagao lateral correspondeu a 0,5% e apresentou maior expressao de KRAS, o que contribui para a
manutengdo das propriedades estaminais (Tomiyasu ef 2/ 2014). A populagao lateral endometrial apresentou
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uma expressao diminuida de marcadores de diferenciagao, de capacidade de proliferagao a longo prazo, de
capacidade de autorrenovagao /n vitro e um aumento da migragdo, da formagao de /famellpodia e de
urgpodia e aumento da capacidade tumorigénica (Kato er a/ 2010). A proliferagdo a longo prazo e a
capacidade de autorrenovagao, das células da populagao lateral e das células da populagao maioritaria,
derivadas da linha celular HEC-I foram comparadas e verificou-se que as primeiras mantiveram as divisdes
durante 2 meses e capacidade de originar colonias secundarias e tercidrias. A expressao de vimentina, de
o-SMA e de colagénio do tipo Il surgiram aumentados na populagao lateral apontando para a capacidade de
diferenciagao no padrao celular mesenquimatoso (Kato e ] 2010). Outro trabalho que estudou a populagao
lateral na linha celular HEC-50B revelou uma percentagem representativa deste fendtipo, de 0,5%,
percentagem essa que se manteve apds renovagao da cultura da populagdo lateral durante 3 semanas.
Estudos realizados ao longo do tempo mostraram que a capacidade de proliferagdo foi superior a da
populagao maioritaria as 72 horas (Tomiyasu e aj 2014). A populagdo lateral da linha celular RKI2V
apresentou 450 genes sobre-regulados comparando com a populagao maioritaria, entre os quais se destacam
os genes de regulagdo do desenvolvimento da EMT (Kusunoki ez a/ 2013).

No contexto das (SC endometriais foram avaliados marcadores relacionados com o desenvolvimento
embrionario como o MUSASHI-/, o NANOG e o OC7T4 O MUSASHI-I, um marcador relevante de células
estaminais, ¢ uma proteina com 39 kDa que se liga a RNA envolvido na manutencao e na divisao
assimétrica das células progenitoras e que, nas (SC, foi associado ao crescimento e a progressao tumoral
(Gotte e a} 2011). Nas células progenitoras neuronais, o MUSASHI-1 constitui um repressor da translagao do
mNumb (do inglés mammahan Numb) e da P21 (inibidor-I da cinase dependente da ciclina, do inglés
cydlin-dependent kinase inhibitor /) e um regulador da via de sinalizagao NOTCH-1 (Gotte e af 2011). 0
MUSASHI-1 esta sobrerregulado no cancro do endométrio (Gotte er a/ 2008) e aumentado na populagao
lateral da linha celular de cancro do endométrio Ishikawa (Hubbard er 2/ 2009; Gotte er aj 2011). 0
knockdown do RNA mensageiro (mRNA) do MUSASHI -1 levou a alteragdo da via de sinalizagao do NOTCH-1,
do fator de transcrigao Hes-1, da P2l e da ciclina Bl e, através destas vias, pode modular a apoptose e a
progressao no ciclo celular (Gotte e @/ 2011). O MUSASHI-1 foi avaliado em cancros do endométrio de 46
mulheres através da reacao em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR, do inglés guantitative real-time
polimerase chain reaction), da imunohistoquimica e da microscopia confocal, para avaliar a colocalizagao
NOTCH-1 e da telomerase (Gotte er 2/ 2008). A distribuicdo das células MUSASHI-I foi difusa no tecido
glandular em cerca de 75% dos carcinomas endometrioides. A comparagdo entre amostras de endométrio e
de miométrio evidenciou aumento da expressao de MUSASHI-I no primeiro, presenca de mRNA da telomerase
em 63% das amostras de endométrio e expressao equivalente do mRNA do NOTCH-1 (Gdtte es 2/ 2008). Foi
observada colocalizagdo de MUSASHI-1 com NOTCH-I e a expressao com telomerase foi detetada no estroma

1



CELULAS ESTAMINAIS DO CANCRO DO ENDOMETRIO

endometrial, na vizinhanga das glandulas endometriais e nas proprias glandulas (Gotte es ] 2008).

0 NANOG € reconhecido como marcador de células estaminais e nas CSC foi associado a transformagao, a
tumorigénese e a metastizagao. Os niveis de mRNA do NANOG, do SOX-2 e do OCT4 sao superiores em
células de esferas derivadas de tecido endometrial em relagao a células diferenciadas (Zhou e 2/ 2011a). 0
SON-2 e o NANOG foram expressos em células derivadas de colonias de tumor endometrial e em amostras
do mesmo tipo de tumores indicando que as células com capacidade clonogénica tém maior capacidade de
autorrenovagao (Hubbard er aj 2009).

0 O(74 é um oncogene que esta associado com a autorrenovagao de células estaminais embrionarias e
que pode também causar desdiferenciagdo de células somaticas com consequente aparecimento de células
estaminais pluripotentes, tanto em modelos animais como em humanos (Park er a/ 2008a). 0 0CT4,
conforme descrito anteriormente, estd aumentado nas tumorosferas de endométrio (Zhou e a/ 2011a) e a
sua expressao foi positiva em 90% das células Ishikawa, enquanto no modelo tumorigénico esta percentagem
representou cerca de 5%. Esta reducao da expressao /7 vivo foi correlacionada com os estadios diferenciados
das células tumorais (Wu er 2/} 2011).

A ALDHI pertence a superfamilia da ALDH e é considerada um potencial marcador de células estaminais
do tecido tumoral e do tecido normal (Ginestier es a/ 2007; Rahadiani er a/ 2011). A ALDH oxida os
aldeidos intracelulares em acidos carboxilicos o que vai contribuir para a sintese de acido retinoico e do
neurotransmissor acido y-amino butirico (GABA, do inglés y-amino butyric acig) e lhe permite ter um papel
na manutengio e na diferenciagdo de células estaminais normais e de CSC. A ALDH tem uma regido
promotora CCAAT que € reconhecida pelo fator de transcricao nuclear YA (NFYA, do inglés nudlear factor 14).
A populagdo ALDH"#" de adenocarcinoma endometrial expressou preferencialmente a isoforma short do NFYA,
enquanto a populagio ALDH” expressou dominantemente a isoforma longa do NFYA (Mamat er 2/ 2011). A
expressao de MUSASHI foi semelhante considerando populagdes ALDH positivas e ALDH negativas em células
de cancro do endométrio, o que aponta este marcador como nao exclusivo das células iniciadoras tumorais
(Gotte er af 2011). A expressao de ALDHI foi detetada em amostras de tecido normal e em cancros do
endométrio de 98 doentes. Os estudos imunohistoquimicos revelaram auséncia de ALDHI no tecido normal,
quer na fase proliferativa quer na fase secretora. A positividade citoplasmatica verificou-se num pequeno
grupo de células tumorais em alguns casos e expressao difusa noutros casos. A expressdo de marcadores de
diferenciagdo como o (D9, e a presenca de recetor de estrogénios e de recetores de progesterona foi
negativa nas células ALDH positivas, definidas por marcagao superior a 10% (Rahadiani er a/ 2011). A
expressao de ALDH em células tumorais foi correlacionada com o tamanho do tumor, a presenca de invasao
ganglionar, a resisténcia a quimioterapia, a recidiva e o pior progndstico, incluindo a sobrevivéncia livre de

doenga e a sobrevivéncia global (Rahadiani ez 2/ 2011).
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0 CDI33 foi o primeiro marcador descrito para células estaminais no cancro do endométrio e tem sido
também o mais estudado. O (D133 ou prominina-1 é uma glicoproteina com 120 kDa que pertence a
familia da prominina, familia de proteinas integrais com 5 segmentos membranares (Mizrak er a/ 2008). As
células que expressam (D133 também expressam a glicoforma Tn-MUCI e sdo potencialmente suscetiveis ao
sistema imune (Rutella er a/ 2009). As células CDI33™ foram isoladas de tumores do endométrio por
citometria de fluxo e apresentaram nessa amostra uma mediana de 18,1% de uma variagao entre 1,3% e
61,6% (Rutella er a) 2009). Estas células (CDI33*) foram mantidas em cultura durante 12 semanas e
formaram esferas /7 witro, 0 que salienta a sua capacidade de autorrenovagao. Esta populagao apresenta um
perfil de expressdo de genes peculiar, consistente com maiores niveis de expressao de metaloproteinases da
matriz, /nterfeucina-8, (D44, (X(R4 (do inglés, C-A-C chemokine receptor type 4 (Rutella et aj 2009).
Noutro estudo com amostras de cancro do endométrio primario humano, a percentagem da populagao
(DI33* variou de 57% a 21,4% (Friel et a 2010). As linhas celulares de carcinoma do endométrio
Ishikawa e MFE280 apresentaram uma frequéncia de células CDI33* de 15,5% e 9,3%, respetivamente, no
entanto esta percentagem foi inferior a 1% nas células das linhas celulares HEC-1A, AN3CA e RL95-2
(Nakamura ef a/ 2010). A importancia /n witro do (DI33 levou a que o seu impacto prognostico fosse
avaliado em mulheres com carcinoma do endométrio (Nakamura ef a/ 2010). Deste estudo resultou que a
expressao de CDI33 ndo foi associada com as caracteristicas clinicopatoldgicas do tumor, incluindo a idade
da doente, o estadio FIGO, a presenca de metastizagdo ganglionar, a invasao profunda do miométrio, o grau
histoldgico, a menopausa ou o indice de massa corporal, mas correlacionou-se com a sobrevivéncia global
(Nakamura ef a/ 2010).

0 oncogene BM// regula genes homeostaticos e influencia a repressao da transcricao (Honig er a/ 2010).
Este gene foi descrito em varios tumores solidos incluindo o cancro da mama e cancros ginecoldgicos como
cancro do ovario e do endométrio (Honig er a, 2010; Dong ef a/ 2013). O gene BM// regula diretamente a
proteina TWISTI que é essencial para promover a EMT (Yang er a 2010). O estudo da expressao deste
gene no cancro do endométrio mostrou que a populagao (DI33™ teve uma expressdo aumentada de BM/ a
qual estava ausente na populagao (DI33" (Nakamura er a/ 2010).

A expressdo de genes relacionados com o desenvolvimento embrionario foi correlacionada com o
prognostico do cancro do endométrio. Os cancros do endométrio avangados apresentaram sobre-expressao de
26 genes associados a células estaminais epiteliais (EpiSCs, do inglés epithelial stem cells) (Chang et af
2009). Alguns destes genes foram o da desintegrina A e da metaloproteinase A-17 (4DAM/7, do inglés
A disintegrin and A metalloproteinase /), o da proteina-1 associada com adenilato ciclase ((4P/, do inglés
adenylate cyclase-associated protein /), o da proteina-10 da morte celular programada (PO(D/0, do inglés
programmed  cell death protein /0), o da presenilina-1 (PSENI, do inglés presenilin /) ¢ o da
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protease-2 SUMO-especifica (SENP2, do inglés SUMO-specific protease 2) (Chang et aj 2009).

0 processo EMT, que esta associado as propriedades de CSC, promove a degradagao da matriz extracelular
e, como consequéncia, ocorre migracao de células, nomeadamente C(SC (Mirantes es a/ 2013). A via
Wnt/B-catenina foi descrita em tumores endometrioides e a ativagao da via HEDGEHOG e WNT/P-catenina
foi associada com um comportamento tumoral mais agressivo e com inducao de EMT (Dong er a/ 2013). A
expressao de (D44, a jusante da via WNT/P-catenina, esta presente tanto na hiperplasia como em tumores
bem diferenciados do endométrio. Esta expressao foi induzida pelos estrogénios e foi inibida pela
progesterona de forma semelhante no endométrio normal e no cancro do endométrio (Wang er 2/ 2009). A
mutagdo e a desregulagao dos genes P7EN, PIK3CA CTNNB/ e KAS influenciam as vias associadas com a EMT
(Mirantes ez a/ 2013). Varios genes relacionados com a EMT foram associados a populagdo lateral, como o
da fibronectina, da TWIST, do fator de transcrigdo PU.1 (SPII, do inglés #anscription factor PU.1), do FOX(2
e do SNAIL, tanto em células da linha HEC-1 e como da linha RKI2V (Kusunoki ef ] 2013).

A sobre-regulagdo do gene da proteina secretada, acidica e rica em cisteina (SPARC do inglés secreted
protein acidic and rich in cysteine) foi associado a EMT (Yusuf er a/ 2014). A SPARC é uma proteina da
matriz extracelular que modula as interagdes das células com a matriz extracelular durante o
desenvolvimento, a remodelagao e a reparagao tecidular. A expressao desta proteina foi verificada no tecido
tumoral endometrial, particularmente em adenocarcinomas endometrioides pouco diferenciados, enquanto no
tecido normal nao se detetou a sua expressao. A migragao celular foi avaliada em células da linha Ishikawa
transfectadas com o gene SPARC e verificou-se que a migracao estava aumentada nas células transfectadas e
que diminui quando a expressao foi reprimida (Yusuf ef @/ 2014). A expressao de fibronectina, marcador da
EMT, também aumentou nas células que sobre-expressam SPARC (Yusuf ez a/ 2014).

As alteragdes epigenéticas, incluindo a metilagdo e a expressao de micro-RNAs, s3o processos importantes
do desenvolvimento tumoral. O processo de metilagdo varia com o tipo de tecido e, inclusivamente, dentro
do proprio tecido glandular uterino (Kim es a/ 2005). Porém, apesar de no endométrio existir um aumento
da metilagdo relacionado com a idade, este processo nao s estabiliza na menopausa como ocorre
significativamente menos metilagdo em mulheres multiparas e magras com mais de 52 anos (Kim ef a/
2005). 0 CDI33, descrito em C(SC do cancro do endométrio, pode ser regulado por fendmenos epigenéticos.
0 gene tem uma regido promotora Pl a P5, mas as regides Pl e P2 sdo inativadas por metilagdo (Friel ef
aj 2010). Nos tumores endometriais primarios, a regido Pl do gene (D133 apresenta taxa de metilagao
significativamente menor do que no endométrio benigno o que determina que a metilagao influencia a
regulagao epigenética do (D133, como foi demostrado pelo promotor da metilagao da 5-aza-2’-deoxiciditina
(Friel ez a 2010).

Os microRNAs sdo pequenas moléculas de RNA nao-codificante que intervém no controlo epigenético da
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transcrigao génica (Dong er a/ 2014). Os microRNAs apresentam uma expressao diferencial no endométrio
normal e no cancro do endométrio e foram correlacionados com a via PTEN-PI3K-AKT-mTOR, que esta
envolvida nas (SC endometriais e na progressao tumoral (Dong e 2/ 2014). O microRNA-145 esta presente
em tecidos derivados das linhas germinativas e da mesoderme e é considerado um supressor tumoral. Na
linha celular Ishikawa a sobre-regulagao do microRNA-145 parece ter induzido diferenciagdo através da
diminuigdo da expressao de OCT4 (Wu er a/ 2011). Os grandes acidos ribonucleicos intergénicos nao
codificantes-RoR (linc-RoR, do inglés /farge intergenic non-coding ribonuclerc acids-RoR) regulam os fatores de
transcrigao das células estaminais e inibem a diferenciagao mediada pelo micro-RNA-145 em tumorosferas
endometriais (Zhou er a/ 2014a). O microRNA-134 também inibiu a proliferagdo de C(SC e a sua
sobre-expressao diminuiu a O-glicosiltransferase-1 que regula a via do NOTCH (Gao er a/ 2015). Os
microRNAs também mostraram influenciar a EMT, particularmente o micro-RNA194 que suprime o gene BM//
em linhas celulares de cancro do endométrio, gene envolvido na EMT e possivelmente também no processo
de metastizacao (Dong e @] 2011). A sobre-expressao do microRNA-101 foi associada com propriedades de
células estaminais, incluindo a EMT, a migragao celular, a inibicdo de tumorosferas e a quimiossensibilidade
ao paditaxel em linhas celulares de carcinoma do endométrio seroso (Konno ef 2/ 2014).

Outro fator de transcricdo importante para a capacidade de autorrenovagao e a manutencao do estado
indiferenciado de células estaminais embrionarias é o SALL4 o qual ja foi descrito para o cancro do
endométrio assim como foi associado a menor sobrevivéncia e a progressao do tumor (Li er 2/ 2013).

A capacidade tumorigénica /n vivo & uma das propriedades das (SC e existem alguns estudos que
avaliaram a tumorigénese no cancro do endométrio. Neste contexto, a populagao lateral da linha celular
AN3CA teve capacidade tumorigénica com um ndmero reduzido de células (2x10Y) em ratinhos SCID/NOD
(Friel et aj 2008). Estes autores também descreveram um modelo animal de transplantagdo seriada de
células H-2K* origindrias de um dnico tumor endometrial onde verificaram a manutengio do fenétipo
histoldgico. Nos tumores endometriais primarios obtidos, a populagao lateral correspondeu a valores entre os
0,05% e 3,35%, com a manutencao de uma pequena populagao que reteve o corante CM-Dil que marcou as
células antes da inoculagao (Friel es a/ 2008). A populagao lateral da linha celular de adenocarcinoma do
endométrio HEC-50B, também apresentou maior capacidade tumorigénica em ratos SCID/NOD que a
populagao maioritaria. (Tomiyasu e a/ 2014). A populagdo lateral e a ndo lateral da linha celular HEC-I
foram inoculadas em ratinhos sude nos quais formaram tumores apds 4 e [0 semanas, respetivamente.
Deste estudo concluiu-se que os tumores com origem na populagdo lateral apresentaram um crescimento
mais rapido e foi descrita uma tendéncia para aumento do tamanho dos tumores em relagdgo a outra
populagao (Kato er a/ 2010).

Os tumores endometriais primarios foram propagados e expandidos por um sistema experimental /n vivo
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através de passagens seriadas em ratinhos SCID/NOD. As células tumorais CDI33™ originaram tumores em
todos os casos com um periodo de laténcia de 43 dias, enquanto com as células CD133" apenas um em trés
casos apresentou tumor e, somente, apds 89 dias de laténcia. 0 CDI33™ foi avaliado nos tumores
endometriais transplantados serialmente e verificou-se uma expressao de (D133 qualitativamente aumentada
na proporcao de células CDI33" do xenotransplante. 0 array de hibridizagao genomica comparativa nao
demonstrou evidéncias de amplificagao do gene da regiao cromossomica 4p15.32 que codifica o (D133 (Friel
et a 2010). Quanto a capacidade tumorigénica das esferas derivadas de tumores do endométrio, ela
também foi avaliada em modelos de xenotransplantacdo. As células das esferas derivadas do cancro do
endométrio foram mais tumorigénicas uma vez que todos os animais desenvolveram tumores, ao contrario
das células diferenciadas derivadas das tumorosferas em que apenas 3 em |5 animais desenvolveram tumores
(Lhou er af 2011a). A expressao de NANOG nas tumorosferas foi positivamente correlacionada com a sua
capacidade tumorigénica, no entanto considerando tumores secundarios, a expressao foi semelhante a dos
tumores humanos de origem (Zhou er ] 2011a). As células epiteliais de carcinoma do endométrio nao
aderentes derivadas de tumores primarios foram transplantadas na capsula renal de ratinhos
imunodeprimidos SCID/NOD e originaram tumores que recapitularam as caracteristicas do tumor original,
incluindo a expressdo de recetores de estrogénios, de recetores de progesterona, de vimentina e de
citoqueratinas (Hubbard e 2/ 2009).

Como descrito anteriormente, as teraputicas dirigidas a CSC constituem uma possibilidade promissora. No
que respeita ao cancro do endométrio foi estudado o efeito da salinomicina. Este farmaco é um antibiotico
que atua na membrana citoplasmatica e mitocondrial, promovendo o efluxo de potassio e a inibigao da
fosforilagao oxidativa mitocondrial. Recentemente foi descrito que a salinomicina induz apoptose e limita a
resisténcia a este processo através da sobre-expressao de BCL-2 e de glicoproteina-P assim como de outros
transportadores ABC ou do proteassoma 265 com atividade proteolitica desregulada (Kusunoki ef a/ 2013).
Na populagao lateral da linha celular de endométrio HEC-1, a salinomicina inibiu a proliferagao e diminuiu a
viabilidade celular e a cromatina apresentou fragmentagao, sugerindo indugao da apoptose. A expressao do
fator-1 de aumento de ligagao linfoide (LEFI, do inglés Jymphoid enhancer-binding factor-/), assim como a
da ciclina DI, ambos associados a via Wnt, diminuiu durante o tratamento com salinomicina. Também foi
observada supressao da expressao de fibronectina e inibicdo da migragao e da invasao das células da
populagao lateral. Os autores ainda reportaram uma diminuicdo do tamanho do tumor em animais

submetidos a este tratamento (Kusunoki es a/ 2013).
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Resisténcia ao tratamento e CSC do endométrio

A resisténcia das (SC ao tratamento oncoldgico pode ser considerada como caracteristica inerente a sua
plasticidade. Os mecanismos de resisténcia descritos para as (SC incluem a influéncia dos transportadores de
efluxo ABC, a atividade da ALDH, o aumento da resisténcia aos danos no DNA, a autofagia, o aumento da
resisténcia a apoptose, a ativagao de vias de desenvolvimento e o estimulo do microambiente (Tang, 2012;
Carvalho ef a/ 2015b).

A superfamilia dos transportadores ABC integra um mecanismo de homeostase e de defesa, igualmente
presente em diversos tecidos e inclui trés membros centrais, o transportador MDR-I ou ABCBI ou
glicoproteina-P, a proteina resistente ao cancro da mama (BCRP, do inglés breast cancer resistance protein)
ou ABCG2 e a proteina-| associada a resisténcia multifarmacos (MRPI, do inglés multidrug resistance protein
/) ou ABCCI (Vasiliou er 2/ 2009). 0 aumento da expressao destas proteinas em varios tumores leva ao
efluxo dos citostaticos lipofilicos e cationicos, dependente de adenosina trifosfato (ATP, do inglés adenosine
triphosphate) e origina concentragdes celulares abaixo da concentragao toxica (Cojoc er a/ 2014). A maioria
dos farmacos de quimioterapia convencional pode ser alvo deste mecanismo de resisténcia. Dos diferentes
farmacos disponiveis que podem ser sujeitos a esse tipo de mecanismo de extrusdo, incluem-se os anti-
metabolitos, os inibidores da topoisomerase assim como alguns farmacos dirigidos a alvos moleculares como
os inibidores tirosina cinase sorafenib, imatinib, nilotinib, gefitinib e erlotinib (Cojoc er a/ 2014). A
populagdo de C(SC apresenta aumento da expressao dos transportadores ABC, o que lhes atribui maior
resisténcia ao tratamento (Cojoc e ] 2014). Este mecanismo de resisténcia foi ja associado com as (SC do
endométrio. A populagao lateral e a populagao maioritaria da linha celular AN3CA de carcinoma do
endométrio foram avaliadas relativamente a sensibilidade a quimioterapia. As células foram submetidas a
paclitaxel, substrato do MDR-1 e a cisplatina, substrato do MDR-2. As células da populagio lateral
mostraram-se mais resistentes ao paclitaxel, possivelmente devido ao mecanismo envolvendo o transportador
MDR associado a proteina 2 (MRP-2), mas ndo se verificaram diferencas significativas no que a cisplatina
dizia respeito (Friel er aj 2008). As células derivadas de cancro do endométrio (DI33* e C(DI33 foram
submetidas a tratamento com cisplatina, paclitaxel e doxorrubicina. Os resultados mostraram que a cisplatina
e o paditaxel induziram respostas negligenciaveis de apoptose nas células CDI33™ em comparagdo com as
(D133, indiciando resisténcia aos citostaticos testados. No entanto, em relagdo a doxorrubicina as células
derivadas de cancro do endométrio CD133* e CDI33" apresentaram percentagens comparaveis de apoptose, o
que indica sensibilidade semelhante a doxorrubicina (Rutella es a/ 2009). Nakamura e colaboradores
avaliaram a quimiossensibilidade das células CD133™ nas linhas celulares de endométrio Ishikawa e MFE280.
Para a cisplatina, a viabilidade das células CDI33* as 48 horas foi de 78% e de 30% para as

concentragOes mais baixas e mais elevadas, respetivamente, comparando com 92% e 20% para as mesmas

83



CELULAS ESTAMINAIS DO CANCRO DO ENDOMETRIO

concentragoes das células CDI33-. Considerando o paclitaxel, a viabilidade das células CDI33™ variou de
82% a 37% e das células (D133 de 67% a 38%. A linha celular MFE280 teve resultados com diferencas
significativas de viabilidade entre as células (DI33* e as (DI33" com a concentragio de cisplatina de
12 pmol/L, no entanto com as concentragoes de 10 e de 20 nmol/L, nao houve diferencas (Nakamura et
al 2010). A populagio ALDH”#" da linha celular HEC-1 foi avaliada considerando a resposta 4 cisplatina. A
populagio ALDH® foi mais vulnerével & cisplatina que as células ALDH"# que permaneceram semelhantes ao
controlo (Rahadiani ef ] 2011). A influéncia dos androgénios foi avaliada na populagao resistente das CSC
endometriais com aumento da expressao de (D133 e evidéncia de resisténcia a cisplatina (Chen ez 2/ 2013).

A ALDHI e a ALDH3AI respondem ao stresse oxidativo pela espoliagdo de radicais livres induzidos pela
radiagdo, o que evidencia a sua importancia como reguladores na radiossensibilidade celular (Singh ef 2/
2013). A atividade ALDH aumentada estd associada a radio e a quimiorresisténcia de C(SC em diversos
tumores (Cojoc er a/ 2014). A ALDH também se correlaciona com ativagao de vias de sobrevivéncia. A
inibicao da ALDH associou-se com a subregulagao da expressao e da atividade mTOR e a ativacao da via
NOTCH (Cojoc ef a/ 2014).

0 aumento dos mecanismos de reparagao aumentados nas (SC foram descritos para diversos tumores,
como os gliomas, o carcinoma da nasofaringe, o cancro do pulmao e o cancro da mama (Cojoc ef
2014). Um dos mecanismos de lesao do DNA por diversos citostaticos e pela radiagdo sdo as quebras da
dupla cadeia, lesoes que podem ser reparadas por recombinagdes homdlogas diretas ou por ligagdes nao
homélogas terminais (Cojoc e a/ 2014). Uma das respostas mais bem caracterizadas as modificaes da
cromatina € a fosforilagao da histona H2AX na serina 139, pelas serina/treonina cinases P13K, ATM ou ATR,
que sao ativadas pela lesio do DNA (Revet er a 2011). Por outro lado, foi sugerido que nas (SC a
quimioterapia induz a ativagdo do primeiro checkpoint do ciclo celular, que proporciona a reparagao mais
eficaz do DNA e, por consequéncia, maior sobrevivéncia (Cojoc ef a/ 2014). Estes mecanismos de resisténcia
ao tratamento foram associados ao fendtipo de células progenitoras (D133, (DI1337/CD44™ e (D44*(D24;,
(Cojoc er aj 2014).

A radiagao induz morte celular como resposta direta a transferéncia de energia para estruturas celulares
cruciais como a cromatina, componentes da membrana plasmatica e da mitocdndria, ou com resposta
indireta @ geracao de ROS e de radicais livres. As células equilibram a producdo e a eliminagao de ROS por
mecanismos enzimaticos como a glutatido, a peroxidase, a catalase, a superdxido dismutase e a tioredoxina
(Trachootham er a/ 2009). No caso das (SC, também foi proposto um mecanismo de resisténcia que assenta
na eliminagado mais eficiente de ROS e menor produgdo de ROS apos irradiagao (Cojoc ef af 2014). 0
fenotipo (D44*/(D24" do cancro da mama foi associado a este mecanismo. Adicionalmente, foi descrita a

interagao do (D44 e do transportador glutamato-cisteina para tumores gastrointestinais, o que leva a
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apontar a expressao de (D44 como responsavel pela resisténcia ao tratamento (Cojoc e 2/ 2014).

A autofagia surge como um mecanismo de degradacao intracelular e de homeostase, no qual os organelos
ou as proteinas lesados sao sequestrados por autofagossomas de dupla membrana que, ao se fundirem com
os lisossomas que contém enzimas proteoliticas, formam os auto-lisossomas. O fluxo autofagico foi descrito
no cancro da mama e parece estar aumentado em mamosferas assim como na populagao ALDHI positiva. A
autofagia podera ser fundamental para o mecanismo de tumorigénese, especialmente em ambiente de hipoxia
(Cojoc er aj 2014).

0 aumento da resisténcia a apoptose pode estar alicercado nas (SC. A apoptose mitocondrial é
equilibrada pela integridade da membrana mitocondrial que esta dependente de proteinas anti-apoptoticas,
de proteinas pro-apoptdticas e da presenca de BH3 da familia da BCL2 (Colak & Medema, 2014). Nas CSC o
aumento de proteinas anti-apoptdticas eleva o limiar da apoptose e protege a célula dos danos. As proteinas
BCL2 estdo aumentadas nas (SC da mama e a populagdo de (SC CDI33* tem a expressio de BCL2
aumentada (Colak & Medema, 2014).

A repopulagao de CSC apds e durante o tratamento é responsavel pela resisténcia ao tratamento devido a
ativagdo das vias da WNT, da NOTCH e da HEDGEHOG (Tang, 2012). Na populagio (DI33* de (SC
neuronais, o bloqueio da via HEDGEHOG por inibidores da gama-secretase levou a sensibilizagao de (SC ao
tratamento com antraciclinas (Cojoc er 2/ 2014). A via NOTCH também parece ser ativada nas células
(DI33" da populagao de (SC de gliomas através da via PI3K/AKT (Cojoc e a/ 2014). Em tumores do
pulmdo, a populagdo (DI33™ teve a sua sensibilidade aumentada ao paclitaxel e a doxorrubicina pelos
inibidores da gama-secretase e o mesmo se verificou nas (SC do ovario quando foram utilizados derivados
da platina (Cojoc e a/ 2014). Portanto, a inibicdo das vias NOTCH e Hedghog foram associadas a aumento
da sensibilidade a farmacos da quimioterapia convencional, levantando uma potencial plataforma para
terapéuticas dirigidas.

A influéncia do microambiente pode ser importante na resisténcia, particularmente fatores como a
disponibilidade de oxigénio e a competéncia do sistema imune, nomeadamente as células T citotoxicas, os
macrofagos e os fibroblastos, as interagdes entre as células tumorais e o estroma, e alguns fatores
extracelulares (Rosen & Jordan, 2009). Existem varios fatores que regulam o crescimento tumoral que sdo
produzidos pelas células tumorais, pelas células estaminais mesenquimatosas e pelos fibroblastos, incluindo a
interleucina-1, a interleucina-6, a interleucina-8, a quimiocina ligando 12 (CXCLI2, (CL2), o PDGF, o TGF-B,
o fator de necrose tumoral-ct, o EGF, o VEGF e o FGF (Cojoc ef 2/ 2014). Estas moléculas sao mediadoras
entre as (SC e o seu nicho e também regulam a sensibilidade a radiagao e a quimioterapia. 0 tratamento
com paclitaxel das células de cancro da mama triplo negativo aumentou o TGF-B e a interleucina-8, levando

a expansao das CSC (Cojoc er a/ 2014). O microambiente irradiado produz fatores de crescimento como o
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PDGF, a interleucina-1B3, o fator de necrose tumoral (TNF, do inglés zumor necrosis fator), o TGFB, a
quimiocina CXCL12 e as metaloproteinases da matriz, que promovem o crescimento de células tumorais e de
células endoteliais e aceleram o desenvolvimento de fendtipos de (SC de maior agressividade (Cojoc ef a/
2014). A hipoxia do nicho pode proteger as (SC dos estimulos do microambiente provocados pelo tratamento
de radioterapia ou de quimioterapia. A hipoxia foi associada a recorréncia precoce apds radioterapia, dado
que o défice de oxigénio limita ndo so a quantidade de ROS produzidas como os danos celulares por elas
provocados. Outro mecanismo € a ativagao do fator indutor de hipoxia (HIF, do inglés Aypoxia-inducible
factors) e a indugao da EMT, responsaveis pela manutengao e regulagao de CSC (Cojoc er af 2014). Assim, a
hipoxia pode proteger as (SC dos danos pelo que a tentativa de atingir as (SC do nicho associado com

terapéuticas convencionais pode melhorar os resultados clinicos.

Metastizagao e (SC do endométrio

A metastizagdo € um fenomeno definido pela disseminagao das células cancerigenas do tumor original
para locais distantes. Nos tumores solidos, o sistema linfatico é o veiculo de referéncia, através de um
processo conhecido como disseminagdo linfatica, sendo a disseminagao hematogénica um processo secundario
(Li & Li, 2014). O processo de metastizacdo envolve a invasao local, a intravasagdo, a sobrevivéncia na
crculagdo, a extravasagao e a colonizagao. As células estaminais agregam um conjunto de caracteristicas que
propiciam esta disseminagao, pois sobrevivem na circulagdo, sdo capazes de invadir os tecidos normais,
originam neovascularizagao, resistem a quimioterapia e a radioterapia e escapam ao sistema imune.

A hipotese das C(SC foi associada ao processo de metastizagao através de diversas vias como a
angiogénese e a linfangiogénese. A hipoxia tumoral sobrerregula a expressio de VEGF, uma molécula chave
na angiogénese, que ativa o VEGFR das células endoteliais. As alteragdes da integridade e da permeabilidade
vascular promovem a intravasagao e a extravasagao (Li & Li, 2014). Sao intervenientes no processo de
angiogénese diversas isoformas do VEGF, nomeadamente o VEGF-C e o VEGF-D que funcionam através do
VEGFR-3, expresso na superficie das células endoteliais linfaticas. O HGF, o FGF-2, o PDGFBB, o IGF-I, o
IGF-2 e a endotelina-1 foram identificados como indutores da angiogénese e de linfangiogénese (Li & Li,
2014). Apesar da origem das células endoteliais linfaticas e sanguineas do tumor ser ainda controversa, as
possiveis origens sao as células endoteliais assim como os precursores hematopoiéticos da medula dssea que
sao recrutados para angiogénese e que suportam a formagdo de novos vasos. Podem ainda originar-se nos
macrofagos associados ao tumor que se transdiferenciam em células endoteliais linfiticas que integram os
vasos linfaticos existentes, as células estaminais mesenquimatosas derivadas da medula ossea que modificam

o seu fendtipo, as células endoteliais sanguineas e as (SC que se transdiferenciam em células endoteliais (Li
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& Li, 2014). As (SC tém potencial maior para a angiogénese e para a linfagiogénese que outras células
tumorais e as células CDI33* podem ser importantes neste fenomeno, conforme foi ja descrito para os
gliomas (Bao er a/ 2006).

As células com capacidade de metastizagao por via linfatica foram associadas com o fendtipo das (SC
((D447/CD24)) no cancro da mama. Neste contexto a positividade para a ALDHI foi associada com invasao
ganglionar difusa em tumores primarios gastricos (Li & Li, 2014). As CSC sofrem transformagao em células
estaminais mesenquimatosas, descrito como EMT, disseminam-se e a colonizagao destas células nos locais
secundarios apds extravasagao necessita de uma transformagao inversa, a transicdo mesenquimatosa para
epitelial (MET, do inglés mesenchymal-epithelial transition) (Liao et aj 2014). Este processo esta
naturalmente limitado, uma vez que apenas cerca de |% das células disseminadas acaba por originar
metastases. A indugdo de EMT em células epiteliais diferenciadas pode sobrerregular o (D44 e subregular o
(D24. De fato, a diminuicao da expressao de marcadores epiteliais como a E-caderina e o aumento da
metaloproteinase-2 da matriz (MMP-2, inglés matrix methalo-proteinases-2) foi ja associada a capacidade de
metastizagao das (SC em gliomas (Liao e a 2014). No processo de metastizagdo foram descritas células
tumorais disseminadas na medula ossea (DTC, do inglés dlisseminated tumor cells) e células tumorais
circulantes no sangue periférico (CTC, do inglés circulating tumor cells). Varios marcadores de células
estaminais foram associados a colonizagao e a formagdo de tumores secundarios, incluindo o CD44v6 no
cancro colorretal, o (D44 no cancro do pulmao e cancro da mama e a subpopulagao CDI33¥/CXCR4™ no
cancro do pancreas (Liao e aj 2014). Ainda, as (SC exprimem mais fatores angiogénicos e linfangiogénicos
quando colocadas em situagao de hipoxia, sugerindo que promovem indiretamente a angiogénese e a
linfangiogénese. Em relagdo com esta problematica foi ja descrito, em gliomas, que as (SC produzem maiores
niveis de VEGF sob a regulagao de CXCLI2 e do seu recetor CXCR4 (Liao er a/ 2014).

0 papel das CSC no processo de metastizagdo do cancro do endométrio estd ainda a ser investigado. 0
crescimento da linha celular HEC-1 foi monitorizado com video utilizando a tecnologia #ime-/apse e as células
da populagao lateral mostraram divisdo celular superior as da populagdo maioritaria, com formagao de
lamelipodia e de uropodia, e com capacidade de migragdo. As células da populagdo maioritiria nao
mostraram formacao de pseuddpodes nem de migracao (Kato es a/ 2010). Numa tentativa de compreender
os mecanismos envolvidos, a atividade de invasdo e de migragdo foi avaliada em células endometriais
transfectadas com o gene SPARC (/K-SPAR() tendo-se verificado que a migracdo estd aumentada mas ndo a
invasao em relagdo as células com subregulagdo SPARC. Verificou-se ainda que as células /A-SPARC
expressaram niveis aumentados de fibronectina, associado ao fendtipo EMT (Yusuf er a/ 2014).

As células tumorais circulantes sao referidas como um importante marcador de prognéstico. Num estudo

recente com doentes com cancro do endométrio de grau 3 em estadios Ib a estadio IV e recorrentes foi
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correlacionado o imuno-isolamente das células tumorais circulantes baseado em EpCAM, seguido por extragao
e pré-amplificagdo de RNA. A principal caracteristica observada no perfil das células tumorais circulantes nos
doentes com cancro do endométrio foi o fendtipo EMT com quase todos os genes analisados associados com
plasticidade, nomeadamente o £7/5, o NOTCHI, o SNAII, o TGFBI, o ZEB/ e o ZFB2 A expressao dos genes
analisados incluiu marcadores de (SC como a ALDH e o (D44 e observou-se concordancia entre a presenca

de células tumorais circulantes e a doenca recorrente (Alonso-Alconada er a/ 2014).
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CAPITULO IV

0 cancro do endométrio € um tumor de bom progndstico em estadios iniciais, no entanto existe um
grupo de doentes que evolui de forma desfavoravel. As opcdes terapéuticas sao pouco eficazes no controlo
da doenga metastatica e da doenca recorrente. Os tumores do endométrio sao constituidos por uma
populagdo heterogénea, cuja caracterizagao molecular, resposta a terapéutica e comportamento bioldgico
necessitam de mais esclarecimento.

0 objetivo principal deste trabalho experimental foi a caracterizacdo da populagao de células de cancro
do endométrio com propriedades de (SC /n witro.

Como primeiro objetivo, pretendeu-se isolar as populagdes com capacidade de formagdo de esferas
in vitro, assim como as populagdes derivadas de modo a contribuir para a sua caracterizagdo. Com este
objetivo foram realizados estudos que avaliaram marcadores de (SC e outros marcadores moleculares
associados com vias de regulagdo de (SC. Pretendeu-se estabelecer o perfil metabolico e protedmico destas
células. Com o objetivo de avaliar a tumorigénese das populagdes de esferas e suas derivadas aderentes,
desenvolveu-se um modelo /7 vivo heterotdpico.

De modo a estudar a resposta a teraputica, pretendeu-se avaliar o efeito dos citostaticos e da
radioterapia nas populagdes previamente caracterizadas. Objetivou-se a avaliagdo do efeito citotoxico, a
sobrevivéncia, as vias de morte e os danos no DNA e especificar esta resposta de acordo com a populagao
celular.

Simultaneamente e com o objetivo de avaliar o comportamento no ambiente nativo, foi desenvolvido um
modelo ortotopico de cancro do endométrio. Com este modelo, auxiliado por estudos de imagem molecular e
por estudos ex o, pretendeu-se caracterizar a formagdo do tumor uterino e o seu potencial de

metastizacao.
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CAPITULO V

0 cancro do endométrio é um tumor constituido por uma populagdo celular heterogénea. Neste capitulo
pretende-se contribuir para a caracterizagao da populagao com propriedades de CSC /n witro. Deste modo,
descreve-se o isolamento de esferas /7 witro e a obtencao de populagdes de esferas e derivadas aderentes
através da alternancia sucessiva do protocolo de esferas e da colocagao destas em condigdes aderentes. Estas
populagdes foram caracterizadas relativamente a eficicia de formagao de esferas, capacidade de
autorrenovagao, capacidade clonogénica, tempo de duplicagao e area de projecao de esferas. Nesta secdo
apresentam-se os estudos da expressao de marcadores de (SC e outras proteinas envolvidas na proliferagao e
diferenciagao, como os recetores de estrogénios, os recetores de progesterona, o HER2, a P53 e a
B-catenina. As populagdes obtidas foram ainda analisadas do ponto de vista do metabolismo da glicose e
avaliada a expressao diferencial do proteoma na eletroforese bidimensional. A capacidade tumorigénica foi

descrita num modelo heterotopico que avaliou o crescimento de cada populagdo.

Material e Métodos

Culturas celulares

Neste trabalho experimental foi utilizada a linha celular de carcinoma endometrioide humano do tipo |
ECC-1, obtida a American Iype Culture Collection (ATCC) a | de Junho de 2012. Esta linha celular foi
descongelada e propagada em cultura aderente de acordo com as recomendagoes do fornecedor. A linha
celular foi mantida em cultura a 37°C em atmosfera himida com 95% de ar e 5% de (0, numa
incubadora HeraCell 150. Para a manutencao celular utilizou-se o meio de cultura Aooswel/ Park Memorial
Institute 1640 Medium (RPMI; Sigma R-R6504), suplementado com 5% de soro bovino fetal (FBS, do inglés,
Fetal Bovine Serum, Sigma F-7524), 400 mM de piruvato de sddio (Gibco, 11360) e 1% de antibiético
(100 U/mL de penicilina e [0 pig/mL estreptomicina; Sigma A5955).

Para realizar os estudos /n vitro foi necessario destacar as células do substrato e preparar suspensdes
celulares. Neste procedimento as culturas celulares foram lavadas com tampao de fosfato salino (PBS, do
inglés Phosphate Buffer Saline) constituido por NaCl (Sigma, $7653) na concentragao de 37 mM, KCI (Sigma,
P9333) na concentragdo de 2,7 mM, NaH:POs (Sigma, S5011) na concentragdo de 10 mM e KH:POs na
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concentragao de 1,8 mM de (Sigma, P0662), com pH a 74. De seguida as culturas celulares foram
incubadas com 2 ml de uma solugdo de tripsina-EDTA a 0,25% (Sigma, T4049), durante dez minutos a
31°C, para que ocorresse a separagao celular. A tripsina foi de seguida inativada com 5 ml de meio de
cultura. As suspensdes celulares obtidas foram centrifugadas a 200 G durante 5 minutos (Heraeus
Multifuge IL-R). Apds a centrifugacdo, os peflets foram suspensos num volume conhecido de meio de cultura.
Procedeu-se a contagem de uma aliquota da suspensao celular corada com azul de tripano, em camara de
neubauer, num microscopio otico invertido (Nikon Eclipse TS 100) com ampliagao de 100 vezes. Este método
identifica as células viaveis que excluem o azul tripano, e se apresentam de cor branca brilhante, e as
células mortas, sem integridade de membrana, que coram de azul. Apds a contagem, o volume das
suspensdes celulares foi ajustado com meio de cultura, de forma a obter a concentragao celular pretendida

para cada estudo.

Protocolo de formagdo de esferas e de derivadas aderentes

0 ensaio de formagao de neurosferas, descrito em 1996, constituiu um grande avanco na investigagao na
area das células estaminais neurais adultas (Reynolds & Weiss, 1996). Este procedimento permitiu a obtencao
de células neurais multipotentes indiferenciadas através da sua manutengdo em condigoes de cultura em
suspensao. Mais tarde, o isolamento de células pela independéncia da ancoragem e a capacidade de originar
colonias esféricas em suspensao tornou-se um instrumento no estudo de células estaminais adultas de varios
tecidos e uma abordagem funcional particularmente til para individualizar subpopulagdes de (SC quando
ndo existem marcadores especificos definidos, como alias acontece para a maior parte dos tumores (Dontu ef
al, 2003b; Cao er af 2011).

Neste trabalho foram obtidas colonias de células esféricas em suspensao que passardo a ser designadas
por esferas e populagdes de células derivadas das esferas que passarao a ser designadas por derivadas
aderentes. As esferas e as suas derivadas aderentes foram obtidas, conforme descrito de seguida, em trés
geragOes identificadas por ESI, ES2 e ES3 (esferas de tumor endométrio, do inglés, emdometrial spheres) e
por GI, G2 e G3 (geragOes aderentes derivadas de esferas do endométrio, do inglés, gemerations of adherent
derived endometrial spheres), respetivamente.

0 protocolo de formagdo de esferas foi adaptado de trabalhos descritos anteriormente (Dontu er a/
2003a; Ponti e ] 2005; Wilson e a/ 2008). Para a sua realizagdo a linha celular ECC-1 foi cultivada em
condigdes ndo aderentes em frascos (Sarstedt, 83.1813.502) ou placas (Costar, 3548) de cultura de baixa

aderéncia revestidos com poli(2-hidroxietil-metacrilato (poli-hema, Sigma, P3932). 0 meio de cultura utilizado

98



CAPITULO V

para este ensaio foi composto de Dulbecco’s Modified Fagle Medium e da mistura de nutrientes de Ham FI2
numa proporcao de I:I (Sigma, DMEM-FI2 D8900), de consisténcia semissélida através da adigao de
metilcelulose (Sigma, M7027) na concentragdo de 1%, para prevenir a agregacao celular e assegurar que as
esferas derivam de uma unica célula (Mani ef a/ 2008). A composicao do meio de cultura foi completada
com a suplementagdgo com putrescina 100 puM (Sigma, P7505), de insulina-transferrina-selénio-A (Gibco,
51300-044) na concentragdo de 1% e de fatores de crescimento, nomeadamente, o fator de crescimento
fibroblastico basico (bFGF, do inglés, fibroblast growth factor basic Sigma, F0291) e de fator de crescimento
epidérmico (EGF, do inglés, epidermal growth factor, Sigma, E9644), ambos na concentragao de 10 ng/mlL,
reposta a cada dois dias. Apds 5 dias, obteve-se a primeira geragdo de esferas, que se designou por ESI. As
células obtidas foram cultivadas em condigdes de cultura standard previamente descritas para a linha ECC-1.
Este processo permitiu obter a primeira geracao de células com morfologia aderente derivadas de esferas,
que se designou por Gl. Apds se atingir a confluéncia celular de 85 a 90% o procedimento descrito para o
protocolo de formagao de esferas foi repetido de modo a obter culturas secundarias, originando a segunda
geragao de esferas, ES2. Esta alternancia entre o protocolo de formacao de esferas e as condigoes de cultura
standard foi repetida sucessivamente, permitindo prosseguir os estudos /7 vitro com as 3 populagdes de

esferas (ESI, ES2 e ES3) e as 3 populagdes de populagdes derivadas aderentes (GI, G2 e G3).

Capacidade de formagdo de esferas

0 ensaio de capacidade de formagao de esferas pretendeu avaliar a competéncia que as células das
populagdes com morfologia aderente tém, isoladamente, de originar esferas.

Para a realizagao deste ensaio, as células ECC-1, as células GI e as células G2 foram distribuidas numa
concentragdo de 8x10' células por mL em placas de baixa aderéncia, com o meio de cultura descrito para o
protocolo de formagdo de esferas. Apos 5 dias foi estimado, com recurso ao hemocitdmetro, o nimero de
esferas por pogo, nomeadamente, as ESI, as ES2 e as ES3. Foram consideradas esferas todos os grupos de
células compactadas, esféricas, densas, em suspensdo e com mais de 40 pum de didmetro (Smart es a/
2013), semelhantes & representada na Figura 8.

Apds a contagem do numero total de células calculou-se a capacidade de formagao de esferas através da
Equagao .

N2esferas formadas

[ 0, = 1 2
Capacidade de esferas (%) Ne@ células aderentes distribuidas x 100 Equagao !
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Figura 8: Imagem representativa de uma esfera no hemocitometro. A imagem foi obtida com uma ampliagao de 100x.

Capacidade de autorrenovagao

0 ensaio de autorrenovacao de esferas permitiu avaliar a capacidade das células com origem nas esferas
originarem novas colonias de células esféricas em suspensao, semelhantes aquelas em que estas células
tiveram a sua origem (Smart er a/ 2013).

Para a realizagdo deste ensaio foram obtidas as populagdes de esferas ESI, ES2 e ES3, que foram
submetidas a agao da tripsina de modo a obter suspensdes celulares. As suspensdes celulares obtidas foram
distribuidas numa concentragio de 8x10* células por mL numa placa de baixa aderéncia e com o meio de
cltura usado no protocolo de formagao de esferas. No final de 8 dias o nimero de esferas obtido foi
determinado com recurso ao hemocitometro. Foram considerados todos os grupos de células compactadas,
esféricas, densas, em suspensao e com mais de 40 um de diametro, semelhantes a representada na
Figura 8. Apds a contagem do nimero total de células calculou-se a autorrenovagao através da Equagao 2.

Neesferas

. _ 50 (0 — -
Capacidade auto —renovagio (%) Ne células de esferas distribuidas x 100 EquaSaO 1

Area de projecdo ocupada pelas esferas

Para avaliar a area de projeao ocupada pelas esferas procedeu-se a quantificagdo da area média por
poco em pixels. Para este ensaio prepararam-se suspensdes celulares de 1,6x10° células por mL de ECC-I, de
Gl e de G2 que foram distribuidas por placas de 6 pogos de baixa aderéncia. Submeteram-se essas células
ao protocolo de formagdo de esferas, descrito anteriormente, originando as esferas ESI, ES2 e ES3. No
quinto dia do protocolo as culturas celulares foram fotografadas com uma ampliagao de 400x, considerando
10 campos aleatdrios por pogo. Utilizou-se o microscopio Motic AE3| com cdmara Moticam 5000 Cooled e o

registo fotografico foi realizado em computador dedicado com software Motic Images Advanced J.2. As
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imagens foram posteriormente analisadas recorrendo ao soffware /mage/, através do desenho de dreas de

interesse correspondentes as esferas, obtendo-se assim uma area total em pixels por pogo.

Tempo de duplicagdo

0 tempo de duplicagdo é uma caracteristica intrinseca da linha celular e tem particular interesse no
estudo de células tumorais pela elevada velocidade de replicagdo que apresentam. Através do tempo de
duplicagao (do inglés doubling time) foi possivel comparar a proliferagao das diferentes linhas aderentes, a
original ECC-1 e as derivadas GI, G2 e G3. Para a determinagao do tempo de duplicagao celular
prepararam-se suspensoes com 5x10° células por mL e distribuiram-se em frascos de 25 cm?. Apés 48 horas
procedeu-se a contagem do nimero total de células por frasco e calculou-se o tempo de duplicagio em

horas através da Equagao 3.

Tempo de duplicagio = Tempo de incubagio x |" 2/ Ne de células final Equagao 3
N@ de células inicial

Ensaio clonogénico

A eficiéncia clonogénica é avaliada através da capacidade de formagao de colonias com 50 ou mais
células em condigdes que permitem o seu crescimento (Franken e a/ 2006). Para avaliar a eficiéncia
donogénica das populagdes deste trabalho experimental, a ECC-1, a ESI, a ES2, a ES3, a GI, a G2 e a G3
foram distribuidas em placas de 6 pocos em condicdes aderentes e apds 12 dias foram contabilizados o
nimero de colonias observado em cada populagdo. A eficiéncia clonogénica foi calculada segundo a
Equagao 4.

N@ de colénias contadas

Eficiéncia cl énica (%) = x 100 2
ficiéncia clonogénica (%) N2 de células distribuidas por pogo Equagao 4

Citometria de fluxo

A citometria de fluxo foi utilizada para avaliar a expressao dos marcadores (D24, (D44 e (D133, que
tém sido associados a (SC. A citometria de fluxo é uma técnica utilizada para contar, examinar e

caracterizar células ou outras particulas bioldgicas microscopicas suspensas em meio liquido. Esta técnica
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permite analisar simultaneamente e num curto periodo, caracteristicas fisicas e quimicas de células em
suspensao. O aparelho, de base otico-eletronica, possui varios feixes de luz com diferentes comprimentos de
onda direcionados para a camara de fluxo de forma a incidirem nas células que se encontram em suspensao
e que chegam alinhadas uma a uma. Os citometros de fluxo tém detetores de dispersao de luz, um na linha
do feixe de luz (FSC, do inglés forward scatter) que é proporcional ao tamanho da célula e outro
perpendicular a este (SSC, do inglés side scatter), que é proporcional a forma do nicleo, a quantidade e
tipo dos granulos citoplasmaticos e a rugosidade da membrana, e varios detetores de fluorescéncia. As
particulas suspensas dispersam a luz de uma forma especifica e os corantes fluorescentes a elas ligados sao
excitados, emitindo luz de menor frequéncia (ou maior comprimento de onda) em relago a fonte de luz.
Trabalhos anteriores mostraram que a expressdo reduzida de (D24, (D24”” e aumentada de (D44,
(D44"#" estava associada com células tumorais estaminais mamarias e a populaggo (D24”” e (D44"" tinha
a capacidade de formar mamosferas /n witro (Dey et aj 2009). 0 CDI33 ja foi descrito como marcador de
(5C do endométrio, assim como de noutros tumores solidos. Estes trés marcadores (CD24, (D44 e (DI33)
foram avaliados tanto na linha celular ECC-1 como nas populagoes de esferas em suspensao, ESI, ES2 e ES3
e nas populagdes derivadas aderentes, GI, G2 e G3. Para avaliar a existéncia destes marcadores foram
utilizadas suspensdes celulares com 10° células, para cada tipo de populagio celular estudada. As células
foram lavadas com PBS, centrifugadas a 300 G durante 5 minutos e suspensas em 100 plL do mesmo
tampao. Os anticorpos foram adicionados de acordo com as recomendagdes do fabricante, isto ¢, 2,5 plL de
anti-(D24 marcado com ficoeritrina-cianino 5.1 (PC5; Beckman Coulter PNIM2645), | pl de anti-(D44
marcado com pacific blue (PB; Biolegend, 103020) e 10 pL de CDI33 marcado com aloficocianina (APC;
Miteny Biotec 293(3-APC) e incubou-se durante 10 minutos no escuro. Posteriormente, foi efectuada a
analise no citdmetro FACS-Canto Il (BD, San José, CA.A.) com o software FACSDiva (BD, San José, CA.). Os
resultados foram analisados com o software FACSDiva (BD, San José, CA.) e sob a forma de média de
intensidade  de fluorescéncia expressos em unidades arbitrarias de fluorescéncia e representados por

histogramas para cada marcador.

Western blot

0 western blot é um método de detecao de proteinas especificas que pode analisar um homogeneizado
de tecido ou um extrato celular (Mahmood & Yang, 2012). Numa primeira etapa, as proteinas de uma
amostra sao separadas por eletroforese em gel, separagao feita com base no seu ponto isoelétrico, peso
molecular, carga elétrica ou uma combinagdo destas caracteristicas. O tipo mais frequente de eletroforese

recorre a separagao das proteinas com base no tamanho do polipeptideo quando desnaturado. Neste
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processo sao utilizados géis de poliacrilamida e solugoes desnaturantes com dodecil sulfato de sodio (SDS, do
inglés sodlum dodecyl sulfate). Esta substincia é um detergente capaz de conferir carga negativa as
proteinas, o que permite a sua separagao mediante o seu peso molecular através do elétrodo positivo do gel
de poliacrilamida. Quando se aplica uma diferenca de potencial no gel, as proteinas migram com diferentes
velocidades. As proteinas de menor peso molecular migram rapidamente através do gel e ficam localizadas
no fundo do gel, enquanto as proteinas de maior peso molecular migram lentamente e por isso localizam-se
no topo do gel. Apds a migracao das proteinas, faz-se a sua transferéncia para uma membrana de
nitrocelulose ou difluoreto de polivinilideno (PVDF, do inglés, polyvinylidene difluoride), onde, através do
recurso a anticorpos especificos, sao analisadas e detetadas as proteinas alvo. Durante esta etapa, é
introduzido na amostra um anticorpo primario, com o objetivo de marcar as proteinas com antigénios. Com
a marcagao das proteinas, estas podem ser facilmente identificadas com recurso a um anticorpo secundario,
que se vai ligar especificamente ao anticorpo primario. Esta técnica foi utilizada para determinar a alteragao
da expressao das proteinas ALDH, B-catenina, HER2, recetor de estrogénios o, recetor de estrogénios 3,
recetor de progesterona, e P53. Nesta fase do estudo de caracterizagao da célula tumoral, a analise destas
proteinas foi realizada em extratos da linha celular ECC-1, das esferas ESI, ES2 e ES3 e das derivadas
aderentes GI, G2 e G3.

Para a preparagdo dos extratos de proteina total das culturas aderentes (ECCI, GI, G2 e G3) foi
descartado o meio de cultura e foram feitas 3 lavagens sequenciais com PBS. Para as populagdes em
suspensao (ESI, ES2 e ES3), foi feita uma centrifugacao inicial a [12 G durante 5 minutos, repetindo-se o
processo trés vezes com lavagem com PBS. Em seguida, adicionou-se uma solugdo de RIPA (tampao de
radioimunoprecipitagao) suplementada com um cocktail de inibidores de proteases (cOmplete Mini, Roche) e
| mM de DIT (do inglés, dithiothreito). No caso das culturas aderentes, com a ajuda de um raspador
soltaram-se as células da superficie do frasco e colocou-se o conteido num eppendort O pellet das
populagdes em suspensao foi suspenso na mesma solugao. Apds agitacdo no vortex, as amostras foram
submetidas a sonicagdo com uma amplitude de 30% (Sonicador VibraCell VC50, Sonic and Materials inc. USA).
As amostras foram centrifugadas durante 15 minutos a 14000 G e os sobrenadantes foram transferidos para
novos eppendorfs, devidamente identificados, que foram armazenados a -80°C.

Para a determinagdo da quantidade da proteina usou-se o método de BCA (Bicinchochonic acid, BCA™
protein assay kit, Pierce). Posteriormente as amostras foram desnaturadas a 95°C durante 5 minutos, apos
solubilizagdo em solugao desnaturante constituida por Tris na concentragdo de 100 mM, glicina na
concentragio de 100 mM, SDS na concentragdo de 4%, ureia na concentragio de 8 mM e azul de
bromofenol na concentragao de 0,01%.

Para a realizagdo da eletroforese polimerizaram-se géis de acrilamida na concentragdo de 10% para
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separacdo das proteinas com vista a detecdo da ALDH, da [-catenina, do recetor de estrogénios o, do
recetor de estrogénios 3 e da P53 a 7% para a separagao das proteinas com vista a detecao do HER2 e
do recetor de progesterona. Os géis de acrilamida foram colocados na tina de eletroforese com tampao
apropriado composto por Tris na concentragdo de 25 mM, glicina na concentragao de 192 mM e SDS na
concentragao de 0,1%, com ajuste do pH a 8,3 (Bio-Rad 161-0772) e as amostras foram dispostas assim
como o padrao de pesos moleculares (Precision PlusStandards, Dual Color, Bio-Rad ou NIYColour Protein
Marker Il, Nzytech, MB09002). A eletroforese foi constituida por uma primeira etapa de 10 minutos com
uma diferenca de potencial constante de 100 V e de uma segunda etapa com uma diferenca de potencial
constante de [50 V.

Para a realizagdo da eletrotransferéncia os géis foram colocados em contato direto com membranas de
PVDF (membrana de fluoreto de polivinilideno, Millipore) previamente ativadas em metanol. O sistema de
transferéncia foi preparado e a reagao ocorreu a uma diferenca de potencial de 100 V com duragao variavel
de acordo com a proteina de interesse, em tampao CAPS (do inglés, J-(Cyclohexylamino)-I-propanesulfonic
aad, Sigma, (2632,) na concentragao de 100 mM, com pH de I1. Apds a eletrotransferéncia, as membranas
foram imediatamente bloqueadas com solugdo de albumina sérica bovina (BSA, do inglés, bovine serum
albumine) na concentragdo de 5% preparada em TBST (do inglés, 7ris-Buffered Saline Tween-20), a
temperatura ambiente.

Apos | hora incubaram-se as membranas com os anticorpos primarios, durante a noite, a 4°C e sob
agitacdo constante. Para a detecdo das proteinas de interesse utilizaram-se os seguintes anticorpos:
anti-ALDH /2 H-8 preparado em ratinho (SC-166362, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), anti-B-catenina
preparado em ratinho (Santa Cruz Biotechnology, Inc., sc7963), anti-P53 (DO7) preparado em ratinho (Santa
Cruz Biotechnology, Inc., sc-47698), anti-recetor de estrogénios o preparado em ratinho (Abcam, abl104),
anti-recetor de estrogénios B X-24 preparado em coelho (Santa Cruz Biotechnology, Inc., sc-133554) e
anti-recetores de progesterona SP2 preparado em coelho (Abcam, ab27161).

No dia seguinte foram efetuadas lavagens com TBS-T a [%, e incubaram-se as membranas com o
anticorpo secundario apropriado para cada anticorpo primario, nomeadamente anti-ratinho (GE Healthcare,
RPN5781) e anti-coelho (Santa Cruz Biotechnology, Inc., sc-2007), sob agitagdo constante e a temperatura
ambiente durante cerca de | hora. As lavagens foram repetidas e as membranas foram depois incubadas
com substrato enzimatico (£CF Western blotting Reagent Pack, Amersham Biosciences, Reino Unido) durante
aproximadamente 5 minutos e reveladas no leitor de fluorescéncia (Typhoon FLA 9000, Suécia).

As membranas foram posteriormente incubadas para a marcagdo da [-actina (anticorpo preparado em
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ratinho, Sigma, A5316). A actina é uma proteina presente em todas as células e é comummente utilizada
como controlo da quantidade de proteina avaliada em cada /aze. Nos casos em que as condigdes da
eletroforese nao proporcionam a retencao desta proteina no gel as membranas foram previamente coradas
com ponceau S (Sigma, P3504).

Estudos de captagio com '*F-FDG

0 anilogo da glicose "F-FDG é um radiofirmaco usado em PET com capacidade de traduzir por
imagiologia /7 vivo o processo glicolitico de tecidos normais e patoldgicos (Lai er 2/ 2014). A "*F-FDG entra
nas células normais e malignas através dos transportadores de glicose e fica retido no interior da célula
apds ser fosforilado pela hexocinase, pelo que se acumula na célula sob a forma "F-FDG-6-fosfato. O maior
nimero de transportadores de glicose e a maior taxa de glicolise nas células tumorais aumenta a captacao
de "F-FDG relativamente as células normais (Terauchi er /] 2008).

A captagao de BE-EDG foi avaliada nas células ECCI, GI, G2, G3, ESI, ES2 e ES3. Para a realizagao
deste estudo foram preparadas suspensdes celulares com 2x10° células. Estas suspensdes foram deixadas a
repousar em incubadora regulada para 95% de 0, e 5% de (0, a 37°C durante 60 minutos em frascos de
cultura de 25cm’ Posteriormente, foi adicionado o radiofirmaco numa atividade igual a 0,925 MBg/mL.
Durante os primeiros 5 minutos apés a adigao do radiofarmaco e ao longo de 120 minutos, foram retiradas
aliquotas de 200 piL da suspensao celular para egpendorfs que continham PBS gelado, de modo a suspender
o metabolismo celular. De seguida, as amostras foram centrifugadas a 5585 G durante 60 segundos (Costar
Mini Centrifugue) para se poderem separar o pellet e o sobrenadante, tendo o dltimo sido recolhido para
um tubo de ensaio (Sarstedt, 86.1509). Seguiu-se uma lavagem do peller com 500 pL de PBS gelado,
repetindo-se o procedimento de separacao do sobrenadante. Os sobrenadantes, resultantes das centrifugagdes,
foram recolhidos para os tubos de ensaio e os pefllets permaneceram nos respetivos eppendorfs. Com este
procedimento foi possivel calcular a percentagem de captagio de '"F-FDG para cada tempo através da
contagem das cintilagoes de ambas as fragdes (pellets e sobrenadantes) no pogo do contador (Capintec Inc,
Modelo CRC — I5W) em contagens por minuto (CPM). A percentagem de captagdo do radiofarmaco foi
calculada utilizando a Equagao 5.

CPMpellet % 100 E . 5
CPMpellet + CPMsoprenadante quagao

Percentagem de captagio =
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Estudos de ressonancia magnética nuclear

A espetroscopia por RMN, utilizada na caracterizagao do metabolismo /7 vitro e in vivo, tem assumido um
papel de destaque, principalmente, devido ao seu caracter ndo destrutivo. A espetroscopia por RMN afirma-se
com uma metodologia que fornece informagao acerca de vias metabdlicas especificas aquando da utilizagao
de substratos enriquecidos com istopos estéveis, como o carbono-13 (°C) e o deutério (*H) (Chance er a/
1983; Malloy er a/ 1988; Jeffrey e a] 1991; Carvalho er a] 2004; Sherry er aj 2004).

A analise, por espetroscopia de RMN, dos metabolitos resultantes da transformagao da glicose
uniformemente marcada ([U-"C]glicose) pelos diferentes tipos de linhas celulares permite obter informagdo
acerca da atividade da via glicolitica e do ciclo de Krebs, assim como da interagao entre estas duas vias

metabdlicas, como se esquematiza na Figura 9.

Glucose o-00-000
FI
o000
ALT LDH
o000 Piruvato Lactato
Alanina F4 PDH 2
o0
Acetil-Co
5 /PC F3 1)
Oxaloacetato Citrato
Ciclo de Krebs
Malato Isocitrato
Fumarato a-Cetoglutarato Glutamato
Succinil-CoA Glutamina

Figura 9: Esquema representativo das possiveis vias de utilizagdo da [U-"3C]glicose. Os fluxos designados definem os possiveis
destinos do esqueleto carbonado da glicose. Fl: via glicolitica; F2: fermentagdo lactica; F3: oxidagdo no ciclo de Krebs; F4:
transaminagdo; F5: carboxilagdo. ALT, alanina aminotransferase; LDH, lactato desidrogenase; PC, piruvato carboxilase; (S, citrato
sintetase; PDH, piruvato desidrogenase.
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Na realizagdo de estudos metabdlicos com recurso a espetroscopia por RMN, a glicose enriquecida em
carbono-13 € o substrato mais frequentemente utilizado. Neste trabalho em particular usou-se glicose
enriquecida com carbono-13 em todas as posigdes, ou seja [U-"C]glicose.

De acordo com o esquema, cada molécula de glicose da origem a duas moléculas de piruvato cujo perfil
de enriquecimento ou marcagao em carbono-13, vai refletir o da molécula percursora. Neste caso obtém-se o
piruvato uniformemente marcado ([U-"CJpiruvato). Este metabolito pode ser subsequentemente metabolizado
em distintas vias metabolicas. Um dos destinos possiveis é ser convertido em acetil-CoA na mitocondria por
agdo da enzima piruvato desidrogenase (PDH, do inglés pyruvate dehydrogenase). A posterior oxidagao no
cico de Krebs resulta na producao de (0, e de equivalentes redutores que alimentam a cadeia
transportadora de eletrdes. No entanto, o piruvato pode também ser convertido em lactato. Esta conversdo é
tanto mais intensa, quanto maiores os niveis de dinucledtido de nicotinamida e adenina (NADH, do inglés
nicotinamide  adenine  dinucleotide) ~citosolicos que levam a um aumento de atividade da lactato
desidrogenase (LDH, do inglés /actate dehydrogenase). Para além disso, no caso dos niveis de NADH serem
reduzidos, o piruvato pode ser convertido em alanina pela alanina aminotransferase ou pode ser convertido
em oxaloacetato, um intermediario do ciclo de Krebs, pela enzima piruvato carboxilase. Tendo em conta a
incorporagdo da marcagdo proveniente da glicose nos intermediarios resultantes, a atividade das diferentes
vias pode ser caracterizada, como a seguir se descreve.

Por agdo da LDH o piruvato é convertido em lactato mantendo a marcagio [U-"(]lactato. Assim, através
da quantificagdo deste metabolito & possivel determinar o consumo de [U-"C]glicose e caracterizar a
intensidade da via da glicolise seguida de fermentagdo lactica nos diferentes tipos de células derivadas das
células tumorais do endométrio (Pereira er a/ 2011). O lactato produzido é libertado para o meio de
cultura e identificado no respetivo espetro de RMN de protao, como representado na Figura 10.

0 lactato ndo enriquecido com carbono-I3, proveniente de metabolitos ndo marcados, enddgenos ou de
constituintes do meio de cultura, é representado pelo dupleto a 1,31 ppm. Em contrapartida, devido ao
acoplamento heteronuclear "C-'H, o [U-"C]lactato originado a partir de [U-"C]glicose surge no espetro de
'H-RMN representado por dois satélites, em que cada um deles ¢ um multipleto, neste um dupleto de
tripletos, fruto de trés constantes de acoplamento (*A4=7,0 Hz Yfc e *hc de magnitudes muito similares,
~4,2 Hz) como é possivel observar na Figura 10.

Para se determinar a concentragdo de lactato e de [U-"(Jlactato foi necessério recorrer a um aminoacido
de concentragao conhecida presente nos meios de cultura, a valina. Este aminoacido apresenta um pico no
espetro 'H-RMN relativamente constante ao longo do tempo sugerindo que ndo estd praticamente a ser
consumido, podendo assim extrapolar-se a concentragao dos outros compostos a partir da deste. Em suma,

os picos quantificados nos espetros 'H-RMN das amostras de meio foram: lactato, [U-"(]lactato e valina,
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como representado na Figura 11.
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Figura 10: Expansdo da regido do espetro RMN relativa ao grupo metilo (-CHs) do lactato. O dupleto central é referente ao
lactato nao enriquecido presente no meio de cultura, enquanto os dois satélites, que surgem como dupletos de tripletos, sdo

respeitantes ao lactato produzido por fermentagdo lactica da [U-"*C]glicose. O espetro representa uma experiéncia da populagao
ECC-1 as 8 horas.
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Figura 11: Expansdo do espetro 'H-RMN de uma amostra de meio da populagdo ESI as 24 horas. Nesta expansdo sdo visiveis as
ressonancias referentes ao lactato, a valina e ao [U- 3(]lactato.
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Para caracterizar a utilizagdo do piruvato proveniente da glicolise no ciclo de Krebs, recorre-se a
avaliagao do perfil de enriquecimento em carbono-13 no glutamato, um dos aminoacidos mais abundantes
no nosso organismo. Este aminoacido nao faz parte do ciclo de Krebs, no entanto encontra-se em equilibrio
om o o-cetoglutarato, um intermediario deste ciclo, e existe em elevada concentragdo intracelular
facilitando a quantificagao por RMN.

Com a realizagdo desta metodologia, e de acordo com a Figura 12, é possivel observar que numa
primeira volta do ciclo sao originados intermediarios duplamente marcados e, consequentemente com o
aumento do nimero de voltas do ciclo mais elevada sera a taxa de incorporagao de carbono-13 nos
intermediarios e, por conseguinte do glutamato. Assim, a quantificacdo por RMN destes intermediarios

marcados possibilita a avaliagao da velocidade do ciclo (Chance er 2/ 1983; Carvalho er ] 2001, 2004).
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Figura 12: Esquema representativo das possiveis marcagoes com carbono-13 dos intermedidrios do ciclo de Krebs e do glutamato
em fungdo do nimero de voltas do ciclo de Krebs.

A taxa de incorporagdo de carbono-13 nos diferentes intermedirios do ciclo serd tanto maior quanto
mais rapida for a utilizagdo do piruvato, produto da glicdlise, no ciclo de Krebs. A determinagao da taxa de
incorporagao do glutamato permite inferir acerca da velocidade do ciclo, uma vez que numa primeira volta

do ciclo de Krebs ocorre incorporagdo de "C nas posides 4 e 5 do a-cetoglutarato e, consequentemente,
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do glutamato, pois a acetil-CoA encontra-se duplamente enriquecida. A continuagao no ciclo com este padrao
de marcagao e a subsequente condensagao das moléculas de oxaloacetato originadas com uma nova unidade
de acetil-CoA enriquecida nos carbonos-1 e -2 do acetil condiciona o aparecimento de intermediarios mais
enriquecidos que os anteriores, nomeadamente o [3,4,5-'3C3]- eo [I,2,4,5-'3C4]glutamato como representado
na Figura 12

A ressonancia do C4-Glu, possui um dupleto (D45), que reflete a marcagao nos carbonos-4 e -5, e para
além disso um quarteto/pseudoquarteto, designado Q, devido a marcagao das moléculas de glutamato nos
carbonos-3, -4 e -5 simultaneamente. Desta forma, o aparecimento deste Gltimo multipleto demonstra a
ocorréncia de, pelo menos, duas voltas no ciclo de Krebs e denuncia a atividade do mesmo ciclo. Assim,
quanto maior a razao entre os multipletos Q/D45 maior o recurso ao ciclo de Krebs pelas diferentes
populagdes de células estudadas. Para além disso, através das marcagbes no glutamato é possivel determinar
a maior ou menor envolvéncia de fluxos biossintéticos nas células, ou seja o maior ou menor recurso a
anaplerose. No caso do piruvato, a sua transformagao em oxaloacetato resulta em marcagao do glutamato
que sera mais intensa nos carbonos-2 e -3 por agao do zurmover Unico do ciclo de Krebs. Assim, o aumento
da razao (3-Glu/C4-Glu indica o aumento deste fluxo anaplerdtico e por conseguinte uma contribuigdo mais
marcada para processos biossintéticos.

Nos estudos metabdlicos descritos neste trabalho avaliou-se também importincia do metabolismo oxidativo
relativamente ao glicolitico, através da caracterizagao do grau de acoplamento entre a gliclise e o ciclo de
Krebs. Para esse efeito, recorreu-se aos espetros de BC-RMN dos extratos obtidos em metanol das células e
determinou-se a razao entre as marcagoes do carbono-3 do lactato e a do carbono-4 do glutamato. Esta
razao é tanto menor quanto maior for o acoplamento entre as vias e permite inferir se as células se
encontram mais ou menos dependentes do processo glicolitico para a obtencao de energia. Qutra razdo
avaliada foi a da marcagao do carbono-3 do lactato relativamente a do carbono-3 da alanina. Esta razdo
permite inferir acerca do estado mais ou menos oxidado do citosol pois constituiu uma medida indireta da
razao NADH/NAD®. A conversdo de piruvato, resultante do processo glicolitico, em lactato é tanto mais
extensa quanto maior for a quantidade de NADH citosdlico, resultante do processo glicolitico. Numa situagao
de redugao dos niveis de NADH, o piruvato pode sofrer outro tipo de agdo enzimatica, nomeadamente pela
alanina aminotransferase (ALT, do inglés alanine aminotransferase), com consequente aumento dos niveis de
alanina (Klatte & Wendisch, 2015).

Em suma, os picos quantificados nos espetros “C-RMN referentes aos extratos de metanol foram o
carbono-3 da alanina, (3-glutamato, (4-glutamato e o (3-lactato, como exemplificado na Figura 13.

No que diz respeito a utilizagao desta metodologia neste trabalho, foram analisadas a linha celular ECCI,

a primeira geragdo de esferas ESI e a primeira geragdo de células derivadas aderente (GI). Para as
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diferentes linhas celulares foram preparados os meios correspondentes ja descritos anteriormente diferindo a
formulagao apenas no tipo de meio de cultura: para as células da linha ECCl e para as derivadas aderentes
Gl, RPMI-1640 (RI318, Sigma) e para as esferas ESI, meio do protocolo de formagdo de esferas. A estes
meios foi ainda adicionado adicionada glicose uniformemente marcada com carbono-13 ([U-13(]glicose)
(389374, Sigma) na concentragao de 25 mM. Para a realizagdo do estudo, prepararam-se frascos das trés
linhas celulares com 80% de confluéncia. Antes da adigio de 14 mL do meio com [U-"C[glicose, as células
foram lavadas trés vezes com 5 mL de PBS para garantir que nao restassem vestigios do meio antigo com
outro tipo de glicose que poderia interferir com o estudo.
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Figura 13: Expansdo do espetro C-RMN do extrato de metanol de células ESI. Como ressonancias destacadas apresentam-se as
respeitantes ao carbono-3 do lactato (C3-Lac), a0 carbono-3 da alanina (C3-Ala) e aos carbonos-3 e -4 do glutamato (C3-Glu e
(4-Glu respetivamente). Nas expansdes estdo representados os multipletos referentes ao (4-Glu, com a designagdo dos respetivos
multipletos (Q —quarteto; D45 — dupleto) e ao (3-Glu.

Seguidamente, apés 0, 2, 4, 8, 12 e 24 horas da adigdo de [U-"CJglicose, foram recolhidas amostras de
200 pL de meio para eppendorfs devidamente identificados. As amostras de meio de cultura das trés linhas
celulares foram conservadas a -80°C. Apos as 24 horas procedeu-se a extracao celular. No caso das amostras
referentes & linha ESI, uma vez que se tratam de células em suspensdo, foi necessario centrifugar os
eppendorfs com os respetivos conteidos para separar as células do meio de cultura. As diferentes culturas
foram lavadas com PBS e em seguida, adicionaram-se 750 plL de MeOH/H20 80% (v/v) frio tendo sido
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necessario raspar gentilmente as células cultivadas de forma aderente, as ECC-1 e as GI. Seguidamente, as
amostras foram centrifugadas a 4°C durante 5 minutos a 5725 G com o objetivo de permitir a separagao da
fase aquosa, na qual se encontram os metabolitos soliveis de interesse para a andlise, do pellet. Estas
amostras foram também conservadas a -80°C. Por fim, com recurso a uma estufa de secagem procedeu-se a
evaporagdo das frages aquosas.

As amostras de meio de cultura recolhidas ao longo de varios tempos foram analisadas por 'H-RMN
recorrendo a um espetrometro Yarian 600 MHz equipado com uma sonda de banda larga de 3 mm. Para a
andlise das amostras, preparou-se uma mistura contendo 60 pL das amostras de meio e 40 pl de uma
soluggo de fumarato de sédio na concentragdo de 10 mM em dgua deuterada (99,9%). A solugdo de
fumarato de sodio foi utilizada como padrao interno para o processo de quantificagao.

Os espetros de 'H-RMN consistiram em 64 k pontos a definir uma largura espetral de 7200 Hz. Para a
obten¢ao de uma razao sinal/ruido adequada, com o posterior objetivo de uma analise quantitativa, foram
adquiridos um total de |6 transientes (scams), utilizando um pulso de radiofrequéncia equivalente a 45° e
um tempo total de repeticao interpulsos de 10 segundos. A fragdo com os metabolitos resultantes da
extragdo celular foi dissolvida em &gua deuterada (99,9%) para andlise por 'H- e “C-RMN. Os espetros de
'H-RMN foram obtidos no mesmo espetrémetro e sonda acima referidos e utilizando pardmetros de aquisicao
idénticos aos descritos para os espetros do meio de cultura, mas recorrendo a um maior nimero transientes
(nt=128) para atingir razdes sinal/ruido adequadas a detecdo de metabolitos menos abundantes Os espetros
de "C-RMN foram adquiridos utilizando uma sonda de 3 mm e desacoplamento de banda larga de protao.
Foram adquiridos um total de 128 k pontos definindo uma regido espetral de 35 kHz. Para a obtencao de
uma razao sinal/ruido compativel com a andlise metabdlica foram adquiridos entre 15000 e
20000 transientes, utilizando um pulso de radiofrequéncias de 45° e um tempo de repeticao interpulsos de
3 segundos. A utilizagdo deste periodo foi suficiente para permitir a relaxagao total dos carbonos alifaticos,
essenciais para o estudo realizado. A analise dos espetros obtidos realizou-se recorrendo ao software
NUTSpro™ (Acorn NMR Inc., Livermore, CA).

Eletroforese bidimensional

As técnicas de protedmica sao utilizadas para avaliar a expressdo de proteinas separadas através da
eletroforese bidimensional (2D). A eletroforese bidimensional pode ser usada para separar proteinas obtidas
de extratos celulares e de organelos assim como de fluidos biologicos (Carrette er 2/ 2006). Esta técnica
tem uma elevada resolugao e permite a disposicao de inimeras proteinas num so gel, em simultaneo. Assim,

cada gel pode revelar varios spots de diversas formas, tamanhos e intensidades, representando cada um,
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uma proteina ou um conjunto de proteinas especifico (Carrette es a/ 2006). Na primeira dimensao, as
proteinas sao separadas no gel por focagem isoelétrica, de acordo com os seus pontos isoelétricos. A segunda
dimensdo permite uma separagao pela massa molecular por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE, do inglés sodum dodecyl sulphate—polyacrylamide gel electrophoresis,),
permitindo a separacao de proteinas com modificagdes tradicionais ou isoformas especificas (Carrette ef a/
2006).

Para permitir a visualizagdo das proteinas nos géis, podem ser utilizados diversos corantes (Carrette ef a/
2006; Butt & Coorssen, 2013), como o azul de (oomassie, o sypro ruby e o nitrato de prata (Butt &
Coorssen, 2013). A coloragdo com prata baseia-se na preferéncia deste ido por aminoacidos basicos de
proteinas da superficie da matriz. Com esta coloragao as proteinas tornam-se visiveis quando os ides Ag”
sao reduzidos a prata elementar e as proteinas adquirem a coloragao tipica que vai do castanho ao preto
(Winkler ez a/ 2007). Os pontos de interesse dos géis podem posteriormente ser analisados com vista a
identificacao de proteinas, normalmente por processamento com espetrometria de massa (Scherl, 2015).

A eletroforese 2D foi realizada com extratos de proteina de células ECCI, ESI e GI. O primeiro passo da
metodologia consistiu na obtencao dos extratos proteicos, procedimento realizado sobre gelo e com todas as
solugdes a 4°C. As culturas celulares foram lavadas 3 vezes com solugdo tampao composta de Tris na
concentragao de [0 mM e de sacarose na concentragao de 250mM, com pH ajustado para 7,0. No caso das
células ESI as lavagens foram realizadas com recurso a centrifugagao a 500 G. De seguida adicionou-se a
solugdo ReadyPrep™ 2-D Starter Kit (163-2108, BIO-RAD) e homogeneizou-se com recurso a um raspador,
para as culturas aderentes, e a uma pipeta, para as culturas em suspensao. Procedeu-se de seguida a
sonicagdo com uma amplitude de 30% em dez pulsos de | segundo, com o objetivo de permitir a lise das
membranas citoplasmaticas e para prevenir o aquecimento das amostras. As amostras foram depois sujeitas a
uma centrifugagao de 14000 G, durante I5 minutos, apds o que o sobrenadante foi reservado com auxilio
de uma micropipeta e armazenado a -80°C até posterior utilizagao.

0 passo seguinte consistiu na quantificagao das proteinas de cada amostra, procedimento realizado através
do Kit 2D Quant (80-6483-56, GE Healthcare). Para este processo foi calculada uma curva padrdo com base
numa solugdo de BSA a 2 mg/mL, fornecida com o 4/ Foram utilizados 6 eppendorfs com os volumes de 0,
de 5, de 10, de I5, de 20 e de 25 pl de solugao de BSA, correspondendo a 0, a 10, a 20, a 30, a 40 e
a 50 pg de proteina, respetivamente. As amostras a quantificar foram colocadas também em eppendorfs,
num volume de 3 pl. A cada eppendorf adicionaram-se 500 pl de solugao precipitante, homogeneizou-se
com vortex e incubaram-se durante 2 a 3 minutos a temperatura ambiente. De seguida, adicionaram-se
500 pL de co-precipitante e homogeneizou-se no vortex. Os eppendorfs foram centrifugados a 15000 G

durante 5 minutos e depois de se verificar a presenca de sedimento proteico, foi de seguida removido o
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sobrenadante. Aos sedimentos proteicos de cada eppendorf adicionaram-se 100 pl de solugao de cobre e
400 pl de agua ultrapura a cada eppendorf homogeneizou-se e adicionou-se | mL da solugao corante,
composta por uma mistura de dois reagentes do 4iz o reagente A e o reagente B, numa proporcao de
[00:1. Os eppendorfs com respetivos conteidos foram incubados a temperatura ambiente durante |5 a
20 minutos. A dltima etapa consistiu na coleta de 200 pl de cada eppendorf e transferéncia para placa de
96 pogos, para avaliagdo da absorvancia a 480 nm. Apds a leitura, estabeleceu-se a equagdo do ajuste
linear a curva padrao e extrapolou-se, através da absorvancia, a quantidade de proteina.

A etapa da reidratagdo das sergps (163-2000, ReadyStrip ™ IPG strips, BIORAD) foi realizada no
equipamento  PROTFAN® /2™ JFF cell (BIORAD) com aplicagdo prévia das amostras de proteina. As
amostras foram descongeladas e centrifugadas a 14000 G durante |5 minutos, misturou-se um volume
correspondente a 20 pig de proteina com a solugdo tampao AeadyPrep ™ previamente preparada até obter
um volume de 125 pL. As amostras foram sujeita a agitagao durante 30 minutos e de seguida colocadas
nos corredores individualizados do tabuleiro de focagem. As strjps foram colocadas em cada corredor, por
cma de cada amostra, com o gel em contacto com a amostra. Os elétrodos foram montados no tabuleiro
que foi colocado no equipamento e adicionaram-se 4 mL de dleo mineral (163-2129, BIORAD) as s#rips,
para evitar desidratagao durante o processo. 0 equipamento foi programado para reidratagdo, por um
periodo de 12 a 16 horas, com uma diferenca de potencial de 50 V e a uma temperatura de 20°C.

A focagem isoelétrica foi o processo que se seguiu a reidratagao. O suporte das strps foi desmontado e
cada strip foi invertida de modo a que o gel ficasse voltado para cima. De seguida humedeceram-se os
electrode wicks (1646030, PROTEAN®YI2™ [EF Cell Gel-Side Up Flectrode Wicks) com agua ultrapura, que
foram colocados nas extremidades das strjps e recobertas com dleo mineral. Finalmente o equipamento foi
programado para a focagem isoelétrica, para a qual na primeira etapa se utilizou uma diferena de
potencial de 250 V, com gradiente rapido, intensidade de corrente de 50 pA e duragao de 20 minutos. Na
segunda etapa, que durou uma hora, utilizou-se uma diferenca de potencial de 4000 V, com gradiente
gradual, intensidade de corrente de 50 pA. Na terceira etapa utilizou-se uma diferenca de potencial de
4000 V, com gradiente rapido, intensidade de corrente 50 pA até atingir 15000 V/hora. Na quarta e dltima
etapa, a diferenca de potencial foi de 500 V, com uma intensidade de corrente de 50 pA.

Depois da focagem isoelétrica efetuou-se o equilibrio SDS. As strips foram removidas do tabuleiro de
focagem e colocadas num tabuleiro de equilibrio, com o gel virado para cima. De seguida, cada strip foi
incubada numa solugo de iodoacetamida (8.04744.0100, Merck), na concentragao de 0,21 mM, em solugao
tampao de equilibrio (163-2108, AReadyPrep ™ 2-D Starter Kit, Fquilibration Buffer /, BIORAD), durante
[5 minutos com agitacao ligeira. A solucao anterior foi substituida por uma solugdgo de DL-Dithiothreitol

(DTT, 43815, Sigma-Aldrich), na concentragdo de 64,8 mM, em solugdo tampdo de equilibrio, e procedeu-se
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a nova incubagao durante |5 minutos com agitacdo. As strjps foram depois submersas em solugao tampao
de eletroforese.

Para a realizagdo da segunda dimensdo, SDS-PAGE, utilizaram-se géis de acrilamida na concentragdo de
10% e preparou-se uma solugdo de agarose na concentragdo de 0,5% em tampdo de eletroforese. As strips
foram dispostas no topo do gel de acrilamida e, na extremidade acidica, virada para o lado esquerdo do
gel, colocou-se uma amostra de solugao padrao de bandas. As strjps foram cobertas com a solugao de
agarose e deixou-se polimerizar durante cerca de 30 minutos. A eletroforese foi realizada em dois passos, o
primeiro de [0 minutos com uma diferenga de potencial de 100 V e o segundo de 75 minutos com uma
diferenca de potencial de 150 V.

A coloragdo dos géis foi realizada com nitrato de prata. O procedimento consistiu em submergir os géis
numa solugdo de fixagao constituida por metanol na concentragdo de 25% e por acido acético (33209,
Sigma) na concentragao de 5% durante 30 minutos a temperatura ambiente, sob agitacao leve. A solugao de
fixagdo foi substituida por uma solugao de etanol (3000, REDUR) a 50% durante 10 minutos, seguida de
uma solucao de etanol na concentragao de 30% durante o mesmo tempo. Seguidamente os géis foram
sensibilizados com solucao de tiossulfato de sodio (217263, Sigma) na concentragdo de 0,2 g/L durante
| minuto e posteriormente realizaram-se trés lavagens de 5 minutos cada com agua ultrapura. Na etapa da
coloragao, os géis foram colocados numa solugao de nitrato de prata (3013308, Merck) na concentragao de
2,0 g/L durante 20 minutos, em agitacao constante. Posteriormente removeu-se esta solugdo e adicionou-se
uma solugao de revelacao constituida por carbonato de sddio anidro (451614, Sigma) na concentragao de
30 g/L, por tiossulfato de sodio na concentragao de 10 mg/L e por formaldeido na concentragao de 26%
(90240.9025, VWRProlabo). Os géis permaneceram nesta solucao até ao aparecimento de spofs nos géis que
identificam as proteinas. Este processo foi interrompido com a substituicdo por uma solucao de trizma base
na concentragdo de 50 g/L em acdo acétio na concentragdo de  2,5%  durante
| minuto. Finalmente os géis foram guardados em agua ultrapura. A imagem de cada gel foi adquirida num
digitalizador Epson GT2500, no qual foram adquiridas imagens em tons de cinzento a 16 bits, que foram
analisados pelo software Samespots. A comparagao do perfil de expressao consistiu em 2 géis de ECC-I, em
3 géis de ESI e em 3 géis de GI. Foram somente considerados os spots com mais de 600 pixels de modo

a comparar os spots de maior expressao e eliminar os artefactos de coloragdo.

Modelo heterotopico

Os estudos /7 vivo deste trabalho experimental foram realizados de acordo com todas as disposicoes

legais em vigor no que se refere a experimentagao animal. O protocolo experimental foi aprovado pela
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Comissio de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra em | de Julho de 2009
(Ref*: Of. IBB/48/09) conforme apresentado no anexo Il.

No contexto da avaliagao das propriedades de (SC, tornou-se imperativo caracterizar a tumorigenicidade
in vivo das células da linha celular ECC-1 em comparagdo com as células das esferas ESI, ES2 e ES3 e com
as células derivadas aderentes GI, G2 e G3. 0 modelo de xenotransplante heterotdpico pretende comprovar
a tumorigénese e comparar o crescimento tumoral das populagdes inoculadas. Neste modelo, foram utilizados
ratinhos fémea Balb/c nu/nu, uma estirpe que permite o desenvolvimento de xenotransplantes, uma vez que
se tratam de animais atimicos com deficiéncia em células T, o que lhes permite aceitar células de outra
espécie.

Os ratinhos Balb/c nu/nu foram adquiridos aos Laboratorios Internacionais Charles River, Inc (Espanha)
com 6 semanas de idade. Estes animais foram mantidos em sala climatizada propria, sujeitos a ciclos de
12 horas de luz diarias, acesso livre a ragao padrao de laboratorio para murinos mude e agua filtrada. 0
bem-estar dos animais foi verificado diariamente no decorrer do estudo.

Os animais foram inoculados com 2x10° células através de injecdo subcutdnea na regido dorsal, uma vez
que se trata de uma localizagdo que permite avaliar e monitorizar o crescimento do xenotransplante de
forma rapida, simples e acessivel e que apresenta condicdes de vascularizagao adequadas. Os animais foram
inoculados com células da linha celular ECC-1, e com células das esferas ESI, ES2 e ES3, e das derivadas
aderentes GI, G2 e G3 e o crescimento foi monitorizado semanalmente. Quando os xenotransplantes
atingiram um_ volume tumoral de 100 mm’ foram adquiridas fotografias em que se tentou manter um
posicionamento adequado e semelhante dos animais entre as avaliagdes. Considerou-se como resultado o
nimero de dias entre a inoculagdo e a obtencao do referido volume. Posteriormente, o crescimento tumoral
foi monitorizado diariamente durante |0 dias. O volume tumoral foi quantificado de acordo com a

Equacao 6,

V_LxSZ
)

Equagao 6

onde L representa o maior didmetro e S o menor didmetro do tumor (Dagrosa e a/ 2003). Os resultados

foram expressos sob a forma de volume tumoral relativo, de acordo com a Equagao 7,

Volume tumoral relativo =

SIs

Equagao 7

onde V representa o volume ao n-ésimo dia e Vo representa o volume no dia em que foi atingido o volume

tumoral de 100 mm’.
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Os animais foram occisados por sobredosagem anestésica seguida de deslocamento cervical e os tumores
foram excisados para estudo histoldgico. As amostras foram fixadas em formalina tamponada na concentragao
de 10%, desidratadas com concentragdes crescentes de alcool, diafanizadas em xilol e embutidas em
parafina. Realizou-se microtomia aleatoria e preparagao de laminas que foram coradas com hematoxilina e
eosina (H&E), para a caracterizagao da neoplasia maligna, do grau de diferenciagao (baseado na razao entre
elementos glandulares e solidos), bem como para obter informagdes acerca da morfologia e da existéncia de
necrose. A observagao microscopica foi realizada num microscopio Nikon eclipse 50i equipado com cimara
digital Nikon-Digital Sight DS-Fil. O processamento das amostras, o seu exame macroscopico e a analise
histoldgica das laminas foi realizado no Servico de Anatomia Patoléogica do Centro Hospitalar e Universitario

de Coimbra.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com recurso ao software IBM® SPSS® Statistics versio 20. Na andlise
descritiva foram determinados valores de tendéncia central e de dispersao. Os resultados das variaveis
quantitativas ao longo do texto foram expressos sob a forma de média=desvio-padrao.

Na andlise inferencial a normalidade da distribuicdo das varidveis quantitativas foi avaliada de acordo
com o teste de Shapiro-Wilk.

A comparagdo da capacidade de formagao de esferas, da capacidade de auto-renovagao de esferas, do
tempo de duplicagao celular, da eficiéncia clonogénica e da expressao de (D133, de (D24 e de (D44 entre
as populagdes celulares foi realizada segundo o teste ANOVA (do inglés, amalysis of variance) de um fator
quando se verificou distribuicao normal e homogeneidade das varidncias e segundo o teste de Kruskal-Wallis
no caso contrario. Seguidamente foram realizadas comparagdes mdltiplas entre os pares de grupos
experimentais.

Para os valores das condioes experimentais obtidos nos estudos de western blot, nomeadamente a analise
da expressdo da ALDH, dos recetores de estrogénios o e [3, dos recetores de progesterona, do HER2, da
P53 e da B-catenina, as comparagdes foram realizadas com o teste rstwdent para uma média e utilizado o
valor de normalizagao .

Na andlise da captagdo de "F-FDG os valores experimentais obtidos para cada condigio foram ajustados
a um modelo exponencial utilizando o software OriginPro (OriginLab Corporation, Northampton, EUA), versdo
8.0, segundo a Equagao 8§,

Captagio (%) = A (1 — '@ t/Tson) Equagio 8
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onde A representa a captagao maxima obtida e Tsy, representa o tempo que demora a ser atingida metade
da captagao maxima. Os parametros obtidos pelo ajuste das curvas de captagao foram comparados utilizando
o teste ANOVA de um fator. Seguidamente foram realizadas comparagdes miltiplas entre os pares de grupos
experimentais.

Para os estudos de RMN os valores experimentais da concentragdo de [U-"C] lactato em fungdo do tempo
foram ajustados a uma reta por regressao linear para cada populagao celular. A comparagao dos declives
obtidos foi realizada segundo o teste ANOVA de um fator. Seguidamente foram realizadas comparagoes
multiplas entre os pares de grupos experimentais.

A comparagio da razao (3_lactato/C3_Alanina, da razao (3_Llactato/(4_Glutamato, da razao
(4Q/C4D45 e da razao (3_Glutamato/C4_Glutamato entre populagdes celulares foi realizada segundo o teste
ANOVA de um fator nos casos em que se verificou distribuicao normal e homogeneidade das variancias, ou
segundo o teste de Kruskal-Wallis no caso contrario. Seguidamente foram realizadas comparagdes miltiplas
entre os pares de grupos experimentais.

A expressao dos spots dos géis de eletroforese bidimensional foi comparada segundo o teste ANOVA no
software Samespots.

Nos estudos /7 wivo a comparagdo do nimero de dias até a obtencdo de um volume tumoral de
100 mm® e do volume tumoral relativo ao final de 10 dias foi realizada segundo o teste ANOVA de um
fator nos casos em que se verificou distribuigdo normal e homogeneidade das varidncias ou o teste de
Kruskal-Wallis no caso contrario. Seguidamente foram realizadas comparagoes miltiplas entre os pares de
grupos experimentais.

Todas as comparagoes miltiplas foram corrigidas segundo o método de Bonferroni e foi considerado um

valor de significincia de 5% para todas as comparagoes.

Resultados

Esferas e derivadas aderentes

0 protocolo de formagao de esferas, previamente detalhado, originou populagdes de esferas, que

correspondem a colonias esféricas em suspensdo, conforme representado na Figura 14.
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Figura 14: Imagens da linha celular ECCI, das populagdes de esferas (ESI, ES2 e ES3) e das populagdes derivadas aderentes (GI,
G2, G3). As setas representam a sucessdo da obtencdo das diferentes culturas celulares. As imagens foram obtidas com uma
ampliagao de 400x.

A linha celular ECC-1 originou a primeira geragao de esferas, ESI. Estas quando colocadas em condigoes
aderentes originaram a primeira populagao de derivadas aderentes, Gl, que apés novo protocolo de esferas
originou as ES2. A populagdo G2 derivou de ES2 e esta, quando submetida a protocolo de esferas obteve-se
a populagdo ES3, que em condigdes aderentes originou a populagdo G3. As esferas ESI, ES2 e ES3
apresentaram morfologia esférica, por vezes irregular, com projecoes celulares superficiais e de tamanho
variavel. As derivadas aderentes GI, G2 e G3 apresentaram-se como células em proliferagdo que migraram
da periferia das esferas, como se pode observar na Figura 14, até originar uma monocamada confluente.
Sempre que estas monocamadas obtidas foram submetidas a agao da tripsina, voltaram a originar novas

culturas celulares de morfologia semelhante a das células da linha celular parental ECC-1.

Capacidade de formagdo e de autorrenovagao de esferas

A avaliagdo da capacidade de formagdo de esferas mostrou que 2,22+0,93% de células da linha celular
ECC-1 originaram esferas ESI, que 2,54%1,05% de células da populagdo Gl originaram ES2 e que
2,40£0,85% de células da populagao G2 originaram ES3, o que traduz que nao foram observadas diferengas

significativas entre as trés populagoes consideradas, tal como representado na Figura 5.
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(apacidade de formagdo de esferas (%)
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Figura 15: Capacidade de formagdo de esferas ESI, ES2 e ES3 a partir das células das populagdes aderentes ECCI, GI e G2,
respetivamente. A relagao percentual entre o nimero de esferas obtidas e o nimero de células distribuidas inicialmente foi
calculada apos 5 dias de cultura. Os resultados representam a média e o erro padrdo de seis ensaios. Nao se observaram
diferencas significativas entre as populagdes.

A avaliagdo da autorrenovagao de esferas relevou que 1,55+0,63% das células obtidas da dissociagao de
ESI originam novas esferas, que 1,78%1,06% das células obtidas da dissociagao de ES2 originam novas
esferas e que 3,14%1,61% das células obtidas da dissociagao de ES3 originam novas esferas, como se pode
observar no grafico da Figura 16. Verificou-se que se obtiveram significativamente mais esferas a partir de

células dissociadas de ES3, a terceira geragdo de esferas do que a partir de ESI, a primeira geragdo
(p=0,002).
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Figura 16: Autorrenovagdo de esferas a partir das células obtidas da sua dissociagdo. A relagdo percentual entre o nimero de
esferas obtidas e o nimero de células distribuidas inicialmente foi calculada apds 5 dias de cultura. Os resultados representam a

média e o erro padrdo de seis ensaios. As diferencas significativas entre as populagdes foram representadas com ** para
p<0,01.

Area de projecdo ocupada pelas esferas

A Figura |7 apresenta os resultados da superficie média ocupada pelas esferas das populagdes ESI, ES2 e
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ES3. Para as esferas ES| a area média ocupada foi de 8,96x10°+1,23x10° pixels, para as esferas ES2 foi de
6,34 x10°+7,80x105 pixels e para as esferas ES3 foi de 3,93x10°+5,82x10* pixels. Verificou-se que a &rea
média ocupada pela ESI é significativamente superior a ocupada pelas ES3 (p=0,001).

A avaliagdo da area em pixels ocupada pela projecao das esferas ESI, ES2 e ES3 foi realizada em

imagens obtidas aleatoriamente das quais sao exemplo as representadas na Figura 18.

*%
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Figura 17: Superficie ocupada pelas esferas ESI, ES2 e ES3. Os valores apresentados exprimem a média do nimero de pixels e o
erro padrdo de pelo menos 30 imagens por cada condicdo obtidas em seis ensaios. As diferenas significativas entre as

populagdes foram representadas com ** para p<0,01.

y 2t S
Figura 18: Imagens representativas das fotografias obtidas aleatoriamente para a quantificagdo da area em pixels ocupada pelas
esferas. As imagens foram obtidas com uma ampliagao de 400x.
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Tempo de duplicagao

0 tempo de duplicagao celular, representado na Figura 19, foi de 33,16%7,42 horas para as células da
linha celular ECC-1, 31,17£7,67 horas para as células da populagao GI, 30,35+7,54 horas para as células
da populagao G2 e 33,47%6,64 horas para as células da populagao G3.
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Figura 19: Tempo de duplicagao da linha celular ECC-1, e das derivadas aderentes GI,G2 e G3. Os resultados representam a
média e o erro padrdo de em seis ensaios. Ndo se observaram diferengas significativas entre as populagdes.

Eficiéncia clonogénica

A Figura 20 mostra a eficiéncia clonogénica da linha celular ECC-1, das trés populages de esferas (ESI,
ES2 e ES3) e das trés populagdes derivadas aderentes (GI, G2 e G3).
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Figura 20: Eficiéncia clonogénica da linha celular ECCI, das esferas ESI, ES2 e ES3 e das derivadas aderentes, GI, G2 e G3. A
relacdo percentual entre o nimero de colonias obtidas e o nimero de células distribuidas inicialmente foi obtido apés 12 dias
de cultura. Os resultados representam a média e o erro padrdo de pelo menos em seis ensaios. As diferenas significativas em
relagao as células ECC-1 foram representadas com *** para p<<0,001.
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No caso das esferas obteve-se uma eficiéncia significativamente inferior @ da linha celular ECC-1, que
apresentou um valor de 90,77+14,26%, enquanto as células da populagdo ESI apresentaram uma eficiéncia
clonogénica de 23,71£8,49% (p<0,001), as da populago ES2 uma eficiéncia clonogénica de 14,62+6,66%
(p<0,001) e as da populagio ES3 uma eficiéncia clonogénica de 14,42£9,20% (p<0,001). No que se
refere as populagdes derivadas aderentes, GI, G2 e G3, nao se verificaram diferencas significativas em
comparagao com a linha celular ECC-1, com valores de 96,69%14,31%, 74,28+18,20% e 73,89+18,06%,

respetivamente.

Marcadores de células estaminais

A formagao de esferas é uma propriedade de (SC /7 witro. Para caracterizar as populagdes obtidas foram
avaliados marcadores associados com C(SC em diversos tumores, alguns ja descritos para o cancro do
endométrio, nomeadamente o (DI33, o (D24 e o (D44. A média de intensidade de fluorescéncia da
marcagao de (D133 esta representada na Figura 21.

Para a linha celular ECC-1 obteve-se uma média de intensidade de fluorescéncia de 1435%176. No caso
das células da populagao ESI e da populagao ES2 obtiveram-se valores superiores de média de intensidade
de fluorescéncia, de 30662065 e de 4577x1310, respetivamente, no entanto sem significado estatistico.
Verificou-se que a média de intensidade de fluorescéncia das ES3, com um valor de 2750%139 foi
significativamente superior a ECC-1 (p=0,048). No que respeita as células das populagdes derivadas
aderentes GI, G2 e G3 obtiveram-se médias de intensidade de fluorescéncia de 768+412, de 1059,67+40
e de G3 922252, respetivamente.
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Figura 21: Expressao de (D133 na linha celular ECC-1, nas esferas ESI, ES2 e ES3 e nas derivadas aderentes Gl, G3 e G3. Os
valores apresentados exprimem a média de intensidade de fluorescéncia (MFl, do inglés mean fluorescence intensity) e o erro
padrdo de pelo menos trés ensaios. As diferencas significativas entre as populades foram representadas com * para p<<0,05.
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Os histogramas da expressdo de CDI33 estdo representados na Figura 22 para cada populagdo. Desta
andlise comprova-se a expressao de C(DI33 pelas diferentes linhas celulares. Nos histogramas a linha
vermelha representa a populagio apés adicdo do anticorpo anti-CDI33 e a linha azul corresponde ao
controlo negativo e portanto a populago sem adicao do anticorpo anti-CD133. Pode observar-se o aumento

de expressao de CDI33 particularmente para as populagoes ESI, ES2 e ES3.
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Figura 22: Histogramas representativos da marcagao com (DI33 positiva na linha celular ECC-1, nas esferas ESI, ES2 e ES3 e
nas derivadas aderentes GI, G3 e G3. A linha vermelha representa a expressdo apds adi¢do do anticorpo anti-CDI33 e a linha
azul representa o controlo negativo que corresponde a expressdo sem adigao do anticorpo anti-CDI33.

A combinagio especifica (D24/CD44"" foi descrita como marcador de células estaminais da mama e a
formagdo de mamosferas foi associada com este fendtipo (Dey er a/ 2009).

0 (D24 foi avaliado em todas as populagdes celulares deste estudo experimental. A média de intensidade
de fluorescéncia da marcagao com (D24 encontra-se representada na Figura 23 e foi de 1345+530 para a
linha celular ECC-1. No que respeita as restantes populagdes nao se obtiveram diferenas significativas em
relagdo a anterior, com valores de 1855630 para a ESI, de 1555+360 para a ES2, de 19151292 para
a ES3, de 1583£620 para a GI, de 1941+586 para a G2 e de 1267781 para a G3.

Na Figura 24 estdo representados os histogramas da marcagao com (D24. Desta andlise comprova-se a
expressio de (D24 pelas diferentes linhas celulares. Nos histogramas a linha vermelha representa a
populagdo apds adigao do anticorpo anti-CD24 e a linha azul corresponde ao controlo negativo e portanto a

populagao sem adi¢ao do anticorpo anti-CD24. A expressao de (D24 nao apresentou diferencas significativas
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em nenhuma populagao estudada.
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Figura 23: Expressao de (D24 na linha células ECC-1, nas de esferas ESI, ES2 e ES3 e nas derivadas aderentes Gl, G3 e G3.
Os valores apresentados exprimem a média de intensidade de fluorescéncia (MFI, do inglés mean flworescence intensity) e o erro
padrdo de pelo menos trés ensaios. Nao se observaram diferencas significativas entre as populagdes.

ECCI N\

. T T
0 10* (3 10 10

Gl

T
0% 0 10! 0 10! 10°

1 U
10 10t 108

o

T ) T
0 0 0 0t 106

2 |
10¢ 10°

Figura 24: Histogramas representativos da marcagao com (D24 na linha células ECC-1, nas populagdes de esferas ESI, ES2 e ES3
e nas derivadas aderentes GI, G3 e G3. A linha vermelha representa a expressao apds adigdo do anticorpo anti-CD24 e a linha
azul representa o controlo negativo que corresponde a expressao sem adicao do anticorpo anti-CD24.

Considerando a populagao ECC-1, a média de intensidade de fluorescéncia para o marcador (D44 foi de
5650+2956. Nas esferas obteve-se uma média de intensidade de florescéncia de 1873911711 para a

populagao ESI, significativamente superior a das ECC-1 (p=0,006), de 8581%3898 para a populagao ES2 e
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de 11506+6906 para a populagao ES3. Nas derivadas aderentes, as médias de intensidade de fluorescéncia
foram de 5032819 para a populagao GI, de 307977 para a populagdo G2 e de 4315+688 para a
populagao G3, tal como representado na Figura 25.
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Figura 25: Expressao de (D44 na linha células ECC-1, nas esferas ESI, ES2 e ES3 e nas derivadas aderentes Gl, G3 e G3. Os
valores apresentados exprimem a média de intensidade de fluorescéncia (MFI, do inglés mean Auorescence intensity) e o erro
padrdo de pelo menos trés ensaios. As diferengas significativas entre as populagdes foram representadas com ** para p<0,01.

Os histogramas representativos da marcagao (D44 estao descritos na Figura 26. Desta analise comprova-se
a expressao de (D44 pelas diferentes linhas celulares.
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Figura 26: Histogramas representativos da marcagao com (D44 na linha células ECC-1, nas populagGes de esferas ESI, ES2 e ES3
e nas derivadas aderentes GI, G3 e G3. A linha vermelha representa a expressao apds adigdo do anticorpo anti-CD44 e a linha
azul representa o controlo negativo que corresponde a expressao sem adicao do anticorpo anti-CD44.
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Nos histogramas a linha vermelha representa a populagao apos adi¢ao do anticorpo anti-CD44 e a linha
azul corresponde ao controlo negativo e portanto a populagdo sem adi¢do do anticorpo anti-CD44. Pode
observar-se o aumento de expressao de (D44 particularmente na populagao ESI.

A familia ALDH nos mamiferos foi relacionada com a diferenciagao de células estaminais. As células
estaminais hematopoiéticas assim como de alguns tumores sélidos como pulmdo, bexiga e mama
apresentaram aumento da atividade ALDHI (Dave & Chang, 2009; Jiang er a/ 2009; Su ef a/ 2010). No
cancro do endométrio a expressao ALDHI foi associada com tumorigenicidade e resisténcia aos agentes
antineoplasicos (Rahadiani ez a 2011). A expressao de ALDH esta representada na Figura 27. Esta expressao
foi significativamente superior nas células da populagao ESI, com um valor de 1,41£0,25 (p=0,014), nas
da populagdo ES2, com um valor de 1,86+0,46 (p=0,001) e nas da populagdo ES3, com um valor de
2,10£0,46 (p=0,004), comparando com as células da linha parental ECC-1 para as quais se considerou
expressao igual a |. Paras as células da populagao Gl obteve-se uma expressao de 1,27+0,26, para as
células da populagdo G2 uma expressao de 1,36+0,23 e para as células da populagao G3 uma expressao de
1,270,35.
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Figura 27: Expressdo da ALDH na linha celular ECCI, nas ESI, ES2 e ES3 e Gl, G2 e G3. Os resultados sao apresentados sob a
forma de razdo entre as intensidades de fluorescéncia da ALDH e da actina e os graficos representam a alteragao relativamente
a linha celular ECCI (razdo ALDH/actina do controlo igual a I). Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrdo de
pelo menos quatro ensaios. As diferencas significativas em relaggo a linha celular ECC-I foram representadas com * para
p<0,05 e com ** para p<0,01. As imagens constituem um /mmunoblot ilustrativo da expressao da proteina ALDH e da actina
para cada uma das condigdes experimentais.
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Expressao de recetores hormonais, HER2, P53,e B-catenina

Os recetores de estrogénio humanos tém duas isoformas, a forma o e a forma B que sdo expressas no
utero (Gielen er a/ 2006). No endométrio a expressao do recetor de estrogénio o € superior a do recetor
de estrogénio B. No endométrio tumoral a expressao de recetor de estrogénio o foi superior nos tumores
bem diferenciados enquanto os recetores de estrogénio (3 apresentaram uma sobre-expressao relativa nos
tumores pouco diferenciados e metastaticos (Gielen e 2/ 2006).

A andlise do recetor de estrogénio o, descrita na Figura 28, revelou uma expressao deste recetor inferior
nas células da populagao ESI, com um valor de 0,060+0,20 (p<0,001), nas da populagao ES2, com um
valor de 0,36%0,13 (p<0,001) e nas da populagdo ES3, com um valor de 0,63%0,24 (p=0,042). A
expressao para as células das populagdes GI, G2 e G3 foi de 0,94%0,08, de 1,06%0,25 e de 0,88+0,21,

respetivamente. Estas diferencas nao mostraram alteragdes significativas em comparagao com a linha de

referéncia (ECC-1).
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Figura 28: Expressao da recetor de estrogénios o (REct) na linha celular ECCI, nas ESI, nas ES2 e nas ES3 e nas Gl, nas G2
e nas G3. Os resultados sao apresentados sob a forma de razdo entre as intensidades de fluorescéncia do recetor de estrogénio
o e da actina e os graficos representam a alteragdo relativamente a linha celular ECCI (razdo REot/actina do controlo igual a
[). Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrdo de pelo menos quatro ensaios. As diferencas significativas em
relagao a linha celular ECC-1 foram representadas com * para p<0,05 e com *** para p<<0,001. As imagens constituem um
immunoblot ilustrativo da expressdo da proteina recetor de estrogénios o e da actina para cada uma das condigdes
experimentais.
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A expressao do recetor de estrogénio-3 esta representada na Figura 29. Neste estudo ndo se verificaram
alteragdes significativas e obteve-se para as células da populagao ESI um valor de 0,97%0,20, para as da
populagao ES2 um valor de I,15%0,42, para as da populagao ES3 um valor de 1,05+0,41, para as da
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populagao GI um valor de I,11%0,47, para as da populagdo G2 uma valor de 1,08+0,31 e para as da

populagao G3 um valor de 1,02+0,25.
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Figura 29: Expressao do recetor de estrogénio 3 (REB) na linha celular ECCI, nas ESI, ES2 e ES3 e nas GI, G2 e G3. Os
resultados sdo apresentados sob a forma de razdo entre as intensidades de fluorescéncia do recetor de estrogénio B e da actina
e os graficos representam a alteragao relativamente a linha celular ECCI (razdo REB /actina do controlo igual a I). Os valores
apresentados exprimem a média e o erro padrao de pelo menos quatro ensaios. Nao se verificaram diferengas com significado
estatistico entre as populagdes e a linha celular ECC-1. As imagens constituem um /mmunoblot ilustrativo da expressao da
proteina recetor de estrogénio B e da actina para cada uma das condigdes experimentais.

Os recetores de progesterona humanos apresentam duas isoformas, o recetor de progesterona A e o
recetor de progesterona B, a primeira isoforma corresponde a uma forma truncada da segunda que nao
possuiu os primeiros 164 aminoacidos da porcao N-terminal (Kastner er a/ 1990). No carcinoma do
endométrio, a expressao do recetor de progesterona correlaciona-se inversamente com o estadio e com o
grau do tumor, apresentando niveis menores na doenca avangada (Gielen es a/ 2006).

No que respeita a expressao dos recetores de progesterona, apresentado na Figura 30, obteve-se nas
células da populagao ESI, um valor de 0,94%0,15, nas da populagao ES2 um valor de 1,23%0,10, nas da
populagao ES3 um valor de 1,06+0,21, nas da populagio GI um valor de 1,06%0,17, nas da populagao
G2 um valor de 0,91%0,11 e nas da populagdo G3 um valor de I,120,13. Estes valores ndo
apresentaram alteragdes significativas em relagao a linha celular ECC-I.

0 HER2 pertence a uma familia de recetores de fatores de crescimento relacionados com o crescimento e
com a diferenciagao celular. A amplificagdo do gene correlacionou-se com a tumorigénese (Montejo ef a/

2009). A sobre-expressao do HER2 foi associada a estadios avangados, a tumores indiferenciados e ao
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subtipo seroso no carcinoma do endométrio (Murali er ] 2014).
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Figura 30: Expressdo do recetor de progesterona (RP) na linha celular ECCI, nas ESI, ES2 e ES3 e nas GI, G2 e G3. Os
resultados sdo apresentados sob a forma de razdo entre as intensidades de fluorescéncia dos recetores de progesterona e da
actina e os graficos representam a alteragao relativamente a linha celular ECCI (razdo RP/actina do controlo igual a 1). A
expressao dos recetores de progesterona apresenta duas bandas correspondendo a 120 e a 95 kDA. Os valores apresentados
exprimem a média e o erro padrao de pelo menos quatro ensaios. Ndo se verificaram diferenas com significado estatistico entre
as populagdes e a linha celular ECC-1. As imagens constituem um /mmunoblot ilustrativo da expressdo do recetor de
progesterona e da actina para cada uma das condigdes experimentais.

A andlise por western blot das pgpulagoes ECC-1, ESI, ES2, ES3, GI, G2 e G3 nao identificou nenhuma
banda de marcagao do anticorpo especifico, no entanto, a mesma foi observada na linha celular MCF-7, cujo

extrato proteico, foi utilizado como controlo positivo, tal como representado na Figura 31.

BO| BL | B2 | B3 | Gl @ |MCF7
P R ———

Figura 31: /mmunoblot representativo da auséncia de expressao da HER2 na linha celular ECCI, nas ESI, ES2 e ES3 e nas, GI,
G2 e G3. E também apresentada a banda correspondente ao controlo positivo no qual se utilizou um extrato proteico da linha
celular MCF-7. Em baixo apresenta-se a mesma membrana previamente submetida a coloragdo com Ponceau.

0 gene supressor tumoral 7P57 regula vias transcripcionais e a sua subexpressao foi associada a pior
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prognostico no cancro do endométrio (Takebe e 2/ 2011). A deficiéncia de P53 nas células estaminais foi
associada ao aumento da divisao simétrica e da capacidade de autorrenovagao (Tang, 2012).

A expressao de P53 estd representada na Figura 32. Dos resultados destaca-se a diminuicao significativa
da expressdo de P53 em relagdo as células da linha celular ECC-1 nas células da populagao ESI, para um
valor de 0,46%0,15 (p=0,006), nas da populagao ES2, para um valor de 0,61+0,19 (p=0,06) e nas da
populagao ES3, para um valor de 0,55+0,16 (p<0,001). Paralelamente, nas células da populagao Gl
observou-se uma expressao de 0,97%0,17, nas da populagao G2 uma expressao de 0,98+0,15 e nas da
populagdo G3 uma expressao de 0,95+0,19, valores sem diferencas significativas em relagao a linha celular

de referéncia ECC-1.
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Figura 32: Expressao da P53 na linha celular ECCI, nas ESI, ES2 e ES3 e nas, GI, G2 e G3. Os resultados sdo apresentados
sob a forma de razdo entre as intensidades de fluorescéncia da P53 e da actina e os graficos representam a alteragdo
relativamente a linha celular ECCI (razdo P53/actina do controlo igual a 1). Os valores apresentados exprimem a média e o
erro padrao de pelo menos quatro ensaios. As diferencas significativas em relagdo a linha celular ECC-I foram representadas com
* para p<0,05, com ** para p<0,0l e com *** para p<0,001. As imagens constituem um smmunoblot ilustrativo da
expressao da proteina P53 e da actina para cada uma das condigdes experimentais.

A via WNT/B-catenina interage com diversas vias de sinalizago, nomeadamente as vias que influenciam a
pluripoténcia, as caderinas, a EMT e ainda diversos fatores de crescimento como o TGF-P e o FGF (Cheng er
al 2013a). As alteragoes da via de sinalizagdo WNT/B-catenina, particularmente a perda de E-caderina,
foram descritas em 50% dos tumores endometrioides e em 80% dos tumores serosos (Murali er 2] 2014).

A expressao de [B-catenina foi estudada nas populagdes celulares e os resultados estdo representados na

Figura 33. A expressao de P-catenina nas células da populagao ESI foi de 1,27+0,10, nas da populagao
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ES2 foi de 1,25%0,24 e nas da populagdo ES3 foi de 1,20+0,05, no entanto, estes valores nao foram
significativamente superiores em relagdo a linha celular ECC-1. Nas células da populagao GI a expressao de
B-catenina foi de 0,71%0,07, nas da populagao G2 foi de 0,69%0,12 e nas da populagao G3 foi de
0,75+0,06.
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Figura 33: Expressdo de [-catenina na linha celular ECCI, nas ESI, ES2 e ES3 e nmas GI, G2 e G3. Os resultados sdo
apresentados sob a forma de razdo entre as intensidades de fluorescéncia da (B-catenina e da actina e os graficos representam
a alteragdo relativamente a linha celular ECCl (razao [-catenina/actina do controlo igual a ). Os valores apresentados
exprimem a média e o erro padrao de pelo menos quatro ensaios. Nao se verificaram diferengas com significado estatistico entre
as populagdes e a linha celular ECC-1. As imagens constituem um /mmunoblot ilustrativo da expressao da proteina [-catenina e
da actina para cada uma das condigdes experimentais.

Captagdo de '*F-FDG

A BF-FDG entra na célula através dos transportadores de glicose (GLUT, do inglés glucose transporter), em
especial o GLUTI e o GLUT3 e, uma vez no citosol, é fosforilada pela hexocinase em 'F-FDG-6-fosfato que
ndo pode ser catalisada, pelo que permanece no interior das células onde é lentamente desfosforilada
(Bensinger & Christofk, 2012). A acumulagdo de '*f-FDG-6-fosfato é proporcional & utilizagdo de glicose pelas
células e a captagao depende do transportador da glicose e da atividade da hexocinase (Bensinger &
Christofk, 2012).

A captagio maxima de "F-FDG foi superior nas células das populades de esferas em relagdo as da
populagao parental ECC-1 (0,55%0,05%), com valor de 1,00+0,05% (p=0,0076) na populagao ESI, de
0,98+0,06% (p=0,0062) na populagao ES2 e de 1,04£0,09% (p=0,018) na populagao ES3. Os resultados
nao revelaram diferencas para as populagdes de derivadas aderentes, com captagdes maximas de
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0,54+0,01% para as células da populagio GI, de 0,55+0,03% para as da populagio G2 e de
0,66+0,07% para as da populagao G3, tal como representado na Figura 34.
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Figura 34: (aptagao de '*F-FDG na linha celular ECCI, nas ESI, ES2 e ES3 e nas GI, G2 e G3. Os valores apresentados
exprimem a média e o erro padrao da percentagem de captagao aos 5, aos 30, aos 60, aos 90 e aos 120 minutos de pelo

menos 4 ensaios. Os valores do coeficiente de determinagdo (r?) para o ajuste ao modelo foi superior a 0,95 para todos os
grupos. 'F-FDG, Flior-18-fluordesoxiglicose.

Analise metabdlica por RMN

0 lactato apresenta-se como metabolito essencial na andlise metabolica, dado ser o produto final do
processo de fermentagdo lactica, intimamente associado a glicélise. A produgdo de [U-"Cjlactato ¢
apresentada na Figura 35 em que sdo visiveis as expansdes da ressonancia para as células ECC-1, ESI e GI.

A observagao destes espetros mostra um aumento da produgao de lactato com o aumento do periodo de
incubagao. De forma qualitativa e comparando as trés linhas celulares verifica-se que na populagao ESI a
produgdo de lactato foi menor quando comparado com as populagdes ECC-1 e G, tal como representado na
Figura 36. Uma maior saida de lactato para o meio de cultura é indicativa de uma maior atividade do
processo glicolitico.

A velocidade de producao do lactato, que corresponde em cada caso ao declive da reta, tal como
demonstra a Tabela 5, foi calculada a partir das respostas lineares apresentadas na Figura 36. O declive
para as células da populagao ESI foi inferior a0 da populagdo ECC-1 (p<0,001) e da GI (p<0,001). A
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comparagao entre as células da populagao ECC-1 e da populagdo GI nao apresentou diferencas. Estes dados
indicam que a producdo de lactato foi menor nas células da populagao ES| em relagdo a da populagdo ECC-
| e da populagao Gl.

1430 140 1410 1400 139 1430 1420 1410 1400 139 1420 1410 1400 13%
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Figura 35: Expansdes dos espetros de 'H-RMN do meio de cultura das células ECC-1, ESI e GI, respeitantes a um dos satélites
do [U-(]lactato. A ressondncia é composta por 6 picos, resultado da existéncia de acoplamentos homo- (3fw) e heteronucleares
(Yhc e 3fc). As amostras foram referentes as 0, @ ,as 4, as 8, as 12 e as 24 horas.
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Figura 36: Evolugao da concentragdo de [U-'*C]lactato no meio de cultura durante 24 horas de incubagdo para a linha celular
ECC- | e as populagoes ESI e GI. Os valores apresentados exprimem, para cada tempo, a média e o erro padrao de pelo
menos quatro ensaios.
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Tabela 5: Declives das respostas lineares da produgao de lactato marcado, respetivo erro padrao e coeficiente de determinagao

()

Populagao celular Declive (mM/h) r
ECC- 0,57+0,02 0,93
ES| 0,30£0,01 0,91
Gl 0,51+0,02 0,92

Os espetros de “C-RMN permitiram avaliar e comparar as trés linhas celulares no que diz respeito ao
estado redox do citosol, atividade do ciclo de Krebs, ao seu zurmover, ao acoplamento entre a glicolise e
este ciclo e a anaplerose. Para avaliar o estado redox do citosol determinou-se, nas trés linhas celulares, a
razao entre o carbono-3 do lactato, designado por (3_lac, e o carbono-3 da alanina, designado por

(3_Ala, representado na Figura 37.
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Figura 37: Razao (3_lactato/C3_Alanina para as populagoes ECC-1, ESI e GI. Os valores apresentados exprimem a média e o
erro padrdo de pelo menos quatro ensaios. A significincia estatistica esta representada com * para p<<0,05.

Dos resultados obtidos verificou-se que quando comparadas as trés populagdes existem diferencas
significativas (p=0,027). A razdo (3_Lac/C3_Ala da populagdo ESI foi de 3,13%1,61, ou seja, inferior & da
populagio Gl que for de 12,08+6,52 (p=0,022), assim como a da populagdo ECC-I, que foi de
10,48+2,32, no entanto neste dltimo caso sem significado estatistico. A diminuigao desta relagao nas células
da populagao ESI reflete um aumento da produgao de alanina o que aponta para um estado citosolico
oxidado.

0 acoplamento entre a via glicolitica e o ciclo de Krebs foi avaliado pela determinagdo da razao entre o
(3_Lac e o carbono-4 do glutamato, designada por C4_Glut, representado na Figura 38.
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Figura 38: Razdo (3_Lactato/(4_Glutamato para as populagoes ECC-1, ESI e GI. Os valores apresentados exprimem a média e
0 erro padrao de pelo menos quatro ensaios. A significncia estatistica estd representada com * para p<(,05.

A razao (3_Llac/(4_Glut para as células da populagao ESI foi de 7,52%2,69, inferior as da populagao
ECC-1 a qual apresentou uma razao de 15,73%1,27 (p=0,038), o que indica maior acoplamento entre a
glicdlise e o ciclo de Krebs nas células ESI. A populagio Gl apresentou razao (3_Lac/(4_Glut de
16,34£4,79. Na avaliagao do turnover do ciclo de Krebs, em que foi analisada a razao (4Q/C4D45,
verificou-se que comparando as células da populagao ECC-1, que apresentavam um valor de 1,03+0,22, com
as células da populagao ESI, com um valor de 1,39£0,18 e com as da populagao GI, com um valor de

1,06+0,20, nao se observaram diferencas significativas, conforme descrito na Figura 39.
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Figura 39: Razao (4Q/C4D45 para as populagdes ECC-1, ESI e Gl. Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrao
de pelo menos quatro ensaios. Nao se observaram diferengas significativas entre as populagdes celulares.

Com recurso a razao entre o carbono-3 e carbono-4 do glutamato, designada por (3_Glut/C4_Glut, foi
possivel avaliar a contribuicao da anaplerose. A razao para as células da populagao ECC-1 foi de 0,55+0,11,
para as da populagio ESI foi de 0,99+0,41 e para as da populagio GI foi de 0,89+0,20, conforme

descrito na Figura 40.
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Figura 40: Razao (3_Glut/C4_Glut para as populagoes ECC-I, ESI e GI. Os valores apresentados exprimem a média e o erro
padrdo de pelo menos quatro ensaios. Nao se observaram diferencas significativas entre as populagdes celulares.

Protedmica

A eletroforese bidimensional permitiu separar o proteoma obtido das células da linha celular ECCI, das
células da populagao ES| e das células da populagao GI. Cada dimensdo avaliou duas caracteristicas
fundamentais distintas, como o ponto isoelétrico durante a focagem isoelétrica e a sua massa molecular
durante SDS-PAGE. A Figura 41 apresenta o gel de referéncia das células da linha celular ECC-1 e um

exemplo de um gel de células da populagao ESI e da populagao GI.
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Figura 41: Géis bidimensionais representativos de uma experiéncia para ECCI (gel de referéncia), ESI e GI. Os spots
representados correspondem aos casos exemplificativos da comparagdo de expressao entre ECC-I versus ESI (a vermelho) e ECCI
versus Gl (a azul).

Relativamente a comparagao dos géis obtidos com os extratos celulares da populagao ESI com os da
linha celular ECC-I foram analisados um total de 168 sposs. Destes, 62 (36,90%) apresentaram uma
expressao semelhante, com uma variagao entre de | e 1,4 vezes. Na populagao de esferas verificou-se
aumento da expressao de 52 spots (30,95%). Nestes casos observou-se um aumento de 1,5 a 2 vezes em
31 spots, dos quais 2 spots mostraram diferencas significativas, com p=0,018 em ambos. Observou-se um
aumento de 2,1 a 3 vezes em [0 sposs, com diferengas significativas em 4 spots, que obtiveram um valor p
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de 0,019, de 0,023, de 0,043 e de 0,013. Verificou-se ainda uma expressao superior a 3, vezes em
5 spots, dos quais um apresentou diferencas significativas, com um valor p de 0,009. Por outro lado
observou-se diminuigdo da expressao de 54 spots (32,14%), sendo esta diminuigdo de 1,5 a 2 vezes em
29 spots, um deles com p=0,004. A diminui¢do de 2,1 a 3 vezes foi observada em 20 sposs, dos quais 2
com um valor p de 0,011 e de 0,049. A diminuido de expressao superior a 3,I foi descrita em 5 sposs. A
Figura 42, a Figura 43 e a Figura 44 representam a expressao aumentada, diminuida e semelhante entre os
extratos provenientes da populagao ESI em relagao aos da linha celular ECC-1, respetivamente.

A comparagao dos géis obtidos com os extratos celulares da linha ECC-I com os da populagao Gl

analisou um total de 161 sposs. A variagdo de expressao entre | e 1,4 vezes correspondeu a 78 spots
(48,45%).

A B
. a

= 7 .\{v E 7,954

= ‘ﬂ!/ - T

o J : E]

o L & s gl | p=0,009
[ ECC-1 ES1
ECC-1 ES|

e "N

Figura 42: Representagdo da expressdo do spor 4041, com expressdo aumentada na populagdo ESI em relagdo a ECC-I. A
imagem A mostra a intensidade do spof nos 5 géis analisados, a imagem B representa o grafico correspondente ao perfil de
expressao do spor (p=0,009) e as imagens C constituem a reconstrucao tridimensional do mesmo spot.
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Figura 43: Representagao da expressao do spor 1691, com expressao diminuida na populagdo ESI em relagdo a ECC-I. A
imagem A mostra a intensidade do spof nos 5 géis analisados, a imagem B representa o grafico correspondente ao perfil de
expressao do spof (p=n.s.) e as imagens C constituem a reconstrugdo tridimensional do mesmo spot.
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Figura 44: Representagao da expressao do spor 965, com expressao semelhante da populagdo ESI em relagdo a ECC-I. A
imagem A mostra a intensidade do spof nos 5 géis analisados, a imagem B representa o grafico correspondente ao perfil de
expressao do spof (p=n.s.) e as imagens C constituem a reconstrugdo tridimensional do mesmo spot.

A expressio aumentada na populagdo GI foi observada em 40 spors (24,84%), com uma elevagao de
,5 a 2 vezes em 27 spots, dos quais quatro apresentaram diferengas significativas com p=0,014, p=0,025,
p=0,029 e p=0,042. A expressdo aumentada na populagao G| entre 2,| e 3 vezes correspondeu a 8 spots,
com significincia num spot (p=0,019). Para diferencas de expressao superiores a 3,1 foram detetados
5 spots, um deles com aumento significativo, p=0,017. Concomitantemente, verificou-se diminuigdo da
expressao em 43 spots (26,71%) na populagao GI em relagao a linha celular ECC-1. Destes, verificou-se uma
diminuigao de 1,5 a 2 vezes em |8 sposs, de 2,1 a 3 vezes em 23 spots, dos quais dois spofs apresentaram
um valor p de 0,027 e de 0,035. A expressao inferior a 3,I vezes foi observada em 2 spots. A Figura 45, a
Figura 46 e a Figura 47 representam a expressdo aumentada, diminuida e semelhante nos extratos das

células da populagao Gl em relagao a linha celular ECC-1, respetivamente.

ECC-1
Log normalizado do volume

Figura 45: Representagdo da expressao do spor 794, com expressao aumentada na populagio Gl em relagdo a linha celular
ECC-1. A imagem A mostra a intensidade do spof nos 5 géis analisados, a imagem B representa o grafico correspondente ao
perfil de expressdo do spor (p=0,014) e as imagens C constituem a reconstrugdo tridimensional do mesmo spot
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Figura 46: Representagdo da expressdo do spor 431, com expressao diminuida na populagdo GI em relagao a linha celular ECC-
[. A imagem A mostra a intensidade do spof nos 5 géis analisados, a imagem B representa o grafico correspondente ao perfil
de expressdo do spof (p=0,027) e as imagens C constituem a reconstrugdo tridimensional do mesmo spot
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Figura 47: Representagdo da expressdo do spor 292, com expressao semelhante na populagao Gl em relagdo a linha celular

ECC-1

= 7.221+0,19)

Log normalizado do volume

ECC-1. A imagem A mostra a intensidade do spof nos 5 géis analisados, a imagem B representa o grafico correspondente ao
perfil de expressao do spof (p=n.s.) e as imagens C constituem a reconstrugao tridimensional do mesmo spot.

Tumorigénese /n vivo

0 modelo heterotopico permitiu estudar a capacidade tumorigénica das populagdes e estabelecer
diferengas no crescimento tumoral entre as populagdes.

As imagens da Figura 48 constituem um exemplo dos animais de cada grupo, monitorizados
semanalmente apds a obtencdo de um volume de 100 mm’. A avaliagio desta sequéncia aponta para um
aparecimento mais precoce de tumores nas populagdes ES3, com xenotransplantes identificados logo na
primeira semana.

Os tumores resultantes da inoculagdo das células ECC-1 e GI foram os que demoraram mais tempo a
atingir um volume de 100 mm’. O tempo decorrido entre a inoculagdo das diferentes populagdes celulares

no modelo heterotopico e a obtencio de um volume tumoral de 100 mm’ estd descrita na Tabela 6. A
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populagao com crescimento mais rapido foi a ES3, que demorou em média 3,7 dias até a obtencdo de um
volume tumoral de 100 mm’. A linha celular ECC-1 e a populagdo Gl apresentaram o crescimento mais
lento, com tempo médio de 37,8 e de 40 dias, respetivamente. A comparagao do nimero de dias até a
obtengZo do volume tumoral de 100 mm’ n3o revelou diferengas significativas entre as populages.

Uma vez atingido o volume de 100 mm’ o volume tumoral relativo apés [0 dias, também descrito na
Tabela 6, revelou maiores dimensdes dos tumores das esferas ES2 e das esferas ES3, no entanto, ndo se
observaram diferengas com significado estatistico.

ECC-1 ESI ES2 ES3 Gl G2 63

Semana |

Semana 2

Semana 3

Semana 4

Semana 5

Semana 6

Figura 48: Registo fotografico ilustrativo do crescimento tumoral apds a obtengao de um volume tumoral de [00 mm? do
modelo /7 vivo.

0 volume tumoral relativo apds a obtengdo de um volume de 100 mm® foi monitorizado durante 10 dias
e encontra-se representado na Figura 49. A andlise do grafico permite observar um crescimento tumoral

superior nas esferas ES2 e ES3 e a populagao Gl apresentou o maior indice de crescimento das derivadas

141



CELULAS ESTAMINAIS DO CANCRO DO ENDOMETRIO

aderentes. Nao se verificaram diferencas significativas considerando o crescimento tumoral para cada

populagao inoculada.

Tabela 6: Tempo decorrido entre a inoculagao das populagdes celulares no modelo heterotdpico e a obtengdo de um volume

tumoral de 100 mm3 e volume tumoral relativo aiés mais 10 dias de monitorizaiﬁo.

n 3 3 4 4 4 1 3
Dias 37,8+9,9 275+15,2 23,8+9,0 3,1£1,2 40,0£1,4 24545 24,1+,
Volume
tumoral  2,71£0,20 2,89+0,45 4,500,064 426%0,32 3,13£0,79 3,14£1,30 2,66x1,16
relativo

e ECC

Volume tumoral relativo

Dias
Figura 49: Crescimento tumoral das populagdes ECC-1, ESI, ES2, ES3, GI, G2 e G3. Os valores apresentados exprimem a média
e 0 erro padrao de pelo menos trés ensaios, sob a forma de razdo do volume do tumor em relaggo com volume de 100 mm3.

0 estudo histologico dos tumores excisados encontra-se representado na Figura 50. A andlise das imagens
revelou que os xenotransplantes representam uma neoplasia epitelial maligna com caracteristicas semelhantes
entre si, constituida maioritariamente por areas solidas, com areas de tecido glandular numa proporgao
minoritaria. As células sdao poligonais, de citoplasma eosinéfilo e nicleos pleomorficos hipercromaticos.

Observaram-se muitas mitoses, incluindo formas atipicas e destacam-se algumas areas de necrose.
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ECC-1

Figura 50: Imagens histolégicas com a coloragdo de hematoxilina e eosina representativas dos tumores heterotopicos dos animais
injetados com ECC-1 (A e B), ESI (C e D), GI (E e F), ES2 (G e H), G2 (I e J), ES3 (K e L), G3 (M e N). As imagens
histologicas representam uma neoplasia predominantemente solida e componente glandular minoritario. As células apresentam
elevada atipia cito-nuclear, indice mitotico elevado e algumas areas de necrose. Para cada par de imagens, a da esquerda tem
uma ampliagao de 40x e a da direita 200x.

Discussao

As (SC sao uma populagao de células tumorais com capacidade de autorrenovacdo, tumorigenicidade e
potencial de resisténcia a teraputica (Visvader & Lindeman, 2008; Yu & Bian, 2009). O estudo das
propriedades destas células no cancro do endométrio constituiu o principal objetivo deste trabalho

experimental. Com este propdsito foi avaliada a capacidade de formagao de esferas assim como a capacidade
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desta populagdo originar células derivadas aderentes ao longo das geragdes e estudada a sua caracterizagao.
Posteriormente estas células foram avaliadas no que respeita a resposta a terapéutica e ao seu
comportamento /7 Vivo.

Os estudos com base no protocolo de formagao de esferas tém sido utilizados em larga escala para
avaliagao da atividade de células estaminais normais e tumorais (Visvader & Lindeman, 2008; Allegra ef a/
2014). Esta populagao foi descrita para varios tumores solidos, nomeadamente para o cancro da mama em
que foi designada por mamosferas, para o cancro da prostata em que foi designada por prostasferas, para o
cancro colorretal em que foi designada por colonosferas, para os gliomas em que foi designada por
gliomasferas, para o cancro do pancreas, para o carcinoma hepatocelular, para o cancro do pulmdo, entre
outros (Allegra ef a/ 2014). Inicialmente, na década de 70, foi descrito o modelo esferoide tumoral
multicelular que se baseou na manutencao de células isoladas em suspensdo, cultivadas em meio
suplementado com soro bovino fetal mas sem fatores de crescimento e em condigoes de cultura nao
aderente. Este modelo foi sujeito a varias implementagoes ao longo das décadas (Weiswald e 2/ 2015). A
partir de 2000 foi descrito o modelo tridimensional de esferas, designadas por tumorosferas, que permitiu o
estudo e a expansao da populagdo de C(SC. O primeiro trabalho com tumorosferas foi realizado em tumores
cerebrais e rapidamente se expandiu a outros tipos de cancro (Singh, 2003). Neste modelo sdo cultivadas
suspensdes de células isoladas de linhas celulares, ou de tecido tumoral ou de sangue, mantidas em meio
suplementado com fatores de crescimento como o EGF e o FGF, mas sem soro bovino fetal, em condigdes de
cultura n3o aderente (Weiswald e @/ 2015). 0 modelo das tumorosferas permite estudar as propriedades
das (SC e tem sido aplicado em diversos campos como a avaliagao do crescimento tumoral, a stemness, a
tumorigenicidade /7 vivo e a avaliagdo de sensibilidade a farmacos.

Foram também descritos outros modelos como o modelo de esferas derivadas do tecido tumoral e o
modelo esferoide organotipico multicelular (Weiswald es a/ 2015). Neste dltimo, o tumor é fragmentado e
mantido em meio suplementado com soro bovino fetal e com aminodcidos ndo essenciais e em condigoes de
cultura nao aderente. No modelo de esferas derivadas do tecido tumoral, a amostra é dissociada de forma
mecanica ou enzimatica e a cultura é mantida em meio suplementado com soro bovino fetal sem outros
fatores ou, em alternativa, em meio suplementado com EGF e FGF mas sem soro bovino fetal. Este
procedimento foi inicialmente realizado em placas que propiciam a adesdo e so posteriormente foi feita a
transferéncia para condigdes de cultura ndo-aderente (Weiswald er 2/ 2015).

No nosso trabalho experimental foi utilizado o modelo de tumorosferas, isto €, as células foram mantidas
em condigoes de cultura nao aderente, em meio semissdlido, a custa da presenca de metilcelulose,
suplementado com EGF e bFGF e sem soro bovino fetal. Trabalhos anteriores mostraram que a adicao de

bFGF e EGF é fundamental para a expansao e a manuten¢do do fendtipo em suspensdo das esferas (Erickson
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et al, 2008; Nieto-Estévez ef a/ 2013). Os mecanismos pelos quais o FGF e o EGF asseguram a manutengao
das esferas e outro tipo de células estaminais, incuindo as células estaminais embrionarias, nao sao
totalmente conhecidos. O FGF regula direta e indiretamente o nivel e o estado pds-transcripcional de
diversas moléculas alvo e afeta a autorrenovagao celular, a sobrevivéncia celular, a proliferagao celular, a
adesdo celular e a supressao da diferenciagao terminal (Nieto-Estévez e a/ 2013). No protocolo de esferas
que usamos no nosso estudo com células tumorais do endométrio, foi utilizada a suplementagao em dias
alternados, de forma a manter as propriedades de células estaminais ao longo do periodo de cada
experiéncia. Este intervalo de tempo teve por base outros trabalhos em que foi comprovado que a adigao de
FGF, com intervalos de 4 dias, a culturas de células embrionarias e adultas dos bolbos olfativos induziu
morte celular, ativagao de mecanismos de protecao celular e de diferenciagao celulares, indicando a perda de
propriedades de células estaminais (Nieto-Estévez er a/ 2013). Estes dados sustentam uma suplementagao em
intervalos de tempo inferiores para manutengao /7 witro das propriedades de células estaminais.

Outros suplementos foram também utilizados no nosso protocolo de formagao de esferas, como a insulina,
e a transferrina, que induzem a proliferacao de células estaminais. Foi comprovado em células neuronais que
a apotransferrina juntamente com o EGF e o FGF foram suficientes para induzir a formagdo de neurosferas
primarias. A associagdo de concentragdes baixas de insulina ou de IGF-1 aumentaram o nimero e a
dimensdo das esferas, o que contribuiu para a manutencao celular ao longo das diversas passagens (Erickson
et al, 2008).

(ada esfera é derivada do crescimento clonal de uma célula isolada. No nosso protocolo de formagao de
esferas a distribuigao celular foi realizada a baixa densidade para evitar a fusdo celular e a agregacdo.
Outra estratégia foi a utilizagdo de metilcelulose semissdlida, também descrita por outros autores (Dontu ef
aj 2003a). A inibicao da adesdo celular origina a morte por anoikis das células diferenciadas (Weiswald ef
al, 2015). A sobrevivéncia das células isoladas em culturas em suspensdo envolve a sobrevivéncia na auséncia
de interagao entre a célula e a matriz extracelular e as interagdes intercelulares (Dontu & Wicha, 2005). No
entanto, é de considerar que estas abordagens podem nao eliminar a totalidade dos agregados clonais, cuja
formagao é também influenciada pela composicao e pelo volume do meio, pela area de superficie das placas
de cultura e pela duragio da cultura (Weiswald er aj 2015).

Neste trabalho experimental, o protocolo de formagao de esferas foi repetido sucessivamente a partir de
culturas aderentes obtidas das populagoes de esferas anteriores. Este procedimento originou trés populagdes
de esferas e trés populagdes de suas derivadas aderentes. A cultura das populagdes de esferas em condigdes
aderentes permitiu verificar que as células das esferas apresentam a capacidade de diferenciagao em
condigdes aderentes. A repeticao do protocolo de esferas reflete ainda a capacidade de autorrenovagao desta

populagao. Por outro lado a intengao de repetir sucessivamente o protocolo pretendeu isolar um grupo de
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células com maior prevaléncia de propriedades estaminais, assim como verificar a manutencao das
propriedades de autorrenovagao. Qutros autores também descreveram o crescimento em condigdes aderentes
apos suspensao da suplementagao de fatores de crescimento e a adicao de soro bovino fetal a0 meio de
cultura em placas ou em Matrigel™. Nestas condigdes, os autores verificaram diferenciagdo das esferas,
salientando a sua plasticidade (Prasetyanti e 2/ 2013). Outros autores também demonstraram que a
capacidade de diferenciagdo em culturas aderentes se mantém numa populagao de esferas apos seis
passagens sucessivas de repeticao do protocolo. Esta populagao adere ao final do terceiro dia e apresenta
padrao morfoldgico semelhante a0 da linha celular de cancro colorretal de origem (Wu e a/ 2013a). No
nosso modelo experimental destaca-se que as esferas com origem na linha celular ECC-1 apresentam uma
populagdo com capacidade de divisdo assimétrica, que origina células progenitoras com capacidade de
diferenciagao em condigdes aderentes.

A capacidade de formagao de esferas com diametros superiores a 40 pum a partir da linha celular ECC-I
foi de 2,22%, valor semelhante para as sequenciais populagdes de esferas, que foi de 2,54 % para a
populagdo ES2, derivada de Gl e de 2,40% para a populagao ES3, derivada de G2. Noutros trabalhos, a
formagdo de esferas reportada em linhas celulares de carcinoma do colo variou de acordo com a linha
celular, com valores de 65,5% para a linha celular A431, de 32,80% para a linha Caski e sem capacidade
de formagao de esferas pela linha SiHA (Bortolomai er a/ 2010). A capacidade de formagdo de esferas das
células isoladas da linha celular de melanoma B16-FI0 foi de 20%, valor semelhante a da linha celular de
cancro da mama MCF-7, mas para a linha celular de cancro colorretal HT-29 a percentagem de células
aderentes a formar esferas foi de 80% enquanto a linha celular de cancro da mama MDA-MB-231 nao
mostrou esta capacidade (Calvet es a/ 2014). Estes dados apontam para uma grande variabilidade na
capacidade de formacao de esferas entre linhas celulares, mesmo considerando o mesmo tipo de cancro e,
portanto, esta serd uma caracteristica especifica de cada linha.

Outro aspeto avaliado no nosso estudo experimental, em relagdo a caracterizagio das populagdes de
esferas foi a capacidade de autorrenovagao apds desagregacao das esferas e individualizagao das células. A
formagao de esferas foi observada numa percentagem de 1,55% nas ESI e que aumentou para 1,78% nas
ES2 e para 3,14% nas ES3, esta significativamente superior a da ESI. Estes resultados permitem concluir
que a populagao de esferas é heterogénea, apresentando uma pequena propor¢ao de células com capacidade
de divisdo simétrica. A eficiéncia de formagdo de esferas foi avaliada noutras linhas, por outros autores.
Neste contexto, um estudo que avaliou seis linhas celulares de cancro da mama ao longo de cinco passagens
seriadas em que as esferas foram dissociadas e as células novamente distribuidas apds sete dias de cultura.
Este procedimento nao revelou diferencas ao longo das passagens e a percentagem maxima de eficiéncia de

formagdo de esferas foi de 7% para a linha celular HBLIOO (Smart e a/ 2013). No entanto, noutro
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trabalho observou-se uma diminuicdo de 50% (apesar de sem significincia estatistica) na capacidade de
formagao de esferas secundarias e terciarias na linha celular HT-29. Estes autores verificaram valores
semelhantes para as linhas BI6-FI0 e MCF-7 também avaliadas (Calvet e a/ 2014). Noutro trabalho com
linhas celulares da mama, a eficiéncia de formagao de mamosferas obtidas de forma sequencial, aumentou
de cerca de 0,2% na primeira geragdo para valores de cerca de 0,6% na terceira passagem e decresceu na
quarta geragao (Dey e a/ 2009). Num estudo com a linha celular de cancro do colo Hela a eficiéncia de
formagao de novas esferas apds a sua dissociagao em células individualizadas foi de 40,79% apos 12 dias
em cultura (Wang er a/ 2014). Mais uma vez se verifica que esta capacidade é variavel de acordo com a
linha celular. No nosso estudo, o aumento da capacidade de autorrenovagao com os protocolos de formagao
de ESI, de ES2 e de ES3 podera ser justificado por um sucessivo enriquecimento em células com
propriedades estaminais. Por outro lado, a avaliagao da area de projecdo das esferas demonstrou que ha
uma diminuicdo nas gerages sucessivas, sendo a diferenca significativamente inferior quando se comparam
as ES3 com as ESI.

Neste estudo, a avaliagdo do tempo de duplicagdo das populagdes aderentes em relagao a linha celular
parental nao apontou para diferencas, o que sugere uma caracteristica inerente a estas populagdes em
cultura aderente. No trabalho de Smart e colaboradores, em que os autores comparam o crescimento de 10
linhas celulares em condicOes aderentes com condioes de formagao de esferas, foi estabelecido um modelo
matematico da taxa de divisdo celular simétrica a longo prazo. A correlagao entre o crescimento da linha
celular com a capacidade de formagao de esferas mostrou que o crescimento é inerente a linha celular e
nao as condicoes de cultura (Smart e @ 2013) uma vez que o crescimento das geragoes derivadas
aderentes nao foi influenciado pelo fendtipo de esferas da populagao que lhes deu origem. Assim, salienta-se
que a proliferagao é caracteristica do tipo celular e esta capacidade manteve-se mesmo apds a diferenciagao
em condigoes aderentes.

A eficiéncia clonogénica obtida no nosso estudo experimental evidenciou uma capacidade de formar
colonias inferior nas esferas em comparagao com a linha celular de origem ECC-1 e as derivadas aderentes.
0 ensaio clonogénico deteta todas as células que mantém a capacidade de produzir células progenitoras
(Franken e a/ 2006). Outros autores que compararam esta capacidade entre populagdes de esferas e
populagdes aderentes verificaram uma reducdo de aproximadamente 20 a 30% nas células das esferas de
linhas celulares de cancro da mama (Calvet e a/ 2014). Noutro estudo com mamosferas, as células que
cresceram em suspensao apresentaram eficiéncia de formagdo de colonias reduzida, comparando com as
células mantidas em cultura em monocamada (Liu e a} 2014b). Foi proposto que as células que constituem
as esferas podem sofrer adaptagdes ou selecao no meio em suspensao que resulta numa menor capacidade

de aderir. No entanto este resultado nao se verificou em todas as linhas celulares estudadas, nomeadamente
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nas linhas celulares HT-29 e MCF-7 (Calvet er a/ 2014). Deste modo sugere-se que esta adaptagao ocorra
numa fase inicial do processo de adesao celular e mais uma vez salienta a plasticidade da populagao das
esferas.

No contexto do cancro do endométrio, o trabalho experimental realizado demonstra um padrao de
capacidade de autorrenovagdo de esferas caracteristico da linha celular ECC-1 que serviu de plataforma a
caracterizagao celular que se realizou posteriormente. A capacidade de formacao de esferas, a sua
autorrenovagao, o tempo de duplicagao e mesmo a capacidade clonogénica evidenciam um padrao associado
a esta linha celular. Transpondo para a pratica clinica, provavelmente estas caracteristicas serao distintas em
cada tumor do endométrio e poderao ter implicagdes em diversos parametros clinicos, incluindo a resposta a
terapdutica. Os estudos com tumorosferas reportados para o cancro do endométrio sao escassos. Num deles,
de Rutella e colaboradores, foram utilizados tumores primarios do endométrio apds dissociagao enzimatica e
estabeleceram-se culturas em meio sem soro bovino fetal e suplementado com fatores de crescimento até a
formagao de agregados em suspensao. As culturas foram expandidas semanalmente por dissociagao mecanica
das esferas e nova distribuigdo das células isoladas e pequenos agregados residuais. Apos cinco semanas em
cultura foram identificadas esferas em cinco de |5 casos. A capacidade de formagdo de esferas diminuiu na
1* semana de cultura e na 8° semana nao foram detetadas populagdes esféricas (Rutella es a/ 2009). Outro
grupo utilizou também um protocolo com tumores primarios, no qual as células obtidas apds digestao
enzimatica foram submetidas a cultura em meio sem soro bovino fetal suplementado com fatores de
crescimento e dissociagdo com solugdo ndo enzimatica cada sete a dez dias (Zhou er a 2011a). A
diferenciagao das células das tumorosferas foi induzida pela adicao de 10% de soro bovino fetal ao meio de
células estaminais e todos os casos geraram colonias (Zhou ef a/ 2011a).

Apesar de terem sido propostos e avaliados diversos marcadores de (SC especificos para cada tipo de
tumor, nao existem ainda moléculas consensuais e estabelecidas. Um dos putativos marcadores de superficie
estudado no contexto das (SC e também no cancro do endométrio é o (D133. No nosso estudo a expressao
de (D133, de acordo com a média de intensidade de fluorescéncia, foi superior na populagao de esferas
ESI, ES2 e ES3, tendo nesta dltima atingido significado estatistico em relagdo a linha parental ECC-1. Nas
populagdes de derivadas aderentes (GI, G2 e G3) esta expressdo nao teve variagdo em relagdo a linha
celular ECC-1. Assim, este marcador aumentou nas esferas e diminuiu no processo de diferenciagdo em
condigoes aderentes. Apesar da funcao do (DI33 ndo estar totalmente esclarecida, foi recentemente proposto
que tem um papel na organizagdo da membrana celular, uma vez que a sua expressao € restrita @
membrana plasmatica de células epiteliais e foi associada com o colesterol da membrana (Rutella ef 2/
2009; Cervello er a/ 2011). O CDI33 foi descrito como marcador de superficie de (SC em tumores do

sistema nervoso como o glioblastoma, o meduloblastoma, em tumores do cdlon, do pancreas, do pulmao e
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do ovario (Hubbard & Gargett, 2010). A populagao CDI33™ teve uma variagdo entre 0 e 42,1% em células
de cancro do cdlon, do ovario e da prostata (Hubbard & Gargett, 2010). A diferenciagao de esferas em
condigdes aderentes foi associada com paragem de expressio de (DI33 e a perda de capacidade
tumorigénica (Hubbard & Gargett, 2010). O fenotipo CDI33™ foi associado a tumorigénese utilizando apenas
100 células, no entanto nem todas as células CDI33™ originaram tumores, indicando que ndo & um
marcador universal de CSC. Varios trabalhos tém estudado o CDI33 no cancro do endométrio. A expressao
de (D133 foi avaliada em tumores do endométrio humano e apesar da grande heterogeneidade, verificou-se
que o fenotipo CDI33™ teve uma expressao média de 18,1%, com intervalo de 1,3 a 62,60% nas células
dissociadas dos tumores (Rutella es a/ 2009). Outros autores reportaram uma percentagem da populagao
(DI33" de 57 a 27,4% nas células analisadas de tumores primarios do endométrio (Friel e 2} 2010).
Outro estudo com as linhas celulares de cancro do endométrio Ishikawa, HEC-1A, AN3CA, RL95-2, MFE280 e
MFE296 avaliou a frequéncia da populaggo CDI33*. A marcagdo com o anticorpo anti-CD133/1 humano
revelou uma populagdo CDI33™ mais elevada nas linhas celulares Ishikawa e MFE280, com valores de 15,5 e
de 9,3%, respetivamente, enquanto as restantes linhas apresentaram valores inferiores a 1% (Nakamura ef
aj 2010). A analise com o anticorpo (DI33/2 mostrou uma tendéncia semelhante, com frequéncias de
10,1% e de 20,2% para as linhas Ishikawa e MFE280, respetivamente, e niveis inferiores a 1% para as
linhas HEC-1A, AN3CA e RL95-2. A linha MFE296 apresentou frequéncias intermédias de aproximadamente
5%, para ambos os anticorpos. Globalmente, as marcagdes com os anticorpos CD133/1 e CDI33/2 foram
concordantes  (Nakamura e 2/ 2010). Na linha celular de carcinossarcoma  uterino
FU-MMT-1 a percentagem de células CDI33* foi de 65,9% (Choijamts er a/ 2011). Parece pois que a
marcagao (D133 serd uma caracteristica da linha celular, e os casos reportados para linhas celulares de
cancro do endométrio revelam uma percentagem minoritaria (DI133*. No nosso estudo, a média de
intensidade de fluorescéncia para o (D133 nas populagdes ESI, ES2 e ES3 foi tendencialmente superior em
relagdo a populagdo parental ECC-1 e em relagao as populagdes aderentes GI, G2 e G3. Este marcador foi
Ja correlacionado com o prognéstico em doentes com cancro do endométrio. O estudo de Nakamura e
colaboradores demonstrou através de imunohistoquimica, que a expressao aumentada de (D133 foi um fator
de progndstico independente em doentes com tumores do endométrio (Nakamura e a/ 2010). Numa
metanalise recente foi considerado que o nivel elevado de expressao de (DI33 se correlaciona com pior
progndstico em doentes com cancro do ovario (Liu ef 2/ 2013).

0 estudo da marcagao CDI33™ nas populagdes de esferas foi realizado em varios tumores slidos por
diversos autores. No caso da linha celular de cancro do pulmdo HI299, a percentagem de células CDI33*
analisadas por citometria de fluxo foi de 0,97% para a cultura em monocamada e representou 94,7% das

esferas originadas desta linha celular (Chung e a/ 2015). Este estudo semelhante no cancro do ovério
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mostrou um aumento das células CDI33"na populagio de esferas originadas deste tumor, tendo sido
utilizada a técnica PCR em tempo real (Kryczek er a/ 2012). Na populagao de esferas derivadas de ECC-|
obtidas no nosso estudo experimental verificou-se uma expressao de C(DI33 que pode refletir a
heterogeneidade celular da populagao de esferas. As tumorosferas nao sao uma estrutura homogénea de
células indiferenciadas, mas incuem uma variabilidade de entidades morfologicamente distintas com
heterogeneidade molecular inter e intraesfera incluindo a expressao de marcadores de diferenciagao (Smart ef
al, 2013). Deste modo o protocolo de tumorosferas enriquece seletivamente o crescimento de (SC apesar de
também estarem presentes células tumorais progenitoras e diferenciadas (Weiswald e 2/ 2015). Esta ultima
premissa foi confirmada no nosso trabalho pela manutengdo do crescimento em condigdes aderentes das
populagdes Gl, G2 e G3, todas derivadas das esferas, que se diferenciaram nestas condigdes.

Com o objetivo de estudar outros marcadores de superficie associados com o fendtipo de (SC, foi avaliada
a expressao de (D24 e de (D44. A expressao de (D24 foi semelhante nas populagdes estudadas. No entanto
a expressao de (D44 foi superior na populagao de esferas ESI comparando com a linha celular ECC-1. As
restantes populagdes de esferas também apresentaram tendéncia para uma média de intensidade de
fluorescéncia do (D44 superior a da linha celular parental e a expressdao nas populagdes derivadas aderentes
Gl, G2 e G3 também ndo apresentou diferencas em relagdo a linha celular ECC-1. O fenotipo (D447/CD24
tem sido associado a propriedades de (SC em tumores solidos, particularmente no cancro da mama. 0
interesse do estudo do fenotipo (D447/CD24" nas (SC surgiu apds a publicagdo de Al-Hajj e colaboradores,
em que os autores identificaram e isolaram uma populagao de células de cancro da mama com este fendtipo
que originou tumores /7 vivo com apenas 100 células (Al-Hajj er a/ 2003). O (D44 tem uma fungao de
sinalizagao e parece estar expresso nas (SC da mama, da prostata, do ovario e do colon (Hubbard &
Gargett, 2010). Relativamente ao cancro do endométrio, considerando as linhas celulares de tumores do
tipo Il do endométrio, a KLE e a AN3CA, foi reportado o isolamento de uma populagdo (D44™ e (DI33*
que representou 0,003% e 0,177%, respetivamente. Os autores verificaram sobre-expressao de marcadores de
(SC como o NANOG e o 0CT4 na populagdo (D44™ e CDI33™ assim como maior eficiéncia clonogénica (Gao
et aj 2012). 0 (D44 tem sido associado a via WNT/B-catenina e foi estudado por imunohistoquimica em
amostras de tecido endometrial hiperplasico e de carcinoma do endométrio, sendo a sua marcagao positiva
nas areas de carcinoma (Wang ef a} 2009). O estudo do (D24 e do (D44 em tumorosferas foi descrito
noutros tipos de cancro. O (D44 foi expresso em esferas de cancro do ovario e do cdlon e numa linha
celular de cancro da prostata (Hubbard & Gargett, 2010). No cancro da mama, a populagao (D44%/CD24
representou cerca de 50% da populagao de esferas comparando com apenas 2% da linha celular MCF-7 em
monocamada (Karimi-Busheri ez a/ 2010). No entanto outros autores nao verificaram diferencas na expressao

(D24/(D44 nas linhas celulares S2 e S2N entre a cultura em monocamada e nas esferas (Lehmann ef a/
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2012). A comparagao do fendtipo CD44¥/(D24" entre as condigdes aderentes e as culturas em suspensao das
linhas celulares de cancro da mama MCF-7, MDAMB468 e MDAMB231 demonstrou um aumento de (D24 nas
esferas de MCF-7, reducao de (D447/CD24 na suspensdo da linha MDAMB468 e diminuicdo de (D44 na
suspensao da linha MDAMB231, tendo os autores concluido por uma expressao varidvel de marcadores de
(SC (Liu er a, 2014b). Na linha celular de cancro do pancreas PANC-1 foi descrita uma populagdo (D24*
em 8,5% das células aderentes e 32% nas esferas, com um aumento da tripla marcagdo positiva (D24,
(D44" e antigénio epitelial especifico (ESA, do inglés epithelial specific antigen)™ nas esferas, apesar de estes
dois ultimos marcadores nao terem mostrado diferencas significativas comparando as esferas com a
populagao aderente (Gaviraghi ef a/ 2010). Na linha celular de carcinoma hepatocelular SK-HEPI, as células
(D44™ também foram maiores na populagdo de esferas comparando com a populagao de origem (Hashimoto
et a, 2014). Na linha celular de cancro da prostata DUI45, o estudo do (D44, do (D24 e da
integrina a2B1 por microscopia de fluorescéncia revelou positividade para a maioria das esferas derivadas
desta linha (Rybak e a/ 2011). A literatura reflete alguma variabilidade da expressao do (D24 e do (D44
tanto nas linhas celulares e como na populagao de esferas em varios tipos de tumores. O nosso trabalho
revelou uma expressao superior do (D44 na populagio de esferas, particularmente nas esferas ESI e
auséncia de diferencas na populagdo de derivadas aderentes GI, G2 e G3, concordante com a descricao
existente de perda da expressao de (D44 com a diferenciagao (Hubbard & Gargett, 2010).

Em relagao a ALDH, o nosso estudo experimental mostrou um aumento da sua expressdo nas populagdes
de esferas ESI, ES2 e ES3 verificando-se aumento da expressao de ALDH em relagdo a linha celular de
adenocarcinoma do endométrio que as originou. Este dado salienta a presenca de (SC na populagao celular
das esferas e a ALDH como um potencial marcador. Na populagdo de derivadas aderentes Gl, G2 e G3 ndo
se observaram diferencas nesta expressao em relagdo a linha celular parental ECC-1. Estudos anteriores sobre
(SC no mieloma miltiplo, na leucemia mieloide aguda e nos tumores slidos como o cancro cerebral, o
pulmonar, o mamario e o do ovario mostraram niveis elevados de ALDH sugerindo que a atividade ALDH
pode constituir um marcador comum da populagao de células estaminais normais e malignas (Tirino et a/
2013). A metodologia utilizada habitualmente para avaliar a atividade da ALDH, o ensaio aldefluor™, pode
diferir em varios tecidos e tipos de cancro. A identificacdo de isoformas especificas pode também ter
implicagdes prognosticas, nao estando ainda estabelecidas todas as funcionalidades das diversas isoformas
(Marcato er a/ 2011). A expressao da ALDH € variavel de acordo com a linha celular de carcinoma do
endométrio, tendo-se verificado que a sua atividade em linhas celulares de adenocarcinoma endometrioide
esta aumentada, nomeadamente na HEC-1, na HEC-1A, na HEC-108, na HEC-116, na HEC-6, na HEC-88nu e
na SNG-M enquanto as linhas HEC-251 e SNG-Il n3o apresentam atividade. A populagao com atividade ALDH
aumentada apresentou capacidade de autorrenovacao e maior capacidade de formagdo de colonias em
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relagado a populagao sem atividade ALDH (Rahadiani es a/ 2011). A linha celular de carcinoma do
endométrio Ishikawa apresentou atividade ALDH e a populagdo positiva representou 0,51% (Gotte er af
2011). A expressao positiva para ALDH (>10%) foi descrita em 40,8% dos tumores do endométrio e
correlacionou-se com o progndstico desfavoravel (Rahadiani ef a/ 2011).

Estudos da expressio de ALDH em populagdes de esferas foram descritos noutros tipos de cancro. Em
cancros do ovario foi demonstrada uma maior eficiéncia de formagao de esferas na populagao ALDH™ e
(DI33*, mantendo esta capacidade durante mais de 2 meses. A expressio de ALDH e (DI33 foi superior
nas células das esferas (Kryczek er 2/ 2012). A populagdo ALDH* e de CDI33* foi mais associado com a
populagao de esferas da linha celular ACI-23 de carcinoma do ovario do que com a linha celular de origem
(House er a/ 2015). Ainda no cancro do ovario, na linha celular SKOV3 a expressao de ALDH avaliada por
western blot estava aumentada na populagao de esferas (Ning ez a/ 2014). Igualmente no cancro colorretal,
tanto na linha celular SW480 como em células isoladas de tumores primarios, a populagao em que se
verificou aumento da atividade ALDH demonstrou maior capacidade de formagao de esferas na linha celular
de cancro colorretal SW480 e em células isoladas de tumores primarios (Fan e aj 2014). Noutro tipo de
tumores como o neuroblastoma, a atividade da ALDH foi maior na populagdo de esferas (Hartomo er a/
2014). Estes estudos apresentam dados semelhantes a respeito da presenca do marcador de C(SC, a ALDH
aumentada nas células das esferas, assim como verificado no nosso trabalho experimental com células
tumorais do endométrio. Esta expressao diminuiu com a diferenciagao em condides aderentes.

0 cancro do endométrio € um tumor hormonodependente, destacando-se o efeito dos estrogénios sem
oposicao progestativa como o principal fator de risco. Os recetores de estrogénio apresentam a isoforma o e
a isoforma (3, que tém padrdo de expressao distinto nos tecidos e que variam durante a proliferagdo e a
diferenciago celulares (Kreizman-Shefer ef 2/ 2014). O recetor de estrogénio o € necessario para o
desenvolvimento basico de tecidos sensiveis aos estrogénios e o recetor de estrogénio {3 € necessario para a
organizagao e para a adesao das células epiteliais e, portanto, para a diferenciagao morfoldgica do tecido e
para a sua maturagao funcional (Kreizman-Shefer er a/ 2014). O recetor de estrogénio o tem uma
expressao reduzida no tumor endometrial em relagio ao endométrio ndo tumoral e o componente estromal
apresenta menor expressao que o componente epitelial (Kreizman-Shefer er 2/ 2014).

Os resultados obtidos através do presente estudo experimental mostraram que a expressao do recetor de
estrogénio o na populagdo de esferas esta significativamente reduzida em relagao a linha celular ECCI e as
populagdes derivadas aderentes, Gl, G2 e G3. No que respeita a populagao com propriedades de (SC, pode
fazer-se a analogia com o processo de diferenciagao endometrial normal. Deste modo, na fase inicial de
reparagao endometrial as células epiteliais nao expressam recetor de estrogénio o, que sO é expresso

durante a proliferagdo numa fase de diferenciagao das células epiteliais glandulares e, em menor extensao,
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nas células estromais (Gargett ef a/ 2008). A perda de recetores de estrogénios o na populagao de esferas
deste estudo experimental, foi acompanhada por um aumento da ALDH, como ja foi anteriormente descrito e
foi corroborado por outros autores que também verificaram que a expressao dos recetores de estrogénio foi
negativa nas células tumorais do endométrio com expressao de ALDH (Rahadiani er a/ 2011). A populagao
de esferas representa um grupo celular possivelmente mais indiferenciado em que, no nosso estudo, se
verificou a diminuigao da expressao da isoforma o associada ao aumento da expressao de ALDH. A perda
do recetor de estrogénio o tem sido associada com a agressividade dos tumores do endométrio e com a
EMT, caracteristicas das (SC (Wik es a/ 2013). Para além deste aspeto, a perda dos recetores de
estrogénio o sugere alteragdes moleculares no tumor com desregulagao de vias de sinalizagdo. A perda da
isoforma o estd associada a inativagdo do PTEN por mutagao, metilagdo de novo do gene do recetor de
estrogénio o e metilagdo aberrante de ilhas (pG, que sao regides de DNA em que o nucledtido citosina
ocorre a0 lado de um nucledtido guanina na sequéncia linear de bases (Kreizman-Shefer er a/ 2014).

Noutro tipo de tumor hormonodependente, como é o caso do cancro da mama, a populagdo com
propriedades de (SC também apresentou uma diminuicdo da expressao dos recetores de estrogénio. As
células MCF-7 foram submetidas a sete passagens seriadas de cultura em esferas e de cultura em condigdes
aderentes. Os tumores xenotransplantados destas populagdes apresentaram uma supressao de genes epiteliais,
incluindo o recetor de estrogénio o compativel com um fendtipo menos diferenciado (Guttilla e 2/ 2012). A
expressao dos recetores de estrogénio ndo foram observadas em mamosferas de tumores primarios da mama,
apesar de serem originalmente tumores luminais com expressao positiva destes recetores (lto e a/ 2014). A
perda dos recetores de estrogénio ja tinha sido descrita em células mamarias normais em relagdo as células
progenitoras (Clayton e 2/ 2004). Deste modo, a perda destes recetores pode constituir a tradugdo de um
fenétipo mais indiferenciado e, provavelmente, com capacidade de EMT em tumores hormonodependentes.

No nosso estudo, a expressdo do recetor de estrogénio (3 nas populagdes de esferas (ESI, ES2 e ES3) e
nas derivadas aderentes (GI, G2 e G3) nao apresentou diferencas significativas em comparagdo com a linha
celular parental ECC-1. Relativamente ao cancro do endométrio, foi descrito que o padrao de expressao do
recetor de estrogénio B e de estrogénio o € semelhante entre o endométrio normal e o cancro do
endométrio (Knapp er a/ 2013; Hapangama e a/ 2014). O recetor de estrogénio B pode ter agdes opostas
as do recetor de estrogénio o com o mesmo gene promotor em resposta ao estradiol. Este efeito inibidor
do recetor de estrogénio B na atividade do recetor de estrogénio o pode ser exercido por alteragao do
recrutamento de fatores de transcricdo chave e pelo aumento da degradagao da isoforma o (Hapangama et
al, 2014). Tem sido descrito um papel contraditorio do recetor de estrogénio (3, como supressor do efeito
dos recetores de estrogénios em tecido normal e, por outro lado, como promotor desse efeito no tecido

tumoral, na dependéncia da presenga de outros recetores hormonais (Hapangama ef a/ 2014; Kreizman-
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Shefer e aj 2014). Deste modo, na presenca de recetores esterdides como o recetor de estrogénio o, pode
apresentar um efeito supressor da proliferagao e na auséncia daqueles ter um papel promotor. Transpondo
este mecanismo para o fendtipo dos recetores de estrogénio encontrado neste estudo nas populagdes ESI,
ES2 e ES3, com diminuigdo da isoforma o, a manutencao da expressao da isoforma (3 pode ser responsavel
por este efeito promotor de proliferagao nas células destas populagdes.

0 recetor de progesterona A e o recetor de progesterona B estao expressos nas células epiteliais e
estromais do endométrio. O recetor de progesterona B é considerado um ativador transcripcional mais forte
que o recetor de progesterona A e este funciona como um inibidor da atividade transcripcional do recetor
de progesterona B (Diep er a 2015). Neste estudo experimental, os recetores de progesterona nao
apresentaram variagao de expressao entre as populagdes de esferas e a linha celular parental ECC-I, assim
como em relagdo as populagdes de derivadas aderentes. O anticorpo utilizado para a detecao dos recetores
de progesterona identificou uma banda nos pesos moleculares na ordem dos 95 kDa e uma banda de cerca
de 120 kDA, compativeis com a isoforma A e com a isoforma B (Jacobsen e a/ 2002). A expressao do
recetor de progesterona A no cancro do endométrio, que é predominantemente nuclear, é semelhante a
expressao dos recetores de estrogénio o, ja descrita. Relativamente ao recetor de progesterona B a
localizagdo € frequentemente citoplasmatica e nuclear. Nas glandulas endometriais, o recetor de
progesterona B tem uma expressao maior nas células estromais que nas células epiteliais (Kreizman-Shefer ef
al 2014). Num estudo com a linha celular de carcinoma do endométrio Ishikawa, a progesterona regulou
diversos genes associados com os processos de invasao e de metastizagdo, particularmente o do (P44 o do
(3P6/Versica, o da tenascina-C o da integrina B e o da fibronectina. Esta expressao foi variavel de acordo
com a subpopulagio que expressa diferentes isoformas, o recetor de progesterona A, o recetor de
progesterona B ou ambos. Estes autores demonstraram que em tumores endometriais a perda de expressao
de ambos os recetores de progesterona e de E-caderina estd associada ao aumento de expressao de (D44 e
que o bloqueio do recetor de progesterona ativou a via WNT/PB-catenina em células endometriais estromais
diferenciadas (Cloke es a/ 2008). Noutro estudo com a linha celular Ishikawa, a progesterona inibiu a
atividade WNT/B-catenina, e nas regides sem expressao de recetores de progesterona verificou-se que a
marcagdo com (D44 estava aumentada indicando que a via de sinalizaglo WNT deixa de estar inibida
(Wang et aj 2009). Noutros estudos com outros tumores hormonodependentes, nomeadamente no cancro da
mama, nao foi descrita correlagdo entre marcadores de (SC e a expressdo de recetores hormonais. Neste
sentido, em tumores da mama verificou-se a existéncia de correlagao positiva entre as células positivas para
ALDH e para (D44 e auséncia de correlagdo com recetores de estrogénio, recetores de progesterona e
também de HER2 (Cui er 2 2015). A populagdo CD44™ da linha celular de cancro da mama HCC1428
apresentou expressao de recetores de progesterona o que mostrou que estes podem estar presentes nas
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células progenitoras (D44™ de cancro da mama (Hilton e a/ 2014). Além disso, a exposicao a progesterona
aumentou a propor¢do de células que formaram mamosferas e as células ALDH™ (Hilton er 2/ 2014). A
expressao de recetores de estrogénio e de recetores de progesterona em tumores e em (SC da mama
apresentou grande variabilidade (Schillace e a/ 2014). Relativamente ao cancro do endométrio, no nosso
estudo as células das esferas com origem na linha celular ECC-1 expressaram recetores de progesterona e
nao se observaram diferencas em relagao as populages aderentes. Sugere-se que a presenca destes recetores
na populagdo de esferas pode ativar vias de (SC, nomeadamente a via WNT/B-catenina, com aumento de
expressao (D44.

A expressao de HER2 ndo foi detetada em nenhuma das populagdes deste estudo experimental, nem na
linha parental ECC-1, nem nas populagdes de esferas e nas de derivadas aderentes. 0 #FR2 é um oncogene
que foi associado a estadios mais avangados, Il e IV, no cancro do endométrio (Chang er a/ 2009). A
amplificagdo e a sobre-expressao HER2 sao mais frequentemente observadas nos tumores do tipo Il que nos
endometrioides (Dedes e a/ 2011). A sobre-expressao HER2 correlacionou-se com o estadio, o grau e a
histologia com maiores niveis de amplificagdo nos carcinomas serosos (Montejo e a/ 2009). A utilizagao da
terapéutica dirigida com trastuzumab na amplificagdo HER2 nao demonstrou os resultados esperados no
cancro do endométrio (Montejo er a/ 2009). A auséncia de detecdo de HER2 na linha celular de
adenocarcinoma do endométrio ECC-I € consistente com as descrigoes de frequéncias reduzidas desta
expressao em tumores do endométrio do tipo | (Dedes e @/ 2011). Estudos com outro tipo de tumores
revelaram que o HER2 regula as células estaminais/progenitoras mamarias com capacidade de invasao e
tumorigénicas (Korkaya er a/ 2008; Angeloni er a/ 2014). A sobre-expressio de HER2 aumentou a
capacidade de formagio de mamosferas na populagio com atividade da ALDH (Korkaya er a/ 2008). A
semelhanca do que ja foi descrito para os recetores hormonais, nao se verificou correlagdo da expressao
HERY dos tumores com a frequéncia da populagio ALDH"®/CD44* (Cui et a/ 2015). No cancro da mama foi
descrito que a sobre-expressao HER2 é controlada em parte pela via NOTCH (Angeloni er 2/ 2014). A
regulagio do HER2 das (SC da mama nao é exclusiva dos tumores que sobre-expressam HER2 (Korkaya &
Wicha, 2013). A regulagao de CSC pelo HER2 na auséncia de amplificagao do gene foi proposto também
para o cancro da prostata refratrio ao tratamento hormonal e noutros tumores solidos como da bexiga e
do ovario (Korkaya & Wicha, 2013). Apesar de alguns trabalhos sugerirem que mesmo sem sobre-expressao
0 HER2, este influencia vias de regulagao de C(SC, este ndo devera ser o caso na populagao de (SC estudadas
no nosso trabalho. 0 HER2 nestas populagdes ndo foi detetado, ndo se definindo portanto um potencial
papel na populagao de esferas e sua diferenciagao em condigdes aderentes.

A expressao de P53 diminuiu significativamente nas populagoes de esferas ESI, ES2 e ES3 em relagdo a

linha celular de origem ECC-1 e as populagdes derivadas aderentes mantiveram o mesmo padrdo da linha
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parental ECC-1. A sobre-expressao da P53 € caracteristica de tumores nao endometrioides e estd associada a
reducao da sobrevivéncia, a semelhanca do que acontece em outro tipo de tumores. A mutagao do gene
P33 esta descrita em 5-20% dos tumores endometrioides (Werner & Salvesen, 2014). Os tumores com
alteragoes da P53 apresentaram um comportamento mais agressivo e as doentes manifestaram menor
sobrevivéncia livre de doenca (Lee er a/ 2010a). Estao descritas algumas mutagoes da P53, como a mutagao
ou alelotipo Arg/Pro do codao 72, associadas com prognostico desfavoravel no cancro do endométrio
(Gadducci e a/ 2011). A perda de heterozigotia do /P37 foi significativamente maior em tumores pouco
diferenciados em comparagao com os bem e os moderadamente diferenciados e, este fendtipo nao foi
associado a outros parametros clinico-patologicos. A perda de alelos aumenta em tumores em estadios
avancados indicando uma associagao significativa entre perda de heterozigotia e a progressao da doenca
(Semczuk ef a 2010). A proteina P53 tem 3 dominios, um dominio de transativagdo N-terminal, um
dominio central de ligagdo ao DNA e um dominio de homo-oligomerizagao C-terminal que sao necessarios
para a adequada funcao que envolve sobretudo a reparagao do damo de DNA. A maioria das alteragdes
genéticas do gene /P57 ocorrem no dominio de ligagao ao DNA (Semczuk er 2/ 2010). A relagao entre
alteragdes do gene /P57 e a sobre-expressao de P53 no cancro do endométrio ndo estd claramente definida,
0 que pode ser explicado pela diversidade de critérios e das técnicas de detecao. No cancro, a fungao
supressora tumoral da P53 é prejudicada por mutagao do gene /P57 ou pela expressao da proteina P53
mutada. Em alguns cancros, mesmo que a forma selvagem esteja ativa, a sua funcao estd diminuida pelo
seu inibidor celular primario, o MDM2 (do inglés, murine doble minute 2) (Gadepalli er 2/ 2014). 0 MDM2
¢ um substrato da cinase ATM (do inglés, ataxia telangiectasia mutated) que interage positivamente com
mRNA da P53. Quando a atividade ATM cessa, a MDM2 tem um efeito regulador negativo e suprime a
atividade da proteina P53, mediando a sua degradagdo (Gajjar ef a/ 2012).

A P53 tem uma fungdo central na regulagao da homeostase de células estaminais. Na reprogramagao de
células diferenciadas, a inibigao ou a perda da P53 esta associada a indugao de pluripoténcia (Gadepalli ef
al 2014; Insinga er a 2014). De acordo com estas funcdes de supressao tumoral, de regulagdo de
propriedades estaminais e de diferenciagao, a P53 também regula genes de (SC de forma direta e indireta
(Rivlin et aj 2014). Em tumores da mama e do pulmdo, a P53 reduziu a expressao de (D44 por inibicao
da transcrigdo, o que se traduziu por diminuigdo da capacidade tumorigénica (Rivlin e a/ 2014). Deste
modo, a diminuicdo da P53 na populagdo de esferas da linha celular de adenocarcinoma endometrioides
utilizada no nosso trabalho foi acompanhada por um aumento da expressao de (D44 o que se correlaciona
com perda da repressao da P53.

As populagdes de esferas apresentaram uma expressao do recetor de estrogénio o inferior a populagao

ECCI, a semelhanga da expressao de P53. A interagdo do recetor de estrogénios com a P53 foi descrita em
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mamosferas, salientando a importancia da P53 selvagem na resposta a terapéutica com antagonistas dos
estrogénios (Konduri er a/ 2010). A via do recetor de estrogénios esta implicada na regulagao da P53,
sendo atribuida a este recetor uma fungao protetora da P53. O MDM2 estd presente no complexo P53-
recetor de estrogénio 0C mas tem uma capacidade menor de subregular a P53 na presenca de elevada
quantidade do recetor hormonal (Berger ef a/ 2013). Na diminuicao do recetor de estrogénio ot a P53 fica
mais vulneravel a degradagao, o que pode justificar a subexpressao destas duas proteinas na populagao de
esferas deste estudo. Ao contrario do recetor de estrogénio o, foi descrito que a isoforma (3 nao tem efeito
na expresso de P53 (Berger er a/ 2013). A semelhanga desta descrigao, nas populagdes de esferas ESI, ES2
e ES3, a expressao da isoforma {3 do recetor de estrogénio ndo parece ter influéncia na expressao de P53
uma vez que ndo se observou uma modificagao de expressao deste recetor nas populagdes estudadas.

A expressdo de [B-catenina nas populagdes de esferas apresentou tendencialmente uma expressao superior
em relagdo a populagdo ECC-I e a populagdo de derivadas aderentes, apesar de nao ter significado
estatistico. A B-catenina é a molécula de ligagdo da E-caderina, a principal caderina das células epiteliais,
que representam uma familia de moléculas de adesdo intercelular (Singh er a/ 2011). O dominio
citoplasmatico da caderina liga-se a catenina, que apresenta 3 subtipos, o subtipo a, o subtipo B e o
subtipo y. A redugao de E-caderina e suas proteinas citoplasmaticas é apontada como determinante na
diferenciagao de adenocarcinomas endometriais (Singh ef a/ 2011). A mutagdo no oncogene da P-catenina,
(TNNB/, foi descrita nos tumores endometrioides (Wang e 2/ 2010; Gadduca er a/ 2011). A mutagao da
B-catenina estd presente na sequéncia hiperplasia/carcinoma, e foi significativamente associada a tumores
bem diferenciados e a auséncia de invasao ganglionar, ou seja, tumores com menor agressividade (Gadducci
et al 2011). A via de regulagio WNT/B-catenina estd implicada na regulagdo da proliferagio e da
diferenciagao endometrial e esta ativada no carcinoma do endométrio (Wang e 2/ 2010). Alguns dos alvos
a jusante da regulagdo de hormonas sexuais e de componentes da via WNT/B-catenina estdo implicados na
carcinogénese do endométrio, como é o caso do FOXO/ e do (DH/ (E-caderina) que se encontram
diminuidos no cancro do endométrio e sdo influenciados pela progesterona (Wang ef a/ 2010). De realcar
que a progesterona é um forte inibidor da via WNT/B-catenina (Wang er ] 2010). O survivin (BIRCS),
outro gene regulado por alvos dos recetores hormonais, é expresso em niveis elevados no cancro do
endométrio e € sobrerregulado pelo estradiol. Os recetores de estrogénio o estdo associados a fatores de
crescimento importantes em vias como a do PI3K e, indiretamente, com a via WNT canénica (Wang ef a/
2010). A diminuigdo da expressao de recetores de estrogénios-ot nas esferas do endométrio, verificada no
nosso estudo, pode ter implicagbes na ativagdo da via PIK3C/AKT/mTOR e da via WNT que regulam a
proliferagao e a sobrevivéncia celulares.

A EMT & um processo em que as células epiteliais para além de perderem a polaridade e o contacto
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célula a célula adquirem capacidade de migragao. Simultaneamente ocorre remodelagao do citoesqueleto e as
células entram num programa de expressao de genes tipo mesenquimatosos (Mirantes er ] 2013). Este
processo estd associado a invasao e a metastizagao. A repressao das E-caderinas origina EMT em diversos
tumores e estao descritos varios fatores transcriptionais, que originam a subregulagdo da E-caderina, em
especial a via WNT/P-catenina (Mirantes es 2/ 2013). Num tumor primario, uma parte da populagao
estaminal adquire EMT e comeca a degradar a matriz envolvente, permitindo a disseminagao das CSC que
resistem a anorkis na corrente sanguinea e se adaptam noutro ambiente para formar metastases (Mirantes ef
al 2013). As (SC sao a unica populagdo celular que apresenta esta plasticidade, capaz de originar
metastizagao. Em estudos com (SC de carcinoma da nasofaringe, a inibicado da P-catenina diminuiu a
expressao de genes de (SC e de EMT (Cheng e 2/ 2013b). Estudos realizados com esferas obtidas a partir
de cancro do pulmao mostraram que a atividade da [-catenina aumentou (Chung e a/ 2015). Na linha
celular de cancro da mama MDA-MB-231 os niveis de RNA da [-catenina foram maiores na populagdo
ALDH"#/CD44* (Cui er aj 2015). Nas populagdes de esferas ESI, ES2 e ES3 do nosso estudo, a expressao
de B-catenina teve uma expressao média entre 1,20 a 1,25, normalizado a linha celular parental ECC-1, que
traduz um aumento de 20% a 5% o que pode indiciar a ativagao da via WNT/B-catenina na populagdo
de (SC do endométrio. Esta expressdo correlacionou-se na populagao de esferas com o aumento da expressao
de ALDH e com o aumento da expressao de (D44.

Com o objetivo de estudar a captagao diferencial da glicose pelas células das diversas populagdes deste
estudo, foram realizados estudos de captagdo de '*F-FDG pelas células da linha celular ECC-1, pelas células
das populagdes ESI, ES2 e ES3 e pelas células das populagdes GI, G2 e G3. Deste modo pretendeu-se
investigar um possivel comportamento diferencial considerando as propriedades estaminais. Este estudo
revelou que a captagio de '"SF-FDG foi superior nas populagdes de esferas em relagio 4 linha celular
parental e as populagoes derivadas aderentes. Na pratica clinica, o tragador mais utilizado na PET ¢ a
'"¥F-FDG, um anilogo da glicose, que avalia a captagdo da glicose pela célula (Mertens ez a, 2012). A sua
entrada nas células € realizada pelos transportadores ativos de glicose, em especial o GLUT-1 e o GLUT-3 e
é fosforilada pelas hexocinases e glicocinases (Ong er 2/ 2008). A 2-['®F]flior-2-desoxi-D-glicose-6-fosfato
(FDG-6P) fica retida na célula imediatamente apds fosforilagdo uma vez que ndo pode ser isomerizada a
'®-frutose-6-fosfato, dado que é um substrato pouco utilizado pela glicose-6-fosfato desidrogenase (Ong er
aj 2008). As células tumorais apresentam um aumento da expressdo de transportadores da glicose,
especialmente do GLUT-1 e do GLUT-3 assim como o aumento da atividade de hexocinase, especialmente a
hexocinase II, o que contribui para o aumento da captado e da fosforilagio da '*F-FDG (Ong er 2/ 2008).

A PET com "®F-FDG ¢ atualmente utilizada na pratica clinica no cancro do endométrio, no estadiamento

dinico da extensdo da doenca, nomeadamente no que se refere a doenca ganglionar (Chang er 2/ 2012). Na
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avaliagao pré-operatoria, a PET com este radiotracador pode ter utilidade na estratificagao de doentes de
alto risco. Foi descrita a utilizagdo de alguns pardmetros nesta avaliagao como o valor padronizado de
captagao, habitualmente designada por SUV, em especial o SUV maximo, assim como o volume metabélico do
tumor (Kitajima e a/ 2015). A PET esta também descrita para avaliagao da resposta @ terapéutica, para a
vigilancia e para a avaliagao da recorréncia (Lai ef 2/ 2014).

Vérios mecanismos podem justificar o aumento da captagdo de "F-FDG em células com fendtipo CSC,
conforme se constatou neste trabalho experimental considerando as populagoes de ESI, ES2 e ES3 em
comparagao com a linha celular parental ECC-1. Apesar do controlo metabdlico sobre a taxa de glicolise ser
dependente de diversos passos na via glicolitica, muitos estudos em células neoplsicas apoiam a hipétese do
controlo sobre o fluxo glicolitico residir primariamente no transporte transcelular e na fosforilagao (Gatenby
and Gillies 2004). 0 fendtipo de CSC foi associado ao metabolismo da glicose em diversas vertentes da via
glicolitica. A expressao da enzima frutose-1,6-bifosfatase foi associada a redugao da percentagem de células
('.D44’"gh/CD24"’”’/Ep('.AM+ no cancro da mama, sucedendo o inverso com o silenciamento da mesma enzima. A
perda desta enzima induziu a glicolise e resultou num aumento da captagao de glicose, biossintese de
macromoléculas e na manutengao da produgdo de ATP. Por outro lado, a perda de frutose-1,6-bifosfatase foi
associada a uma reprogramagao metabdlica que incluiu a diminuicdo do consumo de oxigénio e a produgdo
de ROS relacionadas com a inibicao da atividade mitocondrial. Estas alteragoes foram associadas ao aumento
de marcadores relacionados com o fendtipo EMT mediado por SNAIL, e consideradas um evento critico no
processo de CSC (Dong er a/ 2013).

Em relagao aos transportadores da glicose a sua sobre-regulagao foi associada a carcinogénese, pelo
menos nos cancros do esofago, gastrico, da mama e colorretal (Gatenby & Gillies, 2004). O transportador
GLUT-I é fundamental para a manutencao do fendtipo das CSC nomeadamente, nas de origem pancredtica,
ovarica e de glioblastoma, uma vez que a inibigdo farmacoldgica ou genética diminuiu a expressdo de
marcadores de células estaminais, e originou a indugao de expressao de marcadores de diferenciagdo e a
perda da capacidade de formagao de esferas (Shibuya e a/ 2015).

Dos nossos resultados, 0 aumento da captagdo de '"*F-FDG pelas populagdes ESI, ES2 e ES3 pode também
estar relacionado com a diminuigdo da expressao de P53 em comparagdo com a linha celular parental e
com as populagoes de derivadas aderentes. Este aumento de captagdo foi anteriormente correlacionado com
expressao anormal de P53 em tumores de mau prognostico (Crippa er a/ 1998), tendo mesmo sido
associada a expressdo diminuida de P53 com captades aumentadas de '"*F-FDG (Gatenby & Gillies, 2004;
Smith e aj 2006; Smith, 2010). A hexocinase Il, enzima que fosforila preferencialmente a glicose em
glicose-6-fosfato, é ativada pela mutagdo da P53 ou pela desmetilagao do seu promotor (Gatenby & Gillies,

2004). Assim, a captagio de '*F-FDG esta dependente da fungdo da P53, que na forma selvagem reprime a
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expressao do gene GLUT-1 e GLUT-4 (Mathupala er a/ 1997). Nas esferas obtidas a partir da linha celular
de adenocarcinoma do endométrio ECC-1 deste estudo, o aumento de captagdo de '"*F-FDG e a ativagio do
primeiro passo da via glicolitica pode também ser relacionado com o aumento, embora sem significado
estatistico, observado na expressao de [3-catenina, proteina associada a EMT, a sobre-expressao de (D44 e a
subexpressao de P53.

A glicolise € uma via metabolica de obtencao de ATP e NADH que resulta do catabolismo da glicose em
duas moléculas de piruvato. Em condigdes aerdbicas o piruvato e o NADH sao produzidos por glicolise e
depois importados para a mitocondria onde entram no ciclo de Krebs para obter ATP através da fosforilagao
oxidativa. Em condigdes de baixas pressdes parciais de oxigénio, o piruvato pode ser convertido em lactato e
regenera a nicotinamida adenina dinucleotido (NAD™) necessaria para a gliclise (Schieber & Chandel, 2013).
0 interesse no estudo do metabolismo da glicose nas células tumorais tem crescido com o conhecimento da
preferéncia pela via glicolitica, mesmo em condigdes aerobicas. O efeito de Warburg define essa dependéncia
do cancro pela glicolise fermentativa. Este efeito é necessario para as células tumorais resistirem ao stresse
oxidativo e se poderem adaptar a condicdes de hipoxia. Esta modificacdo metabolica pode ser um evento
inicial ou tardio ou ser uma disfungao geneticamente determinada ou induzida por modificagdes metabdlicas
(Morfouace ef a 2012). A elevada taxa de glicolise de células em proliferagdo apresenta vantagens pois, por
um lado permite a produgdo de ATP a partir da glicose e, apesar da quantidade de ATP obtida por glicolise
ser baixa, o fluxo glicolitico é suficientemente elevado para produzir uma concentragao de ATP que excede a
da fosforilagao oxidativa. Por outro lado obtém-se os intermediarios da degradagao da glicose necessarios a
outras vias como a produgao de ribose para os acidos nucleicos, de glicerol e de citrato para a sintese de
lipidos, de aminodcidos nao essenciais e de NADPH para os miltiplos processos biossintéticos. Deste modo, o
efeito Warburg apresenta beneficios bioenergéticos e também de biossintese (Gatenby & Gillies, 2004).

Os estudos de espetroscopia por RMN permitiram avaliar em detalhe o destino intracelular da glicose para
além da sua captagdo, processo avaliado nos estudos com '"8F-FDG. Caracterizou-se assim, o perfil metabdlico
diferencial das celulas da linha celular ECC-1, das esferas ES| e das derivadas aderentes GI. Esta
metodologia avalia a incorporagio da marcagio proveniente da [U-"(]glicose em diferentes metabolitos
celulares e assume que as células ndo distinguem entre a molécula de glicose que possui carbonos-12 e a
que possui carbonos-13, o que permite desta forma caracterizar o metabolismo celular em consequéncia da
[U-"(]glicose adicionada as diferentes populagBes celulares (Jeffrey e a/ 1991).

A produdo de lactato, avaliada pela concentragdo [U-"C]lactato foi menor ao longo das 24 horas para
ESI em relagao as ECC-1 e as GI, o que indica a utilizagdo preferencial da glicolise fermentativa pelas
ECC-1 e pelas GI. Por outro lado o estado redox no citosol, inferido pela relagao (3_Lac/C3_Ala, foi menor

nas células ESI em comparagao com as ECC-1 e com as GI, apesar de esta diminuigdo ndo ter significincia
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estatistica. 0 acoplamento da via glicolitica com o ciclo de Krebs foi maior para a populagao ESI, sugerindo
a entrada do piruvato no ciclo de Krebs, uma via energética que possibilita a completa oxidagao.

0 fendtipo metabolico das células tumorais sem propriedades de (SC é considerado sobretudo glicolitico
uma vez que a célula apresenta elevada proliferago. Por outro lado, foi considerado em alguns estudos que
as (SC apresentam um metabolismo essencialmente fosforilativo, uma vez que as (SC foram conotadas como
uma populagao quiescente em termos proliferativos (Jang er a/ 2015). Recentemente foi demonstrado que as
(SC de diversos tumores solidos tém alteragdes significativas do seu metabolismo energético. As C(SC de
pancreas demonstraram aumento da atividade mitocondrial na cadeia de transferéncia de eletrdes em
comparagao com as restantes células e a reducdo da fosforilagdo oxidativa inibiu da formagao de tumor
(Jang et al 2015).

Nas células estaminais embriondrias a glicélise anaerobica é o perfil metabdlico mais comum, associado a
um aumento de atividade da via das pentoses fosfato (Jang ef a/ 2015). Nao estd claramente definido se o
metabolismo das (SC é semelhante ao das células estaminais normais (Shen e a/ 2015). Existem alguns
trabalhos que associam o metabolismo das C(SC a glicolise fermentativa em detrimento da fosforilagao
oxidativa mitocondrial. A atividade da cadeia respiratoria mitocondrial esta diminuida nas CSC de gliomas e
a inibicdo da glicolise pode criar uma crise energética que prejudica a sobrevivéncia desta populagao (Yuan
et a 2013). Num estudo com a linha celular de osteossarcoma 3AB-05 as C(SC apresentaram um
metabolismo energético semelhante ao das células estaminais normais, com redugao da atividade mitocondrial
e maior sensibilidade & inibigdo da glicolise. Esta linha mostrou maior expressao de lactato desidrogenase e
maior acumulagdo de lactato no meio de cultura (Palorini e a/ 2014) o que foi comprovado noutro
trabalho com maior producdo de lactato pelas C(SC da mama ALDH"® (Cioce er 2/ 2014). As células com
propriedades estaminais originadas de glioblastoma foram sensiveis a inibicdo da glicolise que resultou em
menor formagdo de tumores /7 vivo, o que sugere a glicolise como fonte energética preferencial destas
células (Lhou er a 2011a). No entanto, os estudos mais recentes apontam para um estado metabdlico
sobretudo relacionado com a fosforilagao oxidativa, ao contrario do efeito Warburg descrito em muitos
tumores (Jang er aj 2015). De fato, estudos realizados por Vlashi e colaboradores em células estaminais com
origem em gliomas mostraram que o suprimento energético é mantido sobretudo a custa de fosforilagao
oxidativa (Vlashi es a/ 2011). Também em (SC de mama foi demostrada uma maior dependéncia da
fosforilagao oxidativa, com menor producdo de lactato que as células progenitoras diferenciadas. A populagao
de (SC apresentou maior nimero de mitocondrias, maior atividade mitocondrial, maior produgdo de ATP, o
que traduz um estado mais energético. Porém estas (SC também consumiram mais glicose que as células
diferenciadas (Vlashi ez a/ 2014). Num outro estudo a populagao de (SC de cancro do ovario foi associada

com a fosforilagdo oxidativa e maior entrada do piruvato no ciclo de Krebs. As CSC resistiram & privagao de
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glicose, mantendo o fendtipo de (SC e o perfil de fosforilagao oxidativa, o que sugere também a resisténcia
as terapéuticas antiangiogénicas (Pasto er a/ 2014). A semelhanca destes dados, os resultados obtidos neste
trabalho experimental mostraram maior captagao da glicose na populagdo com propriedades de C(SC do
endométrio em relagdo a linha celular de origem e a populagao de derivadas aderente. Na populagdo ESI, o
piruvato resultante da glicolise é dirigido para a mitocdndria, tal como indicado pela diminuigao do lactato
e o aumento da relagao (3_Lac/C4_Glut. O estado redox do citosol, dado pela relagao (3_Lac/C3_Ala, foi
menor na populagao ESI, o que corresponde a um estado oxidado do citosol. Assim, sugere-se que no
cancro do endométrio, as células com propriedades de (SC apresentam preferencialmente fosforilagao
oxidativa e manifestam uma elevada avidez por glicose comparando com a linha celular parental e com a
populagao GI, o que pode constituir uma alteragdo de metabolismo vantajosa em relagdo ao efeito Warburg
descrito para as células tumorais em proliferagao.

Relativamente ao #urmover do ciclo de Krebs, nao se observaram diferencas entre as populagdes, de
acordo com a razao (4Q/C4D45 no espetro de RMN de carbono do glutamato. O crescimento celular em
condigdes desfavoraveis esta associado a adaptagdes metablicas para permitir o crescimento e a proliferagao,
neste sentido a anaplerose é primordial (DeBerardinis e a/ 2008). Este processo pode promover o
crescimento de células indiferenciadas com adaptagoes do metabolismo intermediario que é fundamental nos
processos de proliferagao e de diferenciagao (Vozza e 2/ 2014). A relagao (3_Glut/C4_Glut ndo apresentou
diferengas entre as populagoes o que indica proliferagao semelhante entre as populagdes.

Na perspetiva translacional, o conhecimento do comportamento bioenergético das células tumorais e o
estabelecimento de um perfil distinto dentro da heterogeneidade tumoral pode ser uma informagao
indispensavel ao desenvolvimento de terapéuticas dirigidas que permitam a inibicao de vias oncogénicas para
erradicagao das CSC.

A protedmica permite a andlise em larga escala de proteinas, o que contribui para a compreensao das
interagdes proteicas na era da pos-gendmica. Em oncologia, esta metodologia permite um esclarecimento das
vias de regulagao e o envolvimento de proteinas especificas na génese do cancro. Nos dltimos anos assistiu-
se a identificagdo massiva de biomarcadores, para a qual estas metodologias contribuiram. Estes
biomarcadores podem ter uma extensa aplicagao, nomeadamente para a dete¢do da presenca de doenga, a
monitorizagdo da doenca, a monitorizagdo da estabilidade e da progressdo, a monitorizagao da resposta a
terapéutica e a avaliagdo de farmacos dirigidos a um alvo particular de uma via molecular (Wong er a/
2009). A eletroforese bidimensional é uma das técnicas principais para separagao de proteinas e é um
método com acuidade para a quantificagdo relativa de proteinas, permitindo comparagao intra e inter-gel.
Assim, é possivel identificar varias centenas de proteinas que se dispdem num dnico gel, detalhando uma

visao direta e global de uma amostra de proteoma (Issaq & Veenstra, 2008). Esta metodologia pode ser
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aplicada a todo o tipo de amostras contendo proteinas, nomeadamente a extratos derivados de tecidos, de
células e de organelos, a liquidos biologicos como o plasma, o soro, a urina, o liquido cefalo-raquideo, a
saliva, as lagrimas, o muco nasal, o leite, o liquido amniético e o esperma. Também se podem avaliar
amostras de organismos vegetais, sementes e plantas (Carrette ef 2/ 2006). Uma vez detetadas, as proteinas
individualizadas do spor podem ser identificadas por espetrometria de massa. A imagem por espetrometria de
massa MALDI (matrix-assisted laser desorption/ionization quadrupole time-of-flight tandem mass spectrometry)
tem permitido a identificacdo de um novo perfil protedmico que aplicado a pratica clinica pode ser
diretamente avaliado em tecidos de doentes e correlacionado com diversos parametros clinico-patoldgicos
(Wong et a/ 2009).

A expressao diferencial do perfil proteémico através de eletroforese 2D em células com propriedades
estaminais ndo foi anteriormente reportada no cancro do endométrio. Neste trabalho experimental,
observou-se a expressao diferencial de spots na populagao de esferas e nas derivadas aderentes em relagao a
linha celular de origem ECC-1. Alguns spots identificados apresentam variagao significativa, que no futuro
poderao constituir uma perspetiva de identificacdo proteica. A sobre-expressao de spots foi descrita em
30,95% para a populagdo de esferas ES| e numa percentagem menor, de 24,84% para a populagao de
derivadas aderentes GI. Também a subexpressao de spots foi superior na populagdo ESI, com valores de
32,14%, em relagdo ao observado na populagdo Gl, valores de 26,71%. Particularmente em relagao aos
spots com expressao semelhante, esta foi maior na populagdo Gl, atingindo valores de quase 50%. Estes
dados apontam para uma expressao com mais diferencas na populagao ES| em relagao a linha celular
ECC-1. A populagao GI apresentou um perfil com menos diferencas em relagao a linha celular ECC-1. Estes
dados poderao corresponder a uma expressao diferencial de diversas proteinas, o que podera contribuir para
uma implementagao de conhecimento de biomarcadores de (SC no cancro do endométrio.

Os perfis protedmicos foram descritos em outros estudos no ambito do cancro do endométrio tendo
mesmo ja sido descritas algumas proteinas com potencial de biomarcadores. O diagndstico precoce no cancro
do endométrio é uma questao fundamental para a sobrevivéncia uma vez que em estadios iniciais € possivel
controlar a doenca. No carcinoma do endométrio foram descritas proteinas com potencial de biomarcadores.
Um estudo com cromatografia liquida multidimensional e espetrometria de massa foram discriminadas
proteinas em tecido endometrial benigno e maligno, no entanto nenhuma destas proteinas teve a
sensibilidade e a especificidade para ser utilizada individualmente para discriminar amostras normais de
amostras tumorais. Um grupo de proteinas que incluiu a piruvato cinase, a chaperonina 10 e a ol-anti-
tripsina apresentou a melhor sensibilidade, especificidade e valor preditivo (DeSouza er a/ 2007). A analise
protedmica com eletroforese bidimensional e espetrometria de massa MALDI foi a abordagem utilizada para

identificar a expressdo diferencial de proteinas em cancros do endométrio. A coloragdo do gel 2D com azul
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de Coomassie permitiu selecionar |12 spofs para analise representando um total de 99 proteinas. A
cclofilina A foi uma das proteinas com expressao diferencial mais significativa entre o carcinoma e o tecido
normal e correlacionou-se com pior prognostico (Li e a 2008b). Outras proteinas foram também
identificadas utilizando eletroforese bidimensional e espetrometria de massa como a proteina epidérmica
ligadora de acido gordos e a calcifosina, cuja sobre-expressao foi ubiqua no carcinoma do endométrio e se
correlacionou com parametros clinico-patologicos (Li e a/ 2008a). Esta metodologia permitiu ainda
identificar proteinas diferencialmente expressas em carcinomas endometrioides diploides e aneuploides,
representando um total de 27 proteinas. Em comparagao com o endométrio normal, o carcinoma do
endométrio diploide ndo apresentou proteinas sobre-expressas. Foi ainda descrita a subexpressao de algumas
proteinas em relagao ao precursor pré-neoplasico do carcinoma do endométrio, a hiperplasia atipica
(Lomnytska ef a/ 2012). O estudo proteémico analisou a expressao de membros da familia Ets ERM/ETVS,
especificamente sobrerregulados em carcinomas endometrioides a qual se correlacionou com infiltragao
miometrial. Esta analise elucidou vias de regulagao associadas a esta familia realizadas na linha celular
HEC-1A (Monge er a/ 2009). Um outro trabalho comparou o soro de doentes com carcinoma do endométrio
e com o soro de mulheres saudaveis voluntarias. Dos grupos testados, foram identificadas |3 proteinas
diferencialmente expressas no soro das doentes com cancro do endométrio em comparagdo com o soro das
mulheres sem patologia. Destas, sete proteinas estavam sobre-expressas e seis subexpressas no cancro do
endométrio (Zhu er a 2008). A aplicagdo da eletroforese 2D & avaliagdo da expressao diferencial de
proteinas no cancro do endométrio, tecido pré-neoplasico e tecido normal foram descritas e demonstram
algumas proteinas e vias envolvidas na regulagao. Os estudos com eletroforese bidimensional com (SC
revelaram alguns dados no conhecimento da expressao proteica nesta populagao. No cancro colorretal foram
comparadas as proteinas expressas diferencialmente nas populagdes CDI33™ e C(DI33 de duas linhas
celulares de carcinoma colorretal. A identificagdo proteica indicou alteragdes em dois processos principais, o
metabolismo energético e a via WNT (Corbo er a/ 2012). Outra publicagao deste tipo de cancro associou a
populagao (DI33* com a sobre-expressao de nucleoporina a qual refere ainda que a supressdo desta
proteina ou de CDI33 aumentou a suscetibilidade ao 5-flurouracilo (Kim er a/ 2014).

Os modelos animais tém fornecido uma plataforma fundamental para o estudo em oncologia. Os modelos
de xenotransplantagdo que incorporam linhas celulares primérias ou geneticamente modificadas, derivadas de
tumores primarios ou metastaticos tém sido tradicionalmente utilizados (Carver & Pandolfi, 2006). Os
modelos animais com ratos e ratinhos revolucionaram a capacidade de compreender os mecanismos
moleculares da patogénese do cancro. Como modelo, o rato e o ratinho tém varias vantagens sobre modelos
com outros mamiferos, nomeadamente as suas pequenas dimensOes, menores custos com a manutengao,

reproduzem-se rapidamente e podem ser geneticamente manipulados (Cheon & Orsulic, 2011).
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A utilizagago de um modelo de xenotransplantagao teve por objetivo esclarecer a capacidade tumorigénica
das populagoes estudadas. No nosso trabalho experimental, esta capacidade foi avaliada para todas as
populagdes através da injeao das células tumorais no dorso em ratinhos Balb-c nu/nu.

0 crescimento tumoral de cada grupo foi avaliado até 4 obtengdo de volumes tumorais de 100 mm’ e
verificou-se que os xenotransplantes das células das esferas ES3 apresentaram um crescimento mais rapido,
demorando apenas 3,7 dias a atingir o referido volume. Ao final de mais 10 dias o volume tumoral relativo
manteve-se superior nas esferas ES3 e verificaram-me niveis semelhantes nas esferas ES). Estes resultados
apontam para uma maior capacidade de iniciagao e de manutengao do crescimento tumoral nas populages
de esferas.

0 modelo das (SC tem sugerido que uma pequena populagdo das células tem capacidade tumorigénica
baseado nas experiéncias que utilizam células cancerigenas humanas em ratos imunodeprimidos SCID/NOD. Os
modelos de xenotransplantagao melhoraram a possibilidade de estudo da hipotese das CSC, no entanto,
salientam-se algumas limitagdes como as interagdes do tumor com o microambiente local que limitam a
interpretagao destes estudos (Tysnes, 2010). O crescimento do tumor pode ser mantido por células estaminais
e depende da natureza da mutagao, da origem das células e do microambiente, fatores que também
contribuem para a propagagdo do tumor. A identificagdo de uma populagao tumorigénica com capacidade de
originar a heterogeneidade fenotipica encontrada num tumor inicial foi descrita com apenas 100 células de
uma populagao (D447CD24" de células tumorais da mama (Al-Hajj er 2/ 2003).

Outros estudos em cancro do endométrio abordaram o comportamento /7 vivo de células com
propriedades de CSC. Friel e colaboradores avaliaram o comportamento da populagao lateral derivada da
linha celular AN3CA em relagio & populagio maioritaria através da injecdo subcutinea de 2x10* células no
dorso de ratinhos SCID/NOD. Neste modelo, a populagao lateral originou os tumores que aparecerem |5 dias
depois da injegdo, apesar da populagdo maioritaria ndo ter apresentado capacidade tumorigénicas no mesmo
periodo de tempo, demonstrando o papel da populagao lateral na iniciagao tumoral (Friel es a/ 2008).
Outro trabalho avaliou a populagao lateral da linha celular HEC-I, que foi inoculada no tecido subcutaneo
de ratinhos nude e, também neste estudo, a populagao lateral originou tumores mais precocemente, apds
4 semanas, em comparagao com |0 semanas necessarias para a populagdo maioritaria. A populagao lateral
apresentou ainda uma tendéncia para tumores de maiores dimensOes e verificou-se invasdo para os tecidos
adjacentes e alguma dificuldade na ressecdo, ao contrario dos obtidos a partir da populagdo maioritaria que
originou tumores encapsulados e separados da membrana basal da pele do animal. A avaliagao histoldgica
dos tumores com origem na populagao lateral apresentou células tumorais com tecido estromal enriquecido
em matriz extracelular, enquanto os tumores com origem na populagdo maioritaria se encontravam

encapsulados e ndo apresentavam esta caracteristica do estroma (Kato er 2/ 2010). De igual modo a
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populagao lateral e a populagao maioritaria da linha celular HEC-50B foram injetadas na gordura subcutanea
de ratinhos SCID/NOD. Nos animais que receberam as células da populagao lateral observou-se maior taxa de
formagao de tumor nos locais de implantagao que os que receberam a populagdo maioritaria (Tomiyasu ef
al, 2014).

Outros autores reportaram a tumorigénese com base em tumorosferas derivadas de adenocarcinoma do
endométrio. A metodologia foi semelhante a que desenvolvemos no nosso trabalho experimental descrita para
as esferas ESI, ES2 e ES3, as células foram dissociadas das tumorosferas e foi utilizado um controlo com
células diferenciadas derivadas das tumorosferas, cultivadas em meio de esferas sem suplementagao com
fatores de crescimento. Um dos trabalhos descreveu que a injecao subcutdnea em dois locais distintos no
dorso do mesmo animal permitiu comparar o comportamento das duas populagdes. As tumorosferas
originaram tumores maiores e em todos os animais injetados. No grupo controlo com células diferenciadas
derivadas de tumorosferas os tumores foram menores e apenas 3 de |7 locais injetados originaram tumores
e de menores dimensdes (Zhou er 2/ 2011a). Noutro trabalho, a populagdo purificada CDI33*, a populagdo
(DI133" derivada de tumores endometriais humanos assim como a populagdo tumoral de origem foram
injetadas em ratinhos SCID/NOD e verificou-se que apenas 500 células CI33™ originaram tumores. A injecao
20 a 200 vezes superior de células CDI33- ou da populagdo de origem foram tumorigénicas no mesmo
periodo de laténcia, enfatizando a capacidade tumorigénica superior da populagio CDI33™ (Friel er a/
2010). Estes dados sao consistentes com a presenca de uma populagao com propriedades estaminais, que
origina tumores mais precocemente e de dimensdes superiores, semelhante ao que sucedeu com no nosso
estudo com populagdes de esferas de cancro do endométrio em comparagao com a linha celular ECC-1 e as
populagdes derivadas aderentes.

A capacidade tumorigénica das esferas foi estudada noutro tipo de tumores. Um desses estudos utilizou as
linhas celulares de melanoma WMI15 e WM239A, a células das esferas foram injetadas subcutaneamente em
ratinhos SCID e todos os animais desenvolveram tumores, na maioria dos casos em 28 a 40 dias. Também
as esferas de melanoma de ratinho apresentaram maior capacidade de formar tumores em comparagao com
as células aderentes (Fang ef a/ 2005). Noutro estudo com células derivadas de linhas celulares de cancro
da mama foram injetadas no flanco de ratinhos, comparando o comportamento da populagao de esferas e
das culturas em monocamada. A inoculagdo de um elevado nimero de células da monocamada ou esferas
das células S2 teve crescimento semelhante /7 vivo enquanto um nimero reduzido de células das esferas S2N
apresentou tumorigénese elevada. A linha §2 apresentou um crescimento semelhante ao das esferas e das
células de monocamada, inclusivamente observou-se um crescimento mais acentuado do xenotransplante
derivado da monocamada (Lehmann e 2/ 2012). As células aderentes e provenientes de esferas do primeiro

e do sétimo dia da linha celular de cancro o pulm3o murino foram injetadas no franco de ratinho por via
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subcutinea. Neste trabalho foram avaliados animais imunocompetentes singénicos e os resultados foram
comparados com os imunodeprimidos. As esferas apresentaram maior capacidade tumorigénica nos ratinhos
singénicos em comparagao com as células aderentes e as esferas do primeiro dia foram mais tumorigénicas
que as do sétimo dia. Nos ratinhos imunodeprimidos todos os animais apresentaram tumores, no entanto
este modelo foi considerado menos satisfatorio uma vez que o modelo singénico imunocompetente permitiu
interagdes com o sistema imune do hospedeiro para este tipo de tumor (Morrison ez a/ 2012). O potencial
tumorigénico da linha celular de carcinoma nao de pequenas células do pulmao foi avaliado pela injecao
subcutinea de células de esferas e verificou-se o desenvolvimento de tumores xenotransplantados com
morfologia semelhante ao tumor original, mostrando a capacidade das esferas reproduzirem a doenca
humana no rato (Tirino e ] 2009). Estes dados, apesar de se referirem a outro tipo de cancros, estio de
acordo com o que se verificou no nosso estudo com esferas com origem em células do endométrio,

consistentes com uma maior capacidade tumorigénicas nesta populagao.
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CAPITULO VI

Neste capitulo descrevem-se os estudos em que se avaliou a resposta a terapéutica das populagdes
celulares isoladas pelo protocolo de formacao de esferas e pela sua cultura em condigdes aderentes. As
culturas celulares foram submetidas ao tratamento com ciclofosfamida, com doxorrubicina, com carboplatina
e com paclitaxel, assim como com a irradiagao com 0,5 Gy, com |5 Gy e com 30 Gy. Os tipos de morte
celular e a expressao de proteinas envolvidas nestes processos e a avaliagao dos danos no DNA associados a

cada tipo de tratamento também foram estudados.

Material e Métodos

A linha celular de adenocarcinoma do endométrio ECC-1, as populagdes de esferas ESI, ES2 e ES3, assim
como as respetivas populagdes derivadas aderentes GI, G2 e G3 foram cultivadas e obtidas de acordo com o
procedimento descrito no capitulo V. Com o propdsito de caracteriza a resposta a terapéutica foi testada a

resposta a citostaticos e a radiagao.

Quimioterapia

A linha celular ECC-1 foi submetida a incubagao com diferentes concentragdes de ciclofosfamida, de
carboplatina, de paclitaxel e de doxorrubicina, cujas caracteristicas quimicas estdo descritas na Tabela 7. Os
farmacos utilizados para este estudo experimental foram cedidos pelos Servicos Farmacéuticos do Centro
Hospitalar e Universitario de Coimbra. Para todos os estudos prepararam-se diluigoes dos citostaticos numa
concentragao que permitiu administrar sempre um volume de cerca de 1% em relagao ao volume de meio
de cultura em que as culturas celulares foram incubadas. Os farmacos foram adicionados com diferentes
concentragOes para obter as curvas dose-resposta para a linha celular ECC-1 e para os respetivos farmacos.
Assim, as concentragdes da ciclofosfamida variaram entre 500 nM e 7,7 M, de doxorrubicina entre 50 pM e
37 pM, de carboplatina entre | pM e 500 pM e de paclitaxel entre | fM e 40 M. A andlise da atividade
metabolica foi realizada as 24, 48 e 72 horas apds a incubagdo com o farmaco. As populagdes ESI, ES2 e
ES3 assim como as derivadas aderentes GI, G2 e G3, foram submetidas tratamento com concentragdes de
ciclofosfamida de 7,7 M, doxorrubicina de 50 nM, de 300 nM e de 7,3 M, de carboplatina de 200 pM e
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de 500 pM e de paclitaxel de 300 nM, de 600 nM e de 1,2 uM durante 24, 48 e 72 horas de incubagao.

Tabela 7: Caracteristicas quimicas dos citostaticos utilizados. Estruturas quimicas retiradas de Pubmed compound, ciclofosfamida

CID 2907, carboplatina CID 10339178, paclitaxel CID 36314 e doxorrubicina CID 31703.
Ciclofosfamida Carboplatina Paclitaxel Doxorrubicina

Formula quimica GHisChN,0,P C¢HiaN,04P CyHsINOy4 CorHasNOy,
Estrutura quimica n
L
/ﬁVi\\D H\E ! o- o o
Concentragao 2 g/ml [0 mg/dL 6 mg/mlL 2 mg/mlL
Massa molecular 261,8 g/mol 313,25 g/mol 853,83 g/mol 543,46 g/mol

Radioterapia

Para avaliar e comparar a agao da radioterapia as populagdes celulares consideradas para este trabalho
experimental foram submetidas a trés doses de radiagao 0,5 Gy, 15 Gy e 30 Gy. Prepararam-se suspensdes
celulares das populagies numa concentragdo de 5x10° células/mL, colocadas em eppendorfs num volume que
atingiu o maximo da sua capacidade, de modo a nao conter ar aquando da irradiagdo. Para cada
experiéncia foi considerado um controlo que acompanhou todos os passos do ensaio mas que nao foi
submetido a radiagdo. Os resultados foram avaliados as 24, as 48 e as 72 horas.

A irradiagdo foi realizada no Servico de Radioterapia do Centro Hospitalar e Universitirio de Coimbra por
Especialistas em Fisica Médica, num acelerador linear Varian Clinac 600 C (Varian Medical Systems) com um
feixe de fotoes de 4 MV, utilizado na rotina clinica para tratamento. Os eppendorfs foram irradiados e
acondicionados numa caixa para irradiagdo especialmente concebida para este efeito no Departamento de
Fisica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra. A caixa foi construida com
material acrilico e as suas paredes possuem uma espessura de | cm. As dimensdes da caixa e as referéncias
de posicionamento que possui permitem garantir condi¢des de posicionamento e de acondicionamento
reprodutiveis assim como garantir a_homogeneidade da dose de radiagao. Numa primeira fase foi realizado
um estudo dosimétrico orientado por TC, o que permitiu realizar um planeamento tridimensional com o
sistema de planeamento Eclipse™ (Varian Medical Systems), para garantir uma homogeneidade na
distribuicdo da dose de radiagdo. As dimensdes da caixa para irradiagdo e do campo de irradiagdo
(40 cm x 40 cm), bem como a distancia da fonte do feixe ao centro da caixa permitem calcular o tempo
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de irradiagao necessario para administrar a dose pretendida, que é medida em unidades de monitor (MU, do
inglés Momitor Units). Na Figura 51 representa-se o planeamento tridimensional descrito baseado em TC de

planeamento, assim como o perfil da dose administrada na irradiagao celular.
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Figura 51: Planeamento realizado para irradiagdo celular em caixa de acrilico, construida para este tipo de procedimento: A
imagem A corresponde & representacao frontal, a imagem B & representagdo lateral e a imagem C & representagao
tridimensional da caixa para irradiagdo. A distribuicdo de dose encontra-se representada nas trés imagens por esquema de cor,
variando de um minimo de 95% (azul) a um maximo de 1053% (vermelho); a imagem D representa o histograma
dose-volume, considerando como volume alvo todo o interior da caixa onde é possivel colocar material para irradiagao.

Para se proceder a irradiagdo de células, a caixa para irradiagdo foi colocada na mesa de tratamento
contendo os frascos, sendo o restante espaco vazio preenchido com agua destilada a uma temperatura de
31°C. O posicionamento da caixa foi orientado por referéncias através de um sistema ortogonal de lasers. A
administragao da dose foi realizada com recurso a dois campos laterais, por rotagao da gantry a 90° e a
270°, de modo a garantir uma distribuicdo de dose homogénea, de acordo com o planeamento. Para todas
as doses foram colocados o colimador e a mesa a 0°, encontrando-se todas as liminas do colimador
multifolhas (MLC, do inglés multileaf collimator) recolhidas. Na Tabela 8 descrevem-se as doses de radiagao e

as respetivas condigdes utilizadas para a irradiagao.
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Tabela 8: Doses administradas as amostras na caixa de irradiagao

15 Gy E1116)7
Dose 05 Gy (05+14)5) (15+15)
Gantry a 90° 13 MU +670 MU +694 MU
Gantry 2 180° 2 MU +671 MU +693 MU

MU, unidades de monitor (do /ng/s monitor units)

Atividade metabolica

Os estudos de citotoxicidade realizados nas culturas celulares submetidas & quimioterapia e a radioterapia
foram realizados na linha celular ECC-I, nas populagdes de esferas ESI, ES2 e ES3 e nas populagoes
derivadas aderentes GI, G2 e G3.

Para avaliar o efeito dos citostaticos e da irradiagao na atividade metabdlica das células aderentes foi
realizado o ensaio do MIT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol2-il)-2,5-difeniltetrazdlio). Nas células
metabolicamente ativas este composto € reduzido pela agao das enzimas desidrogenases, principalmente
através da agao do complexo Il da cadeia respiratéria mitocondrial, nomeadamente 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 formazano de cor azul escura que apds solubilizagdo podem ser quantificados por
meios espetrofotométricos. Esta metodologia constitui uma forma indireta de avaliar a atividade mitocondrial
da célula pois a quantidade de cristais de formazano obtidos é diretamente proporcional a sua atividade
metabolica da célula (Freshney RI, 2010).

A concentragio celular de cada suspensdo foi ajustada a 8xI0° células/ml de meio de cultura. As
suspensdes foram distribuidas por placas de 48 pogos. As células foram incubadas durante a noite de forma
a permitir a sua adesdo. Para avaliar a atividade metabdlica o meio de cultura foi descartado e procedeu-se
a lavagem com PBS. Posteriormente, colocaram-se 100 pl de uma solugao de MTT (0,5 mg/ml; Sigma
M2128) em PBS, com pH de 7,4, e incubou-se no escuro a 37°C durante 4 horas. De forma a solubilizar os
cristais de formazano formados, acrescentaram-se a cada pogo 100 pL de uma solugdo de acido cloridrico
na concentragao de 0,04 M em isopropanol e deixaram-se as placas em agitagao durante 30 minutos. 0
conteddo de cada pogo foi, posteriormente, homogeneizado e transferido para uma placa de 96 pogos
(Sarstedt 83.1835) e a absorvancia foi quantificada a 570 nm com um filtro de referéncia de 620 nm,
usando o espetrofotometro Biotek® Synergy HT.

0 ensaio A/amar Blué® foi utilizado para avaliar o efeito citotéxico da radioterapia e dos citostiticos na
linha celular ECCl e nas esferas ESI, ES2 e ES3. A resazurina, que é um corante indicador de reagdes de
oxidagao-redugdo, é utilizada neste ensaio para avaliar a atividade metabdlica celular. A conversao da forma

oxidada para a forma reduzida é acompanhada pela alteragao da cor da azul para o rosa e pode ser
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quantificada por espectofotometria.

Nos estudos para avaliar os efeitos da irradiagdo, as trés populagdes de esferas previamente obtidas de
acordo com o protocolo descrito no capitulo V, foram gentilmente separadas com recurso a uma solugao de
tripsina-EDTA a 0,25% (Sigma T4049). Apds o tratamento, as células foram distribuidas em placas de
48 pogos (Costar, 3548) com o meio de cultura previamente descrito para o protocolo de formagao de
esferas. Para a linha celular ECC-1 for utilizado o meio de cultura RPMI, respeitando as suas condigdes de
cultura. Para avaliar o efeito dos citostaticos na atividade metabdlica, no dltimo dia do protocolo de
formagao de esferas, as células foram distribuidas por placas de 96 pogos e incubadas com os citostaticos.

Para a avaliagio da atividade metabélica celular foi adicionado a cada pogo o reagente Alamar Blué® 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. 0 conteido dos pogos foi transferido para placas de 96 pogos (734-2327,
VWR), e a absorvancia foi quantificada a 570nm e a 600nm. Os resultados foram expressos em percentagem
em relacdo ao controlo, considerando as 24, as 48 e as 72 horas e usando o espetrofotometro Biotek®
Synergy HT.

A atividade metabolica foi expressa em percentagem em relagdo ao controlo que nao foi submetido a
qualquer tipo de tratamento. Com base neste procedimento foram determinadas curvas de dose-resposta para
a linha celular ECC-1 considerando os citostaticos detalhados previamente e determinada a concentragao que
inibiu a atividade metabolica das culturas em 50% (ICso, do inglés /Aalf maximal inhibitory concentration). Os
farmacos testados foram a ciclofosfamida na concentragao de 7,7 M, a doxorrubicina nas concentragoes de
50 nM, de 300 nM e de 7,3 pM, a carboplatina nas concentragdes de 200 pM e de 500 puM e o paclitaxel
nas concentragdes de 300 nM, de 600 nM e de 1,2 puM e avaliados os efeitos apds 24, 48 e 72 horas de
incubagdo. No que respeita a radioterapia as doses de irradiagao foram de 0,5 Gy, I5 Gy e 30 Gy apds 24,
48 e T2 horas.

Ensaio clonogénico

Para avaliar a capacidade clonogénica das células submetidas ao tratamento com radioterapia e com
atostaticos, foi realizado o ensaio clonogénico. As células com esta capacidade formam colonias que sao
grupos com mais de 50 células em condicdes que permitem o seu crescimento (Franken e a/ 2006). Neste
trabalho, o ensaio clonogénico foi realizado nas células da linha celular ECC-1, nas populagdes de esferas
ESI, ES2 e ES3 e na populagdo de derivadas aderentes Gl, G2 e G3 submetidas a irradiagdo com as doses
de 0,5 Gy, de I5 Gy e 30 Gy. Esta metodologia também foi utilizada para avaliar o efeito do tratamento

com ciclofosfamida na concentragao de 7,7 UM, com carboplatina nas concentragoes de 200 uM e de
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500 pM, com doxorrubicina nas concentragdes de 50 nM e de 300 nM e 7,3 puM, assim como com o
paclitaxel nas concentragdes de 300 nM, de 600 nM e de 1,2 uM para as populagdes ECC-1, ESI e GI. O
mesmo procedimento foi realizado em células que ndo receberam qualquer tratamento e que constituiram o
grupo de controlo.

Apds um periodo de tempo definido (12 dias), as coldnias ndo contabilizadas e é calculada a eficiéncia

clonogénica e o fator de sobrevivéncia, segundo a Equagdo 9 e Equagao 10, respetivamente.

N@de colonias contadas

Eficiéncia clonogénica = Equacao 9

N2 de células distribuidas por pogo

. Eficiéncia clonogénica com o tratamento
Fator de sobrevivéncia = ——— — Equagio 10
Eficiéncia clonogénica no controlo

As placas foram mantidas na incubadora a 37°C e no décimo segundo dia de incubagdo, removeu-se o
meio de cultura dos pogos, lavou-se cada poco com uma solugao de PBS e, de seguida adicionou-se | mL
de metanol a 100% (20847.360, VWRProlabo). Apds 10 minutos a temperatura ambiente, o metanol foi
descartado e adicionaram-se 2 mL de solugdo de violeta de cristal (C3886, Sigma-Aldrich) a 0,5% em
metanol, a qual permaneceu durante 5 minutos a temperatura ambiente. No final deste procedimento as
colonias ficaram coradas e a solugdo corante foi aspirada e as placas lavadas com agua para remover o
excesso de corante. As placas secaram a temperatura ambiente e procedeu-se a contagem das coldnias e ao

calculo da eficiéncia das placas e do fator de sobrevivéncia.
Morte celular

De modo a caracterizar as vias de morte celular implicadas no processo fotodindmico realizaram-se
estudos de microscopia de fluorescéncia e avaliou-se a expressao de proteinas por western blot.

Microscopia de fluorescéncia

A viabilidade e os tipos de morte celular foram avaliados por microscopia de fluorescéncia, conforme
descrita por outros autores (Miao er a/ 2013). Para avaliar a morte celular consequente da radioterapia e
da quimioterapia, utilizou-se a dupla marcagao com a anexina V (AnV) ligada ao isotiocianato de fluoresceina
(FITC) e com o iodeto de propideo (IP), que permitem quantificar a viabilidade celular distinguindo os

diferentes tipos de morte celular, a necrose e a apoptose. A anexina V identifica células que se encontram
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em apoptose, uma vez que se liga 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 (Zhu ef
al, 2008). Por sua vez, o iodeto de propideo intercala-se no DNA das células, acessivel quando se encontram
em apoptose tardia ou em necrose. Os nicleos podem ser ainda marcados com 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI), um corante que se liga com grande afinidade as regides ricas em A-T do DNA (Kapuscinski, 1995).

Com esta marcagao foi possivel distinguir células vivas, que se apresentam positivas para o DAP| e
negativas para a marcagao com a anexina V e para o iodeto de propideo; células em apoptose, que se
apresentam positivas para a marcagao com a DAPI e para a marcagao com anexina V e negativas para o
iodeto de propideo; células que se encontram em apoptose tardia/necrose, que se apresentam positivas para
o DAPI, a anexina V e o iodeto de propideo; e, células em necrose, que se apresentam positivas para a
marcagao com o DAPl e o iodeto de propideo e negativas para a anexina V.

Para os estudos com citostaticos foram considerados os farmacos carboplatina com a concentragao de
500 puM e o paclitaxel com a concentragao de 300 nM, para as mesmas populagdes celulares referidas e
apos 24 horas de tratamento. Nos estudos das vias de morte celular foram avaliadas as células ECCI, as ESI
e as Gl 24 horas apds terem sido submetidas a radiagao com 0,5 Gy, 15 Gy e 30 Gy as 24 horas. Foram
utilizados como controlos positivos culturas celulares submetidas a peroxido de hidrogénio nas concentragdes
de 50 pM e de 500 pM, respetivamente, para confirmar a apoptose e a necrose (Saito e a} 2006). Apos o
tratamento, as células foram distribuidas com uma concentragdo de I,5x10° células por pogo em placa de
6 pogos, respeitando as condigoes aderentes ou em suspensao com meio adequado, conforme ja mencionado

Apos as 24 horas do tratamento com os citostaticos ou a radioterapia, foram utilizadas suspensoes
celulares de 5x10° células, para cada condigdo e submetidas a centrifugagdo a 300 G durante 5 minutos. 0
pellet foi incubado com 100 pL de tampao de ligagao (constituido por 0,01 M de Hepes [Sigma, H7523],
0,14 M de NaCl [Sigma, $7653] e 0,25 mM de CaCl, [Sigma, (4901]), 2,5 pL de An-V FITC (Immunostep
ANXVEKIT Immunotech) e | pL de iodeto de propideo (KIT Immunotech), durante 15 minutos & temperatura
ambiente, no escuro. Apos a incubagdo, as suspensoes foram centrifugadas a 300 G durante 5 minutos e
uma aliquota de células marcadas foi colocada entre uma lamina e uma lamela apds suspensao em 8 pl de
meio de montagem Prolong® gold antifade reagent with DAP/ (Life TechnologiesTM, P36931) e deixou-se
overnight, tendo em vista também a marcagdo dos nicleos. As laminas foram observadas ao microscopio de
fluorescéncia (Leica, DM 4000B). Cada condigdo em cada experiéncia foi fotografada aleatoriamente em
[0 planos com a ampliagao de 400x. Cada conjunto de imagens com as trés marcages foi analisado com o
software Image/. Os resultados s3o apresentados sob a forma de percentagem de células vivas, em apoptose,

em apoptose tardia/necrose e em necrose de acordo com esta marcagao
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Western blot

Para a realizagdo destes estudos, as células ECC-I, as esferas ES| e as derivadas aderentes GI foram
submetidas ao tratamento de radioterapia com as doses de 0,5 Gy, 15 Gy e 30 Gy e foram preparados
extratos proteicos apds 24 horas, com a metodologia descrita no capitulo V. Relativamente ao tratamento
com citostaticos, foram avaliadas para as mesmas populagdes celulares a carboplatina com a concentragao de
500 pM e o paclitaxel com a concentragao de 300 nM, também apos 24 horas. Em ambos os tratamentos
para o mesmo ensaio foi considerado um controlo que acompanhou o procedimento sem ser submetido ao
tratamento.

A técnica de western blot, descrita no capitulo V, foi utilizada para avaliar as proteinas envolvidas na
morte celular, nomeadamente a expressao das proteinas P53 e Caspase 3.

Para a detecao da P53 utilizou-se o anticorpo monoclonal anti-P53 (DO7) preparado em ratinho (Santa
Cruz Biotechnology, Inc., sc-47698), que detetou uma banda a cerca de 53 kDa. Para a detecao da
Caspase 3 utilizou-se o anticorpo policlonal anti-Caspase 3 (H277) preparado em coelho (Santa Cruz

Biotechnology, Inc, sc-7148), que detetou uma banda a cerca de 32 kDa, correspondente a pro-caspase 3.

Danos no DNA

Para estudar os efeitos dos tratamentos de radioterapia e de quimioterapia ao nivel do DNA, foi realizado
o ensaio cometa. O ensaio cometa foi realizado nas células ECC-1, na populagdo de esferas ESI e nas
derivadas aderentes G| de modo a avaliar as consequéncias do tratamento com 0,5 Gy, 15 Gy e 30 Gy
apos 24 horas. Para o tratamento de quimioterapia foi testada a carboplatina com a concentragao de
500 pM e paclitaxel com a concentragao de 300 nM nas mesmas células e também no mesmo tempo. Este
ensaio constitui uma eletroforese em microgel de agarose que permite avaliar os danos no DNA, ou seja, a
genotoxicidade de compostos. Apds coloragao, as células ficam com aspeto de cometa, em que a cabeca
representa 0 nicleo e a cauda os fragmentos de DNA migrantes, cujo comprimento é proporcional a
extensao dos danos. A realizacao desta técnica em condigdes alcalinas permitiu avaliar as quebras de cadeia
unica no DNA (Olive & Banath, 2006).

Nesta metodologia iniciou-se o protocolo pelo revestimento de ldminas de vidro (Star Frost, Alemanha)
com uma camada de agarose utilizando uma solugao 1% de agarose (Sigma A2790). Preparou-se a agarose
de baixo ponto de fusdo (Sigma A9414) a 1% que constituiu a segunda camada nas laminas. Esta agarose,
em virtude do seu ponto de fusdo, permite adiciond-la ainda liquida as células a 37°C. As suspensdes
celulares foram centrifugadas a 500 G durante 5 minutos, lavadas com PBS e diluidas de modo a obter uma

concentragdo de 5x10* células/ml. Num eppendorf homogeneizaram-se as suspenses celulares obtidas com a
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solugdo de agarose e colocaram-se cerca de 500 ml sobre as laminas ja revestidas.

Apds a solidificagdo da segunda camada de agarose, colocaram-se as liminas em solugao de lise
constituida por NaCl na concentragdo de 2,5 M, EDTA na concentragio de 100 mM, Trizma Base na
concentragio de 10 mM, Triton X-100 na concentragdo de 1% e DMSO na concentragio de [0%, a
temperatura de 4°C, durante a noite, para promover a degradagdo dos organelos celulares. No final deste
periodo as laminas foram colocadas em tampao de eletroforese, constituido por NaOH na concentragao de
300 mM e de EDTA na concentragago de | mM, com pH>I3, durante uma hora, para que as células
adquirissem caracteristicas alcalinas. Em seguida foi realizada a eletroforese utilizando uma tensao de 25 V e
uma corrente de 600 mA durante |5 minutos & temperatura ambiente. As laminas foram depois submetidas
a uma solugdo de neutralizagdo constituida por Trizma Base na concentragao de 0,4 M, com pH de 7.5 e
coradas com brometo de etideo na concentragdo de 20 pg/mL. Estas [aminas assim tratadas foram deixadas
a secar durante alguns minutos.

As observagdes foram realizadas num microscopio Motic AE31 equipado com sistema de epifluorescéncia
Motic AE3I EF-INV-II. As imagens foram adquiridas em camara Moticam 5000 Cooled acoplada a computador
dedicado com o software Motic Images Advanced 3.2 de forma a obter no minimo [00 exemplares de
cometas para cada condigao de tratamento.

Em todas as imagens adquiridas, os cometas foram processados com o soffware CometScore™ .5 (TriTek
Corp.), que analisa cada cometa individualmente para parametros como o comprimento da cauda, a drea da
cauda, a percentagem de DNA na cauda e o momento da cauda. O pardmetro de interesse neste estudo foi
0 momento da cauda que representa o produto do comprimento da cauda com a percentagem de DNA na

cauda.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com recurso a0 software IBM® SPSS® Statistics versdo 20. Na analise
descritiva foram determinados valores de tendéncia central, dispersao e localizagao. Os resultados das
variaveis quantitativas foram expressos ao longo do texto sob a forma de média % desvio-padrao.

Os resultados obtidos relativamente a atividade metabdlica para a linha celular ECC-1 submetidas ao
tratamento com ciclofosfamida, carboplatina, doxorrubicina e padlitaxel, foram analisados e processados no
programa  OriginPro (Originlab Corporation, Northampton, EUA), versio 8.0 e ajustados a uma curva
sigmoide de acordo com a Equagdo 11,

100

AM = 1+ e(logxo—log C)Xp

Equagao |1
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onde A/ representa a atividade metabolica, (' a concentragao, p o declive da regiao central da sigmoide e
Xo 0 ICs. Foram obtidos os intervalos de confianga a 95% para o IG5y a partir dos pardmetros obtidos
pelo ajuste da curva (log xqe respetivo erro padrdo). Os parametros que definem as curvas de dose-
resposta referentes aos resultados da atividade metabdlica foram comparados utilizando o teste ANOVA de
um factor. Seguidamente foram realizadas comparagdes multiplas entre os pares de grupos experimentais.

As comparagdes entre as populagdes celulares, para a atividade metabolica, para a sobrevivéncia celular e
para as vias de morte celular, foram obtidas segundo o teste ANOVA de um fator nos casos em que se
verificou distribuicdo normal e homogeneidade das varidncias e segundo o teste de Kruskal-Wallis no caso
contrério. Seguidamente foram realizadas comparagdes mdltiplas entre os pares de grupos experimentais.

Para os resultados obtidos nos estudos de western blot, relativos a andlise da expressao da P53 e da
caspase 3, as comparagdes foram realizadas com o teste t-student para uma média e utilizado o valor de
normalizagao |.

No ensaio cometa a comparagao entre condiges foi realizada com o teste de Kruskal-Wallis uma vez que
a distribuigao dos valores é assimétrica com cauda a direita. Foram realizadas comparagoes mdltiplas entre
0s pares de grupos experimentais.

Todas as comparagoes miltiplas foram corrigidas segundo o método de Bonferroni e foi considerado um

valor de significincia de 5% para todas as comparagoes.

RESPOSTA AOS CITOSTATICOS
Resultados

Atividade metaboélica

Os estudos de citotoxicidade avaliaram o efeito na atividade metabolica dos citostaticos ciclofosfamida,
doxorrubicina, carboplatina e paclitaxel na linha celular ECCI. Nos casos em que os pontos experimentais
permitiram, os resultados do ensaio do MTT foram ajustados ao modelo sigmoidal de dose-resposta, com
vista a extrapolar o valor do 1Csy, correspondente ao ponto médio da curva.

A atividade metabolica em resposta a ciclofosfamida apds 24, 48 e 72 horas de incubagdo esta

representada na Figura 52. A atividade metabdlica das culturas da linha celular de ECC-1 submetidas a
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cidofosfamida na concentragao de 7,7 uM foi de 100,60+7,70% as 24 horas, 90,74+10,49% as 48 horas
e 93,17£8,44% as 712 horas. Assim, neste caso nao foi possivel estabelecer curvas de dose resposta e

verificou-se que o ICs; correspondia a uma concentragao superior a concentragdo maxima testada de
1,7 pM.

] 24 horas
—1
s 0= T l_-.-_—'l‘— O 48 horas
S Bl [] 72 horas
= 50
E

0- S NN E— S | S ) E— S | NN | S—

SuM TuM 1,7uM

Figura 52: Atividade metabélica da linha celular ECC-I apés tratamento com ciclofosfamida na concentragao de 5 M, de 7 pM,
e de 7,7 pM. Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrdo em nove ensaios. Nao se observaram diferengas
significativas entre as condigdes.

A atividade metabolica das culturas da linha celular ECC-1 apés o tratamento com doxorrubicina esta
representada na Figura 53, onde se podem observar as curvas dose-resposta obtidas para as 24, as 48 e as
12 horas de incubagdo. Verificou-se que o tratamento levou a diminui¢do da atividade metabolica de forma
dependente da concentragdo do farmaco e do tempo de incubagdo. A partir das curvas de dose-resposta foi
possivel calcular os valores de 1Cs; que corresponderam a 7,3 M, a 287 nM e a 47 nM, respetivamente,
para as 24, as 48 e as 72 horas.

No que respeita a carboplatina, os graficos representativos da atividade metabolica apds 24 e 48 horas
de incubago estao representados na Figura 54-A. Nao foi possivel fazer o ajuste dos resultados obtidos para
estes tempos ao modelo matematico sigmoidal de dose-resposta e constatou-se que o valor do IG5, €
superior a0 valor da concentragdo maxima testada, neste caso 500 M. Para esta concentragao (500 pM) a
atividade metabolica foi de 114,72+2,60% as 24 horas e de 93,88+9,32% as 48 horas. Para as 72 horas,
foi possivel determinar a curva dose-resposta, representada na Figura 54-B, e obter o valor de ICs

correspondente a 365 pM.
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Figura 53: Atividade metabélica da linha celular ECC-I apés 24, 48 e 72 horas de incubagdo com doxorrubicina. Os valores
apresentados exprimem a média e o desvio padrao de pelo menos nove ensaios. Os pontos experimentais foram ajustados a um

modelo sigmoidal de dose-resposta, tendo-se obtido um coeficiente de determinagdo (r2) de 0,988 para as 24 horas, de 0,995
para as 48 horas e de 0,987 para as 72 horas.
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Figura 54: Atividade metabdlica da linha celular ECC-1 apés o tratamento com carboplatina. A) Atividade metabolica apés o
tratamento com carboplatina nas concentragoes de 200 M, de 250 pM e de 500 pM durante 24 e 48 horas de incubagdo. Os
valores apresentados exprimem a média e o erro padrao de pelo menos nove ensaios. B) Curva de dose-resposta para as
12 horas de incubagdo com carboplatina. Os valores apresentados exprimem a média e o desvio padrdo de pelo menos nove
ensaios. Os pontos experimentais obtidos para as 72 horas foram ajustados a um modelo sigmoidal de dose/resposta, tendo-se
obtido um coeficiente de determinagdo (r)) de 0,996 para as 72 horas.

A atividade metabolica foi avaliada apds incubagao com paclitaxel durante os mesmos tempos, conforme
representada na Figura 55. O valor do ICsy para as 24 horas foi de 87,1 nM, para as 48 horas foi de
5,6 nM e para as 72 horas de 884,0 pM.
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Figura 55: Atividade metabdlica linha celular ECC-1 apos 24, 48 e 72 horas de incubagdo com paclitaxel. Os valores
apresentados exprimem a média e o desvio padrao de pelo menos nove ensaios. Os pontos experimentais foram ajustados a um

modelo sigmoidal de dose/resposta, tendo-se obtido um coeficiente de determinagao (r2) de 0,936 para as 24 horas, de 0,980
para as 48 horas e de 0,998 para as 72 horas.

Os valores de ICs; e respetivos intervalos de confianga a 95% para os farmacos ciclofosfamida,

doxorrubicina, carboplatina e paclitaxel obtidos apds 24, 48 e 72 horas de incubagdo estdo sistematizado na
Tabela 9.

Tabela 9: ICso e respetivos intervalos de confianga a 95% da ciclofosfamida, carboplatina e paclitaxel na linha celular ECC-1 apds
24, 48 e 12 horas de incubacao.

Ciclofosfamida Doxorrubicina (arboplatina Paclitaxel
24 horas >T,TuM 1,3[6,5; 8,1TuM >500M 87,1[50,2; 151,1]nM
48 horas >1,TuM 287,0[246; 336]nM >500M 5,6[2,0; 15,5]nM
12 horas >1,TuM 47[34; 64]nM 365[188; 302]uM 884,0[686,5; 1138,4]pM

0 efeito da ciclofosfamida na concentragao de 7,7 UM na atividade metabdlica das populagdes de
derivadas aderentes GI, G2 e G3 foi também avaliada, em comparagao com a linha celular parental ECC-1 e
os resultados estdo representados na Figura 56. Apds 24 horas de incubagdo a atividade metabolica das
ECC-1 foi de 100,60+7,70%, enquanto das Gl foi de 100,93%9,98%, das G2 foi de 97,20+11,91% e das
G3 foi de 97,96+8,90%. Apos 48 horas de incubagdo, a atividade metabdlica das ECC-I foi de
90,74%10,49%, enquanto das Gl foi de 102,27+10,30%, das G2 foi de 97,78+5,73% e das G3 foi de
100,62+8,19%. Apos 72 horas de incubagdo, a atividade metabélica das ECC-1 foi de 93,17+8,44%, das

183



CELULAS ESTAMINAIS DO CANCRO DO ENDOMETRIO

Gl foi de 93,04+8,42%, das G2 foi de 92,67+6,55% e das G3 foi de 100,39+10,59%. Nao se
observaram portanto atividades metabolicas significativamente diferentes entre as populagdes estudadas.
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Figura 56: Atividade metabdlica da linha celular ECC-1, das GI, das G2 e das G3 apds incubagdo com ciclofosfamida na
concentragao de 7,7 pM durante 24, 48 e T2 horas. Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrao de pelo
menos nove ensaios. Nao se observaram diferencas significativas entre as populagdes.

A atividade metabolica das células da linha celular ECC-1 e das derivadas aderentes Gl, G2 e G3 apos
incubagdo com a carboplatina na concentragao de 200 pM e de 500 UM esta representada na Figura 57.
Para a concentragao de 200 pM, apds 24 horas de incubagdo, a atividade metabélica das ECCI foi de
103,05%6,63%, enquanto das Gl foi de 88,85%5,61%, das G2 foi de 88,15+7,78% e das G3 foi de
87,07£14,55%. Apds 48 horas de incubagdo, a atividade metabolica das GI foi de 43,43+18,20%
(p<0,001), das G2 foi de 52,72%9,92% (p=0,001) e das G3 foi de 53,25+17,66% (p=0,001), inferiores
a atividade das ECC-I que apresentou um valor de 98,09%5,15%. Apés 72 horas de incubagdo, a atividade
metabélica das GI for de 1,56%1,02%, (p<0,001), das G2 foi de 3,10+ 1,49% (p<0,001) e das G3 foi de
3,40£1,96% (p<0,001), inferiores a atividade das ECC-I que apresentou um valor de 49,90%10,34%. Para
a concentragdo de 500 pM, apés 24 horas de incubagdo, a atividade metabdlica das ECC-I foi de
[13,42£2,60%, das Gl foi de 83,60+1515%, das G2 foi de 73,51%13,97% e das G3 foi de
83,53%12,43%. Apos 48 horas de incubacao, a atividade metabdlica das Gl foi de 13,79+3,25%
(p<0,001), das G2 foi de 13,49%10,73% (p=0,002) e das G3 foi de 20,24%8,45% (p<<0,001), inferiores
as atividade das ECC-1 que apresentou um valor de 93,88+9,32%. Apés 72 horas de incubagdo, a atividade
metabélica das GI foi de 0,74+0,43% (p<0,001), das G2 foi de 0,91£0,55% (p<<0,001) e das G3 foi de
1,46%1,21% (p<0,001), inferior a atividade de ECC-I correspondente a 22,69%1,9%.

A atividade metabdlica da linha celular ECC-1 e das derivadas aderentes GI, G2 e G3 apds incubagao
com a doxorrubicina nas concentragdes de 50 nM, de 300 nM e de 7,3 pM estd descrita na Figura 58.
Para a concentragdo de 50 nM, apds 24 horas de incubagao, a atividade metabdlica das ECC-I foi de
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90,68+3,99%, das Gl foi de 98,89%12,23%, das G2 foi de 93,06+7,87% e das G3 foi de
93,52+15,58%. Apds 48 horas de incubagdo, a atividade metabélica das ECC-1 foi de 72,12+8,93%, das
Gl foi de 83,011559%, das G2 foi de 81,20+9,81% e das G3 foi de 88,43%8,27%. Apds 72 horas de
incubagdo, a atividade metabdlica das ECC-1 foi de 44,57+27,59%, das Gl foi de 75,13%10,45%, das G2
foi de 68,97+11,72% e das G3 foi de 68,61%1597%. Para a concentragao de 300 nM, apés 24 horas de
incubagdo, a atividade metabdlica das ECC-1 foi de 81,12%5,14%, das GI foi de 85,33%14,63%, das G2
foi de 86,14+9,19% e das G3 foi de 85,62+ 14,79%. Apos 48 horas de incubagao, a atividade metabdlica
das ECC-1 foi de 48,33+6,49%, das Gl foi de 66,001597%, das G2 foi de 64,10+8,64% e das G3 foi
de 59,45%11,46%. Apds 72 horas de incubagdo, a atividade metabdlica das ECC-1 foi de 15,54%11,50%,
das Gl foi de 23,73%13,64%, das G2 foi de 29,04+10,09% e das G3 foi de 34,53+10,00%. Para a
concentragao de 7,3 pM, apos 24 horas de incubagdo, a atividade metabdlica das G2 foi de 71,37%13,72%
(p=0,017), superior a das ECC-I com um valor de 50,01%5,15%.
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Figura 57: Atividade metabdlica da linha celular ECC-1, das GI, das G2 e das G3 apds incubagdo com carboplatina na
concentragdo de 200 uM (grafico superior) e de 500 pM (grafico inferior) durante 24, 48 e 72 horas Os valores apresentados
exprimem a média e o erro padrao de pelo menos seis ensaios. A significdncia estatistica estd representada com ** para
p<0,01 e com *** para p <0,001.

A atividade metabolica das Gl foi de 74,83+ 11,43% e das G3 foi de 69,11%17,83%. Apos 48 horas de
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incubagdo, a atividade metabdlica das G foi de 42,26%16,70% (p=0,005) e das G2 foi de 27,42%+10,90%
(p<0,001), superiores a atividade de ECC-1 com um valor de 13,26%2,95%. A atividade metabdlica das G3
foi de 23,47%10,89%. Apds 72 horas de incubagdo, a atividade metabélica das GI foi de 18,07%10,84%,
superior a das ECC-1 que foi de 1,31%1,27% (p=0,029) e a das G3 que foi de 3,06+1,35% (p=0,036).
A atividade metabolica das G2 foi de 12,78+4,36%.
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Figura 58: Atividade metabélica da linha celular ECC-1, das GI, das G2 e das G3 apés incubagdo com doxorrubicina na
concentragdo de 50 nM (grafico superior), de 300 nM (grifico do meio) e de 7,3 pM (grafico inferior) durante 24, 48 e 72
horas Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrdo de pelo menos seis ensaios. A significincia estatistica esta
representada com * para p <0,05, com ** para p <0,01 e com *** para p <0,001.

A atividade metabdlica das células parentais ECC-1 e das derivadas aderentes GI, G2 e G3 apos
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incubagdo com paclitaxel na concentragao de 300 nM, de 600 nM e de I,2 M, esta descrita na Figura 59.
Para a concentragdo de 300 nM, apds 24 horas de incubagdo, a atividade metabdlica das ECC-1 foi de
31,98+5.87%, das Gl foi de 82,43%12,72%, das G2 foi de 55,63+8,25% e das G3 foi de
19,13£18,72%.
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Figura 59: Atividade metabolica da linha celular ECC-I, das GI, das G2 e das G3 apds incubagdo com paclitaxel na
concentragdo de 300 nM (grafico superior), de 600 nM (grafico do meio) e de 1,2 uM (grafico inferior) durante 24, 48 e 72
horas. Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrao de pelo menos seis ensaios. A significancia estatistica esta
representada com * para p <0,05, com ** para p <0,01 e com *** para p <0,001.

Apos 48 horas de incubagao, a atividade metabdlica das Gl foi de 40,63+2,98%, superior a atividade
das ECC-1 que foi de 12,44£591% (p<0,001), das G2 que foi de 19,29+8,50% (p=0,006) e das G3 que
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foi de 20,64%6,53% (p=0,004). Apés 72 horas de incubagdo, a atividade metabdlica das GI foi de
23,24%17,61% (p<0,001), das G2 foi de 9,19%2,73% (p<<0,001) e das G3 foi de 7,94%2,51% (p<0,001),
superior & atividade das ECC-1 com um valor de 0,36+0,24%. Para a concentragao para 600 nM, apds 24
horas de incubagdo, a atividade metabdlica das G3 foi de 76,61%12,44% (p=0,036), superior a atividade
das ECC-1 com um valor de 23,55+4,84%. A atividade metabolica das Gl foi de 71,84%15,55% e das G2
foi de 70,19%12,42%. Apds 48 horas de incubagdo, a atividade metabolica para GI foi de 40,70+4,07%,
superior a atividade das ECC-I com um valor de 9,18+531% (p<0,001), das G2 com um valor de
18,69£6,26% (p=0,012) e das G3 com um valor de 19,71£507% (p=0,014). Apds 72 horas de
incubagdo, a atividade metabdlica das GI foi de 23,38+6,25% (p<<0,001), das G2 foi de 10,70%2,75%
(p<0,001) e das G3 foi de 8,60+2,72% (p<<0,001), superior a atividade de ECC-1 com um valor de
0,19£0,14%. Para a concentragao de [,2 M, apds 24 horas de incubagdo, a atividade metabolica das Gl
foi de 72,66%15,55% (p=0,048) e das G2 foi de 54,22%5,54% (p=0,002), superior a das ECC-I com um
valor de 16,79%3,95%, A atividade metabdlica das G3 foi de 60,94+ 14,28%. Apos 48 horas de incubagao,
a atividade metabolica para Gl foi de 40,23+8,74% (p=0,034), superior a ECC-1 (6,71%4,67%,), para G2
foi de 9,23%7,76% e para G3 foi de 19,90+7,24%. Apés 72 horas de incubagdo, a atividade metabdlica
das Gl foi de 22,71%6,27% (p<0,001), das G2 foi de 9,61%352% (p<0,001) e das G3 foi de
[1,28+2,89% (p<0,001), superior a atividade das ECC-I com um valor de 0,09+0,08%.

0 efeito da ciclofosfamida na atividade metabdlica das populagdes de esferas ESI, ES2 e ES3, foi também
avaliada em comparagao com a linha celular ECC-1 e os resultados estao representados na Figura 60. Apos
24 horas de incubagao a atividade metabdlica das ECC-1 foi de 106,15%13,15%, das ESI foi de
91,569,910 %, das ES2 foi de 101,80%10,17% e das ES3 foi de 101,79+3,96%. Apds 48 horas de
incubagdo, a atividade metabolica das ECCI foi de 102,76+7,55%, das ESI foi de 95,6612,15%, das ES2
foi de 96,69+9,70% e das ES3 foi de 95,58+7,35%. Apds T2horas de incubacdo, a atividade metabdlica
das ECC-1 foi de 87,78+16,46%, das ESI foi de 107,18+7,38%, das ES2 foi de 101,60+9,96% e das ES3
foi de 105,27+ 14,24%.

A atividade metabolica das esferas ESI, ES2 e ES3 em comparagdo com a linha celular ECC-I apés a
incubagdo com carboplatina nas concentragdes de 200 pM e de 500 pM esta representada na Figura 61.
Para a concentragao de 200 pM, apds 24 horas de incubagdo, a atividade metabdlica das ECC-I foi de
94,64+12,56%, das ESI foi de 92,00%10,39%, das ES2 foi de 91,37£9,42% e das ES3 foi de
92,23+9,55%. Apos 48 horas de incubagdo, a atividade metabolica das ECC-1 foi de 95,09+4,94%, das
ESI foi de 81,47+16,29%, das ES2 foi de 84,21%12,91% e das ES3 foi 85,12416,50%. Apds 72 horas de
incubagdo, a atividade metabolica das ECC-1 foi de 52,12%18,8%, das ESI foi de 32,30+9,21%, das ES2
foi de 35,48+9,70% e das ES3 foi de 35,67+19,79%.
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Figura 60: Atividade metabdlica da linha celular ECC-1, das ESI, das ES2, das ES3 apés incubagao com ciclofosfamida na
concentragao de 7,7 pM durante 24, 48 e 72 horas. Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrdo de pelo
menos seis ensaios. Nao se observaram diferengas significativas entre as populagdes.

200 pM
— 4 I
s 100 .
g
s 50
é
04 U
24 horas
500 pM
= 100
:’ =
g
= 504
E
0_ -
24 horas

48 horas

48 horas

3 el
3 &l
O
B &3

Il

12 horas

il

12 horas

Figura 61: Atividade metabdlica da linha celular ECC-1, das ESI, das ES2, das ES3 apds incubagdo com carboplatina na
concentragdo de 200 pM (grafico superior) e de 500 M (grafico inferior) durante 24, 48 e 72 horas. Os valores apresentados
exprimem a média e o erro padrao de pelo menos seis ensaios. Nao se observaram diferencas significativas entre as populagdes.

Para a concentragao de 500 pM, apés 24 horas de incubagdo, a atividade metabélica das ECC-1 foi de
83,2416,39%, das ESI foi de 80,43+10,67%, das ES2 foi de 88,99+6,77% e das ES3 foi de
81,18+8,59%. Apds 48 horas de incubagdo, a atividade metabolica das ECC-1 foi de 81,29+26,81%, das
ESI foi de 59,14+6,90%, das ES2 foi de 67,55%18,50% e das ES3 foi de 53,50%12,18%. Apds 72 horas
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de incubagdo, a atividade metabdlica das ECC-1 foi de 24,72%11,16%, das ESI foi de 32,04+14,04%, das
ES2 foi de 27,44+10,87% e das ES3 foi de 36,00+ 10,44%.

A atividade metabolica das esferas ESI, ES2 e ES3 em comparagdo com ECC-1 apds incubagao com
doxorrubicina nas concentragoes de 50 nM, de 300 nM e de 7,3 M esta representada na Figura 62. Para a
concentragao de 50 nM, apés 24 horas de incubagdo, a atividade metabdlica das ECC-1 foi de
92,26+10,38%, das ESI foi de 102,31%3,71%, das ES2 foi de 98,78+10,94% e das ES3 foi de
100,31%6,79%. Apos 48 horas de incubagdo, a atividade metabolica das ESI for de 99,33+4,15%
(p<0,046), das ES2 foi de 104,06+4,56% (p=0,001) e das ES3 foi de 101,84+7,60% (p=0,004),
superior a atividade das ECC-1, que apresentou um valor de 76,72%10,87%. Apds 72 horas de incubagdo, a
atividade metabdlica das ESI foi de 91,53%11,96% (p=0,001), das ES2 foi de 92,72+ 11,92% (p=0,001),
e das ES3 foi de 86,12+12,54% (p=0,005), superior a atividade das ECC-1 que apresentou um valor de
62,65+7,37%. Para a concentragao de 300 nM, apds 24 horas de incubagao, a atividade metabolica das
ESI foi de 103,63+5,08% (p<0,001), das ES2 foi de 99,26+11,79% (p=0,001) e das ES3 foi de
102,10£3,14% (p=0,005), superior a atividade das ECC-1, que apresentou um valor de 81,42%6,64%.
Apos 48 horas de incubagdo, a atividade metabdlica das ESI foi de 98,54+4,02% (p=0,007) e das ES2 foi
de 98,28+6,83% (p=0,011), superior & atividade das ECC-I, que apresentou um valor de 59,45%15,91%.
A atividade metabdlica das ES3 foi de 96,00+8,36%. Apés 72 horas de incubagdo, a atividade metabélica
das ESI foi de 86,88+27,36% (p<<0,001), das ES2 foi de 83,09%11,50% (p<<0,001) e das ES3 foi de
80,74£15,75% (p<0,001), superior a atividade das ECC-1, que apresentou um valor de 19,70+ 14,43%.
Para a concentragdo de 7,3 pM, apos 24 horas de incubacdo, a atividade metabolica das ESI foi de
91,80+8,82% (p=0,001), das ES2 foi de 92,61%10,57% (p<0,001) e das ES3 foi de 98,17+5,44%
(p<0,001), superior a atividade das ECC-1 que apresentou um valor de 49,59+18,99%. Apds 48 horas de
incubagdo, a atividade metabdlica das ESI foi de 75,53+11,29% (p=0,012), das ES2 foi de 80,10+17,63%
(p=0,009) e das ES3 foi de 80,95%8,95% (p=0,003), superior & atividade das ECC-1 que apresentou um
valor de 15,60£4,89%. Apds 72 horas de incubagao, a atividade metabdlica das ESI foi de 45,6+12,48%
(p=0,013), das ES2 foi de 5431%13,75% (p=0,005) e das ES3 foi de 60,09+18,41% (p=0,001),
superior a atividade das ECC-I que apresentou um valor de 0,46%1,15%.

A atividade metabolica das esferas ESI, ES2 e ES3 em comparagao com ECC-I apés a incubagao com
paclitaxel nas concentragdes de 300 nM, de 600 nM e de I,2 M estd representada na Figura 63. Para a
concentragao de 300 nM, apos 24 horas de incubagdo, a atividade metabolica das ES| foi de
90,70+11,89 % (p=0,022), das ES2 foi de 93,05+6,68% (p=0,002) e das ES3 foi de 93,96%8,13%
(p=0,001), superior a atividade das ECC-I que apresentou um valor de 57,81%8,56%. Apos 48 horas de
incubagdo, a atividade metabdlica das ESI foi de 93,84+6,28% (p=0,004), das ES2 foi de 90,77+1537%
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(p=0,001) e das ES3 foi de 91,51%12,53% (p=0,005), superiores a atividade das ECC-1 que apresentou
um valor de 14,39+16,29%.
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Figura 62: Atividade metabélica da linha celular ECC-1, das ESI, das ES2, das ES3 apds incubagdo com doxorrubicina na
concentragao de 50 nM (grafico superior), de 300 nM (grafico do meio) e de 7,3 uM (grafico inferior) durante 24, 48 e 72
horas. Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrao de pelo menos seis ensaios. A significancia estatistica esta
representada com * para p <0,05, com ** para p <0,01 e com *** para p <0,001.

Apds 72 horas de incubagdo, a atividade metabolica das ESI foi de 80,24+9,66% (p<0,001), das ES2
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foi de 72,87%1557% (p<0,001) e das ES3 foi de 82,39+11,26% (p<<0,001), superior a atividade das
ECC-1 que apresentou um valor de 18,08 14,69%.

300 nM

*% *% *%k%k
r T ] r | 3 Eccl
P f ' ' ' 3 &
— d & [z 55
< = T T O 2
2 | s
g
< 50
E
JUULE oUbE O
24 horas 48 horas 12 horas
600 nM
By ey
—k PR S —3k
*
< o] #5 X ~—
= ~ T
< 45 i
E
= 50+
g
JULLE DUdE _
24 horas 48 horas 12 horas
12 pM
I K 1 I C.x.3 1 T Xk 1
3 —iE— i
= 1004 & faa rEa
<
~ T
E
= 50
o) UL g _
24 horas 48 horas 12 horas

Figura 63: Atividade metabolica da linha celular ECC-1, das ESI, das ES2, das ES3 apds incubagdo com paclitaxel na
concentragdo de 300 nM (grafico superior), de 600 nM (grafico do meio) e de 1,2 uM (grafico inferior) durante 24, 48 e 72
horas. Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrao de pelo menos seis ensaios. A significancia estatistica esta
representada com * para p <0,05, com™ para p <0,01 e com *** para p <0,001.

Para a concentragao de 600 nM, apds 24 horas de incubacdo, a atividade metabolica das ESI foi de
88,08+12,79% (p=0,006), das ES2 foi de 89,24%10,49% (p=0,001) e das ES3 foi de 89,38+8,76%
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(p=0,003), superior a atividade das ECC-1 que apresentou um valor de 37,41+27,53%. Apos 48 horas de
incubagdo, a atividade metabdlica das ESI foi de 83,26+8,74% (p=0,046), das ES2 foi de 91,09%13,72%
(p=0,001) e das ES3 foi de 8593+6,83% (p=0,018), superior a atividade das ECC-1 que apresentou
valores de 12,41+581%. Apés 72 horas de incubagdo, a atividade metabolica das ESI foi de
10,76+11,06% (p=0,027), das ES2 foi de 76,84+7,06% (p=0,005) e das ES3 foi de 76,79%18,36%
(p=0,009), superior a atividade das ECC-1 que apresentou um valor de 0,22+0,54%. Para a concentragao
de 1,2 pM, apds 24 horas de incubagao, a atividade metabolica das ESI foi 86,58+ 15,97% (p=0,006), das
ES2 foi de 81,538,22% (p=0,001) e das ES3 foi de 84,54%5,93% (p=0,003), superior a atividade das
ECCI que apresentou um valor de 31,25+28,05%. Apés 48 horas de incubagdo, a atividade metabélica das
ESI foi de 81,89+9,56% (p=0,008), das ES2 foi de 83,63%8,10% (p=0,005 e das ES3 foi de
84,56+7,88% (p=0,003), superior a atividade das ECC-1 que apresentou um valor de 12,40+3,78%. Apés
12 horas de incubagdo, a atividade metabdlica das ESI foi de 71,75+14,41% (p=0,021), das ES2 foi de
68,74£18,99% (p=0,008) e das ES3 foi de 74,57+8,23% (p=0,007), superior a atividade das ECC-I que
apresentou um valor de 0,45+ 1,21%.

0 efeito dos citostaticos na atividade metabdlica da linha celular ECC-I foi avaliado com recurso aos
ensaios do MTT e do Alamar Blué® e verificou-se a auséncia de diferencas significativas entre os resultados

obtidos por estas metodologias, conforme descrito na Figura 64.
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Figura 64: Atividade metabdlica da linha celular ECC-1, comparando o ensaio do MTT e o ensaio do Alamar Blué® apés
incubagdo com ciclofosfamida na concentrag@o de 7,7 pM, doxorrubicina na concentragdo de 50 nM, de 300 nM e de 7,3 pM
carboplatina na concentragao de 200 pM e de 500 pM e padlitaxel na concentragao de 300 nM, 600 nM e 1,2 uM as 24, 48
e 72 horas. Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrdo de pelo menos seis ensaios. Nao se observaram
diferengas significativas entre os dois ensaios.
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Sobrevivéncia celular

0 fator de sobrevivéncia da linha celular ECC-1, das esferas ESI e das células derivadas aderentes Gl
apds o tratamento com a ciclofosfamida foi inferior @ de culturas celulares controlo, com valores de
0,49+0,21 (p<0,001), de 0,65%0,23 (p=0,003) e de 0,48+0,28 (p<0,001), respetivamente, como se

pode observar na Figura 65.
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Figura 65: Sobrevivéncia da linha celular ECC-1, das ESI e das GI apds o tratamento com ciclofosfamida na concentragao de
1,1 pM. Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrao de pelo menos oito ensaios. A significncia estatistica esta
representada com ** para p <0,01 e com *** para p <0,001.

0 fator de sobrevivéncia para as células ECC-1, as esferas ESI e derivadas aderentes Gl apés o
tratamento com doxorrubicina nas concentragdo de 50 nM, de 300 nM e de 7,3 pM foi inferior a das

respetivas culturas celulares controlo (p<0,001), conforme representado na Figura 66.
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Figura 66: Sobrevivéncia da linha celular ECC-I, das esferas ESI e das derivadas aderentes Gl apds o tratamento com
doxorrubicina nas concentragdes de 50 nM, de 300 nM e de 7,3 pM. Os valores apresentados exprimem a média e o erro
padrdo de pelo menos sete ensaios. A significncia estatistica esta representada com *** para p <0,001.
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0 fator de sobrevivéncia apds o tratamento com a menor concentragdo (50nM) foi de 1,8x10°+7,4 xI0*
para as ECC-1, de 8,6x10°+6,1 x10° para as ESI e de 4,3 x10°%4,Ix10° para as GI. O tratamento com
a concentragao de 300 nM resultou num fator de sobrevivéncia de [,8x10-4+9,7x10° para as ECCI, de
3,x10'£2,9x 10" para as ESI e del 4xI10*£7,9x10° para as GI. O tratamento com a concentragdo de
1,3 uM resultou num fator de sobrevivéncia de 6,7x10°£2,8x10° para as ECCI, de 8,9x10°£45 xI0°
para as ESI e de 6,7x10°+4,3x10” para as GI.

0 fator de sobrevivéncia para as células ECC-I, as esferas ESI e derivadas aderentes Gl apos o
tratamento com a carboplatina nas concentragoes de 200 pM e de 500 M foi sempre inferior ao das
culturas celulares controlo (p<0,001), como representado na Figura 67. No tratamento com a concentragao
de 200 pM, a sobrevivéncia foi de 9,2x10°+53x10° para as ECCI, de 6,5x10°+5,0x10° para as ESI e
de 44x10°+2,4x10° para as Gl. O tratamento com a concentragio de 500 M resultou numa
sobrevivéncia de  9,2x10°6,6x10° para as ECC-I, de 7,6x10°£54x10° para as ESI e de
6,2x10°£2,2x10° para as Gl.
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Figura 67: Sobrevivéncia da linha celular ECC-I, das esferas ESI e das derivadas aderentes Gl apds o tratamento com
carboplatina nas concentrages de 200 M e de 500 pM. Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrdo de pelo
menos nove ensaios. A significincia estatistica esta representada com *** para p <0,001.

0 fator de sobrevivéncia para as células ECC-1, as esferas ESI e derivadas aderentes GI apés o
tratamento com paditaxel nas concentragdes de 300 nM e de 600 nM foi sempre inferior ao das culturas
celulares controlo (p<<0,001), conforme representado na Figura 68. O tratamento com a concentragao de
300 nM resultou numa sobrevivéncia de 2,8x10~°+1,6x10° para as ECC-1, de 2,9x10'%1,4x10* para as ES|
e de 1,0x10*+9,2x10° para as Gl. O tratamento com a concentragdo de 600 nM resultou numa
sobrevivéncia de 3,8x10°+2,9x10° para as ECC-I, de 2,9x10+1,5x10* para as ESI e de
1,0x10£8,9x10° para as Gl. A sobrevivéncia das ESI foi superior & das ECC-1 (p<0,001) e & das Gl
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(p=0,021) apos o tratamento com a concentragao de 300 nM. No caso do tratamento com a concentragao
de 600 nM observou-se um resultado semelhante em que a sobrevivéncia das ESI foi superior a das ECC-I
(p<0,001) e a das GI (p=0,029).
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Figura 68: Sobrevivéncia da linha celular ECC-1, das esferas ESI e das derivadas aderentes Gl apds o tratamento com paclitaxel
na concentragao de 300 nM e de 600 nM. Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrao de pelo menos oito
ensaios. A significancia estatistica esta representada com * para p <0,05 e com *** para p <0,001.

Morte celular

A avaliagdo das vias de morte nas populagoes ECC-1, ESI e Gl submetidas ao tratamento com
carboplatina na concentragao de 500 pM e com paclitaxel na concentragdo de 300 nM esta representada na
Figura 69, na Figura 70 e na Figura 71, respetivamente.

Na linha celular ECC-1 ndo submetida a tratamento, a populagdo de células vivas foi de 86,92+4,50%,
de células em apoptose foi de 7,34+3,90%, de células em apoptose tardia/necrose foi de 0,76+1,96% e
de células em necrose foi de 4,99+4,16%. Com o tratamento com carboplatina na concentragao de
500 pM, a populagdo de células vivas foi inferior @ da populagio controlo, com um valor de
66,86+16,61% (p<0,001). De forma concomitante, verificou-se que a populagao de células em apoptose foi
superior a das células do controlo com um valor de 23,11+11,43% (p<0,001). No que respeita as
populagdes em morte por apoptose tardia/necrose e por necrose verificaram-se valores de 2,68+4,48% e de
1,34+9,52%, respetivamente. Com o tratamento com paclitaxel na concentragao de 300 nM, a populagao de
células vivas foi inferior a da populagao controlo, com um valor de 62,2%17,76% (p<0,001). De forma
concomitante, verificou-se que a populagao de células em apoptose foi superior a das culturas celulares
controlo com um valor de 18,20%8,20% (p<0,001). No que respeita as populagdes em morte por apoptose

tardia/necrose e por necrose verificaram-se valores de 1,16+2,77% e 18,45%21,19%, respetivamente.
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Figura 69: Tipos de morte celular nas células ECC-1 apds 24 horas de tratamento com carboplatina na concentragdo de 500 pM
e com paclitaxel na concentragao de 300 nM. A figura (A) corresponde a imagens exemplificativas das obtidas no estudo das
vias de morte. Na coluna da esquerda estd representada a azul a marcagdo nuclear com DAPI, a segunda coluna mostra a
coloragdo verde que corresponde a anexina V, a terceira coluna mostra a coloragdo vermelha que corresponde @ marcagao com
iodeto de propideo e a quarta coluna mostra a sobreposicao das 3 imagens anteriores. O grafico (B) mostra os resultados que
estdo representados na forma de percentagem de células vivas, em apoptose, em apoptose tardia/necrose e em necrose. Os
valores apresentados exprimem a média e o erro padrdo de trés ensaios. A significincia estatistica esta representada com * para
p <0,05 e com *** para p <0,001.

Nas esferas ES| nao submetidas a tratamento, a populagao de células vivas foi de 92,37%6,10%, de
células em apoptose foi de 6,65%6,65%, de células em apoptose tardia/necrose foi de 0,00%0,00% e de
células em necrose foi de 0,99+2,65%.
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Figura 70: Tipos de morte celular nas células ESI apds 24 horas de tratamento com carboplatina na concentragdo de 500 pM e
com paclitaxel na concentragdo de 300 nM. A figura (A) corresponde a imagens exemplificativas das obtidas no estudo das vias
de morte. Na coluna da esquerda esta representada a azul a marcagdo nuclear com DAPI, a segunda coluna mostra a coloragao
verde que corresponde a anexina V, a terceira coluna mostra a coloragdo vermelha que corresponde a marcagao com iodeto de
propideo e a quarta coluna mostra a sobreposicao das 3 imagens anteriores. O grafico (B) mostra os resultados que estao
representados na forma de percentagem de células vivas, em apoptose, em apoptose tardia/necrose e em necrose. Os valores
apresentados exprimem a média e o erro padrao de trés ensaios. A significincia estatistica estd representada com
p <0,05 e com ** para p <0,01.

*

para

Com o tratamento com carboplatina na concentragdo de 500 pM, a populaggo de células vivas foi
inferior a da populagdo controlo, com um valor de 84,73+5,59% (p=0,006). De forma concomitante,
verificou-se que a populagdo de células em apoptose e em apoptose/necrose foi de 8,26%5,59% e de
0,35%1,02%, respetivamente. A populagao de células em necrose foi superior a das células do controlo com
um valor de 6,65+7,96% (p=0,014). Com o tratamento com paclitaxel na concentragdgo 300 nM, a
populagdo de células vivas foi inferior ao controlo, com um valor de 86,05+6,17% (p=0,027), inferior ao
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controlo. A morte por apoptose, apoptose tardia/necrose e necrose foi de 10,36%6,13%, de 0,23%0,93% e
de 3,38+5,86%, respetivamente.
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Figura 71: Tipos de morte celular nas células GI apos 24 horas de tratamento com carboplatina na concentragdo de 500 pM e
com paditaxel na concentragdo de 300 nM. A figura (A) corresponde a imagens exemplificativas das obtidas no estudo das vias
de morte. Na coluna da esquerda estd representada a azul a marcagao nuclear com DAPI, a segunda coluna mostra a coloragao
verde que corresponde a anexina V, a terceira coluna mostra a coloragdo vermelha que corresponde a marcagao com iodeto de
propideo e a quarta coluna mostra a sobreposicao das 3 imagens anteriores. O grafico (B) mostra os resultados que estao
representados na forma de percentagem de células vivas, em apoptose, em apoptose tardia/necrose e em necrose. Os valores
apresentados exprimem a média e o erro padrao de trés ensaios. A significincia estatistica estd representada com * para
p <0,05 e com ** para p <0,01.

Nas células Gl n3o submetida a tratamento, a populagdo de células vivas foi de 91,22+8,57 %, de
células em apoptose foi de 7,30%5,79%, de células em apoptose tardia/necrose foi de 0,00%0,00% e de

células em necrose foi de 1,48+4,44%. Com o tratamento com carboplatina na concentragao de 500 uM, a
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populagao de células vivas foi inferior a da populagdo controlo, com um valor de 77,52%10,85%
(p=0,003). De forma concomitante, verificou-se que a populagdo de células em apoptose e em
apoptose/necrose foi de 10,26£7,99% e de 2,38+4,62%, respetivamente. A populagio de células em
necrose foi superior a das células do controlo com um valor de 9,83%9,35% (p=0,045). Com o tratamento
com paclitaxel na concentragao 300 nM, a viabilidade foi inferior ao controlo, com um valor de
18,59+8,29% (p=0,007). A morte por apoptose, apoptose tardia/necrose foi de 6,33%4,97%, de
232+451%, respetivamente. A populagao de células em necrose foi superior a das células do controlo, com
um valor de 12,76x11,37% (p=0,009).

Considerando o tratamento com carboplatina, a viabilidade celular foi superior na populagao ESI do que
na linha parental ECC-1 (p<0,001) e na populagdo GI nao se verificaram diferengas. A morte por apoptose
foi significativamente inferior na populagao ESI (p=0,001) e na populagio GI (p=0,004). A morte por
apoptose tardia/necrose e necrose nao revelou diferencas entre as linhas celulares. O tratamento com
paclitaxel revelou maior viabilidade na populagao ESI do que na populagao ECC-1 (p<0,001). A morte por
apoptose foi inferior na populagdo Gl comparando com a linha celular ECC-1 (p=0,001), no entanto nas
esferas ESI nao se observaram diferencas. A morte por necrose foi superior na populagao GI do que nas
esferas ESI (p=0,035).

A expressao de P53 foi avaliada apds o tratamento com carboplatina na concentragao de 500 pM e com
paclitaxel na concentragao de 300 nM apos 24 horas de incubagao e os resultados estao representados na
Figura 72. Considerando a linha celular ECC-1 a expressao foi de 1,14+0,24 apés o tratamento com
carboplatina e de 0,81+0,22 para o tratamento com paclitaxel. Para as esferas ES| a expressao foi de
[,43+0,18 para o tratamento com carboplatina, superior & das células ndo submetidas ao tratamento
(p=0,042). A expressao foi de 1,19£0,32 para o tratamento com paditaxel. No caso das células derivadas
aderentes G, a expressao de P53 foi de 1,00+0,28 para o tratamento com carboplatina e de 1,30+0,22
para o tratamento com paclitaxel.

A expressao de caspase 3 foi avaliada apds o tratamento com carboplatina na concentragao de 500 pM e
com paclitaxel na concentragao de 300 nM apds 24 horas de incubagdo, e os resultados estao representados
na Figura 73. Considerando a linha celular ECC-1, a expressdo de caspase 3 foi de 0,98+0,31 apés o
tratamento com carboplatina e de 1,03+0,50 apos o tratamento com paclitaxel. No caso das esferas ESI
verificou-se uma expressao de caspase 3 de 1,27%0,30 para o tratamento com carboplatina e de
1,24£0,38 para o tratamento com paclitaxel. No caso das células derivadas aderentes GI a expressao de
caspase 3 foi de 1,29%0,27 para o tratamento com carboplatina e de 1,36+0,61 para o tratamento com

paclitaxel.
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Figura T2: Expressdo da proteina P53, nas células ECC-1, ESI e GI 24 horas apds tratamento com carboplatina na concentragao
de 500 puM e com padlitaxel na concentragdo de 300 nM. Os resultados sao apresentados sob a forma de razao entre as
intensidades de fluorescéncia da P53 e da actina e os graficos representam a alteragdo relativamente as culturas nao submetidas
a tratamento (razao P53/actina do controlo igual a I). Os valores apresentados exprimem a média e o erro-padrao de pelo
menos quatro ensaios. A significncia estatistica esta representada com * para p <0,05. As imagens constituem um /mmunoblot
ilustrativo da expressao da proteina P53 e da actina para cada uma das condigGes experimentais.
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Figura 73: Expressao da proteina caspase 3, nas células ECC-I, ESI e Gl 24 horas apds tratamento com carboplatina na
concentragao de 500 pM e com paclitaxel na concentragao de 300 nM. Os resultados sao apresentados sob a forma de razao
entre as intensidades de fluorescéncia da caspase 3 e da actina e os graficos representam a alteragdo relativamente s culturas
ndo submetidas a tratamento (razdo caspase 3/actina do controlo igual a I). Os valores apresentados exprimem a média e o
erro-padrdo de pelo menos quatro ensaios. Nao se observaram diferenas significativas entre as populagGes. As imagens
constituem um  /mmunoblot ilustrativo da expressdo da proteina caspase 3 e da actina para cada uma das condigdes

experimentais.
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Danos no DNA

A eletroforese das células em microgel fornece informagdes acerca do estado do DNA. No que diz respeito
a distribuicdo do momento de cauda dos cometas para as condigdes controlo e para os tratamentos com
carboplatina na concentragdo de 500 pM e com paclitaxel na concentragdo de 300 pM verifica-se uma
distribuicdo assimétrica com cauda a direita. A Figura 74 apresenta algumas imagens ilustrativas das
condigdes estudadas. Nao se observaram cometas com o tratamento com carboplatina e foi possivel observar
alguns cometas com o tratamento com paclitaxel, o percentil 90 (P90) das distribuigdes esta descrito na
Tabela 10.

Para a linha celular ECC-1, o momento de cauda n3o apresentou diferencas comparando o tratamento
com carboplatina com as culturas celulares controlo. No entanto observou-se um aumento do momento de
cauda apés o tratamento com paclitaxel (p<0,001). Nas esferas ESI, nao se verificaram alteragdes apos o
tratamento com paclitaxel e com carboplatina. Nas células derivadas aderentes Gl, verificou-se diminuicao do
momento de cauda apés o tratamento com carboplatina (p<0,001) mas, por outro lado apés o tratamento

com paclitaxel verificou-se um aumento do momento de cauda (p<<0,001).

controlo Carboplatina 500uM Padlitaxel 300nM

ECC - - -
Esl - - -

Figura 74: Imagens ilustrativas dos cometas obtidos para as células ECC-1, ESI e GI apés o tratamento com carboplatina na
concentragao de 500 pM e com paditaxel na concentragdo de 300 nM durante 24 horas de incubagdo. As imagens
representadas foram obtidas com uma ampliagao de 400x.
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Tabela 10: P90 do momento da cauda dos cometas obtidos na linha celular ECC-1, nas esferas ESI e nas células derivadas

aderentes Gl apds o tratamento com carboplatina na concentragao de 500 uM e com paclitaxel na concentragao de 300 nM.
Controlo Carboplatina 500 pM Paclitaxel 300 nM

ECC-| 0 0 0,010
ESI 0,003 3,68x10- 0,001
Gl 6,07x10- 2,30x10- 8,11

As células das esferas ESI apresentaram momento de cauda superior as células da linha ECC-1 e as
células derivadas aderentes Gl (p<<0,001), sendo o momento de cauda das células GI superior ao das ECC-
|. Apés o tratamento com carboplatina, observou-se que o momento de cauda foi superior nas esferas ESI e
nas derivadas aderentes Gl do que nas células parentais ECC-1 (p<0,001). Apés o tratamento com
paclitaxel, o momento de cauda das esferas ESI foi inferior a0 das células da linha ECC-1 (p=0,021), e o
momento de cauda das derivadas aderentes Gl foi superior ao das células parentais ECC-1 e ao das esferas
ESI (p<0,001).

Discussao

A quimioterapia no cancro do endométrio aplica-se sobretudo no tratamento paliativo de doenga
recorrente ou inoperavel ou em doentes submetidos a cirurgia citorredutora (Burke es a/ 2014a). Cerca de
25% das doentes apresenta doenga extrauterina com envolvimento anexial, da vagina, dos ganglios linfaticos
e de outros orgaos pélvicos, o que agrava o progndstico (Montejo e a/ 2009). A quimioterapia aumentou a
taxa de sobrevivéncia na doenga ganglionar para-adrtica apés radioterapia, assim como em doenga avangada.
Varios regimes tém sido testados para avaliar a melhor taxa de resposta assim como para limitar os efeitos
secundarios (Burke e a/ 2014a). A combinagdo de derivados da platina, paclitaxel e doxorrubicina s3o os
regimes de quimioterapia mais utilizados no cancro do endométrio avangado ou recorrente (Sorosky, 2012).
As antraciclinas tém sido historicamente utilizadas no tratamento da doenca avancada especialmente a
combinagao de doxorrubicina com cisplatina (Montejo es a/ 2009) enquanto o paclitaxel, como agente
isolado, tem-se mostrado mais ativo na doenca avangada e recorrente (Hill & Dizon, 2012). O regime
constituido por paditaxel, doxorrubicina e cisplatina melhorou a sobrevivéncia global em mulheres com
doenga avancada em comparagao com o regime doxorrubicina e cisplatina, com uma melhoria de 3 meses
na sobrevivéncia livre de doenca (Montejo er 2/ 2009). Dado que este regime apresentou toxicidade

consideravel, a combinagao de carboplatina com paclitaxel tem sido amplamente adotada pois demonstrou

203



CELULAS ESTAMINAIS DO CANCRO DO ENDOMETRIO

taxas de resposta semelhante em comparagao com a combinagao com as antraciclinas (Montejo ez a/ 2009).
Estes regimes apresentaram melhorias médias de sobrevida de 13 a 14 meses. Estes resultados levam a
encarar a investigagao do tratamento médico do cancro do endométrio numa perspetiva dualista, por um
lado esclarecer os mecanismos explicativos da resposta @ quimioterapia convencional e por outro lado a
investigagao de agentes que propiciem melhores resultados.

A cclofosfamida foi avaliada na linha celular ECC-I e a concentragdo maxima testada, de 7,7 M obteve
niveis de atividade metabdlica superiores a 90% para os tempos estudados, isto &, apds 24, 48 e 72 horas.
Assim, pode-se afirmar que a linha celular ECC-1 apresentou uma sensibilidade reduzida a este citostatico. A
ciclofosfamida € um agente alquilante utilizado em doencas hematologicas malignas e em tumores slidos.
Este farmaco atua no DNA ao ligar um grupo alquil a guanina, no atomo de nitrogénio nimero 7 do anel
imidazol e leva a ligagao cruzada intra-cadeia de guanina-adenina. Esta lesao do DNA pode provocar
apoptose quando os mecanismos de protecao celular nao sao capazes de o reparar (El-Serafi er a/ 2014). A
ciclofosfamida apresenta também um efeito imunossupressor capaz de atenuar a resposta imune humoral e a
resposta mediada por células (Binotto ef 2/ 2003). A metabolizagao ocorre via citocromo P450 dado que se
trata de um pro-farmaco, sendo a forma metabolicamente ativa principal a 4-hidroxiciclofosfamida. Esta
forma é parcialmente metabolizada com producao do componente inativo 2-dicloroetil-ciclofosfamida e de
doroacetaldeido, que ¢é neurotoxico (El-Serafi er a/ 2014). A ciclofosfamida integrou regimes de
quimioterapia no cancro do endométrio com a doxorrubicina e a cisplatina, no entanto outros esquemas
com menor toxicidade mostraram nao ser inferiores, particularmente integrando o paclitaxel, a doxorrubicina
e derivados da platina (Pawinski e af 1999; Yahata er a[ 2004; Hidaka er a/ 2006; Hogberg, 2008). 0
efeito da ciclofosfamida foi avaliado por outros autores na linha celular ECC-l, utilizando a forma
4-hidroxi-ciclofosfamida e foi descrito um ICso de 0,37 pg/mL, que corresponde a 1,42 pM apds 90 minutos
de incubagdo. A linha celular de cancro do endométrio mais sensivel a 4-hidroxi-ciclofosfamida foi a AN3 e a
menos sensivel foi a AET (Nguyen e a/ 1991). A diferenca de concentragao em relagao ao nosso trabalho
pode ser justificada pela utilizagdo do pro-firmaco neste estudo. A ciclofosfamida é metabolizada pelo
atocromo (CYP, do inglés cyrochrome) P450 e as células ECC-1 tém atividade CYP450 na isoforma CYPIAL, o
que justifica a possivel metabolizagdo. Porém, verifica-se uma eficicia distinta da descrita para a forma
metabolicamente ativa diretamente na linha celular (Nguyen ef a/ 1991; Ricci ef @] 1999). Outros trabalhos
com linhas celulares de cancro do endométrio, como o de Tanaka e colaboradores, demostraram que a linha
celular HHUA resistente ao S-fluorouracilo foi também mais resistente a terapéutica com ciclofosfamida em
comparagao com a populagao sensivel (Tanaka, 2010). Qutro trabalho mostrou que na linha celular HEC-I
resistente a0 paclitaxel, a resisténcia a ciclofosfamida foi semelhante a linha celular HEC-1 sensivel ou com

uma ligeira resisténcia cruzada. Estes dados sugerem que apds quimioterapia com paclitaxel, as células
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resistentes a este citostatico podem manter a sensibilidade a ciclofosfamida (Tanaka e a/ 2012). A linha
celular HEC-59 foi incubada com metabolito ativo da ciclofosfamida perfosfamida e apresentou um ICsy de
2,07£0,17 pM. A presenca da mutagao hMSH2 ndo influenciou a citotoxicidade, demonstrando que este
gene associado a reparagao do DNA nao influenciou a eficacia da ciclofosfamida (Kim & Howell, 1997). A
sensibilidade a este citostatico é uma caracteristica da linha celular e neste caso as ECC-1 apresentaram
atividade metabdlica consideravel com a concentragdo maxima testada. A pesquisa de vias associados &
reparagao de DNA nesta linha celular podera esclarecer esta pouca sensibilidade a ciclofosfamida. A
associagao a outros farmacos avista-se como uma possibilidade de ultrapassar os resultados da monoterapia,
em analogia aos resultados com os regimes de quimioterapia na pratica clinica.

Na linha celular ECC-1 a doxorrubicina apresentou um 1Cs; de 7,3 pM apds 24 horas, de 287 nM apds
48 horas e de 47 nM apds 72 horas. A linha celular apresentou uma sensibilidade a doxorrubicina que esta
na dependéncia da concentragdo e do tempo de incubagao com doxorrubicina. A doxorrubicina é uma
antraciclina que apresenta diversos mecanismos que medeiam a morte celular. A inibicao da topoisomerase I
¢ um dos mecanismos propostos que resulta em quebras da dupla cadeia de DNA. Um outro mecanismo de
lesdo celular é a formagdo de adutos de DNA, resultado da sua intercalagao que origina morte celular
independente de topoisomerases. 0 stresse oxidativo é outro mecanismo que resulta da oxidagdo da
doxorrubicina para um radical semiquinona, cujos radicais formados reagem rapidamente com o oxigénio e
originam superéxido e peroxido de hidrogénio que provocam danos no DNA. Para além destes, ocorre
sobreproducao de ceramida, que é uma molécula lipidica constituida por esfingosina e acidos gordos, e que
esta envolvida em processos de apoptose e de senescéncia (Yang ef a/ 2014). A doxorrubicina foi avaliada
em diversos esquemas de quimioterapia no cancro do endométrio, em terapéutica adjuvante e em doenca
recorrente associada com a cisplatina e o paclitaxel, no entanto este regime apresentou uma toxicidade
consideravel (Wright e a/ 2012). Outros autores, que testaram este farmaco na linha celular ECCI,
obtiveram um (s, apds 90 minutos de incubagao, de 0,60 pg/ml, o que corresponde a 1,10 pM. De
referir, contudo, que a metodologia foi distinta pois os referidos autores utilizaram um ensaio de detecao de
ATP. Neste contexto, a linha celular ECC-1 foi a mais sensivel a doxorrubicina entre as restantes linhas
celulares testadas (AE7, AN3, HEC-IA, HEC-1B e SKUTIB) (Nguyen er a/ 1991). Outros autores avaliaram
também este firmaco noutras linhas celulares de carcinoma do endométrio. A linha celular HEC-59
apresentou um 15 de 22,4+3,8 nM para a doxorrubicina as 48 horas (Kim & Howell, 1997). Por sua vez
as linha celulares RL95-2 e AN-3 apresentaram ICso as 72 horas de 6,19%0,17 puM e de 6,23+0,11 pM
(Pandey et aj 2010). A linha Ishikawa mostrou um ICso as 72 horas de 12 pM (Wan er a 2007). A
doxorrubicina induziu apoptose na linha celular Hela e na linha celular Ishikawa e na linha KLE teve um

efeito modesto. A proliferagdo celular nas linhas KLE, Ishikawa e Hela utilizando a concentragao de 2 pM
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atingiram valores de proliferacao de cerca de 75%, de 50% e de 25%, respetivamente (Gagnon ef af
2008). Apos 48 horas de incubagao com doxorrubicina na concentragao de | uM, a proliferagao da linha
celular KLE foi na ordem de 75%. A subregulagao da AKTI e da AKT2 foi associada a reposigdo da apoptose
em células resistentes a quimioterapia no cancro do endométrio. Na linha celular KLE transfectada para
deplecao de AKT, a proliferagao diminuiu 20% em relagdo ao controlo e ativou fatores pro-apoptéticos, o
que sugere o contributo da AKT, particularmente a AKTI e a AKT2, na quimiorresisténcia do cancro do
endométrio (Girouard ef a/ 2013). Estes estudos sugerem uma sensibilidade a doxorrubicina especifica de
cada linha celular, dependente do tempo e da concentragao do farmaco.

A carboplatina foi testada nas concentragdes de 200 pM, de 250 pM e de 500 pM e observaram-se
atividades metabdlicas superiores a 90% apds 24 e 48 horas, pelo que nao foi possivel determinar o ICs
para estes tempos. Para as 72 horas, o ICs) foi de 365 M. Neste caso, verifica-se um efeito na proliferagao
celular dependente do tempo e da concentragdo. As moléculas reativas da platina ligam-se a grupos
nucleofilicos dadores de oxigénio, de nitrogénio e de enxofre. Estes grupos estao difusamente presentes na
célula em cadeias de aminoacidos e nas bases purinicas do RNA ou do DNA. A ligagao ao DNA forma adutos
DNA-platina que sao reconhecidos como responsaveis pelo mecanismo de acdo. Estes adutos interferem com a
transcricao e a replicagdo do DNA, e desencadeiam uma resposta aos danos na cromatina que resulta em
apoptose. Sabe-se que apenas 5% a 10% da platina ligada covalentemente a célula estd ligada ao DNA.
Existem no entanto evidéncias que outras propriedades para além da ligagdo ao DNA estdo envolvidas na
atotoxicidade que ainda estao por esclarecer (Hato er a/ 2014). Os derivados da platina integram esquemas
terapéuticos recomendados para doenca avangada no cancro do endométrio, que melhoram a resposta e
intervalo livre de doenca (Tate Thigpen er 2/ 2004; Colombo ef a/ 2011). Os regimes com carboplatina e
com paclitaxel sdo utilizados frequentemente em cancro ginecolégico, com taxas de resposta no cancro
endometrial avangado e recorrente de 60% a 70%, sendo relativamente bem tolerados (Hogberg, 2008).

A avaliagao realizada noutro estudo com ECC-1 demonstrou um ICs, de [31 pg/ml, correspondente a
3,53 pM, apos 90 minutos de incubagdo. A linha celular com maior sensibilidade a carboplatina foi a
SKUTIB e a mais resistente a AET (Nguyen er a) 1991). A linha celular Ishikawa mostrou sensibilidade a
carboplatina de forma dependente da concentragdo (concentragdes de 5 a 100 pig/ml), avaliada pela
contagem de células as 48 horas. Neste estudo os autores verificaram efeito minimo as 24 horas com a
concentragao maxima testada e a maioria dos efeitos foram observados as 48 horas (Hoekstra es a/ 2008).
A carboplatina inibiu o crescimento de células RL95 de modo dependente da dose e a inibigao de
crescimento induzido por concentrages entre 0,2 pg/mL a 200 pg/ml variou entre 78% a 1% (Saunders et
al 1993). A csplatina foi também testada em linhas celulares de cancro do endométrio, com niveis de

proliferacoes de cerca de 25 a 50% para a linha celular Hela, aproximadamente 50% para a linha celular
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Ishikawa e cerca de 75% para a linha celular KLE observadas para a concentragao de 20 uM apds 48 horas
de incubagao (Gagnon er a/ 2008). Outros autores testaram a carboplatina e a csplatina nas linhas
celulares MES-SA, RL95-2, HEC-IA e HEC-1B. A carboplatina foi mais citotoxica na linha MES-SA, com ICso na
de 12,1 ng/ml (2,69 nM) apés 72 horas de incubagao (Smith es 2/ 2004). Na linha celular A-MEC, o 1Cs) as
48 horas foi de 16,5 pg/mol (4,44 pM) (Kondo e a/ 2006). Ainda noutro estudo com a linha celular HEC-
| o 1Cso as 72 horas de incubagao foi de 59,1 nM (Matsuzaki es a/ 2014). Assim, em diversos estudos como
no nosso trabalho, as linhas celulares de cancro do endométrio apresentaram uma suscetibilidade distinta aos
derivados da platina.

A linha celular ECC-1 apresentou um IG5y para o paclitaxel as 24 horas de 87,1 nM, as 48 horas de
56 nM e as 72 horas de 884,0 pM, sendo de salientar também uma dependéncia do tempo e da
concentragao do farmaco. Os taxanos apresentam uma estrutura quimica que interage com os microtdbulos,
levando a estabilizagao da tubulina originando uma disrupgao na fisiologia dos microtibulos. Deste modo a
proliferagao celular € inibida pela alteragdo do ciclo celular na metafase e pela formagao de uma placa
metafasica incompleta. Qutro efeito associada a administragao de doses reduzidas de forma continua, consiste
na influéncia na vascularizagao do tumor e no microambiente associada a administragao de doses reduzidas
de forma continua, a custa da citotoxicidade para as células endoteliais (de Weger er a/ 2014). O paclitaxel
integra esquemas de quimioterapia na doenga avancada e recorrente em associagao com os derivados da
platina e com a doxorrubicina. Como referido, atualmente, a associagdo com carboplatina é a mais utilizada
dada a melhor tolerancia (Sorosky, 2012; Wright es a/ 2012).

A sensibilidade ao paclitaxel foi testada por outros autores noutras linhas de cancro do endométrio,
nomeadamente na Hela, na Ishikawa e na KLE e a concentragdo de 0,10 pM resultou numa proliferagao de
cerca de 25%, entre os 25% e os 50% e de aproximadamente [00%, respetivamente para cada linha
celular (Gagnon er aj 2008). A linha celular KLE, noutro estudo, apresentou uma percentagem de
proliferagao entre os 50% e os 75% depois de 48 horas de incubagao com 0,05 M. Adicionalmente, a
deficiéncia em AKTI e AKT3 tornou as células mais sensiveis ao padlitaxel em comparagao com o controlo,
mostrando a importancia desta via na resisténcia ao paclitaxel (Girouard ef a/ 2013). A linha celular A-MEC
apresentou um ICso as 48 horas de 9,4 ng/mL (10,54nM) (Kondo er a/ 2006).

Os estudos de citotoxicidade /n vitro constituem uma plataforma de avaliagao da sensibilidade aos agentes
de quimioterapia. Alguns autores realizaram estudos com amostras de tumores humanos do endométrio de
doentes em que as células viaveis foram testadas com diferentes citostaticos isolados ou em associagao,
nomeadamente a doxorrubicina, com a cisplatina e o paditaxel ou a carboplatina com o paclitaxel. A
sensibilidade ao tratamento, avaliada por um ensaio de apoptose, utilizando um dnico agente citostatico foi

a opcao com melhores resultados em 25% dos casos e o agente isolado com maior atividade foi o paclitaxel
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(Ballard e a/ 2010), pelo que este trabalho reforou a possibilidade de aplicagao clinica personalizada dos
estudos de citotoxicidade. A sensibilidade das linhas celulares de cancro do endométrio aos citostaticos €
variavel. Assim, sugere-se que cada tumor pode apresentar uma resposta distinta aos citostaticos que vai
depender da populagao celular que o constituiu.

0 estudo da sensibilidade das populagdes celulares que constituem o tumor, nomeadamente a populagao
com propriedades de CSC foi outro objetivo deste estudo experimental. Os ensaios do MIT e do
Alamar Blue® foram utilizados para avaliar a citotoxicidade nas populagdes aderentes e em suspenso,
respetivamente. A linha ECC-I foi avaliada pelas duas metodologias e nao foram detetadas diferengas
significativas no que respeita a atividade metabdlica. 0 ensaio do MTT avalia a atividade metabélica e é
habitualmente utilizado para detetar a perda de viabilidade celular devido ao efeito de um composto. Este
ensaio pode subestimar a lesao celular e morte celular uma vez que deteta estadios mais avancados da
apoptose quando a atividade metabolica da célula ja esta diminuida (Stacey, 2011). O ensaio Alamar Blue®
contém um indicador redox que sofre alteracoes da fluorescéncia e da colorimetria na dependéncia da
oxidagdo-reducdo do metabolismo das células. As células em crescimento provocam redugio do Alamar Blue®
e a inibigdo do crescimento provoca oxidagao (Blumenthal & Goldenberg, 2007). Outros autores também
compararam estes dois ensaios e, do mesmo modo que no nosso trabalho, reportaram que o IC5, era
comparavel em ambos os ensaios na maioria dos citostaticos estudados. Contudo, o ensaio do Alamar Blue®
foi ligeiramente mais sensivel uma vez que pode detetar um menor nimero de células por pogo (Hamid es
al, 2004).

Apds a avaliagdo da atividade metabolica dos citostaticos na linha celular ECC-1 foi estudado no seu
efeito nas varias geragoes de esferas e nas geracoes de derivadas aderentes. A ciclofosfamida apresentou uma
atividade metabdlica superior a 90% em todas as populagdes. Um dos mecanismos descritos para a
resisténcia a ciclofosfamida é a expressao de MRPI, a qual foi preditiva de pior progndstico no cancro da
mama em doentes tratadas com este citostatico (Coley, 2008). A sobre-expressao de ALDHIAI e ALDH3AI foi
também associada a mecanismos de resisténcia a ciclofosfamida pela destoxificagdo do metabolito ativo
(Coley, 2008). A resisténcia a ciclofosfamida foi associada com a sobre-expressao de ALDHIA2 e ALDH2 em
linhas celulares de cancro do pulmdo e leucemia (Moreb er @/ 2012). A sensibilidade a este firmaco em
esferas de outros tumores solidos nao foi ainda descrita. No nosso estudo experimental, o ensaio clonogénico
mostrou uma sobrevivéncia celular aos 12 dias de cerca de metade da populagao celular da linha parental
ECC-1 e das derivadas aderentes GI. No caso da populagao de esferas ESI, o fator de sobrevivéncia atingiu
o valor mais elevado, com uma razao de 0,65, apesar de nao apresentar uma diferenca significativa em
relagdo as outras populagdes. Nesta populagao, a sobre-expressao de ALDH pode contribuir para a resisténcia

a ciclofosfamida.
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Com a doxorrubicina na maior concentragao testada, 7,3 pM, as populagdes derivadas aderentes Gl e G2
apresentaram maior atividade metabdlica que a linha celular de origem ECC-I. Nas esferas, observou-se
maior atividade metabolica do que em ECC-1, o que aponta para maior resisténcia da populagdo com
propriedades de C(SC /7 witro. Nas concentragoes de 300 nM e 7,3 pM as esferas apresentaram maior
atividade metabolica em todos os tempos estudados. Outros autores descreveram a resisténcia a
doxorrubicina em populagdes com propriedades de (SC do cancro do endométrio A doxorrubicina também
reduziu menos a viabilidade de esferdides tridimensionais da linha celulares de cancro do endométrio
Ishikawa, RL-95 e KLA em relagdo a cultura em monocamada. Para a linha celular RL95-2 a apoptose foi
reduzida nos agregados em suspensio em comparagao com a monocamada. A superoxido dismutase foi
avaliada durante o tratamento com doxorrubicina e a sua expressao foi ndo s6 superior nas células em
cltura tridimensional como se manteve durante o tratamento (Chitcholtan ef a/ 2012). As células da
populagao lateral da linha celular de carcinoma do endométrio RKI2V foram mais resistente a doxorrubicina,
apresentando uma inibigao de proliferacao de 56% (Kato e a/ 2011).

Outros autores reportaram maior resisténcia da populagao de esferas a doxorrubicina (Fukamachi er a/
2013; Liu et af 2015; Ihang et al 2015). O tratamento com doxorrubicina e o inibidor da via PI3K/AKT
aumentou a apoptose e reduziu a viabilidade nas células das esferas. Estes autores verificaram que esta via
estava sobre-expressa nas células tratadas com doxorrubicina o que sugere uma associagdo com a
quimiorresisténcia a esta antracidina (Zhang et a/ 2015). De modo semelhante, esferas de cancro gastrico
(D49f%" ¢ do cancro da préstata foram mais resistentes a varios citostaticos incluindo a doxorrubicina
(Fukamachi ef af 2013; Liu et aj 2015).

A resisténcia @ doxorrubicina da populagdo de (SC pode ser devida a intervencao de diversas vias
moleculares. Uma delas é a via AKT, que pode estar associada a resisténcia a doxorrubicina e que foi
descrita em linhas celulares de endométrio, e cujas isoformas sdo ativadas por fatores de crescimento
dependentes da PI3K (Gagnon er a/ 2008). O gene P7EN na forma selvagem foi associado ao aumento da
sensibilidade a doxorrubicina na linha celular Ishikawa e este gene tem influéncia na ativagdo da apoptose
pela subregulagao da via PI3K/AKT/PKB (Wan er a/ 2007) Foram ainda identificados genes-alvo que sao
responsaveis por resisténcia a doxorrubicina em linhas celulares do endométrio. Mais de 20 vias candnicas
foram associadas com a resisténcia a doxorrubicina, incluindo vias de sinalizagao do recetor de células B,
ativagao do recetor da vitamina D/retinoide X, vias de recetores de morte, via de sinalizagdo da IL-6, via de
sinalizagao de proteinas de fase aguda, via de sinalizagdo do (D40 e do recetor acoplado a proteina-G
(Indermaur et a/ 2010). Outros mecanismos de resisténcia podem também estar envolvidos na resisténcia a
doxorrubicina, nomeadamente intervencdo das proteinas ABC, como a ABCG2, descrita em C(SC de tumores

gastrointestinais e da mama (An & Ongkeko, 2009). O tratamento com este citostatico modifica as interagdes
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intercelulares, expondo as células centrais das esferas aos nutrientes o que permite a manutencao da sua
proliferagao (Green er a; 2004). Estes dados podem ser correlacionados com os resultados obtidos no nosso
estudo através do ensaio clonogénico, relativos a sobrevivéncia das populagoes de esferas. Com a menor
concentragao testada, a populagao de esferas teve o valor médio do fator de sobrevivéncia mais elevado, no
entanto sem diferencas em relagao as populagdes aderentes.

No nosso estudo o tratamento com carboplatina resultou numa atividade metabolica inferior nas
populagdes derivadas aderentes Gl, G2 e G3 em relagao a linha celular parental ECC-1 para as 72 horas de
incubag@o com a concentragao de 200 pM e as 48 e 72 horas na concentragao de 500 pM. As populagdes
de esferas ESI, ES2 e ES3 ndo apresentaram diferencas em relagdo a linha parental ECC-1, ndo se
apontando um aumento da atividade metabdlica nesta populagdo com propriedades de C(SC. No entanto,
encontra-se descrita a resisténcia aos derivados da platina em células com propriedades de (SC no cancro do
endométrio. No caso da populagao lateral da linha celular de carcinoma do endométrio RKI2 também nao
se verificou qualquer inibicdo com a cisplatina comparando com o controlo que apresentou uma inibigao de
61% (Kato er 2/ 2011). Na linha celular Ishikawa na subpopulagao CDI133" o tratamento com cisplatina na
concentragao de 2 pmol/L, de 4 pmol/L, de 8 pmol/L, e de [6 pmol/L resultou numa viabilidade de
[01%, de 78%, de 62% e de 30%, respetivamente que foi também significativamente superior a
subpopulagao CDI33". Na linha celular MFE280, o tratamento com cisplatina na concentragao de 6 pmol/L e
de 12 pmol/L resultou numa viabilidade de 89% e 56 %, respetivamente, em relagao ao controlo e de
99% e 107% em relagdo a subpopulaggo (D133~ (Nakamura e a/ 2010). A subpopulagao
(DI33"apresentou apoptose negligenciavel apds o tratamento com cisplatina em comparagdo com a
populagao (D133~ (Rutella ez 2 2009). A subpopulagio CDI33™ foi superior nas células Ishikawa resistentes
a csplatina em relagao a linha de origem. Na populagdo resistente a cisplatina, as células com expressao de
recetores de androgénios apresentaram sobre-regulagao de proteinas associadas a resisténcia a farmacos como
a MDR-1, a ABCG2 e a ABCB5 (Chen er &/ 2013). Estes dados sugerem que também as proteinas ABC tém
uma fungdo importante na resisténcia aos derivados da platina.

Varios outros autores estudaram a sensibilidade aos derivados da platina em populagdes de esferas
doutros tipos de tumores. A populagio de esferas de retinoblastoma apresentou maior resisténcia a
carboplatina comparando com a populagdo diferenciada, traduzindo-se por um ICs, superior nas esferas (Ma
et aj 2011). A capacidade de formagao de esferas de linhas celulares de mesotelioma submetidas a
csplatina foi diferente em trés linhas celulares estudadas. Numa delas esta capacidade foi reduzida apds
48 horas e aumentou apds 72 horas, noutra ocorreu as 72 horas e na Gltima diminuiu com o tempo de
incubagdo. As subpopulagbes ALDH?’ e ALDH?” apresentaram esferas resistentes & cisplatina (Cortes-Dericks

et a, 2014). 0 impacto da cisplatina na formagdo de esferas de cancro do ovario foi diminuto e a
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viabilidade celular for superior na populagao de esferas em relagao a linha celular de origem (Wang er a/
2013). A populagao em suspensao de cancro da prostata também mostrou maior resisténcia a cisplatina que
a populagao aderente (Fan er aj 2012). As esferas derivadas da linha celular de ovario A2780 foram mais
resistentes a cisplatina (Wang ef a/ 2013). No entanto no presente estudo com esferas de endométrio nao
se verificou maior resisténcia desta populagao a carboplatina em relagao a linha celular parental ECC-1. Por
outro lado as populagoes com diferenciagao aderente, GI, G2 e G3, foram mais sensiveis a carboplatina que
a populagao de esferas. O fator de sobrevivéncia foi reduzido nestas populagdes e nao se observaram
diferengas entre as células parentais ECC-1, as esferas ESI e as derivadas aderentes GI.

Na resisténcia a carboplatina podem estar implicados diversos mecanismos, que ndo estardo
sobrerregulados na populagao de esferas em relagdo a linha celular de origem ECC-1. A sensibilidade e a
resisténcia aos derivados da platina tém, subjacente, diversos mecanismos. A carboplatina e a cisplatina sao
andlogos que diferem em propriedades farmacodindmicas e nos efeitos secundarios (Burger es a/ 2010). A
captagao, que no caso da cisplatina, € assegurada pelo transportador de cobre, que ao ser degradado resulta
em resisténcia ao farmaco por diminuigao do seu influxo. Outros mecanismos descritos para a diminuiao da
sensibilidade a estes farmacos sdo a inducdo de stress oxidativo, a modulagao da sinalizagdo do calcio, em
que a disrupcao origina peroxidacao lipidica e inibicdo enzimdtica, a indugdo de apoptose, mecanismos
envolvendo a proteina cinase C, a via MAPK, AKT, a sinalizagdo do dano de DNA, a ativacao da P53, entre
outros (Dasari & Bernard Tchounwou, 2014). Os mecanismos de resisténcia descritos para a cisplatina foram
separados em resisténcia pré-alvo (do inglés, pre-farged) no alvo, (do inglés, on-fargel) e pos-alvo (do inglés
post-targed. Em relagdo aos mecanismos pré-zazges, podemos inclur a diminuigdo da captagdo pelo
transportador membranar de cobre, o aumento do efluxo por ATPTA/ATPTB e por MRP2 e o aumento da
inativagao por intervencao da glutationa reduzida, da y-glutamilcisteina-sintetase, glutationa-S-transferase e
de metalotioneinas (Galluzzi ef aj 2012). Os mecanismos on-farget correspondem a aumento da eficiéncia de
reparagao de nucleotido excisado, a deficiéncia de genes reparadores de DNA como o MLHI e o MSH2, o
aumento da tolerdncia as lesdes do DNA, aumento da eficiéncia de recombinagao homdloga e de proteinas
de ligagdo a asplatina (Galluzzi er a/ 2012). Por ultimo, os mecanismos pos-Zarget correspondem a
mediadores pro-apoptoticos BAX, anti-apoptoticos BCL-2 e outros como a survivina, a calpeina, as caspases, a
MAPKI e a P53 (Galluzzi ef a/ 2012). No caso das (SC da linha celular ECC-I, pode existir uma inibigao
dos mecanismos de resisténcia aos derivados da platina.

Os nossos resultados mostraram que o tipo de morte celular induzido pelo tratamento com a carboplatina
na concentragao de 500 pM na linha celular ECC-1 foi a apoptose, no entanto na populagao de esferas ESI
a apoptose decresceu e a morte por necrose foi superior ao controlo, assim como na populagdo de derivadas

aderentes GI. Estes dados sdao descritos para as 24 horas de incubagao, num tempo em que € possivel
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avaliar a ativagao da via de morte numa fase inicial do tratamento. A apoptose é um tipo de morte celular
que apresenta duas vias principais, a via extrinseca e a via intrinseca. A via extrinseca € iniciada por
recetores da membrana celular como a familia de recetores TNF, o recetor para o TRAIL (do inglés, 7#F
related apoptosis inducing ligand) ou para o FAS (do inglés, tumor necrosis factor receptor superfamily
member ¢). 0 complexo intracelular oligomérico sinalizador da inducao de morte (DISC, do inglés
intracellular death-inducing signaling complex), formado pelos dominios intracelulares de morte, aciona o
recrutamento das pro-caspases 8 e 10, ativadas por clivagem proteolitica. Estas caspases ativadas clivam a
pro-caspase 3 e 7 que sao executoras da apoptose. A via intrinseca € iniciada por stresse oxidativo celular
que resulta em perda de potencial de membrana mitocondrial e consequente libertagao de citocromo C da
mitocdndria. Este associa-se ao APAFI causando formagao de um complexo apoptossoma ativo que integra a
ativagao da pro-caspase 9 e pode ativar a caspase 3 e 7 (Dasari & Bernard Tchounwou, 2014).

A inibigao da apoptose é um mecanismo descrito em populagoes com propriedades de (SC do endométrio.
Trabalhos de outros autores ja mencionados, a subpopulaggo (DI33™ apresentou niveis reduzidos de
apoptose com o tratamento de cisplatina e na subpopulagao (DI33" foi detetado um aumento de células
apoptoticas que aumentou com concentragdes superiores de cisplatina (Rutella e 2/ 2009). Noutro estudo
com as linhas celulares Ishikawa, KLE e RL95-2 em cultura bidimensional e tridimensional na forma de
esferdides, ndo houve produgdo de células apoptdticas com o tratamento com a cisplatina em nenhuma das
linhas celulares (Chitcholtan ef 2/ 2012). Outros autores avaliaram uma linha celular de endométrio KLE que
foi transfectada com AKT e onde se avaliou a influéncia na apoptose induzida pela csplatina. A morte
celular foi superior nas células com deficiéncia de AKTI, com aumento de 30% enquanto nas células com
deficiéncia em AKT2 se verificou um aumento de 50%. A apoptose foi induzida nas células com deficiéncia
em AKTI e AKT2 (Girouard e 2/ 2013). A morte por apoptose foi igualmente descrita em populagdes de
esferas de outros tipos de cancro, em especial no cancro do ovario, onde na linha celular A2780, em que a
apoptose foi induzida apos tratamento com cisplatina, o que nao se verificou na populagao de esferas esta
indugao nao se verificou (Wang er a/ 2013). Assim, um dos mecanismos subjacentes a resisténcia aos
derivados da platina € a resisténcia @ apoptose que é uma caracteristica descrita para as (SC.

No nosso trabalho experimental, o decréscimo da apoptose na populagdo de esferas em relago a linha
celular ECC-1 motivou a compreensdo dos mecanismos subjacentes a este fendmeno. A mutacao da P53 esta
descrita como atenuante da morte celular e mediadora de resisténcia a farmacos. Paralelamente foi associada
a expressao do gene de multirresisténcia MDR-I pela estimulagao do seu promotor. Qutro mecanismo reside
na modulagao de genes que regulam a morte celular como a elevacao de genes anti-apoptoticos BCL-AL 3 e
subregulagao do gene pro-apoptotico F4S A P53 esta ainda implicada na regulagao de mi-RNA tendo sido

descrita expressao destas moléculas, que conferem resisténcia a terapéutica, nos cancros do pulmdo, da

212



CAPITULO VI

mama e colorretal (Shetzer ef 2/ 2014). No cancro humano a mutagao da P53 associa-se a um prejuizo da
sua fungao e a forma selvagem € degradada por um mecanismo mediado pela ATM (Gajjar er 2/ 2012). A
mutagdo da P53 resulta num fendtipo de resisténcia independente da transcricao e do controlo dos
checkpoints do ciclo celular. A proteina mutada resulta num fendtipo quimiorresistente e radiorresistente
através da ativagdo da P53, da paragem do ciclo celular e de alteragoes da reparagao do DNA (Cuddihy ef
al, 2008). As mutagdes da P53 estao ja descritas em linhas celulares de cancro do endométrio (Kamata er
al, 2004). No nosso trabalho experimental a expressio de P53 na linha celular ECC-1 ndo mostrou
diferencas em relagao ao controlo, o que sugere que nao tera um papel na apoptose detetada como
resultado do tratamento com a carboplatina. Para além deste facto a sua eventual mutagao prejudicara a
sua fungao reparadora. A apoptose nesta populagao devera ser mediada por outras vias. Por outro lado nas
esferas ESI, apds exposicdo a carboplatina, observou-se uma sobre-expressao que ndo se correlacionou com
aumento de apoptose.

Outros autores avaliaram a expressao de P53 em células resistentes aos derivados da platina. As células
de carcinoma espinhocelular da cabeca e do pescoco com mutagdo da P53 resultante em retencao no
citoplasma e resistentes a cisplatina, sobre-expressaram as proteinas ABCC2 e ABCG2. A atividade metabdlica
e os niveis de glutationa foram superiores nas células resistentes, com mutagdo P53, de forma consistente
com capacidade de defesa dos efeitos citotdxicos oxidativos (Tonigold ef a 2014). Recentemente foi
demonstrado que a varias enzimas metabdlicas sao modificadas transcriptionalmente pela cisplatina e que sao
alvos do regulador primordial da transcricdo da reparagao do damo de DNA, a P53 (von Stechow er a/
2013). Num modelo /7 vitro com células de cancro do pulmao as células resistentes a cisplatina com
expressdo de P53 mutada, ndo sofreram ressensibilizagdo pela sobre-expressao da forma mutada o que
corrobora o prejuizo da sua funcao (Cuddihy es 2/ 2008). Correlacionando estes dados com o nosso estudo
experimental, sugere-se que mesmo com a elevagdo da P53 observada na populagao de esferas ESI
submetida a carboplatina, a sua intervencao sera funcionalmente limitada pela provavel associagao a forma
mutada. Na populagdo derivada aderente Gl a P53 nao sofreu modificagdo de expressao, provavelmente pela
intervencao de outras vias na indugao de morte. Nas populagoes ESI e Gl a necrose foi superior ao
controlo. A morte celular por necrose foi anteriormente considerada um processo passivo e nao controlado
mas, mais recentemente, verificou-se que esta via de morte é dependente de vias de sinalizagdo. A indugdo
de apoptose e de catastrofe mitotica, um processo de morte celular que ocorre durante ou apds uma mitose
alterada, podem ser acompanhadas por necrose. A necrose requer a ativagao da PARP, mas nao é suficiente
para determinar o destino da célula. Nesta via, a deficiéncia de P53 e BAX nao impedem a morte celular
em resposta a lesdo do DNA (Pruschy, 2009). A catastrofe mitdtica independente de caspases pode induzir

varias anomalias celulares que culminam em morte por necrose (Portugal er a/ 2010). Esta via parece
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compativel com uma morte independente de P53 e de caspase 3, conforme ocorre nas populagdes ESI e Gl
do nosso estudo experimental.

Dos nossos resultados experimentais, a expressao de caspase 3 nao apresentou diferengas em relagao ao
controlo apds o tratamento com carboplatina na linha celular ECC-1. No entanto, a apoptose foi superior na
linha celular ECC-1 e ndo se verificou associagao com a sobre-expressao de pro-caspase 3. De facto estdo
descritos estudos que mostraram que a cisplatina pode ativar o ciclobutanedicarboxilato que é um substrato
da caspase e a clivagem proteolitica mostrou ter importancia na apoptose induzida por cisplatina (Dasari &
Bernard Tchounwou, 2014). Sabe-se, porém, que a ativagao de caspases é frequente mas nao suficiente como
indicador de apoptose (Portugal ef a/ 2010). Um estudo com células do ovario tratadas com cisplatina
mostrou ativagao da caspase 3 (Li es a/ 2000). Noutro trabalho com uma linha celular de endométrio, a
deficiéncia de AKT| e AKT2 induziu apoptose apds tratamento com cisplatina e verificou-se ativagdo de
pro-caspases incluindo a caspase 3 (Girouard e a/ 2013). As caspases podem contribuir para a morte
celular de duas formas. Numa delas a ativagao da caspase constituiu um sinal e nao um mecanismo de
morte celular. A ativagao massiva de caspases é suficiente para a morte celular mas a sua inibigao nao €
suficiente para evitar a morte. A outra forma das caspases ativarem a morte é por ligago de transducao de
sinal ou sistema sensor de lesdo do DNA. Neste caso a inibicdo de um iniciador da caspase pode
interromper o sinal pré-apoptdtico a montante e inibir a morte celular. No entanto, os sinais mediados pelo
(D95 ou recetor do TNF sdo transmitidos por sinais independentes de caspases. Deste modo os inibidores
das caspases protegem a célula da morte apenas em circunstancias limitadas (Kroemer & Martin, 2005). No
nosso estudo, a morte por apoptose provocada pela carboplatina nas ECC-| sera um processo independente
de caspases. Nas populagoes de esferas ESI e nas derivadas aderentes GI, a apoptose nao aumentou em
relagdo ao controlo, tendo estas populagdes sofrido um processo de necrose. Neste processo ndo esta
habitualmente envolvida a ativagao de caspases, conforme descrito noutros estudos (Galluzzi e 2/ 2014). Um
outro estudo recente demonstrou que a perda de caspase 3 sensibiliza as células de cancro do colon a
agentes genotoxicos pela promogao de RIPI (do inglés receptor (TNFRSF)-interacting serine-threonine
kinase-/), de pro-caspase 8 e de necrose dependentes de ROS, sem bloquear a apoptose. A pro-caspase 8
promove a necrose apds lesio do DNA na célula tumoral. A caspase 3 ou o RIPI sdo dispensaveis na
apoptose induzida por lesao do DNA devido a ativacdo de outras caspases ou via a jusante independente da
P53, mediada pelo NF-kB (factor nuclear kappa B, do inglés nuclear fator kappa B)/TNFou (Brown ef af
2015). No nosso estudo, a auséncia de sobre-expressao de caspase 3 implica provavel ativagao da apoptose
por outra via na linha celular ECC-1 quando submetida a carboplatina. Possivelmente esta auséncia de
expressao pode elucidar a via TNF-a que culmina em necrose nas esferas ES| e nas derivadas aderentes Gl,

onde a apoptose nao aumentou com a carboplatina.
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No nosso estudo experimental, o ensaio cometa avaliou os danos no DNA provocados pelos citostaticos na
linha celular ECC-1, nas esferas ESI e nas células derivadas aderentes GI. O DNA nao fragmentado mantém-
se bem organizado no nicleo, correspondendo a cabeca do cometa, enquanto o DNA fragmentado, resultante
da lesao celular, se acumula na cauda. Este método permite detetar quebras de cadeia nica e de dupla
cadeia (Apostolou ef a/ 2014). O efeito da carboplatina nas células ECC-1, nas esferas ESI e nas células
derivadas aderentes Gl levou a formagdo de poucos cometas. As células derivadas aderentes Gl
apresentaram o maior numero de células com momentos de cauda acima do percentil 90, no entanto
destaca-se que alteragdes correspondentes a esta ordem de grandeza so ocorrem num ndmero reduzido de
células. O efeito citotdxico primario dos derivados da platina consiste na formacao de adutos de DNA, dai
que outros trabalhos tenham também reportado caudas pouco evidentes (Baldassarre ef 2/ 2005). O ensaio
cometa constitui uma forma de avaliar a genotoxicidade. No entanto, uma das causas de menor migragao do
DNA sdo as ligagdes cruzadas intercadeia (do inglés /nterstrand crosshinking) que previnem a separagao das
cadeias de DNA, limitando a sua replicagao. Este efeito citostatico estd descrito para os derivados da platina
(Wu & Jones, 2012; Kraynak er a/ 2015). A maioria das ligagdes cruzadas provocadas pela cisplatina induz
mecanismos de reparagao que incluem a sua excisao. Uma das estratégias para aumentar a sensibilidade das
células tumorais ao dano pelos derivados do platinum € a indugdo de quebras de dupla cadeia. Neste
contexto, a endoglina, uma glicoproteina membranar quando inibida aumenta a sensibilidade a cisplatina em
células de cancro do ovario, como foi demonstrado por um aumento da proeminéncia da cauda dos cometas
(Liebarth er a 2013). No presente estudo experimental, o ensaio cometa nao foi consistente com a
fragmentagao do DNA nas primeiras 24 horas de incubagao com carboplatina nas populagdes estudadas. No
entanto, apesar de ndo existir migragao do DNA podem existir danos a custa das ligagdes cruzadas
intercadeia. Este efeito devera ser varidvel de acordo com a concentragao do farmaco, o tempo de incubagao
e o tipo de células, o que terd implicagdes no complexo de interagdes intra e intercadeia de DNA e seus
mecanismos de reparagao.

No nosso estudo as populagdes de esferas ESI, ES2 e ES3 apresentaram maior resisténcia ao paditaxel.
Em todas as concentragdes e em todos os tempos, estas populagdes apresentaram atividade metabolica
superior & linha de origem ECC-1. Quanto as populagdes derivadas aderentes, GI, G2 e G3, também se
verificou maior resisténcia, constante nos tempos de incubagao mais elevados, como as 48 e as 72 horas. 0
ensaio clonogénico avaliou a sobrevivéncia apds 12 dias e a populagdo ESI apresentou maior fator de
sobrevivéncia em relagdo as células parentais ECC-1 e as derivadas aderentes Gl, salientando-se que
representa uma pequena fragao da populagdo. Apesar desta populagao ser reduzida, esta serd a responsavel
pela manutengao do crescimento de células tumorais resistentes a este citostatico. A resisténcia ao paclitaxel

foi reportada por outros autores noutras populagdes com propriedades de (SC de cancro do endométrio. A
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populagao lateral da linha celular AN3CA submetida a paclitaxel na concentragao de 100nM apresentou
viabilidade superior a 90%, quando comparada com o controlo (Friel ez a; 2008). A subpopulagdo (DI33*
de tumores do endométrio apresentou niveis negligencidveis de apoptose em comparagdo com a
subpopulagao (D133". Foram detetadas células apoptdticas nesta populagdo e a sua percentagem aumentou
com o aumento da concentragao do firmaco, indicando sensibilidade ao paclitaxel apos 48 horas. Estes
resultados foram sobreponiveis aos do tratamento com cisplatina (Rutella e 2/ 2009). O tratamento com
paditaxel na concentragdo de 10 nmol/L, 20 nmol/L e 50 nmol/L nas células Ishikawa CDI33* mostrou
viabilidade de 82%, de 60% e de 37% em relagdo ao controlo, respetivamente. Comparando as
subpopulagges CDI33* e CDI33, para a concentragao de 10 nmol/L e de 20 nmol/L, a populagao CDI33*
apresentou maior resisténcia ao paditaxel (Nakamura ef 2/ 2010). A populagao lateral das células RKI2V
apresentou uma inibigdo de 51% com padlitaxel na concentragdo de [0 nmol/L em relagdo ao controlo
(Kato e a/ 2011). Outros autores mostraram também que a populagdo de esferas de cancro do ovario,
também apresentou maior resisténcia ao paclitaxel em comparagao com as células cultivadas em condigdes
aderentes (He er 2/ 2014). Do mesmo modo, as células de cancro do pulmdo CDI33* foram mais
resistentes ao tratamento com paclitaxel que as (D133 (Chen er a/ 2008). Nos nossos resultados, o fendtipo
de CSC na populagdo de esferas ESI, ES2 e ES3 é corroborado pela resisténcia ao paclitaxel. Associadamente,
a populagao de derivadas aderentes Gl, G2 e G3 apresenta niveis de resisténcia superiores as ECC-1 o que
sugere a manutengdo de alguns dos mecanismos de resisténcia em condigdes aderentes. A resisténcia ao
paclitaxel deve-se a multiplos mecanismos, nomeadamente alteragdes do nivel intracelulares do farmaco,
variages da estrutura da tubulina, alteragdes de transducao de sinal e das vias apoptdticas. A expressao de
MDR-1 estd descrita para agentes anti-mitdticos como é o caso dos taxanos. A expressdo alterada de
proteinas associadas aos microtibulos pode também estar envolvida na resisténcia a estes farmacos. As
mutagdes da tubulina podem também estar associadas a resisténcia, pela alteragao da ligagao do farmaco,
tendo sido também descrita a alteragdo do equilibrio do dimero tubulina e polimero microtibulo. A
alteragdo da expressao de P-tubulina também alterou a sensibilidade aos agentes dirigidos aos micro-tibulos
(Fojo & Menefee, 2007).

A apoptose é um mecanismo de morte associado ao tratamento com paclitaxel. Nos nossos resultados, a
linha celular ECC-I apresentou niveis de apoptose superiores ao controlo apds efeito do paclitaxel. Esta via
de morte foi reportada por outros autores em células tumorais de endométrio como as AKT2 (Dowdy e a/
2006). A apoptose também foi detetada 48 horas apds o tratamento com paclitaxel na concentragao de
[0 nM as na linha celular Ishikawa (Hoekstra e ] 2008). A expressao da isoforma AKT na linha celular de
endométrio HelA reduziu a expressao de caspase 3 e de PARP clivada e reduziu a apoptose induzida pelo

paclitaxel, o que sugere que esta isoforma pode aumentar a resisténcia a apoptose induzida por este
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farmaco (Gagnon er a/ 2008). Por outro lado, a deficiéncia AKT em linha celular de endométrio KLE pode
ativar a apoptose conforme indicado pelos seus fatores pro-apoptoticos clivados, nomeadamente a caspase 3,
a caspase 6, a caspase 9 e a PARP. O défice das isoformas AKTI e AKT2 associou-se a maior sensibilidade
ao paditaxel que o controlo ou a deficiéncia da isoforma AKT3 (Girouard er 2/ 2013).

As células com propriedades de (SC apresentam inibigdo de apoptose como mecanismo de resisténcia aos
citostaticos. Nos resultados obtidos, na populagao de esferas ES| e também nas derivadas aderentes Gl, a
apoptose nao foi uma via de morte preferencial em relagdo ao controlo. Também se verificou, no nosso
estudo, que a expressao de P53 nao teve variagdo em relagao ao controlo nas populagdes celulares ECC-1,
ESI e GI. A mutagdo da P53 confere a célula resisténcia a terapdutica e inibigdo da apoptose, conforme
discutido anteriormente (Shetzer er a 2014). A inibicao da apoptose nas (SC submetidas ao paclitaxel
integra diversos mecanismos para além da alteragdo P53. As proteinas anti-apoptoticas como a BCL-2 e
survivina foram reportados em niveis elevados em subpopulagdes (DI133* resistentes a farmacos. Em CSC do
colon e hepaticas as proteinas BCL-2 contribuiram para a resisténcia ao paclitaxel, para além da ativagao
preferencial da AKT nas CSC hepaticas. (Shetzer er 2/ 2014). A resisténcia de células estaminais (D44*(D24*
hepaticas ao paclitaxel foi associada a sobre-expressdo de BCL-2 e de caspase 3. A sensibilidade desta
populagao com P53 selvagem foi associada a subregulagdo BCL-2, a sobre-regulagao BAX e a sobre-regulagdo
de caspase 3 (Wu er a/ 2013c). As vias SNAIL e SLUG, associadas @ EMT, também antagonizaram a apoptose
mediada por P53 o que foi demonstrado no tratamento com paclitaxel no cancro do ovario, através da
repressao de genes pro-apoptoticos (Kurrey er a 2009). Estes resultados salientam o papel de outras vias
na inibigao da apoptose nas CSC resistentes ao padlitaxel, nomeadamente a via da AKT e o envolvimento da
EMT caracteristica do fendtipo de C(SC. Na populagdo de esferas do nosso estudo a resisténcia a apoptose
podera ser um mecanismo que envolve estas vias independentes da P53.

A auséncia de sobre-expressao de caspases na linha celular ECC-1, que apresentou apoptose ativada pelo
paclitaxel, aponta para uma provavel ativagao independente de caspases, mecanismo ja demonstrado por
outros autores (Kroemer & Martin, 2005). O aumento da necrose nas esferas ES| e nas células derivadas
aderentes Gl, pode ser justificada pela existéncia de mecanismos de regulagdo desta via de morte neste
grupo de células. A necrose pode ser induzida de forma independente de caspases, pela ativagao de recetores
de morte TNF-RI (TNF-receptor-/) pela via dependente RIP (receptor-interacting protein). A FADD
(Fas-associated death domain protein) & um ponto de bifurcacdo entre morte por apoptose e por necrose.
Em condigdes apoptoticas a clivagem RIP mediada por caspase bloqueia a via da necrose. A inibicao do eixo
FADD-caspase pela utilizagdo de inibidores da caspase ou por mutagdes ou por delecdes FADD com falta do
DED (death effector domain) levam a sensibilizagdo dos recetores de morte que induzem a necrose (Wajant

et aj 2003). 0 TNF-a foi associado com propriedades de C(SC nomeadamente a EMT e capacidade de

27



CELULAS ESTAMINAIS DO CANCRO DO ENDOMETRIO

formagao de esferas (Zhang ef aj 2014). Nas células com propriedades de (SC do nosso estudo a resisténcia
ao paditaxel comprova a sua plasticidade e a morte por necrose sera ativada no contexto de inibigao
apoptotica.

Neste estudo experimental, o ensaio cometa demonstrou que as esferas ES| apresentam menor
percentagem de células com o momento de cauda acima do P90 em comparagao com as células parentais
ECC-1 e com as células derivadas aderentes Gl, o que foi consistente com os resultados que demonstraram
maior resisténcia desta populagao ao tratamento com paclitaxel. Um dos mecanismos de agao do paclitaxel é
a indugdo de quebras na cadeia de DNA. O padlitaxel induz danos no DNA devido a desprotecao dos
telomeros durante a paragem da mitose (Gutiérrez-Gonzlez er a/ 2013; Annovazzi ef a/ 2015). Noutro
estudo com neurosferas, as lesoes de DNA foram reportadas nesta populagdo mas foram superiores nas
células aderentes submetidas ao paclitaxel na concentragao de [00 nM apos 72 horas de incubagao
(Annovazzi er aj 2015). Assim a populagao de esferas ES| apresentam mecanismos de resisténcia ao

paclitaxel que podem envolver reparacao da lesao do DNA.
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RESPOSTA A IRRADIACAO CELULAR

Resultados

Atividade metabolica

0 efeito da radioterapia com 0,5 Gy, com 15 Gy e com 30 Gy na atividade metabdlica das populagdes
de células derivadas aderentes GI, G2 e G3 foi avaliada em comparagao com a linha celular ECC-1 e os
resultados estao representados na Figura 75. Apos 24 horas de irradiagdo com 0,5 Gy, a atividade
metabolica das G2 foi de 101,81+5,15% (p=0,001) e das G3 foi de 102,18%5,94% (p<0,001), superior a
atividade metabdlica das células da linha parental ECC-I com um valor de 91,72+549%. A atividade
metabolica das GI foi de 95,09+7,91%. Para a irradiagao com 15 Gy a atividade metabdlica das células
G2 foi de 104,64%5,03% (p=0,001) e das G3 foi de 102,24+6,65% (p=0,008), ambas superiores a
atividade metabolica das ECC-1 (92,87+5,18%). A atividade metabdlica das células GI foi de 90,91%7,95%.
A atividade metabdlica das células G2 (p<0,001) e das G3 (p=0,015) foi superior a das Gl. Para a
irradiagao com 30 Gy a atividade metabdlica das células parentais ECC-1 foi de 90,36%5,19%, enquanto
das células GI foi de 83,87+8,19%, das G2 foi de 90,82+8,64% e das G3 foi de 89,03+6,08%, nenhuma
com diferengas significativas.

Apos 48 horas da irradiagdo com 0,5 Gy, a atividade metabdlica das células derivadas aderentes Gl foi
de 92,04+531% (p=0,026), inferior & atividade metabdlica das células da linha celular ECC-1, com um
valor de 99,19+4,49%. A atividade metabélica das células G2 foi de 104,08+5,97% (p <0,001), superior
a das GI. A atividade metabolica das células G3 foi de 96,06+6,39%, (p=0,006), inferior a das GI. Para
a radiagao com 15 Gy, a atividade metabolica das células GI foi de 99,14£531% (p=0,048) e das G2 foi
de 100,50£4,70% (p=0,002), superior a atividade das ECC-1 com um valor de 93,03+4,50%. A atividade
metabolica das G3 foi de 97,00+5,90%, sem diferencas significativas. Para a irradiagdo com 30 Gy, a
atividade metabolica das células GI foi de 8547+4,94% (p=0,019) e das G3 foi de 84,05%6,80%
(p=0,012), inferior a atividade metabolica das ECC-1, com um valor de 92,03+2,33%. A atividade das G2,
que foi de 93,81%£7,08% (p=0,021) e também das G3 (p=0,014) foi inferior a atividade das GI.

Apds 72 horas da irradiagao com 0,5 Gy, a atividade metabdlica das células derivadas aderentes G2 foi
de 101,06+4,97% (p=0,001) e a das G3 foi de 103,11%5,78% (p=0,001), superior a atividade
metabdlica das células da linha ECC-I, com um valor de 93,41%3,03%. Para a irradiagao com I5 Gy, a
atividade metabdlica das células Gl foi de 91,92+8,58% (p<0,001), das G2 foi de 92,51%579%
(p<0,001) e das G3 foi de 88,11%8,22% (p<<0,001), superior & atividade metabdlica das ECC-1, com um
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Figura 75: Atividade metabdlica da linha celular ECC-1 e das derivadas aderentes Gl, G2 e G3 submetidas & irradiagdo com as
doses de 0,5 Gy, de 15 Gy e de 30 Gy apds 24 horas (grafico superior), 48 horas (grifico do meio) e 72 horas (grafico
inferior). Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrao de pelo menos onze trés ensaios. A significancia estatistica
esta representada com * para p <0,05, com ** p <0,01 e com *** para p <0,001.

valor de 76,36%552%. Para a irradiagao com 30 Gy, a atividade metabolica das células GI foi de
84,81 £4,62%, superior a atividade metabélica das G2, com um valor de 72,20%5,78% (p=0,005) e das
G3, com um valor de 73,04+7,86% (p=0,045). A atividade metabdlica das células parentais ECC-1 foi de
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16,29+4,08%.

0 efeito da radioterapia com doses de 0,5 Gy, de 15 Gy e de 30 Gy das esferas ESI, ES2 e ES3 foi

avaliada em comparagao com a linha celular ECC-1 e os resultados estao representados na Figura 76.
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Figura 76: Atividade metabdlica da linha celular ECC-1 e das esferas ESI, ES2 e ES3 submetidas & irradiagdo com as doses de
0,5 Gy, de 15 Gy e de 30 Gy apos 24 horas (grafico superior), 48 horas (grafico do meio) e 72 horas (grafico inferior). Os
valores apresentados exprimem a média e o erro padrdo de pelo menos oito ensaios. A significncia estatistica esta representada

com * para p <0,05, com ** p <0,01 e com *** para p <0,001.
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CELULAS ESTAMINAIS DO CANCRO DO ENDOMETRIO

Apos 48 horas da irradiagao com 0,5 Gy, a atividade metabolica das células parentais ECC-1 foi de
99,13+5,30%, das esferas ESI foi de 101,12+5,24%, das esferas ES2 foi de 98,49%13,28% e das esferas
ES3 foi de 105,39%11,48%. Para a irradiagao com 15 Gy, a atividade metabolica da linha celular ECC-1 foi
de 96,43+8,97%, das esferas ESI foi de 85,25+12,63%, das esferas ES2 foi de 87,71%11,19% e das
esferas ES3 foi de 92,87+9,23%. Para a irradiagao com 30 Gy, a atividade metabolica das esferas ESI foi
de 73,17T£7,13% (p=0,004), inferior a atividade metabélica da linha celular ECC-I, com um valor de
93,15+12,28%. A atividade metabolica das esferas ES2 foi de 85,48+12,09% e das esferas ES3 foi de
85,61£9,55%.

Apds 72 horas da irradiagao com 0,5 Gy, a atividade metabdlica das células ECC-1 foi de 93,59+3,89%,
das esferas ESI foi de 94,67+556%, das esferas ES2 foi de 98,96+6,60% e das esferas ES3 foi de
95,11£7,57%. Para a irradiagdo com |5 Gy, a atividade metabdlica das esferas ESI foi de 87,88+5,56%
(p=0,025), das esferas ES2 foi de 93,77+6,71% (p<0,001) e das ES3 foi de 91,33+6,74% (p<0,001),
superior a atividade metabdlica da linha celular das células ECC-I, com um valor de 79,96%3,97%. Para a
irradiagao com 30 Gy, a atividade metabolica das células ECC-1 foi de 79,61%4,24%, das esferas ESI foi de
86,85+4,77%, das esferas ES2 foi de 85,26+6,28% e das esferas ES3 foi de 85,41+7,40%.

0 efeito da irradiagdo na atividade metabdlica da linha celular ECC-1 foi avaliado com recurso ao ensaio
MTT e ao Alamar Blué®, e verificou-se a auséncia de diferengas significativas entre os resultados obtidos por

estas metodologias, conforme descrito na Figura 77.
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Figura T7: Atividade metabolica da linha celular ECC-1, comparando o ensaio do MTT e o ensaio do Alamar Blue® apos
irradiagdo com 0,5 Gy, I5 Gy e 30 Gy as 24, 48 e 72 horas. Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrao de
pelo menos oito ensaios. Nao se observaram diferencas significativas entre os dois ensaios.
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Sobrevivéncia celular

A sobrevivéncia das células parentais ECC-1, das populagdes de esferas ESI, ES2 e ES3 e das populagdes
derivadas aderentes GI, G2 e G3 submetidas a radiagdo com doses de 0,5 Gy, de 15 Gy e de 30 Gy, esta
representada na Figura 78.

0 fator de sobrevivéncia apds a irradiagdo com a dose de 0,5 Gy foi de 0,802+0,099 (p<0,001) para
as esferas ESI, de 0,74520,083 (p=0,002) para as esferas ES2, de 0,822+1,55 (p<0,001) para as esferas
ES3, de 0,854%0,14 (p<0,001) para as derivadas aderentes GI e de 0,726+0,086 (p=0,006) para as
derivadas aderentes G3, superior ao fator de sobrevivéncia das células parentais ECC-I, com um valor de
0,585+0,049. Na populagao de células derivadas aderentes G2 o fator de sobrevivéncia foi de 0,661%0,018.
Apos a radiagdo com a dose de |5 Gy, o fator de sobrevivéncia foi de 0,125+0,035 (p=0,006) para as
derivadas aderentes G3, superior ao das células ECC-I, com um valor de 0,02+0,01. O fator de
sobrevivéncia foi de 0,019+0,017 para as esferas ESI, de 0,037+0,044 para as ES2, de 0,006+0,004 para
as ES3, de 0,050,031 para as derivadas aderentes GI e de 0,017%0,013 para as G2. Apos a radiagao
com a dose de 30 Gy, o fator de sobrevivéncia foi de 0,088+0,057 (p<0,001) para as derivadas aderentes
G3 e de 0,035+0,016 (p=0,012) para as G, superior ao das células parentais ECCI, com um valor de
0,003£0,002. 0 fator de sobrevivéncia foi de 0,013+0,011 para as esferas ESI, de 0,019%0,017 para as
ES2, de 0,003£0,002 para as ES3 e de 0,031+0,041 para as derivadas aderentes G2.
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Figura 78: Sobrevivéncia da linha celular ECC-1, das esferas ESI, ES2 e ES3 e das derivadas aderentes GI, G2 e G3 apds
irradiagdo com as doses de 0,5 Gy, de 15 Gy e de 30 Gy. Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrao de pelo
menos trés ensaios. A significAncia estatistica estd representada com * para p <0,05, com ** para p <0,01 e com *** para
p <0,001.
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A irradiagdo com as doses de 0,5 Gy, de 15 Gy e de 30 Gy resultou numa sobrevivéncia inferior ao
controlo (p<0,05) em todas as populagdes com excecao de derivadas aderentes Gl que nao apresentou
diferencas em relagdo ao controlo apds a irradiagdo com 0,5 Gy. Para a linha celular ECC-1, a irradiagao
com 0,5 Gy apresentou uma sobrevivéncia superior a de |5 Gy (p=0,024) e a de 30 Gy (p<<0,001). As
esferas ES| apresentaram uma sobrevivéncia superior apds a irradiagao com 0,5 Gy em relagdo a irradiagao
com 15 Gy (p=0,002) e com 30 Gy (p<0,001). As esferas ES2 também apresentaram uma sobrevivéncia
superior apds a irradiagdo com 0,5 Gy em relagago a irradiagdo com 15 Gy (p<<0,001) e com 30 Gy
(p<0,001). Em relagao as esferas ES3, o fator de sobrevivéncia também foi superior apés irradiagao com
0,5 Gy, em comparagdo com a irradiagdo com 15 Gy (p=0,006) e com 30 Gy (p<0,001). Para as
derivadas aderentes Gl, G2 e G3 a sobrevivéncia foi superior apds a irradiagdo com 0,5 Gy em relagdo a
irradiagdo com |5 Gy (p<0,001 para todos as populagdes) e com 30 Gy (p<0,001 para todos as
populagdes). A comparagao do fator de sobrevivéncia apds a irradiagdo com |5 Gy e com 30 Gy nao

revelou diferengas considerando todas as populagdes estudadas.

Morte celular

A avaliagdo das vias de morte nas populagdes ECC-1, ES| e GI submetidas a radioterapia com as doses
de 0,5 Gy, de 15 Gy e de 30 Gy, 24 horas apds o tratamento esta representada na Figura 79, Figura 80 e
Figura 81, respetivamente.

Na linha celular ECC-1 ndo submetida a tratamento, a populagao de células vivas foi de 89,06+5,24%, a
populago de células em apoptose foi de 6,69+4,89%, a populagao de células em apoptose tardia/necrose
foi de 0,74%1,5% e a populagdo de células em necrose foi de 3,51%4,10%. Apds a irradiagdo com a
dose de 0,5 Gy, a populagdo de células vivas foi de 82,55+9,48%, a populagdo de células em apoptose foi
de 7,26+7,46%, em apoptose tardia/necrose foi de 0,76+2,22% e em necrose de 8,60+8,54%. Apés a
irradiagdo com a dose de 15 Gy, a populagdo de células vivas foi inferior ao controlo, com valor de
16,13£7,18% (p<0,001). A populagio de células em apoptose e apoptose tardia/necrose foi de
10,71£7,82% e de 0,76+2,22%, respetivamente. A populagdo de células em necrose foi inferior a do
controlo, com valor de 12,43+7,59% (p=0,012). Apds a irradiagao com a dose de 30 Gy, a populagao de
células vivas foi inferior ao controlo, com valor de 73,03%14,63% (p<0,001). A populagao de células em
apoptose foi superior & do controlo, com valor de 14,03%11,16% (p=0,014), a populagao de células em
apoptose tardia/necrose foi de 2,45+3,80% e a populagao de células em necrose foi superior a do controlo,
com valor de 10,48+10,90% (p<0,001).
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Figura 79: Tipos de morte celular nas células ECC-1 apds 24 horas de irradiagao com 0,5, 15 e 30 Gy. A figura corresponde a
imagens exemplificativas das utilizadas no estudo das vias de morte. Na coluna da esquerda estd representada a azul a
marcagdo nuclear, a segunda coluna mostra a coloragdo verde que corresponde a anexina V, a terceira coluna mostra a
coloragdo vermelha que corresponde a marcagdo com iodeto de propideo e a quarta coluna mostra a sobreposicao das 3
imagens anteriores. O grafico (B) mostra os resultados estdo representados na forma de percentagem de células vivas, em
apoptose, em apoptose tardia/necrose e em necrose. Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrdo de trés
ensaios. A significancia estatistica estd representada com * para p <0,05 e com *** para p <0,001.
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Nas esferas ESI nao submetida a tratamento, a populagao de células vivas foi de 84,42+5,69%, a
populagao de células em apoptose foi de 10,40+6,39%, a populagdo de células em apoptose tardia/necrose
for de 1,78+3,51% e a populagdo de células em necrose foi de 3,16%4,13%. Apds a irradiagdo com a
dose de 0,5 Gy, a populagao de células vivas foi inferior a do controlo, com valor de 75,38+12,09%
(p=0,018). A populagao de células em apoptose foi de [4,58+11,32%, em apoptose tardia/necrose foi de
3,63+4,74% e em necrose foi de 582%6,05%. Apos a irradiagdo com a dose de I5 Gy, a populagdo de
células vivas foi inferior a das esferas ES| ndo irradiadas, com um valor de 68,11%10,08% (p<0,001). A
populagdo de células em apoptose e a populagao de células em apoptose tardia/necrose corresponderam a
14,53£10,34% e a 4,85+545%, respetivamente. A populagdo de células em necrose foi superior a das
esferas ES| controlo e a das células irradiadas com 0,5 Gy (p=0,039), que apresentaram um valor de
[1,77£5,09%. Apds a irradiagdo com dose de 30 Gy, a populagdo de células vivas foi inferior & do
controlo, com valor de 70,50%15,51% (p<<0,001). A populagao de células em apoptose, com o valor de
4,63£5,62%, foi inferior a do controlo (p=0,029), a das células irradiadas com a dose de 0,5 Gy
(p=0,004) e a das células irradiadas com a dose de I5 Gy (p=0,002). A populagao de células em apoptose
tardia/necrose foi superior @ do controlo, com valor de 8,06%11,63% (p=0,008). A populagio de células
em necrose com valor de 16,81+5,00% foi superior ao controlo (p<<0,001) e & das células irradiadas com
a dose de 0,5 Gy (p<0,001).

Nas células derivadas aderentes Gl nao submetida a tratamento, a populagao de células vivas foi de
89,39+4,95%, a de células em apoptose foi de 5,28+4,11%, a de células em apoptose tardia/necrose foi
de 0,00£0,00% e de células em necrose foi de 534%585%. Apos irradiagao com a dose de 0,5 Gy, a
populagdo de células em apoptose foi de superior & do controlo, com valor de 15,76+6,43% (p=0,002). A
populagdo de células em apoptose tardia/necrose e em necrose foi de 0,35%0,76% e de 7,20%6,33%,
respetivamente. Apos a irradiagdo com a dose de 15 Gy, a populagdo de células vivas foi inferior a do
controlo, com valor de 74,08+9,15% (p<<0,001) e a populagao de células em apoptose foi superior a do
controlo, com valor de 15,45+12,60% (p=0,029). A populagao de células em apoptose tardia/necrose e em
necrose foi de 0,79%2,51% e de 10,47£10,69%, respetivamente. Apés a irradiagdo com a dose de 30 Gy,
a populagao de células vivas foi inferior ao controlo, com valor de 73,04+8,82% (p<<0,001). A populagdo
de células em apoptose foi superior ao controlo, com valor de 17,89%12,23% (p<0,001). A populagao de
células em apoptose tardia/necrose e em necrose foi de 5,30%7,28% e de 7,41+9,57%, respetivamente.
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Figura 80: Tipos de morte celular nas células ESI apds 24 horas de irradiagao com 0,5, 15 e 30 Gy. A figura corresponde a
imagens exemplificativas das utilizadas no estudo das vias de morte. Na coluna da esquerda estd representada a azul a
marcagdo nuclear, a segunda coluna mostra a coloragdo verde que corresponde a anexina V, a terceira coluna mostra a
coloragdo vermelha que corresponde a marcagdo com iodeto de propideo e a quarta coluna mostra a sobreposicao das 3
imagens anteriores. O grafico (B) mostra os resultados estdo representados na forma de percentagem de células vivas, em
apoptose, em apoptose tardia/necrose e em necrose. Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrdo de trés
ensaios. A significancia estatistica estd representada com * para p <0,05, com ** para p <0,01 e com *** para p <0,001.
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Figura 81: Tipos de morte celular nas células Gl apés 24 horas de irradiagao com 0,5, 15 e 30 Gy. A figura corresponde a
imagens exemplificativas das utilizadas no estudo das vias de morte. Na coluna da esquerda estd representada a azul a
marcagdo nuclear, a segunda coluna mostra a coloragdo verde que corresponde a anexina V, a terceira coluna mostra a
coloragdo vermelha que corresponde a marcagdo com iodeto de propideo e a quarta coluna mostra a sobreposicao das 3
imagens anteriores. 0 grafico (B) mostra os resultados estdo representados na forma de percentagem de células vivas, em
apoptose, em apoptose tardia/necrose e em necrose. Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrdo de trés
ensaios. A significincia estatistica estd representada com * para p <0,05, com ** para p <0,01 e com *** para p <0,001.

A comparagdo entre as populagoes de células irradiadas com a dose de 0,5 Gy, revelou viabilidade
semelhante. A apoptose foi superior nas esferas ES| em relagdo a linha celular ECC-I (p=0,008), n2o sendo
observadas diferencas significativas em relagao a apoptose tardia/necrose e a necrose. Relativamente aos
I5 Gy, a viabilidade foi inferior nas esferas ESI em relagao a linha celular ECC-1 (p=0,001). A apoptose e
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a necrose nao apresentaram diferencas. A apoptose tardia/necrose foi superior nas esferas ESI em relagdo a
linha celular ECC-1 (p=0,001) e as derivadas aderentes Gl (p<<0,001). Com a irradiagao com a dose de
30 Gy, a viabilidade nao foi diferente entre as populagdes ECC-I, ESI e GI. A apoptose foi superior nas
derivadas aderentes Gl em comparacao a linha celular ECC-1 (p=0,007) e com as esferas ESI (p=0,001). A
apoptose tardia/necrose foi superior nas esferas ES| em relagdo a linha celular ECC-1 (p=0,015) e as
derivadas aderentes GI (p<<0,001). A necrose também foi significativamente superior nas esferas ESI
comparando com as células parentais ECC-1 (p=0,007) e com as derivadas aderentes GI (p<0,001).

A expressao de P53 foi avaliada nas células parentais ECC-1, nas esferas ES| e nas derivadas aderentes
Gl, 24 horas apds terem sido submetidas a radioterapia com doses de 0,5 Gy, de 15 Gy e de 30 Gy,
conforme descrito na Figura 82. Considerando a linha celular ECC-1 a expressao de P53 foi superior apés a
irradiagdo com dose de 30 Gy em relagdo as células nao submetidas ao tratamento, com valor de
1,80£0,26 (p<0,001). A expressao de P53 apos a irradiagdo com doses de 0,5 Gy e de 15 Gy foi de
[,23£0,25 e de 1,19+0,34, respetivamente. Para a populagao de esferas ESI, a expressao de P53 foi
superior apds a irradiagdo com dose de 15 Gy em relagdo as células nao submetidas ao tratamento, com
valor de 1,31£0,21 (p=0,046).
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Figura 82: Expressao da proteina P53, nas células parentais ECC-1,nas esferas ESI e nas células derivadas aderentes GI, 24
horas apés a irradiagdo com doses de 0,5 Gy, de 15 Gy e de 30 Gy. Os resultados sao apresentados sob a forma de razao
entre as intensidades de fluorescéncia da P53 e da actina e os graficos representam a alteragao relativamente as culturas nao
submetidas a tratamento (razdo P53/actina do controlo igual a I). Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrdo
de pelo menos trés ensaios. A significincia estatistica estd representada com * para p <0,05 e com *** para p <0,001. As
imagens constituem um immunoblot ilustrativo da expressao da proteina P53 e da actina para cada uma das condigdes
experimentais.
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A expressdo de P53 apds a irradiagdo com dose de 0,5 Gy e de 30 Gy foi de 1,00+0,08 e de
1,26£0,19, respetivamente. A expressao de P53 na populagdo de derivadas aderentes Gl apds a irradiagao
com dose de 0,5 Gy foi de 0,90+0,17, com dose de |5 Gy foi de 0,98+0,40, e com dose de 30 Gy foi de
1,020,56.

A expressao de caspase 3 foi avaliada nas células parentais ECC-1, nas esferas ESI e nas células derivadas
aderentes GI, 24 horas apds terem sido submetidas ao tratamento com radioterapia com doses de 0,5 Gy,
de 15 Gy e de 30 Gy, conforme descrito na Figura 83. Considerando a linha celular ECC-1 a expressao de
caspase 3 foi superior apos a irradiagdo com dose de 15 Gy em relagago as células nao submetidas ao
tratamento, com valor de [,30%0,10 (p=0,018). A expressao com dose de 0,5 Gy e de 30 Gy foi de
1,20£0,31 e de 2,17+0,98, respetivamente. Para as esferas ESI, a expressio de caspase 3 foi superior
apos a irradiagdo com dose de I5 Gy em relagao as células nao submetidas ao tratamento, com valor de
1,67£0,25 (p=0,024). A expressao com doses de 0,5 Gy e 30 Gy for de 1,41+0,64 e de 1,66+0,97,
respetivamente. A expressao de caspase 3 na populagao de células derivadas aderentes Gl apos irradiagao
com dose de 0,5 Gy foi de 1,01+0,30, com 15 Gy foi de 1,00+0,30 e 30 Gy foi de 1,00£0,50.
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Figura 83: Expressao da proteina caspase 3, nas células ECC-1, nas esferas ESI e nas células derivadas aderentes Gl, 24 horas
apés a irradiagdo com doses de 0,5 Gy, de I5 Gy e de 30 Gy. Os resultados sao apresentados sob a forma de razdo entre as
intensidades de fluorescéncia da caspase 3 e da actina e os graficos representam a alteragdo relativamente as culturas nao
submetidas a tratamento (razdo caspase 3/actina do controlo igual a I). Os valores apresentados exprimem a média e o erro
padrdo de pelo menos trés ensaios. A significAncia estatistica est representada com * para p <0,05. As imagens constituem um
immunoblot ilustrativo da expressdo da proteina caspase 3 e da actina para cada uma das condigGes experimentais.
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Danos no DNA

No que diz respeito a distribuicdo de momento de cauda para as condigdes controlo e para a irradiagao
com doses de 0,5 Gy, de |5 Gy e de 30 Gy verifica-se uma distribuicao assimétrica com cauda a direita. A
Figura 84 apresenta algumas imagens ilustrativas das condicdes estudadas. Desta andlise destaca-se que nao
se observaram cometas no controlo e com o tratamento com dose de 0,5 Gy, e observam-se alguns cometas
com o tratamento com doses de 15 e de 30 Gy. O percentil 90 das distribuicdes obtidas para o momento

de cauda esta representado na Tabela I1.

controlo 0,5 Gy 15 Gy 30 6y

Etc----

Figura 84: Imagens ilustrativas dos cometas obtidos para as células parentais ECC-1, as esferas ESI e as derivadas aderentes Gl,
24 horas apds o tratamento com radioterapia com a dose de 0,5 Gy, de 15 Gy e de 30 Gy apos 24 horas. As imagens
representadas foram obtidas com uma ampliagao de 400x.

Tabela 11: P90 do momento da cauda dos cometas obtidos na linha celular ECC-I, nas esferas ESI e nas células derivadas
aderentes GI apos o tratamento com doses de 0,5 Gy, de 15 Gy e de 30 G

Controlo 0,5 Gy 15 Gy 30 Gy
ECC-I 0 0 1,713 4,88
ESI 0,003 0,058 0,064 0,097
Gl 6,07x10+% 1,06x10°% 6,76x10 5,44x10°%
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Para a linha celular ECC-1, no ensaio cometa, o momento de cauda nao apresentou diferengas com dose
de 0,5 Gy em relagao as culturas celulares controlo. Com a irradiagao com doses de 15 Gy (p<<0,001) e de
30 Gy (p<0,001) o momento de cauda foi superior as culturas celulares controlo. Para as esferas ESI, o
momento de cauda foi superior com a irradiagao com doses de 0,5 Gy (p<<0,001), de 15 Gy (p<<0,001) e
de 30 Gy (p<0,001) em relagao as culturas celulares controlo. Para as células derivadas aderentes Gl, nao
se verificaram diferengas nos momentos de cauda entre as varias doses de irradiagao.

As esferas ES| apresentaram maior momento de cauda que a linha celular ECC-1 e que as células
derivadas aderentes Gl (p<0,001), as quais também apresentaram maior momento de cauda em relagao a
linha parental ECC-1 (p<0,001). Com o tratamento de 0,5 Gy, observou-se maior momento de cauda para
as esferas ES| em relagdo a linha celular ECC-1 (p<0,001) e a populagdo de derivadas aderentes Gl
(p<0,001). Com o tratamento de |5 Gy, o momento de cauda foi superior na linha celular ECC-I em
relagdo as esferas ESI (p=0,008) e as derivadas aderentes GI (p<<0,001), nas quais se observou menor
momento de cauda que na linha parental ECC-I (p<0,001). Com o tratamento de 30 Gy, o momento de
cauda das células parentais ECC-1 foi superior ao das derivadas aderentes Gl (p<<0,001) e nas esferas ESI

o momento de cauda foi menor que na populagao ECC-1 (p<,001).

Discussao

A radioterapia é uma terapéutica adjuvante no cancro do endométrio que permite o controlo
locorregional da doenga, mas que nao se traduz num beneficio em termos de sobrevivéncia (Morneau ef a/
2013). A radioterapia externa melhorou o intervalo livre de doenca, em doentes de alto risco de recorréncia,
no entanto os resultados podem ndo ser vantajosos em doentes de baixo risco e algumas de risco
intermédio, contribuindo até para um prejuizo da qualidade de vida (Kong er a/ 2012b; Morneau et a/
2013). Também a braquiterapia nao mostrou beneficios em doentes de baixo risco, no entanto, em doentes
de risco intermédio a braquiterapia ndo foi inferior a radioterapia externa para a recorréncia vaginal
(Morneau ef a/ 2013) De realcar que a qualidade de vida foi menos afetada com a braquiterapia do que
com a radioterapia externa (Colombo e 2/ 2011). A radioterapia pode também ser uma op¢ao na recidiva
vaginal apos cirurgia (Wright er a/ 2012).

No nosso trabalho experimental, a linha celular ECC-1 foi submetida a irradiagao com doses de 0,5 Gy,
de I5 Gy e de 30 Gy, e a sua atividade metabdlica manteve-se em niveis superiores a 80% as 24 horas

apos a irradiagao, superiores a 90% as 48 horas apds a irradiagao e os niveis mais baixos corresponderam
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as 72 horas com valores da ordem dos 76% apés a irradiagdo com I5 Gy e com 30 Gy. O fator de
sobrevivéncia apds 12 dias da irradiagdo com 0,5 Gy resultou numa sobrevivéncia de 0,585 e que diminuiu
para 0,02 com I5 Gy e para 0,003 com 30 Gy. Estes dados sugerem que o efeito da radiagao na linha
ECC-1 esta dependente da dose de irradiagdo. O efeito da radiagao foi avaliado noutras linhas celulares de
endométrio. A linha celular Ishikawa mostrou um fator de sobrevivéncia proximo de | com irradiagdes até
0,6 Gy (Marampon ez a/ 2014). Outros autores compararam as linhas celulares Ishikawa, KLE, HHUA, RL95-
1 e verificaram que a linha mais sensivel foi a KLE e a mais resistente foi a Ishikawa, conforme
demonstrado pelas curvas de sobrevivéncia clonogénica determinadas com a utilizagao de doses de radiagao
até 10 Gy (Park ef aj 2011). Estes estudos demonstram uma sensibilidade distinta entre diferentes linhas
celulares o que pode sugerir uma resposta varidvel de acordo com o tumor.

A atividade metabolica foi comparada entre a linha celular ECC-1 e as células derivadas aderentes e as
populagdes de esferas. O efeito da radiagao nas populagoes derivadas aderentes foi maior que o da linha
ECC-1 para algumas doses e para alguns tempos, no entanto destaca-se que esta alteracao corresponde a
diferencas que serao biologicamente pouco significativas. A atividade metabdlica atingiu maiores diferengas
em relagdo a linha celular ECC-I, nas derivadas aderentes GI, G2 e G3, 72 horas apds a dose de 15 Gy
mas apenas apresentaram um aumento de cerca de 10 a 15%. Considerando as populagbes de esferas os
resultados ndo apresentaram diferencas biologicamente relevantes, no entanto também com |5 Gy e 72
horas apés a irradiagao se verificou uma elevagao da atividade metabolica nas esferas ESI, ES2 e ES3 em
relagao a linha celular ECC-1. A avaliagao do fator de sobrevivéncia nestas populagdes destaca um aumento
da sobrevivéncia de todas as populagdes de esferas e das populagdes derivadas aderentes Gl e G3 com
doses de 0,5 Gy. Para a dose de I5 Gy o fator de sobrevivéncia para a populagao de derivadas aderentes
G3 foi superior a das células de origem ECC-I e com a dose de 30 Gy, as derivadas aderentes Gl e G3
apresentaram niveis significativamente superiores a linha celular parental ECC-1.

Outros autores avaliaram o efeito da radiagdo em populagdes de esferas. No carcinoma do pulmao as
células que sobreviveram a irradiagdo com 5 Gy apresentaram capacidade de formar esferas que expressaram
niveis maiores de marcadores de C(SC como o (D44, o (D24, a P-catenina e marcadores EMT (SNAIL,
vimentina e N-caderina) que a populagdo de esferas ndo irradiada (Gomez-Casal er a/ 2013). As esferas com
origem em carcinoma da cabeca e do pescoco, 48 horas apds irradiagdo com 2 Gy, demonstraram maior
resisténcia que as células em cultura em monocamada (Leong ef ] 2014). A populagdo de esferas de linhas
celulares de carcinoma do colo uterino e a populagdo em monocamada foram submetidas a um ensaio de
radiorresisténcia e a populagao de esferas foi mais resistente a doses de irradiagao até 10 Gy (Lopez ef a/
2012). As esferas de linhas celulares de carcinoma do esofago foram mais radiorresistentes que a populagao

de origem quando irradiadas com doses de 8 Gy (Wang, 2014). O aumento da resisténcia a radiagao foi
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demonstrado de forma semelhante em esferas de glioblastoma e de carcinoma de células renais (Lhong ef a/
2010; Yuan ef aj 2014). As doses de irradiagdo descritas nestes trabalhos foram inferiores a irradiagao
utilizada no nosso estudo, em que a sobrevivéncia com as doses de |5 e 30 Gy foi reduzida. Assim,
destaca-se uma populagao com propriedades de (SC /7 witro que resiste a irradiagao e este dado &
transversal em diversos tipos de cancros.

Uma explicagao plausivel para a radiorresisténcia de tumores €, justamente, a presenca de uma
subpopulagao de C(SC que € intrinsecamente mais resistente a diversas terapéuticas. As terapéuticas podem,
por outro lado, causar a expansao e a aquisicao de mais mutagdes genéticas e alteragdes epigenéticas nas
(SC, o que se traduz por uma resisténcia adquirida ao tratamento (Rycaj & Tang, 2014). Um dos
mecanismos da radiorresisténcia das (SC esta relacionado com o aumento da capacidade de reparagao de
DNA, com o seu potencial de autorrenovagao e com mecanismos de defesa de ROS nos quais se inclui o
aumento da capacidade de eliminar radicais livres formados em resposta a radiagao. De entre os processos
envolvidos na radiorresisténcia, também estao descritas diferencas no processo de quebra da dupla cadeia do
DNA e na sua reparagao (Rycaj & Tang, 2014). Na recorréncia da doenga apds teraputica, o clone com as
alteragdes vantajosas para protecao contra a terapéutica pode ser selecionado o que torna possivel o
reaparecimento do tumor. Assim, a radiagdo elimina a populagao radiossensivel enquanto a populagao
resistente de CSC permanece viva e contribuiu para radiorresisténcia adaptativa pela repopulagao seletiva de
(SC sobreviventes (Rycaj & Tang, 2014). Por outro lado a radiagao ionizante também pode reprogramar
células diferenciadas e induzir CSC, conforme j& descrito para o cancro da mama (Rycaj & Tang, 2014).
Apesar de todos estes avangos, os mecanismos moleculares da resisténcia a radiagao sao ainda pouco
compreendidos. Relativamente ao aumento da reparagdo de DNA foram descritos mecanismos em diversos
tipos de cancro, nomeadamente no carcinoma da nasofaringe, nos glioblastomas, no cancro da mama e no
do pulmdo. Alguns deles incluem a regulagdo dependente do MYC, do checkpoint-/ e do checkpoint-2 do
cdo celular. A ativagao da via de sinalizagao ATR (do inglés, ataxia telangiectasia and Rad3-related protein)
e o checkpoint-1, a via de sinalizagdo ATM e o checkpoint-2, o recrutamento da resposta ao dano de DNA
dependente do BMII, a sobre-regulagao de genes reparadores de DNA constituem mecanismos de protecao
contra o stresse oxidativo por eliminagdo de ROS (Cojoc er a/ 2014; Maugeri-Sacca er aj 2014). A
eliminagao de ROS é um mecanismo fisiopatoldgico que se verifica tanto em células normais como em células
tumorais, que envolve moléculas como o glutatido, as peroxidases, as catalases, a superoxido dismutase, a
tioredoxina, entre outras (Cojoc ef a/ 2014). Um dos mecanismos adicionais para resisténcia da populagao
de (SC & um sistema de eliminagao mais eficaz de ROS que associa uma menor produgdo de ROS quando se
compara com a restante populagao tumoral (Cojoc er a/ 2014).

A semelhanca dos nossos resultados com as esferas de endométrio, as células com propriedades de CSC
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i vitro de outros autores apresentaram maior resisténcia a radiagao. No entanto, destaca-se que esta
capacidade se manteve em populagdes derivadas aderentes, inclusivamente contribuindo para niveis de
resisténcia superiores ao das esferas com o aumento da dose de irradiagao, o que pode apontar para
mecanismos de resisténcia em células progenitoras e para os quais as células diferenciadas poderdo
contribuir.

Noutro estudo as subpopulagoes de C(SC caracterizadas por aumento da expressao de (D44, de (DI33 e
de ALDH foram associadas a radiorresisténcia de diversos tipos de cancro (Skvortsov ef a/ 2014). No cancro
da mama a subpopulagio de CSC (D44*/CD247* foi mais radiorresistente que a subpopulagio sem
propriedades de (SC, o que foi atribuido a ativagao da via de sinalizagao ATM/ checkpoint-2. A eliminagao de
ROS também foi associada com este fendtipo de cancro da mama, pelo envolvimento de genes associados a
eliminagdgo de ROS como a superdxido dismutase, a glutationa peroxidade e a catalase, que se encontram
enriquecidos na populagao com caracteristicas de (SC. Foi descrita a interagdo entre o (D44 e o
transportador do glutamato-cisteina e no controlo dos niveis intracelulares da glutationa, a qual tem como
fungao a eliminagao de ROS no cancro gastrointestinal. A expressao de (D44 foi ainda correlacionada com a
radiorresisténcia de tumores da cabeca e do pescogo (Cojoc ef 2/ 2014) enquanto a sua expressao associada
a P-catenina nuclear se apresentou sobrerregulada em células de cancro do pulmdo que sobreviveram a
radioterapia. Deste modo, a EMT esta também associada com a radiorresisténcia (Gomez-Casal er a/ 2013).

No presente estudo experimental, o (D44 teve uma expressao superior na populagao de esferas em
relagdo a linha de origem ECC-1, com elevagao significativa para as esferas ESI, o que sugere intervencao
dos mecanismos moleculares descritos na resisténcia das esferas de carcinoma do endométrio a radioterapia.
De facto, ja foi demonstrado por outros autores que a inibigao da cinase PI3K levou a deplecdo de células
radiorresistentes com fenotipo CDI33™ no cancro do colon, o que sugere que esta via pode regular a
resposta aos danos no DNA (Cojoc er 2/ 2014) A subpopulagao (DI33™ foi também associada a resisténcia
a radioterapia em glioblastomas pela ativagao da resposta do checkpoint-2 aos danos no DNA (Rycaj & Tang,
2014). Nos nossos resultados verificimos igualmente um aumento deste marcador na populagdo de esferas,
com significado estatistico na populagdo de esferas ES3, o que podera sugerir interagdes com estas vias de
sinalizagao na resisténcia desta populagao.

A ALDH nao é apenas um marcador de (SC mas também lhe é atribuido uma fungdo no aumento do
metabolismo. A ALDH é responsavel pela destoxificagdo dos lipidos derivados das reagdes de peroxidagdo dos
aldeidos em resposta ao stresse oxidativo, levando a um aumento da protecdo das células contra danos
como os efeitos da radiagao. As ROS sao a causa mais importante de peroxidagao dos lipidos e sdo
produzidos pela cadeia transportadora de eletrdes da mitocondria durante a fosforilagao oxidativa (Trautmann

et aj 2014). Em relagao a esta problematica foi demonstrado que as esferas de carcinoma da cabeca e do
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pescoco que tém maior fragdo celular da subpopulagio ALDH™ apresentaram maior resisténcia a radiagdo
(Leong er a/ 2014). Na populagao de esferas de endométrio do nosso estudo a sobre-expressao de ALDH
sugere a ativagao do mecanismo de oxidagao do acido retinoico de modo a repor o NAD & forma reduzida
NADH, o que permite eliminagdo dos metabolitos toxicos gerados (Trautmann er a/ 2014). Este processo
podera explicar o aumento da eliminagao de ROS nas populagdes mais resistentes a radioterapia. Estes
mecanismos foram descritos em populagdes de esferas, admitindo-se uma possivel intervencao destas vias na
populagdo de derivadas aderentes que inclusivamente apresentaram maior resisténcia com a irradiagao de
I5 Gy, para a populagao G3 e de 30 Gy para as populagdes Gl e G3. A diferenciagao desta populaao
podera contribuir para a reposicao de outras vias que atuam sinergicamente com a resisténcia a terapdutica.

A resisténcia @ radiagao pode ocorrer com niveis baixos de oxigénio, uma vez que a expressao de genes
associados a hipoxia pode reduzir a capacidade de reparacao do DNA. No entanto este efeito depende do
tempo a que as células foram expostas a baixos niveis de oxigénio Estudos recentes sugerem que as
condigoes de hipoxia podem manter ou mesmo induzir o aparecimento de (SC pelas condigdes de hipoxia.
Alguns dos efeitos da hipoxia sao atribuidos a expressao de varios genes dependentes do HIF e que regulam
fatores de transcricdo associados com as vias de sinalizagdo das (SC como o OCT-4, o NANOG, o SOX2, o
KLF4, entre outros (Trautmann e 2/ 2014). A andlise proteémica foi aplicada na identificagao de proteinas
associadas a resisténcia a radiagao. Os estudos sugerem que as proteinas de choque toxico (HSP, do inglés
heat shock proteins), a NME| (do inglés, nucleoside diphosphate kinase-/), a RAC-1 (do inglés, Ras-related
(3 botulhmum toxin substrate-/) e a APEX| (do inglés, multifunctional DNA-repair Fnzyme-/) foram as
proteinas que apresentaram relagao com os marcadores de (SC como o (D44, o (D133 e a ALDH e as
proteinas envolvidas na radiorresisténcia (Skvortsov er a/ 2014).

As vias de morte celular foram avaliadas nas populagdes submetidas a irradiagao, a semelhanga do que se
efetuou para a avaliagdo do efeito da quimioterapia. Na linha celular ECC-I a morte por apoptose foi
superior ao controlo apds a irradiagdo com a dose de 30 Gy. No entanto a necrose excedeu os controlos
com todas as doses de radiagdo. Nas esferas ESI a necrose também foi superior ao controlo apés a
irradiagdo com 15 Gy e com 30 Gy. Com a dose de 30 Gy, a apoptose nas esferas ES| foi inferior ao
controlo. Esta populagdo apresentou niveis de necrose superiores aos da linha celular ECC-1 e da populagdo
de derivadas aderentes Gl com a dose de 30 Gy. A populagdo GI apresentou uma via de morte
predominante por apoptose com todas as doses de irradiago.

Varios autores descreveram que apés a indugdo, pela irradiagdo, de danos irreparaveis no DNA, atuam
diversos mecanismos celulares como a apoptose, a senescéncia, a autofagia e a necrose em diversos tipos de
células (Nicolay ef a/ 2015). A lesao do DNA resulta numa paragem do ciclo celular, numa tentativa de

reparar o DNA, a qual é seguida da decisdo da entrada da célula ou em apoptose ou num novo ciclo
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celular. A paragem do ciclo celular ocorre nos checkpoints das fases Gl e G2, previamente mencionados
como checkpoint-1 e checkpont-2 (Dingwall er a/ 2015). A inibigdo da apoptose foi descrita em populagdes
com propriedades de (SC de outros tipos de cancros resistentes a radioterapia. No cancro do pulmdo, a
apoptose nas células da populagdo maioritaria foi superior a da populagdo lateral apds a irradiagdo com
8 Gy (Xia er 2/ 2013) enquanto na subpopulagdo (D447/CD24" de uma linha celular de cancro da mama
submetida a radiagdo, a apoptose foi menor (Li ef @] 2012). Recentemente foram realizados estudos em
células estaminais embrionarias em comparagao com células estaminais embrionarias com caracteristicas de
progressao neoplasica. Esta dltima populagao apresentou redugao da capacidade da radiagao induzir apoptose
e apresentou paragem do ciclo celular, em comparagao com a populagdo de células estaminais embrionarias
(Dingwall ez a/ 2015).

Na tentativa de caracterizar a expressao de vias promotoras de apoptose, no nosso trabalho experimental
foi avaliada a expressao da P53 e da caspase 3. A P53 teve uma expressao aumentada na linha celular
ECC-1 apés a irradiagdo com 30 Gy, que se correlacionou com a maior apoptose nesta populagao em
relagao ao controlo. Na populagao de esferas ESI, a expressao foi superior em relagao ao controlo apés a
irradiagdo com 15 Gy, nao se verificando diferencas em relagdo as outras doses de radiagdo. Neste caso a
necrose foi a via que apresentou elevagdo significativa em relagdo ao controlo. Na populagao de derivadas
aderentes Gl, onde a apoptose foi a via de morte preferencial, a expressdo de P53 nao apresentou
diferencas no que respeita a dose de radiagao. A expressao de P53 pode refletir apenas a acumulagao da
forma mutada, conforme ja descrito na secao da terapdutica com citostaticos. Este diferente comportamento
da forma mutada da P53 em relagao a forma selvagem foi também Ja relatada por outros autores, os quais
mostraram que a irradiagdo induz apoptose dependente da P53 na forma selvagem, mas nao na forma
mutada (Hinata ef a/ 2003). Os resultados no nosso estudo apontam para uma ativagao da apoptose por
outras vias que nao a P53, particularmente na populagdo de derivadas aderentes Gl.

A P53 € uma proteina muito estudada em diversos tipos de cancro no contexto da terapia com radiagao.
Em células de cancro da mama da linha celular MCF-7 mostrou ter um aumento da sua expressao
dependente da dose de radiagao. Também nas mamosferas, apesar do nivel de P53 em células irradiadas ser
superior a0 das células em monocamada, ndo se verificou um aumento claro em resposta a irradiagdo com
| Gy ou com 10 Gy. A sobrevivéncia destas células iniciadoras tumorais a exposicdo a radiagao foi
primariamente dependente de uma subregulagdo das vias de senescéncia (Karimi-Busheri er a/ 2010). Assim,
na populagao com propriedades de (SC a irradiagao poderd nao desencadear uma sobre-expressao de P53,
em resposta a lesao celular. Qutras vias foram associadas a inibicao da apoptose. A este respeito, em células
estaminais de gliomas o tratamento com irradiagao aumentou a expressao da via MELK (do inglés, maternal

embryonic leucine zipper kinase) a qual diminuiu a apoptose induzida pela radiagao. A expressdo de MELK
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excluiu-se com a P53 e a P53 regula negativamente a expressao MELK nas células estaminais de gliomas
(Gu ef af 2013). A ativagdo da P53 ativa, por sua vez, mdltiplos genes transcripcionais envolvidos na
apoptose como o gene da B4K o do PUMA (do inglés, P53 upregulated modulator of apoptosis), o do NOM
(do latin, significa dano, também conhecido como gene Phorbol-/2-myristate-3-acetate-induced protein /) e
0 do APAFL Independentemente da sua atividade transcripcional, a P53 pode promover apoptose por
interagao direta com proteinas mitocondriais. Em células estaminais embrionarias submetidas a radiagao, a
apoptose ocorreu sem ativagao transcripcional da P53, o que sugere intervencao pela via mitocondrial (Liu
et al, 2014a). Portanto, a falha da transcricao do NOXA e do PUMA levou ao aumento da acumulagao P53,
0 que aponta para um papel ndo transcriptional da P53 na apoptose (Dingwall e 2/ 2015).

A apoptose tardia podera ser uma via ativada nas populagdes estudadas no trabalho que conduziu a esta
tese, dado que o ensaio clonogénico revelou fatores de sobrevivéncia reduzidos a longo prazo. Por outro
lado os efeitos verificados 24 horas apds a irradiagao poderao ainda nao refletir a ativacao das vias de
morte estudadas. Também podera ocorrer mitose catastrofica nestas células, na auséncia de P53 selvagem. A
morte por necrose podera ser ativada apos a catastrofe mitdtica e esta pode constituir a via preferencial na
populagao de esferas, a qual apresentara uma P53 mutada.

A caspase 3 apresentou uma expressao superior apds a irradiagdo com 15 Gy na linha celular ECC-I e
nas esferas ES|. No entanto, estes dados ndo se correlacionam com a ativagao da apoptose nestas doses de
irradiagao. Ainda se destaca que, sendo a apoptose a via de morte preferencial nas células derivadas
aderentes Gl, a expressao de caspase 3 nao apresentou diferencas em relagao ao controlo. Mais uma vez os
dados sugerem que a via de morte nao estd dependente de caspases nestas populagdes, conforme discutido
relativamente aos estudos do efeito dos citostaticos. Alguns trabalhos realizados por outros autores avaliaram
a expressao de caspase 3 apds a irradiagao de (SC. O aumento da ativagao da caspase 3 e da caspase 9 foi
associado com a populagdo maioritaria e nao com a populagdo lateral no cancro do pulmdo (Xia ef
2013). Em células estaminais mesenquimatosas de meduloblastoma, a caspase 3 teve uma expressao
semelhante ao controlo apés a irradiagao com 8 Gy, no entanto, nas células estaminais mesenquimatosas
que expressam o ligando do TRAIL, observou-se indugao da apoptose mediada por caspase 3 (Nesterenko er
aj 2012). Quando a catastrofe mitdtica € ativada, a célula pode morrer em apoptose, mediada por caspases
ou, em alternativa, pode sofrer uma morte independente de caspases que culmina em necrose (Pruschy,
2009). Esta podera ser a via de morte da populagdo de esferas ES| deste trabalho que apresentaram
ativagao da necrose, particularmente apds a irradiagao com 15 Gy e com 30 Gy. No entanto, nas células
derivadas aderentes GI a apoptose foi ativada com a radiagdo e a expressao de caspases nao apresentou
diferencas entre as doses irradiadas usadas. Assim, algumas proteinas libertadas, como resultado da

permeabilizagdo da membrana externa mitocondrial (MOMP, do inglés mitochondrial outer membrane
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permeabilization), como o AlF (do inglés apoptosis-inducing factor), a HtrA2/Omi (do inglés, human protein
serine protease) ¢ a endonuclease G, podem promover mecanismos de morte independentes de caspases. A
morte independente de caspases pode também resultar em estimulos que causam permeabilizagio da
membrana lisossomal, com a consequente libertagao de proteases catepsinas (Kroemer & Martin, 2005).

0 estudo de danos no DNA, através do ensaio cometa, realizado no nosso estudo experimental, revelou
que o P90 para os momentos de cauda foi superior na linha celular ECC-| apds o tratamento com 15 Gy e
30 Gy em relagao ao controlo e as restantes populagdes estudadas. A populagao de derivadas aderentes Gl
apresentou o menor valor de P90 dos momentos de cauda considerando todas as irradiagdes. A populagao
de esferas ES| apresentou valores superiores a da populagdo de origem ECC-I para as doses de 0,5 Gy,
sendo inferior para |5 Gy e 30 Gy. Estes dados refletem menores danos no DNA na populagao de esferas
ESI e na populagdo de derivadas aderentes GI, em relagdo a linha parental para as doses mais elevadas
(15 Gy e 30 Gy). A exposicao a radiagao ionizante pode originar varias lesdes no DNA, das quais a mais
grave € a quebra de dupla cadeia, a qual origina mutagdes, instabilidade gendmica e apoptose. Como
resposta a0 dano de DNA iniciam-se mecanismos de reparagdo. Os primeiros passos da reparagao de DNA
incluem a ativagdo da ATM, da ATR e a ativagdo de alvos a jusante como as histonas, particularmente a
H2AX e a 53BPI (Chitikova ef a/ 2014). Foi descrita a indugao de senmescéncia pela irradiagao em células
resistentes a apoptose, a qual era determinada pela persisténcia de lesdes de DNA n3o reparadas e que
levam & manutengdo da ativagao das vias de reparagao de lesoes de DNA (Chitikova es a/ 2014). Quanto a
diminuigao do nimero de células com quebras na cadeia de DNA que verificimos neste estudo, 24 horas
apos a irradiagao, na populagao de esferas ES| e na populagdo de derivadas aderentes Gl, em relagao a
populagao parental ECC-I, pode refletir uma forma distinta de processamento e de reparagao das quebras de
dupla cadeia de DNA (Rycaj & Tang, 2014). De facto, foi j4 mostrado em células MCF-T irradiadas com
4 Gy, que a reparagdo de quebras de cadeia tnica de DNA foi mais precoce apds irradiagdo nas células com
fenotipo CD44¥/CD24" do que nas células em monocamada apds a irradiagdo com 4 Gy. A expressao de um
painel de proteinas associadas com reparagao de quebras de cadeia unica demonstrou que a APEI (do inglés
apurinic/apyrimidinic endonuclease /) foi expressa em niveis mais elevados em culturas nao irradiadas e nas
mamosferas irradiadas (Karimi-Busheri er a/ 2010). Estes dados sugerem que na populagao de esferas ES| e
na populagao de derivadas aderentes Gl pode existir um atraso nos mecanismos de lesdo de DNA e a sua
reparagao pode envolver proteinas sobre-expressas nesta populagao.
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CAPITULO VI

A existéncia de um modelo animal experimental capaz de aferir determinadas caracteristicas de uma
patologia humana é uma importante ferramenta a evolugao da pratica clinica em medicina. 0 modelo animal
ortotdpico de cancro do endométrio pretendeu avaliar o comportamento das células tumorais quando
inoculadas no local anatomico em que ocorre o tumor primario. Este modelo permite uma aproximagao ao
cancro humano, incluindo a histologia do tumor, a vascularizagao, as interagdes com microambiente e as
vias de disseminagao. Os modelos ortotopicos podem originar metastases, ao contrario do que sucede com a
injeao subcutanea de células tumorais e fornecem dados relevantes da interagdo tumor-hospedeiro (Khanna
& Hunter, 2005)

No cancro do endométrio a doenca avangada ¢ heterogénea, pode apresentar um comportamento pouco
previsivel e resposta variavel ao tratamento. Os locais de metastizagao podem incluir os ganglios linfaticos
pélvicos e os para-adrticos, as metastases intra-abdominais, as metastases pulmonares e outro tipo de
localizagdes inoperaveis (Burke ef a/ 2014a). A disseminagao do cancro do endométrio ocorre primariamente
por via linfatica, por via transperitoneal para os anexos e para a pélvis e por via hematogénica para locais
a distancia (Dol ef a/ 2009). A resposta as terapéuticas sistémicas e locais na doenca avancada é muitas

vezes insuficiente, salientando a importancia de alargar o conhecimento deste processo.

Material e Metodos

0 estudo experimental decorreu no Servico de Biofisica do Instituto de Biofisica e Biomatematica da
Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra respeitando todas as disposicdes legais em vigor no que
se refere a experimentagdo animal. O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica da
Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra (Of. Ref* IBB 48/09, ANEXO Il).

Modelo ortotdopico de cancro do endométrio

0 modelo ortotopico de cancro do endométrio desenvolvido assenta na injecao direta de células tumorais
na cavidade endometrial através de um procedimento cirirgico (Doll e a/ 2009). Pretendeu-se que este
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modelo refletisse a capacidade tumorigénica e de invasao da linha celular ECC-1 em comparagdo com as
populagdes de esferas ES| e de derivadas aderentes Gl assim como o potencial de metastizagao dos
respetivos tumores primarios.

Neste modelo ortotdpico foram utilizados ratos fémeas com 8 a 10 semanas de idade da estirpe Aowert
Nude (RNU). Os animais foram mantidos durante todo o periodo de experiéncia sob condigoes de
temperatura e de humidade constantes, ciclos de luz e de escuro de 12 horas em alternancia, assim como
de esterilidade e de assepsia. A todos os animais foi fornecida agua e comida ad /ibitum. Do ponto de vista
anatomico, conforme descrito na Figura 85, o utero do rato é um drgao duplo, designado utero bicdrneo
que se junta distalmente num dnico corpo. O utero encontra-se suspenso a parede posterior do abdémen
pelo mesométrio que corresponde a ligamentos largos que contém os vasos sanguineos e linfaticos e os
nervos. 0 segmento cranial do utero é dividido em duas cavidades separadas por um septo mediano. 0
segmento caudal ou colo consiste numa cavidade Unica que se liga a vagina. As trompas apresentam trés
segmentos, a ampola, o infundibulo e o segmento intramural. A parte distal € constituida por fimbrias e
abre diretamente no ovario. No rato os ciclos denominam-se estros, duram 4-6 dias e ocorrem de forma
continua dividindo-se em proestros, estros, metestros |, metestros 2 e diestros. A mucosa endometrial
apresenta um epitélio colunar que se estende por estruturas glandulares tubulares que se ramificam no
miométrio. O miométrio tem uma camada de masculo liso circular interna e uma longitudinal externa (Piper
M. Treuting, 2012) Os vasos do mesométrio sao perfundidos por sangue proveniente da extremidade ovarica
e uterina tratando-se, do ponto de vista hemodinamico, de um fluxo bidirecional. Os vasos secundarios,
analogos as artérias arcuatas em seres humanos podem formar ansas com a artéria principal e as artérias

radiais tercidrias que ligam as ansas arqueadas com a parede uterina (Osol & Moore, 2014).

Ovario —

Artérias radiais
Artéria arcuata

. Artéria uterina
Corno uterino

Artéria iliaca comum
Corpo uterino

Colo uterino

Figura 85: Representagdo esquematica da anatomia do trato genital feminino no rato.

No modelo ortotdpico foram preparadas suspenses celulares com 2x10" células da linha celular ECC-1 e
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das populagdes ES| e GI. Antes de qualquer procedimento os animais foram anestesiados com uma mistura
de quetamina e clorpromazina, administrada por via intramuscular no membro posterior na concentragao de
60 mg/kg de quetamina e 15 mg/kg de clorpromazina.

0 procedimento iniciou-se com a colocagao dos animais na mesa operatoria em decibito dorsal. A regido
abdominal foi desinfetada e realizou-se uma laparotomia por incisao mediana nos quadrantes inferiores, com
cerca de 3 cm. Foi exposta a cavidade pélvica e identificou-se o utero. Seguidamente realizou-se laqueacdo
do segmento inferior, a nivel supracervical com fios de seda 3/0 de modo a n3o permitir a saida da

suspensao celular pela vaginal, como representado na Figura 86.

Figura 86: Laqueago do segmento inferior uterino a nivel supra-cervical.

Foi realizada a administragdo, com uma agulha de 25 G, de cerca de 100 pl de suspensdo celular na
cavidade endometrial de cada um dos cornos uterinos, conforme descrito na Figura 87, de modo a distribuir
o volume para que nao ocorresse derramamento pela extremidade distal da trompa devido ao excesso de
volume. Para evitar a saida para a cavidade abdominal da suspensdo celular, a regido da injecdo foi

pressionada durante alguns segundos.

Figura 87: Inoculagdo da suspensdo celular em cada um dos hemiiteros seguida de pressao gentilmente exercida no local de
injecdo de forma a evitar a saida do conteido para a cavidade abdominal.

Os orgdos foram reintroduzidos na cavidade abdominal e a pele foi encerrada com material de sutura
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apropriado. Os animais ficaram em vigilancia nas primeiras horas apds a intervencao. Todos os animais
foram monitorizados de dois em dois dias no que diz respeito ao seu peso e alteragao de habitos

comportamentais durante 16 semanas.

Estudos de medicina nuclear

A medicina nuclear constitui um método de imagem e de terapéutica que utiliza a radiagdo ionizante
emitida por atomos instaveis. O principio da sua utilizagao baseia-se na capacidade de um radiofarmaco
permitir a obten¢ao de informagao acerca da biodistribuicao /7 vivo. A maioria dos radiofarmacos consistem
na combinagdo de um radionuclideo com um principio ativo. O radiofarmaco utilizado neste trabalho
experimental foi o *"Tc-Sestamibi (MIBI, do inglés six (sesta=6) methoxyisobutylisonitrile ligands). Este
radiotragador é um catido monovalente e lipofilico cuja captagdo se realiza por difusao passiva, assim como,
pela diferenca de potencial através da membrana mitocondrial. Tendo por base os mecanismos de captagao
esta indicada a sua utilizagdo para o estudo funcional do miocardio para além da detecao de regioes de
intensa atividade metabolica e proliferativa, nomeadamente na area oncologica (Carvalho ez a/ 2015a).

Os estudos imagioldgicos foram realizados trés a cinco dias antes da occisao dos animais. Para a
aquisicdo das imagens os animais foram anestesiados de acordo com o descrito anteriormente e o
radiofarmaco foi administrado por via endovenosa na veia da cauda. Seguidamente, as imagens foram
adquiridas na camara-gama (GE 400 AC, Milwaukee), colimada com colimador paralelo de alta resolugao e
de baixa energia, para um computador de aquisicao GenieAcq, que a controla. As diferentes aquisides foram
realizadas com os animais em declbito ventral, iniciando-se, imediatamente apos a administragao do
radiofarmaco, por uma sequéncia dinamica de 20 imagens com duragdo individual de 30 segundos para
matriz de [28x128 elementos de resolucdo, seguida de imagens estaticas de 60 segundos cada para matriz
de 256x256 elementos de resolucao aos 30, 60 e 90 minutos apds a administragdo do radiofarmaco.

Necropsia

Todos os animais foram occisados por sobredose anestésica 16 semanas apos a inoculagao das diferentes
populagdes de células ou apds demonstrarem alteragoes do habito externo, das fungdes organicas basicas,
sinais de desconforto, alteragdes da postura e da atividade motora e perda de peso superior a 20%. Apds
occisao foram excisados o Gtero e os ovarios, o baco, o figado e os pulmdes, assim como outros drgaos ou
lesdes identificadas que pudessem traduzir lesdes secundarias suspeitas. As lesdes secundarias foram
consideradas para as localizagdes distintas do local de inje¢ao, macroscopicamente visiveis e posteriormente

confirmadas histologicamente.
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Histologia e imunohistoquimica

Para a realizagao da analise histologica apds excisao, as amostras foram fixadas em formalina tamponada
na concentragdo de [0%, desidratadas com concentragoes crescentes de alcool, diafanizadas em xilol e
embutidas em parafina e cortadas em secgdes de 4 pm de espessura. A avaliagao histoldgica foi realizada
com recurso a coloragdo com H&E, caracterizando a existéncia ou nao de neoplasia maligna, grau de
diferenciagao (baseado na proporgao de elementos glandulares/sélidos), bem como consideragoes acerca da
morfologia (pleomorfismo nuclear, nucléolos, atividade mitética) e necrose.

No que diz respeito aos estudos de imunohistoquimica estes foram efetuados em catorze blocos referentes
a trés grupos inoculados com as trés populagdes de células, a linha celular ECC-1, as esferas ESI e as
derivadas aderentes Gl, englobando 9 tumores primarios e 5 metastases. Obtiveram-se seccdes de 5 pm de
espessura que foram submetidas a desparafinizagao. Posteriormente foram expostas a peroxido de hidrogénio
com o objetivo de bloquear a atividade da peroxidase enddgena tendo sido a recuperagao antigénica
conseguida com recurso a um condicionador celular Ultra CCl (Ventana Medical Systems, AZ). Os sinais foram
detetados com recurso a 3,3’-diaminobenzidina (Dako), tendo-se utilizado os seguintes anticorpos: E-caderina
(NHC-38, Dako North America, CA), P53 (DO-7, Dako) e Ki67 (MIB-I, Dako). A avaliagdo da marcacao de
cada lamina foi efectuada utilizando uma escala para cada marcagdo. Para a E-caderina, zero corresponde a
auséncia de marcagao membranar ou marcagao membranar quebrada e um a marcagao membranar forte e
continua. Para o Kié7, cuja avaliagao foi efetuada tendo em conta a marcagao nuclear, zero corresponde a
auséncia de marcagao, um corresponde a marcagao nuclear entre 1% e 25% das células tumorais, dois
corresponde a marcagao entre 26% e 50% das células tumorais, trés corresponde a marcagao entre 51% e
15% das células tumorais e quatro corresponde a marcagdo entre 76% e 100% das células tumorais. A
avaliagdo do Kié7 foi efectuada tendo em conta a marcagdo nuclear, independentemente da intensidade de
marcagao. Para a P53 zero corresponde a auséncia de marcagdo, um corresponde a marcagao nuclear entre
1% e 25% das células tumorais, dois corresponde a marcagao nuclear entre 25% e 50% das células
tumorais, trés corresponde a marcagao nuclear entre 51% e 75 das células tumorais e quatro corresponde
a marcagao nuclear entre 76% e 100% das células tumorais. Todas as laminas foram observadas em
microscopio dtico Nikon Eclipse 50i, sendo as imagens obtidas por intermédio de uma camara fotografica
Nikon-Digital Sight DS-Fil.

Western blot

Para a preparagao dos extratos de proteina total os fragmentos dos tumor e das metastases foram

submetidos a fragmentacdo e a homogeneizagdo mecanica em potter com RIPA suplementada com um
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cocktail de inibidores de protéases (cOmplete Mini, Roche) e | mM de DTT. Os procedimentos de sonicagao e
de centrifugagao foram realizados conforme descrito no capitulo V.

0 protocolo de western blot foi executado conforme descrito no capitulo V, utilizando a marcagao para a
ALDH e para a B-catenina, ja referenciadas no mesmo capitulo. Os resultados da avaliagdo da expressao no
tumor sao apresentados sob a forma de razao entre as intensidades de fluorescéncia da proteina de interesse
normalizada a intensidade de fluorescéncia obtida para a mesma proteina na linha celular ECC-I. Os
resultados para a avaliagdo da expressao na metastase foram processados sob a forma de razdo

metastase/tumor.

Resultados

A evolugao do processo tumorigénico e metastatico no cancro do endométrio estao ainda por caracterizar,
nomeadamente no que se refere aos eventos moleculares que estao na base do desenvolvimento, da
progressao, da invasao e da geracao de metastases (Cabrera er a 2012). Apés a caracterizagao celular
descrita no capitulo V, pretendeu-se avaliar o comportamento de cada populagao, ECC-I, ESI e GI, apos
inoculagao intrauterina.

A necropsia revelou formagdo de tumor em 8 dos 25 (32%) animais injetados com ECC-I, em 6 dos 14
(43%) animais injetados com a populagdo de esferas ESI e em T dos 13 (54%) animais injetados com a
populagdo de derivadas aderentes Gl conforme descrito na Tabela 12. Considerando os animais em que a
inoculagao de células tumorais desenvolveu tumor, a presenca de lesdes secundarias foi superior no grupo de
esferas ESI (67%), seguida da populagao de derivadas aderentes Gl (48%) e o grupo com menor frequéncia
foi o grupo da linha celular ECC-I (38%). Outros orgdos como o bago, o figado e o pulmao foram
sistematicamente avaliados e enviados para estudo histoldgico, sem detecdo de doenca secundaria. As
alteragdes da postura e da atividade motora foram detetadas em dois animais, um do grupo ECC-1 e outro

do grupo GI. Assim, estes animais foram occisados e apresentaram tumores uterinos.

Tabela 12: Presenca de tumor e de metastases nos animais injetados com ECC-1, ESI e Gl apds |6 semanas.
Animais inoculados Tumor uterino Metastase

ECC-I 25 8 (32%) 3/8 (38%)
Es| 14 6 (43%) 416 (61%)
Gl 13 T (54%) 377 (48%)
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No que diz respeito a avaliagao imagiologica por medicina nuclear, apds administragao do radiofarmaco
PTe-MIBI identificou-se em alguns casos a presenca de tumor pélvico nos ratos do grupo injetado com
as células ECC-1. Na Figura 88 apresenta-se uma imagem da sequéncia dinamica adquirida correspondente
aos primeiros 30 segundos apds administragao do radiofirmaco, onde é possivel identificar a presenca de
tumor.

A inoculagdo da linha celular ECC-1 revelou a presenga de tumor em 8 animais, dos quais se representa
um caso na Figura 88. Observa-se logo apés a laparotomia, a presenca de uma formagao tumoral com sede
uterina, medindo cerca de I,5 cm por 2 cm, lobulada, endurecida, que apds seccao evidenciou conteido
esbranquicado, com zona central amolecida. A andlise histoldgica da peca que se exemplifica revelou
formagao tumoral constituida por areas sélidas, apresentando células poligonais, com citoplasma eosindfilo e
nicleo pleomérfico, hipercromaticos e de cromatina e nucléolo proeminente. Destacou-se ainda a presenca de

intensa atividade mitotica, com formas atipicas.

|t u]lm

Figura 88: A) Imagem representativa da captagao de *"Tc-MIBI pelo tumor pélvico observado num dos ratos inoculados com
ECC-1. B) Imagem representativa do tumor pélvico apés a occisao. C) Imagem ex vivo do itero contendo formagdo tumoral. D)
Imagem histologica com a coloragdo de hematoxilina e eosina (H&E) e ampliagdo de 40x, onde se observa formagdo tumoral de
crescimento expansivo, densamente celular. E) Imagem histologica com a coloragdo de H&E e ampliagdo de 200x, onde se
observa uma neoplasia maioritariamente sélida, com raras imagens glandulares, aumento da relagao nicleo/citoplasma e niicleos
hipercromaticos e com necrose.
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A injecdo intrauterina das esferas ESI originou o aparecimento de tumor em 6 animais, exemplificando-se
também um caso na Figura 89. A imagem de captagdo do ""Tc-MIBI ndo revelou a presenca do tumor que
depois foi demonstrado na necropsia. Apos a laparotomia foi visivel um tumor pélvico com sede uterina que
envolvia todo 6rgao, englobava as trompas, medindo 3 cm por 3,5 cm. A estrutura apresentava consisténcia
dura, multilobulada e com conteido cerebriforme. A histologia revelou neoplasia maligna semelhante entre
todos os tumores do grupo, constituida morfologicamente por macios e pequenos ninhos de células de
citoplasma hipereosinofilo, com nicleos irregulares, hipercromaticos e com pleomorfismo moderado a grave.

Identificaram-se areas de comedonecrose.

Figura 89: Imagens macroscopicas e histoldgicas de tumor uterino de um rato inoculado com esferas ESI. A) Imagem
representativa do tumor pélvico apds a occisdo. B) Imagem ex wivo do ltero contendo formagao tumoral que envolve todo o
orgao e as trompas. () Imagem histologica com a coloragdo de hematoxilina e eosina (H&E) e ampliagdo de 40x, onde se
observa formagdo tumoral solida, densamente celular, formando ninhos, separados por finos septos fibrosos. D) Imagem
histoldgica com a coloragao de H&E e ampliagdo de 200x, onde se observam células poligonais, de citoplasma hipereosinéfilo e
nicleos pleomorficos, com atividade mitdtica; nos septos observa-se discreto infiltrado inflamatorio.

A injecao intrauterina com as células derivadas aderentes Gl originou tumor em 7 casos, dos quais se

exemplifica um deles na Figura 90. A imagem de captagdo do ""Tc-MIBI ndo revelou a presenca de tumor
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em nenhum dos animais que depois foi demonstrado no estudo necropsico. A laparotomia revelou a presenca
de focos tumorais no utero, distribuidos pelo corpo e pela parte proximal de ambos os hemiiteros. Na
extremidade distal do Utero observaram-se os ovarios, de aspeto congestivo e edemaciado. O estudo
histoldgico revelou neoplasia maligna semelhante entre todos os tumores do grupo, com descrigdo de
formagao tumoral expansiva constituida morfologicamente na sua maioria por areas sdlidas, com escassas
areas glandulares, compostas por células de citoplasma hipereosindfilo, com pleomorfismo marcado e niicleos
com cromatina aberta e nucléolo evidente. Observaram-se areas de necrose de tipo comedo e reagdo
desmoplasica e mitoses.

Figura 90: Imagens macroscopicas e histoldgicas de tumor uterino de um rato inoculado com esferas ESI. A) Imagem
representativa do tumor pélvico apds a occisdo. B) Imagem ex wivo do itero com vérios focos tumorais milimétricos dispersos
sobretudo no corpo e parte proximal dos hemitteros. C) Imagem histologica com a coloragao de hematoxilina e eosina (H&E) e
ampliagdo de 40x, onde se observa formagdo tumoral sdlida, formando ninhos celulares, separados por finos septos fibrosos D)
Imagem histoldgica com a coloragao de H&E e ampliagdo de 200x, onde se observam células poligonais, de limites relativamente
bem distintos, com aumento da relagdo nicleo/citoplasma e nicleos de contorno irregulares, de cromatina aberta e nucléolo
evidente.

Alguns animais apresentaram lesdes secundarias confirmadas histologicamente, conforme descrito na
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Tabela 13. Na Figura 91 observam-se algumas imagens macroscopicas representativas dos focos metastaticos
de animais injetados com células da linha celular ECC-I1 (A, B e C), com as esferas ESI (D, E, F) e com as
células derivadas aderentes GI (G, H, I). No grupo de animais injetados com as células da linha ECC-1, um
dos animais apresentou uma metastase da parede abdominal, representado na Figura 91-A, e outro animal
um implante pélvico, representado na Figura 91-C. Um outro animal apresentou uma metastase da parede
abdominal, representado na Figura 91-B e apresentou disseminagao para o ovario, a qual foi confirmada
histologicamente. No grupo de animais injetados com as esferas ESI, dois dos animais apresentaram uma
metastase da parede abdominal, representado na Figura 91-F e um implante no diafragma. Outro animal
apresentou uma metastase mesentérica, representado na Figura 91-D, e outra no diafragma. Outro animal
apresentou focos metastaticos adjacentes ao cego, representado na Figura 91-E. Relativamente a metastizagao
no grupo de animais injetados com as células derivadas aderentes Gl observou-se num animal uma
metastase da parede abdominal, representado na Figura 91-G, e uma metastase ovarica representada na
Figura 91-H. Num outro animal observou-se uma metastase da parede abdominal e uma metastase
mesentérica. Outro animal apresentou implantes pélvicos, representado na
Figura 91-1. A incidéncia de lesdes secundarias foi superior no grupo injetado com as esferas ESI assim

como foi neste grupo que se observaram as localizagdes mais distantes do tumor primitivo.

Tabela 13: Localizagao das lesdes secundarias nos animais injetados com ECC-1, ESI e GI.
Localizagao das lesdes secundaria ECC-I ESI Gl
Parede abdominal 1 1 I

Implantes pélvicos I I
Metastizagdo ovarica I 2
Metastase mesentérica I I

Metastases adjacentes ao cego I
Diafragma )

0 estudo histologico confirmou a existéncia de doenca metastatica nos locais supracitados, tendo-se
observado neoplasia maligna de caracteristicas morfologicas semelhante as encontradas nos tumores
primarios. A Figura 92 mostra as imagens histologicas representativas das metastases dos animais injetados
com células da linha celular ECC-1 (A e B), com as esferas ESI (C e D) e com as células derivadas
aderentes GI (E e F). Relativamente ao animal injetado com células da linha ECC-| descreve-se a presenca
de uma neoplasia expansiva, maioritariamente solida, necrosada, com células de citoplasma eosinfilo, por

vezes indistinto, com nicleos pleomdrficos e nucléolo evidente, que correspondeu a metastase da parede
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abdominal, como se observa na Figura 92-A e na Figura 92-B. Do grupo injetado com as esferas ESI
observa-se neoplasia maligna maioritariamente solida, com raras areas glandulares, bem vascularizada, de
células de citoplasma eosindfilo e nicleos de cromatina aberta e nucléolo evidente, que correspondeu a
metastase mesentérica, como se observa na Figura 92-C e na Figura 92-D. Em relagdo aos animais injetados
com as células derivadas aderentes Gl, visualizou-se neoplasia maligna maioritariamente solida e amplamente
necrosada constituida por macios celulares, separados por septos fibrosos, de células com pleomorfismo
nuclear marcado e nicleos hipercromaticos, com cromatina aberta e nucléolo evidente, que correspondeu a

uma metdstase mesentérica, como se observa na Figura 92-E e na Figura 92-F.

Figura 91: Imagens macroscpicas ilustrativas de focos metastaticos de animais injetados com ECC-1 (A, B e C), ESI (D, E, F) e
Gl (G, H, I). A) metastases da parede abdominal. B) metastases da parede abdominal. C) implantes pélvicos. D) metastase
mesentérica. E) metastase adjacente ao cego. F) metastase da parede abdominal. G) metastizagdo da parede abdominal, H)
metastase ovarica. |) implante pélvico.

253



CELULAS DO CANCRO DO ENDOMETRIO

Figura 92: Imagens histoldgicas representativas das metastases dos animais injetados com células da linha ECC-1 (A e B), com
esferas ESI (C e D) e com células derivadas aderentes Gl (E e F), com a coloragao de hematoxilina e eosina (H&E). A) Imagem
histologica com ampliagao de 40x, onde se observa formagdo tumoral expansiva, solida e necrosada, correspondendo a metastase
da parede abdominal B) Imagem histologica com ampliagdo de 200x, onde se observam células de citoplasma eosindfilo com
nucléolo evidente, com necrose a apoptose, correspondendo a metastase da parede abdominal C) Imagem histologica com
ampliagdo de 40x, de formagao tumoral maioritariamente solida, bem vascularizada, com raras areas pseudoglandulares,
correspondendo a metdstase mesentérica. D) Imagem histoldgica com ampliagao de 200x, onde se observa células de citoplasma
bem definido e eosindfilo e niicleo de cromatina aberta e nucléolo evidente, correspondendo a metastase mesentérica. E) Imagem
histologica com ampliagdo de 40x, onde se observa tumor solido extensamente necrosado e de crescimento expansivo,
correspondendo a metastase mesentérica. F) Imagem histologica com ampliagao de 200x, onde se observam areas sélidas,
separadas por septos fibrosos, com células de pleomorfismo nuclear marcado, ora hipercromaticas, ora com nucléolo evidente,
correspondendo a metastase mesentérica.
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Os estudos de imunohistoquimica, representados na Figura 93 e na Figura 94 avaliaram a marcagao do
Kio7, da P53 e da E-caderina nos tumores e nas metastases dos grupos deste estudo experimental. Conforme
descrito na Tabela [4, a marcagdo para o Kié7 foi classificada como 4 nas amostras de tumores da linha
celular ECCl e das esferas ESI, assim como nas respetivas metastase. Em relagdo aos tumores e as
metastases com origem nas células derivadas aderentes Gl, observou-se marcagdo classificada como 4 nos
tumores, no entanto nas metastases esta intensidade diminuiu para 2, o que representa um decréscimo do
indice proliferativo. A marcagdo para a P53 também foi classificada como 4 e sem diferencas entre os
grupos estudados. Relativamente a E-caderina, observou-se auséncia de marcagdo nos tumores da linha
celular ECC-1 e das esferas ESI, quer para as amostras de tumor quer para as de metdstases. No entanto,
para os tumores com origem nas células derivadas aderente Gl, observou-se expressdo de E-caderina na

amostra do tumor, classificada como |, tendo a metastase apresentado perda desta marcago.

Ki67

E-caderina

ECC-|

Figura 93: Imagens histoldgicas representativas da marcagdo imunohistoquimica de Kié7, de P53 e de E-caderina no tumor
uterino de cada grupo injetado com ECC-I, ESI e GI. A intensidade de marcagdo correspondeu a 4 para o Ki67 e a P53 em
todos os casos. A marcagdo de E-caderina correspondeu a 0 para ECC-1 e ESI e a | para Gl. Todas as imagens foram
adquiridas numa ampliago total de 200x.
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Tabela 14: Marcagao imunohistoquimica da expressao de Ki67, de P53 e de E-caderina nos tumores e nas metastases dos grupos
injetados com ECC-1, ESI e GI.

ECC-1 ES| Gl

Tumor Metastase Tumor Metastase Tumor Metastase
Ki67 4 4 4 4 4 1
P53 4 4 4 4 4 4
E-caderina 0 0 0 0 | 0

A Figura 93 representa imagens da imunohistoquimica com a marcagao do tumor para o Ki67, a P53 e a
E-caderina. A marcagdo do Ki67 e da P53 observou-se em mais de 76% das células tumorais com origem
nas populagdes ECC-1, ESle GI. A E-caderina nao foi expressa nos tumores originados nas populagdes ECC-

e ESI, mas apresentou marcagao no tumor com origem nas células derivadas aderentes GI.

Ki67 P53 E-caderina

Figura 94: Imagens histologicas representativas da marcagao imunohistoquimica de Kié7, de P53 e de E-caderina na metastase
de cada grupo injetado com ECC-1, ESI e GI. A intensidade de marcagdo para Ki67 correspondeu a 4 em ECC-1 e ESI e 2 em
Gl. A intensidade de marcagao para P53 correspondeu a 4 em todos os casos. A marcagdo de E-caderina correspondeu a 0
para ECC-I e ESI e | para Gl. Todas as imagens foram adquiridas numa ampliagdo total de 200x.
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A Figura 94 representa a marcagao da metastase para o Ki67, a P53 e a E-caderina. A marcagao Kib/
nas células ECC-1 e nas esferas ESI foi superior a 76% das células tumorais, enquanto nas células derivadas
aderentes GI a marcagao foi em 26% a 50% das células tumorais. A marcagdo de P53 observou-se em
mais de 76% das células tumorais da metstase de todos os grupos. A E-caderina apresentou auséncia de
marcagao em todas as metastases de todos os grupos.

A ALDH é um marcador de (SC cuja expressdo nas esferas ESI foi superior as células da linha ECC- e as
células derivadas aderentes Gl, conforme descrito no capitulo V. Com o intuito de avaliar a expressao deste
marcador /7 vivo foram analisados os extratos de tumores com origem em cada uma das populagoes de
células. A expressao de ALDH foi semelhante entre os tumores resultantes da inoculagdo da linha celular

ECC-1 (1,04£0,15), das esferas ESI (1,13+0,09) e das células derivadas aderentes GI (1,37%0,07), como

se observa na Figura 95.
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Figura 95: Expressao da ALDH no tumor com origem nas populagdes ECC-I, em ESI e em GI. Os resultados sdao apresentados
sob a forma de razdo entre as intensidades de fluorescéncia da ALDH e da actina normalizados a expressao dos tumores da
linha celular ECC-1. Os graficos representam a média e o erro padrao de pelo menos cinco amostras, nao se verificando
diferengas entre as populagdes estudadas. As imagens constituem um smmunoblot ilustrativo da expressao da proteina ALDH e da

actina para cada uma das condicGes experimentais.

A expressdo de ALDH assim como a de [-catenina foram correlacionadas entre a metastase e o tumor
para cada animal que apresentou metastizagdo. Relativamente aos tumores obtidos a partir da linha celular
ECC-1, representados na Figura 96, nos casos de metastizagdo para a parede abdominal, observou-se apenas
uma ligeira elevagdo de ALDH na metastase em relagao ao tumor, com relagdo metastase/tumor de 1,27 e

de 1,05. No implante pélvico, a expressao de ALDH foi superior na metastase em relagao do tumor.
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Figura 96: Imagens macroscopicas dos tumores, /mmunoblots e valores da relagdo metastase/tumor para a marcagao da ALDH e
da [B-catenina no grupo injetado com células da linha ECC-1. Na primeira e na segunda linha estdo descritos os resultados para
as metastases da parede abdominal. Na terceira linha estd representado o caso de implantes pélvicos. Os resultados sdo
apresentados sob a forma de razao entre as intensidades de fluorescéncia da ALDH ou da P-catenina e normalizados a
expressao no tumor do mesmo animal. As imagens constituem um /mmunoblot ilustrativo da expressdo das proteinas ALDH,
[B-catenina e actina para cada experiéncia.

No implante pélvico, e expressao de ALDH foi superior na metastase em relagdgo ao tumor, com relagao
metastase/tumor de 1,99. Em relagdo a P-catenina, a expressao aumentou na metastase num dos casos de
invasao da parede abdominal, com relagdo metastase/tumor de 1,32 e noutro caso diminuiu na metastase,
com relagdo metastase/tumor de 0,73. Relativamente ao implante pélvico, observou-se uma elevagao
acentuada de B-catenina em relagao ao tumor, com uma relagao metastase/tumor de 20,59.

Considerando os tumores obtidos a partir das esferas ESI, como representado na Figura 97, foram
avaliadas duas amostras de metdstase abdominal do mesmo animal e verificou-se uma elevagao ligeira da
expressao de ALDH nas metastases, com relagdes metastase/tumor de 1,22 e de 1,15. No animal com
metdstase mesentérica a expressao foi semelhante, com relagdo metastase/tumor de 1,07. A expressao de B3-
catenina foi semelhante entre o tumor e a metastase, com relagdes metastase/tumor de 0,92 e 1,07 para as
amostras de metastase abdominal. A metastase mesentérica apresentou uma elevacao acentuada da expressao

[B-catenina em comparagao com o tumor, com uma relagao metastase/tumor de 30,72.
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Figura 97: Imagens macroscopicas dos tumores, /mmunoblots e valores da relagdo metastase/tumor para a marcagao da ALDH e
da P-catenina no grupo injetado com esferas ESI. Na primeira linha estio descritos os resultados para duas amostras de
metastase abdominal do mesmo animal. Na segunda linha esta representado o resultado para a metastase mesentérica Os
resultados sdo apresentados sob a forma de razao entre as intensidades de fluorescéncia da ALDH ou da [-catenina e
normalizados a expressao no tumor do mesmo animal. As imagens constituem um smmunoblot ilustrativo da expressao das
proteinas ALDH, B-catenina e da actina para cada experiéncia.

Para o grupo dos tumores das células derivadas aderentes Gl apenas foi possivel analisar um animal com

metastase e com tumor, que se encontra representado na Figura 98.
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Figura 98: Imagens macroscopicas dos tumores, /mmunoblots e valores da relagdo metastase/tumor para a marcagao da ALDH e
da B-catenina no grupo injetado com células derivadas aderentes GI. Na primeira linha estdo descritos os resultados para a
amostra de metastase abdominal. Na segunda linha, para o mesmo animal, estd representado o resultado para a metastase
mesentérica. Os resultados sdo apresentados sob a forma de razao entre as intensidades de fluorescéncia da ALDH ou da
B-catenina e normalizados a expressdo no tumor do mesmo animal. As imagens constituem um /mmunoblot ilustrativo da
expressao das proteinas ALDH, B-catenina e da actina para cada experiéncia.
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Neste caso a analise foi realizada para uma metastase da parede abdominal e uma metastase
mesentérica. A expressao de ALDH foi ligeiramente inferior na metastase da parede abdominal em relagao ao
tumor, com uma relagdo metastase/tumor de 0,87. Considerando a metastase mesentérica, a expressao na
metastase foi superior ao tumor, com relagao metastase/tumor de 1,43. Para a [-catenina, a expressao
também aumentou na metastase comparando com o tumor, com uma relagdo metastase/tumor de 1,44 na

metastase da parede abdominal.

Discussao

A utilizagdo de linhas celulares de cancro estaveis e imortalizadas permite avaliar de forma reprodutivel
diversos tipos de tumores. A maior desvantagem é que as linhas celulares nao representam integralmente as
propriedades bioldgicas e genéticas dos tumores primarios. A utilizagao de células de tumores primarios que
cresceram /7 vive, constituindo os modelos animais de cancro, ou a utilizagdo de amostras de tecidos de
doentes sdao outras alternativas para o estudo /7 vivo de tumores. Estes podem ser obtidos apds inoculagdo
de suspensdes celulares ou de fragmentos de tumores ressecados, um processo conhecido por xenotransplante
de tumor derivado de doente. A heterotransplantagdo de material humano, proveniente de linhas celulares ou
de tumores primarios, € realizada em animais imunodeprimidos como os ratinhos atimicos sude, que tém
deficiéncia de células T, o que se traduz por falha da imunidade celular ou com os ratinhos SCID que tém
défice de células B e de células T. Adicionalmente, os ratinhos SCID e os NOD apresentam deficiéncia de
atividade de células dendriticas, de macrofagos e de células matural killer (Skidan & Steiniger, 2014).

Os modelos de experimentagdo animal mais utilizados em oncologia sao modelos de xenotransplantagao
subcutdnea que, apesar de poderem prever o comportamento /7 vivo, apresentam bastantes limitagdes.
Provavelmente a mais importante é o microambiente distinto da sua localizagdo original. Os modelos
heterotopicos, particularmente os subcutineos, devido ao reduzido fluxo sanguineo, a medida que o tumor se
vai desenvolvendo, ocorre a constituigao de necrose central, auséncia de infiltragdo tumoral, encapsulamento
e a auséncia de comportamento metastatico (Doll es 2/ 2009; Cabrera e aj 2012). Com o intuito de
aproximar os modelos animais a pratica clinica, tém sido desenvolvidos modelos ortotopicos. Estes modelos
integram elementos do microambiente necessarios ao crescimento tumoral, nomeadamente o suprimento
sanguineo e a drenagem linfitica (Skidan & Steiniger, 2014). As localizagdes descritas sdo diversas, na
dependéncia do tipo de células tumorais, sendo as mais frequentes as do colon, do pulmdo, do pancreas, da
bexiga, do estomago e da mama, entre outros. Estes modelos permitem a avaliagdo do processo metastatico,
apesar de terem a desvantagem da dificuldade de monitorizagdo, o que limita a avaliagdo da evolugdo da
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doenga (Cabrera e @/ 2012). Recentemente tem sido referido que a suspensao de células nao possui todo o
potencial metastatico do tumor original. Por isso surgiram modelos com implantes de tecido que mantém a
arquitetura tridimensional, a interagao intercelular e a angiogénese do tumor, que serao aspetos importantes
para o comportamento metastatico (Doll ez a/ 2009).

No cancro do endométrio foram descritos modelos experimentais para o estudo dos aspetos moleculares e
da carcinogénese. Um destes modelos é o modelo espontaneo de adenocarcinoma do endométrio em ratos,
descrito em estirpes que apresentam elevada incidéncia de adenocarcinoma do endométrio mantida na sua
vida natural, nomeadamente as estirpes Han:Wistar, Donryu, DA/Han e BDII/Han. Foram também descritos
modelos em ratinhos que desenvolveram tumores pela administragao de hormonas externas como o estradiol.
Outra forma descrita foi a indugao por carcinogénios quimicos como N-metil-N-nitrosureia em ratinhos ICR
(do inglés, /nstitute for Cancer Research). Os modelos transgénicos também estao descritos, sendo um dos
exemplos o modelo com ratinhos heterozigotos para PTEN*". Um outro modelo ¢ o modelo de inoculagdo,
em que o inoculado pode ser derivado diretamente de tumores ou podem ser células de cultura,
constituindo modelos singénicos ou de xenotransplantagao. Neste caso utiliza-se material humano em ratos
ou em ratinhos atimicos ou SCID (Vollmer, 2003)

No modelo ortotdpico desenvolvido no trabalho experimental que conduziu a esta tese foram injetadas no
utero de ratos RNU células da linha celular de adenocarcinoma do endométrio humano ECC-1, assim como a
populagdo de esferas ES| e as células derivadas aderentes GI no utero, tendo pois sido constituidos trés
grupos experimentais. A inoculagao de células tumorais foi realizada por uma intervengao cirirgica em que
se laqueou o segmento inferior do Gtero de modo a impedir o refluxo da suspensao celular para a vagina e,
deste modo, limitar a quantidade de células inoculadas. N3o se procedeu a sutura do local de injecao de
modo a nao limitar qualquer via de disseminagao, nomeadamente a transtubaria. Outros autores descreveram
modelos ortotopicos para o cancro do endométrio. Entre estes, refere-se o modelo de injedo no corno
uterino que foi descrito em 2007, em ratinhos atimicos. Com este modelo, para além de ter sido avaliada a
cnética de crescimento tumoral com diferentes concentragdes de células provenientes de linhas celulares de
cancro do endométrio permitiu apreciar o processo de disseminagdo deste cancro (Kamat er a 2007a).
(abrera e colaboradores desenvolveram um outro modelo no qual utilizaram células tumorais HEC-IA
transfectadas com luciferase que foram injetadas no dtero ou por via transmiometrial ou por via vaginal.
Neste modelo os autores consideraram a expulsao de uma pequena quantidade de liquido pela vagina como
sinal de correta localizagao da injecao (Cabrera e 2/ 2012). 0 modelo de injecao transmiometrial descrito
foi mais eficaz que o transvaginal para a obtencao de metastizagao e foi utilizado por outros autores
(Pedrola er a/ 2015). A linha celular VK2 também foi utilizada para o modelo ortotopico de injecao
miometrial a | cm do colo uterino e os autores procederam a sutura do local da injecdo. Este modelo
permitiu avaliar a metastizagdo de ganglios retroperitoneais e a influéncia do VEGF-C (Huang er a/ 2013).
Estdo descritos modelos de metastizagao para-adrtica através de implantagao ortotopica de suspensao celular
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no corno uterino. Este modelo foi descrito para o cancro do endométrio e do ovario em ratinhos Balb/c
nu/nu que apds 8 semanas apos a inoculagao mostraram potencial de metastizagao diferente de acordo com
a populagao inoculada (Oikawa e a/ 2013). Noutro estudo com a linha celular HEC-IA transfectada com
RUNX-I, foram obtidos xenotransplantes subcutineos que posteriormente foram implantados na parede
posterior do utero. Neste modelo, o tumor foi integrado na componente miometrial e foi utilizado para
estudo da angiogénese, da invasao miometrial e da capacidade de metastizagao (Doll er a/ 2009). Noutro
modelo com células derivadas de culturas primarias, foram obtidos tumores por xenotransplantagao
subcutdnea e posteriormente um fragmento do tumor foi inoculado ortotopicamente no corno uterino
(Schrauwen ef a/ 2015). Este modelo foi ainda reportado por outros autores com o intuito de avaliar o
potencial metastatico, a arquitetura tumoral tridimensional, o contacto intercelular e a angiogénese (Pillozzi
et al, 2013). Neste contexto, Cabrera e colaboradores demostraram que o padrao histologico endometrioide
se manteve e pode representar uma forma de estudo da doenca localizada e avancada (Cabrera ef a/
2012).

0 tratamento para o cancro do endométrio avancado e recorrente é limitado. Por isso € essencial
compreender os mecanismos de iniciagao, de desenvolvimento e de progressao do cancro do endométrio,
numa fase pré-neoplasica ou inicial da doenga oncoldgica (Schrauwen er a/ 2015). Nesta perspetiva surge a
caracterizagao das (SC, para o qual se deu um contributo no capitulo IV. 0 modelo ortotdpico pretendeu
detalhar o comportamento /7 wivo das células com propriedades de (SC. Estao descritos modelos animais
com utilizagdo de (SC que incluem a administragao heterotpica, subcutanea, intraperitoneal ou intramuscular
e a administragao ortotopica em hospedeiro singénico ou xenogénico. Os modelos animais com CSC, para
além de serem maioritariamente heterotopicos, tém sido descritos sobretudo com o objetivo de avaliar o
potencial tumorigénico da populagdo que expressa certos marcadores especificos. Apesar do predominio de
modelos heterotopicos, a transplantacao ortotopica foi ja reportada para avaliar propriedades de (SC em
diversos tumores. Nos modelos ortotopicos descritos para (SC de carcinoma espinhocelular da cabeca e do
pescogo, esta populagao teve capacidade tumorigénicas em todos os animais do estudo (Lim ef a/ 2014).
Noutro estudo com este modelo os autores reportaram uma maior capacidade de metastizagao nas células
com propriedades de (SC (Masood er a/ 2013). No cancro colorretal foi utilizado um modelo de injecao
intrarretal e as células CDI33*/CXCR4™ apresentaram maior capacidade de formagao de tumor e de
metastizagdo que as células da populagdo sem esta expressao (Margolin er a/ 2015). Também foram
descritos modelos ortotdpicos no cancro da mama que permitiram avaliar o comportamento diferencial de
(SC assim como a correlagdo com a resposta a terapéutica (Samineni er aj 2011; Yin et aj 2014). A
populagao lateral de uma linha celular de cancro do pulmdo também apresentou maior capacidade
tumorigénicas quando injetada no pulmao do que a populagdo maioritaria (Singh e a/ 2012).

No nosso trabalho experimental verificou-se haver formagao de tumor e que esta foi mais frequente no
grupo de animais injetado com a populagdo de derivadas aderente GI (54%) enquanto a metastizagao foi
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superior no grupo injetado com as esferas ESI (67%). Assim, em comparago com a linha celular parental,
a populagao de derivadas aderentes mostrou maior capacidade tumorigénicas enquanto a populagao de
esferas mostrou maior capacidade metastatica. Outros trabalhos que utilizaram a populagdes de esferas
constataram tumorigenicidade superior em modelos ortotopicos. Neste contexto, esferas de cancro da tiroide
ALDH" originaram tumores em modelo ortotdpico mais invasivos e que comprimiram a traqueia e o esofago
(Todaro et a/ 2010). Outro estudo, igualmente em modelo ortotopico, mostrou que a populagio (DI33™ de
rabdoesferas teve capacidade de formar tumor apds administragao de uma concentracao celular inferior a
concentragao utilizada com a linha parental aderente (Walter er a/ 2011). Também as esferas de
neuroblastoma foram mais tumorigénicas em ambiente adrenal do que a populagao total da linha celular
NBI (Coulon e a/ 2011). Alguns autores sugeriram que a iniciagao e a manutengao do tumor no local
primario assim como a disseminagao da doenca a distancia dependem da interagao das (SC com um nicho
em particular (Skidan & Steiniger, 2014). Os nossos resultados sugerem que no modelo ortotopico de cancro
do endométrio estas interacoes se mantém na populagao de derivadas aderentes, a qual possuira células
mais diferenciadas. Poderao igualmente existir sinergias entre as diversas populagoes celulares presentes no
tumor, as quais, nao so foram capazes de manter o seu crescimento como contribuirao para a manutengao
das (SC e das suas propriedades.

A propagagdo das células tumorais agressivas presentes na lesdo primaria sao o evento fundamental para
0 processo de metastizagao. De acordo com trabalhos ja publicados, no cancro do endométrio os fatores de
risco que aumentam esta probabilidade incluem a infiltragdgo miometrial, o envolvimento ganglionar e a
invasao do espaco linfovascular, entre outros (Alonso-Alconada ef a/ 2014). Os locais de recorréncia mais
comuns do cancro do endométrio incluem os ganglios pélvicos e os para-adrticos, a vagina, os ovarios, as
trompas, o peritoneu e os pulmdes. Os locais mais atipicos incluem os orgaos intra-abdominais, sendo o
figado o mais frequente, o osso, o cérebro, a parede abdominal e o misculo. A carcinomatose peritoneal,
traduz uma recorréncia frequente, estando descritas 28% de recorréncias no peritoneu, sob a forma de
nddulos peritoneais ou de implantes na serosa, os quais habitualmente nao causam compressao intestinal
(Kurra e aj 2013). Os resultados do nosso estudo experimental mostraram que a metastizagdo teve
particular incidéncia na parede abdominal, o que provavelmente se justifica pela necessidade de laparotomia
prévia que, por sua vez, favoreceu a implantagdo de células tumorais que poderdo ter extravasado da
injeao intrauterina. A metastizagao ovarica e peritoneal foram outras localizagdes observadas no nosso
estudo nao se tendo verificado em visceras intra-abdominais nem nos pulmdes. Relativamente a populagao de
esferas ESI, observou-se a presenca de metastizagao no diafragma enquanto o envolvimento peritoneal se
verificou mais a distancia, como no mesentério. Estes dados apontam para a importincia do fendtipo das
esferas no processo de invasao e de metastizacao. Esta populagdo de esferas foi ja caracterizada quanto a
marcadores associados a (SC como o (DI33, o (D44 e a ALDH. Os dados publicados tém apontado a
associagao das (SC com o processo de invasao e de metastizagdo enquanto a expressao no tumor dos
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marcadores referidos foi associada com a metastizagao ganglionar no cancro gastrico. No cancro colorretal, o
fenotipo (D133 nao foi exclusivo para a presenca de invasao e de metastizacao. Alguns autores propde que
a migragao das (SC induzida pela EMT pode determinar a sua disseminagao e originar colonias metastaticas
(Li & Li, 2014). De facto, apds a tumorigénese primaria, a EMT permite que uma massa do tumor primario
se destaque, invada a matriz extracelular, penetre na circulagdo, se dissemine e extravase com colonizagao e
formagao de micrometastases que, posteriormente, crescem e originam os tumores secundarios (Liao ef a/
2014). Deste modo, a EMT & considerada um evento essencial nos passos iniciais da metastizagao. Diversos
fatores transcripcionais foram associados a EMT e ja descritos, como o SNAIL, o SLUG, o ZEBI e o BMII.
Outros fatores sao mediadores como o HGF, o EGF, o TGF-PB e as vias de sinalizagdo associadas como a do
WNT/B-catenina, a NOTCH e a HEDGEHOG. Alguns marcadores associados com as C(SC predispoem a
metastizacao. No cancro colorretal o (D44v6 foi associado a migragao e a metastizacdo, enquanto no cancro
da mama as células (D44, com origem tanto nos tumores primarios como nas metastases pulmonares,
apresentaram capacidade metastitica em xenotransplante e no cancro do pancreas a populagdo
(DI33*/CXCR4™ foi essencial para a metastizagdo do tumor (Liao er 2/ 2014). No cancro do endométrio a
populagao lateral apresentou maiores niveis de fibronectina e de expressao de SPARC um gene associado a
EMT responsavel pelo aumento da atividade de migragao. Em tumores com origem na populagao lateral a
expressao de SPARC foi superior nas células estromal-/ike e em tumores endometrioides pouco diferenciados
(Yusuf ef 2/ 2014). No nosso estudo experimental, na populagao de esferas ESI, a expressao de ALDH e de
(D44, associado com a ativagao da via WNT/B-catenina, correlacionou-se, no modelo ortotdpico, nao so com
0 maior potencial de metastizagdo como também com a metastizagdo para locais mais distantes do tumor
primitivo.

Uma das desvantagens dos modelos ortotdpicos em relagao aos heterotopicos é a maior dificuldade de
monitorizacdo. Neste sentido estdo descritos métodos de imagem que permitem avaliar a tumorigénese e o
seguimento do crescimento tumoral. Uma das modalidades imagiolégicas ja utilizadas para avaliagao do
modelo ortotopico do endométrio é a bioluminescéncia. Nesta metodologia a linha celular HEC-1A foi
transfectada com luciferase o que permitiu monitorizar o crescimento do tumor primario e a metastizagao
(Cabrera et aj 2012). Noutro estudo a bioluminescéncia realizada aos 2 e aos 14 dias ndo s6 o seguimento
como detetou a presenca de tumor no corno uterino, localizagdo que foi confirmada pelo estudo histoldgico
(Kamat ef a/ 2007a). No nosso estudo experimental o desenvolvimento do tumor foi avaliado por imagem
molecular com recurso a estudos de medicina nuclear, utilizando células ECC-1 marcadas com *"Tc-MIBI. O
"Tc-MIBI € um tragador lipofilico e catiénico que foi originalmente introduzido na medicina nuclear para
avaliar a perfusdo miocardica. Uma vez que as vias de eliminagdo do radiofirmaco sdo as vias
gastrointestinal e urindria, a visualizagdo de uma massa uterina pode ser dificil. Esta pode ter sido a razdo
de os tumores com origem nas células ECC-1 apenas terem sido identificados nos primeiros tempos apds a
administragao, antes de se verificar acumulagao nos locais associados a excrecao. Este radiofarmaco é
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captado por difusdo passiva para o citoplasma, acumula-se na mitocdndria e o transporte celular é afetado
pela apoptose, pela proliferagao celular e pela angiogénese, sendo por estas razdes, também utilizado como
marcador do metabolismo no tumor. Adicionalmente, devido ao **"Tc-MIBI ser um substrato de varios
transportadores ABC como a glicoproteina P, o MRPI, o MRP2 e o BCRP, a sua retencao no tecido é muito
influenciada pela expressao destas proteinas membranares (Dizdarevic & Peters, 2011). A expressao deste tipo
de proteinas de extrusao, conforme descrito anteriormente, também esta associada a resisténcia a terapéutica
com citostaticos nas (SC. Na populagao de esferas ESI, observou-se maior resisténcia ao paclitaxel e a
doxorrubicina, que sdo farmacos que utilizam este tipo de transportadores. Assim, o *™Tc-MIBI pode ter sido
extrusado das células da populagao de esferas ESI e da populagao de derivadas aderentes G, as quais
apresentaram maior resisténcia aos citostaticos que a linha celular parental ECC-I.

Nos tumores dos animais injetados com células da linha ECC-1, com esferas ESI e com células derivadas
aderentes Gl, o indice de proliferagao associado a expressao de Ki67 foi elevado. Quanto a expressao deste
marcador nas metastases, estas mantiveram o mesmo perfil do tumor, com exce¢do da metastase com
origem no tumor da populagao Gl no qual a percentagem de marcagao foi menor. 0 Ki67 é o termo para
uma proteina que foi originalmente identificada como antigénio nuclear pelo anticorpo monoclonal de rato
designado Kié7. A fungao do Kié7 é desconhecida, porém a expressao varia ao longo do ciclo celular,
estando ausente na fase GO, apresenta expressao baixa durante a fase GI e o inicio da fase § inicial e
aumenta progressivamente apresentando expressao maxima durante a mitose. Assim, o Ki67 estd ausente em
células quiescentes e estd universalmente expresso nas células em proliferacao. Deste modo, esta proteina foi
estabelecida como um marcador robusto de proliferagao celular (Pathmanathan & Balleine, 2013). 0 Ki67
associou-se com progndstico desfavoravel a cancro do endométrio. Este indice apresentou um valor médio
mais elevado em carcinomas pouco diferenciados, com invasao da metade externa do miométrio e em
estadio I, apresentando uma correlagdo significativa com o grau de diferenciagao e com o estadio da lesao
(Stoian er a/ 2011). Noutro estudo com tumores do endométrio, a expressao de Kié7 associou-se com o
nimero do estadio e com o grau histoldgico (Zhu er a/ 2009). O Ki67 correlacionou-se com a expressao de
recetores de estrogénios o, ndo apresentando correlagdo com a sobrevivéncia das doentes (Chakravarty er a/
2010). As variagoes microanatomicas dos carcinomas do endométrio tipo endometrioides tém dado énfase as
areas glandulares compostas por microquistos, alongadas e fragmentadas (MELF, do inglés mucrocystic
elongated and fragmented). 0 Ki67 teve uma expressdo negativa nestas dreas mas, em areas glandulares
periféricas a expressao de Ki67 foi elevada. Esta atividade proliferativa minima, em dareas que proporcionam
invasdo, pode ser justificada por uma relagdo inversa entre a divisao celular e a invasao local durante o
processo de EMT e pode traduzir uma alteragdo reversivel no ciclo celular, durante a progressdo tumoral
(Stewart e a/ 2010). Os resultados do nosso estudo poderdo ser justificados pela ativagdo do processo EMT
na progressao tumoral, ja descrito em tumores endometriais e associado a (SC o que, transitoriamente
podera ter diminuido a proliferagao celular.
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Quanto a expressao da P53, nos tumores e nas metastases provenientes da linha celular ECC-1, da
populagdo de esferas ESI e das derivadas aderentes GI, a expressao nuclear foi intensa e difusa em todos
0s casos estudados. A sobre-expressao P53 em tumores do endométrio estd mais associada a tumores nao
endometrioides e correlaciona-se com a diminuicao da sobrevivéncia (Werner & Salvesen, 2014). A expressao
de P53, detetada por imunohistoquimica, é habitualmente mais intensa na presenca do produto do gene
mutado que é mais estavel que o produto do gene selvagem e, por isso, deteta-se facilmente por esta
técnica. A positividade para a P53 reflete um defeito na maquinaria genética da célula pelo que,
consequentemente, é um fator de mau prognéstico (Gonzalez-Rodilla ez a/ 2011). Noutro estudo com a linha
celular de cancro do endométrio HEC-1A, em modelo ortotopico, a marcagao positiva para a P53 e para o
Kio7 e negativa para recetores hormonais foi associada a tumores indiferenciados e mais agressivos,
semelhantes a0 do tipo 2. Também nao se verificou diferengas nesta marcagao entre o tumor e a metastase
(Cabrera er a/ 2012). Outro trabalho experimental com modelo ortotopico e a com a mesma linha celular
também demonstrou tumores, com elevados niveis de Ki67 e de P53, para além de baixos niveis de
recetores hormonais (Doll er 2/ 2009).

A perda de E-caderina foi observada nas amostras de tumor e nas metastases de tumores com origem
nas células parentais ECC-1 e nas esferas ESI. No entanto, no tumor com origem nas células derivadas
aderentes Gl verificou-se expressao de E-caderina mas nas metastases observou-se perda desta expressao.
Conforme ja descrito, a EMT facilita o processo de invasao e de metastizagao que é mediado pela perda de
E-caderina. A E-caderina é responsavel por adesao intercelular e a sua degradagao é uma sinalizagao para a
indugdo de EMT (Masood er a/ 2013). Este processo envolve proteinas como as caderinas, a catenina, a
vimentina e as metaloproteinases da matriz, entre outras. A redugao da expressao de E-caderina relaciona-se
om um crescimento mais agressivo e é um fator de progndstico no cancro do endométrio. Algumas
mutagdes foram associadas a subregulacao de E-caderina como do gene da caderina epitelial ((DH), do
PTEN, do AR4S e do 7P57 e também mecanismos epigenéticos como a metilagao (Zhou e a/ 2014b). No
cancro do endométrio a sobre-expressdo de E-caderina foi associada a melhor progndstico (Gonzalez-Rodilla
et al 2013). Nas lesoes MELF observa-se uma reducao da expressio de E-caderina comparando com as
porgoes convencionais. Por outro lado, conforme ja referido, esta area apresenta baixa atividade mitotica,
associada com a EMT (Zaino, 2014). Num modelo ortotopico de cancro do endométrio, a subregulagao da
E-caderina foi associada a linhas celulares com elevada capacidade metastatica, assim como a expressao da
B-catenina, uma proteina colocalizada (Masood er a/ 2013). No estudo de Cabrera e colaboradores a
E-caderina foi expressa no tumor e em cerca de 50% das células das metastases (Cabrera er a 2012). No
nosso trabalho experimental, a expressao de E-caderina no tumor com origem nas células derivadas
aderentes Gl pode traduzir uma suspensao transitoria da EMT no processo de progressao tumoral que voltou
a estar ativa nas respetivas metastases, conforme se infere pela perda de E-caderina.

A expressao de ALDH foi avaliada nos tumores ortotopicos obtidos por injecdo das 3 populagdes do
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estudo e nao se verificaram diferengas. A expressao de ALDH foi superior nas esferas ESI em relacao as
células da linha parental ECC-1 e as células derivadas aderentes GI, conforme descrito no capitulo IV. Esta
expressao de ALDH foi ja descrita em tumores ortotopicos de carcinoma espinhocelular da cabeca e do
pescoco obtidos por injecao de (SC, como foi descrita a influéncia de vias de regulagao, nomeadamente da
via C-MET-HGF (Lim ef a/ 2014). Assim, a expressao no tumor pode ser influenciada por vias de regulagao
m vivo. As células ALDH positivas de carcinoma da tiroide recapitularam o fendtipo caracteristico dos
tumores de origem e os xenotransplantes primarios revelaram expressao de ALDH semelhante a dos tumores
de origem. Os tumores derivados das esferas da tiroide mantém as mesmas caracteristicas dos carcinomas da
tiroide (Todaro e a/ 2010). Estes dados sugerem que a populagdo com propriedades de (SC mantém uma
heterogeneidade fenotipica caracteristica /7 vivo. Em xenotransplantes de linhas celulares da mama a
expressao de ALDH e de (D44 foi aleatoria em todo o tumor e nao apresentou nenhuma localizagao
especifica no tumor ou na interface com o estroma (Liu es a/ 2014b). No microambiente uterino, a
populagdo das esferas podera ser responsavel pela recapitulagao fenotipica do tumor /n vive, no entanto os
mecanismos moleculares e as suas vias de regulagao estao por esclarecer.

No nosso estudo, os animais injetados com células da linha celular ECC-I revelaram um aumento de ALDH
nos implantes pélvicos em relagao ao tumor. No entanto, a diferenca nas metastases da parede abdominal
foi menos notdria. Por outro lado, a P-catenina apresentou uma elevagao de expressdo na metastase
pélvica. Estes dados sugerem a presenca de marcadores de (SC e de marcadores associados a EMT na
metastizacao. Considerando a populagao de esferas, a expressao de ALDH foi semelhante no tumor e nas
suas metastases. Na metastase abdominal a [-catenina foi semelhante, no entanto em relagao a metastase
mesentérica denota-se uma sobre-expressao em relagdo ao tumor, o que mais uma vez sugere o
envolvimento da EMT, também ja descrito por outros autores no processo de metastizagao (Mirantes e a/
2013). Nos animais injetados com células derivadas aderentes Gl n3o se observou uma variagao consistente
de ALDH na metastizagao, mas observou-se uma sobre-expressao na metastase mesentérica em relagao a da
parede abdominal. Estes dados sugerem o provavel envolvimento de vias de regulagdo distintas na
disseminagdo peritoneal e na metastizagdo da parede abdominal. A expressdo de B-catenina na metastase em
relagdo ao tumor com origem nas células derivadas aderentes GI também sugere a ativagdo desta via no
processo de metastizagdo. A expressao de marcadores da EMT também foi descrita em xenotransplantes de
células com marcadores de (SC como a ALDH (Yin e ] 2014). A sobre-expressao de ALDH foi descrita em
xenotransplantes de carcinoma espinhocelular da cabeca e do pescoco e foi semelhante entre a expressao no
tumor e a expressao nos ganglios linfaticos (Masood er a/ 2013). A anilise de tumores e de metastases de
ratos injetados ortotopicamente com esferas ALDH® originou tumores e metastases que mostraram
enriquecimento em células tumorigénicas ALDH* maior nas metastases pulmonares em relagdo ao tumor
(Todaro et a/ 2010). Assim, ndo parece definir-se um perfil consistente de expressdo dos marcadores de CSC
ALDH e de P-catenina no tumor e na metastase de acordo com o tipo de células inoculado. Sugere-se a
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provavel integracdo de diversos processos de regulagao que influenciam s wivo o comportamento de
diferenciagao celular.
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A caracterizagdo das células tumorais do cancro do endométrio, particularmente as células com
propriedades de (SC /7 witro, foi o principal objetivo conseguido com este trabalho, identificada também
como uma populagdo com maior resisténcia a teraputica e com um comportamento bioldgico /n vivo que
favorece a metastizagao.

Neste estudo experimental a linha celular ECC-1 constituiu a populagao parental para o isolamento das
populagdes com propriedades de (SC /7 witro, que apresentou capacidade de formagao de esferas e que por
sua vez, tiveram capacidade de desenvolver populagdes aderentes. Este potencial evidencia a capacidade de
autorrenovagao e de diferenciagdo destas populagdes. As esferas apresentaram maior marcagao de (DI33 e
(D44, ALDH e tumorigenicidade /n vivo, caracteristicas associadas as (SC.

As populagoes de esferas apresentaram um fendtipo mais indiferenciado, patenteado por uma menor
expressao de recetores de estrogénios o caracteristico dos tumores endometrioides bem diferenciados. Esta
caracteristica € ainda acentuada pela diminuigao da P53, o que sugere perda da regulagdo desta proteina
no processo de iniciagao do crescimento tumoral. Por outro lado, a populagdo de esferas parece apresentar
sobrerregulagao de vias responsaveis por propriedades estaminais como a ativagdo da via WNT/B-catenina,
associada a aquisicao do fendtipo EMT que determina a invasao e a metastizacao tumoral.

0 estudo do metabolismo da glicose revelou um aumento da captagdo de '*F-FDG, uma menor produgdo
de lactato e maior acoplamento da via glicolitica com o ciclo de Krebs na populagao de esferas, sugerindo
um estado mais oxidado. Estas populagdes de (SC parecem apresentar uma preferéncia por um metabolismo
com completa oxidagao que podera refletir uma replicagdo celular menos intensa, em detrimento de um
metabolismo fermentativo que ocorre em fases de proliferagao.

A eletroforese bidimensional permitiu identificar a expressao diferencial de spots na populagdo de esferas
e na populagdo de derivadas aderentes em comparagago com a linha celular parental ECC-I. Nas esferas
verificou-se um maior nimero de sposs sobre-expressos, representando um total de 52 casos. Estes dados
sugerem a presenca de um perfil proteico distinto na populago de esferas, que pode representar a ativagao
de vias moleculares particulares e a identificagdo de eventuais biomarcadores.

As propriedades estaminais das populagdes isoladas foram ainda corroboradas pela resposta a terapéutica.
A populagdo de esferas apresentou maior resisténcia a doxorrubicina e ao paclitaxel e este dltimo citostatico

esteve associado a maior fator de sobrevivéncia. A resisténcia @ apoptose pode constituir um mecanismo de
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resposta, no entanto sem ativagao da P53, por provavel mutagao, e independente de caspases. A
genotoxicidade apds o tratamento com padlitaxel foi inferior na populagao de esferas, enquanto os resultados
com a carboplatina sugerem a existéncia de outros mecanismos que nao fragmentam o DNA.

Ainda no que respeita a sensibilidade a irradiagdo, as populagdes derivadas aderentes apresentaram maior
sobrevivéncia a doses mais elevadas de radiagdo, o que pode refletir um papel sinérgico das células
progenitoras e das células diferenciadas no estabelecimento de células radiorresistentes. Também neste tipo
de tratamento a inibigao da apoptose e menor fragmentacao de DNA serao mecanismos de radiorresisténcia
associados com as (SC do endométrio.

0 modelo ortotopico revelou um potencial de metastizagao superior nas populagdes de esferas, afirmando
a intervengao das (SC neste processo. A expressao do marcador de (SC ALDH ndo foi distinta de acordo com
a populagdo celular que originou o tumor e, deste modo, no processo de tumorigénese as células estaminais
parecem adquirir um fendtipo de células tumorais especializadas. A ativagdo da via WNT/P-catenina, com
maior expressao nas esferas, constituira uma regulagao fundamental no processo de metastizagao.

Este estudo experimental identificou e caracterizou uma populagao celular com propriedades particulares
no contexto da iniciagdo e da progressao tumoral. A otimizacao de diversas plataformas, no futuro, podera
permitir a continuagao da investigagao da patologia endometrial.

0 proximo desafio constituira a aplicagdo destas metodologias ao estudo de células de tumores primarios,
particularmente na identificagao dos spors sobre-expressos na eletroforese bidimensional e posterior
identificacdo no soro das doentes. Esta caracterizagdo pode translacionar-se para a pratica clinica na
identificacdo de biomarcadores que possam auxiliar o diagnostico precoce, a resposta a terapéutica e o
seguimento das doentes.

Os estudos de citotoxicidade poderiam constituir uma estratificagdo de uma resposta a terapdutica
individualizada que permitiriam ajustar o tipo de tratamento para cada tumor. Conforme foi esclarecido, a
resposta varia de acordo com as populagdes celulares que constituem o tumor. Deste modo, poder-se-a
contribuir para a implementagao da medicina personalizada.

0 contributo da continuagao desta investigagao basica pode ainda possibilitar o desenvolvimento de outras
terapéuticas. 0 conhecimento das vias metabdlicas e dos marcadores moleculares caracteristicos poderiam
suportar a implementacao de tratamento dirigido a alvos moleculares expressos de forma diferencial nas
células tumorais do cancro do endométrio, particularmente nas células com propriedades de (SC.
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Mitochondrial outer membrane permeabilization
MDR associated resistance protein 2
Mesenchymal stem cells-like

MutS protein homolog 2

MutS homolog 6

Microsatellite instability

Mammalian target of rapamycin

Monitor Units

Nicotinamide adenine dinucleotide
Nudlear fator kappa B

Nudlear factor YA

Nucleoside diphosphate kinase-/
Octamer-binding transcription factor 4
Poly (ADP-ribose) polymerase
Phosphate Buffer Saline
Platelet- derived growth factor
Programmed cell death protein /0
Pyruvate dehydrogenase

POGF receptor

Positron emission tomography
Phosphatidylinositol-4, 3-bisphosphate 3-kinase
Phosphatidylinositol-3-kinase
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PMS2
POLE
PORTEC-1
PPP2RIA
PTEN
PSENI
PUMA
PVDF
qPCR
Racl

RIP

RM

RNA
RNU

ROS
RPL22
RPMI
SCA-1
SCID
SCID/NOD
§DS
§DS-PAGE
SENP2
SHBG
SIU-LNG
50G
§0X2

P
SPARC
SPII

§SC
STAT3
STKIS

Postmerotic segregation increased 2

Catalytic subumit of DNA polymerase épsilon
Post OQperative Radiation Therapy in Endometrial Cancer
Serine/threonine-protein phosphatase-2A
Phosphatase and tensin homolog

Presenilin |

P53 upregulated modulator of apaptosis
Polyvinylidene difluoride

Quantitative real-time polimerase chain reaction
Ras-related (3 botulinum toxin substrate-|)
Receptor-interacting protein

Ressonancia magnética

Ribonucleic acid

Rowett Nude

Reactive oxygen species

Ribosomal protein [22

Rooswell Park Memorial Institute

Stem cell antigen-/

Severe combined immunodeficiency

Severe combined immunodeficiency/nonobese diabetic
Sodium dodecyl sulfate

Sodium dodecyl sulphate—polyacrylamide gel electrophoresis
SUMO-specific protease 7

Sex hormone-binding globulin

Sistema intrauterino com levonorgestrel

Society of Gynecologic Oncologists

Sex determining region V-box 2

Side population

Secreted protein acidic and rich in cysteine)
Transcription factor PU./

Side Scatter

Signal transducer and activator of transcription3

Serine/Threonine Kinase-15
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Suv
SoK|
TBST
1C
TGF-a
TLH
TNF
TNF-RI
TRAIL
VEGF
VEGFR

310

Standardized uptake value
Ribosomal protein 56 kinase 8-/
Tris-Buffered Saline Tween-20
Tomografia computorizada
Transforming growth factor-o(
Total laparoscopic hysterectomy
Tumor necrosis fator
NF-receptor-/

INF related apoptosis inducing ligand
Vascular endothelial growth factor
VEGF receptor
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ANEXO | — ESTADIAMENTO DO CANCRO DO ENDOMETRIO, FIGO 2009






PARTE V

Estadio

Tumor confinado ao corpo uterino
Invasao da metade interna do miométrio
Invasdo da metade externa do miométrio

Invasao do estroma cervical, sem invasao extrauterina

A

1B

e
el
ez

Invasao local ou regional

Invasdo da serosa uterina ou anexos

Invasdo da vagina e/ou paramétrios

Metastizagdo ganglionar pélvica ou para-adrtica

Metastizagao ganglionar pélvica

Metastizacdo ganglionar para-adrtica, com ou sem metastizagao ganglionar pélvica

IVA
IVB

Invasdo da mucosa vesical e/ou intestinal e/ou metastizagdo a distancia
Invasao da mucosa vesical e/ou intestinal
Metastizagao & distancia, incluindo intra-abdominal e/ou ganglionar inguinal
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