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Resumo

O carcinoma do ovério continua a ser uma neoplasia com elevadas taxas de mortalidade,
apesar de o0 seu processo de metastizagdo ser quase exclusivamente intra-abdominal. Este deve-
se a alteragcdes na dindmica e interacdes intercelulares, mediadas por maltiplas moléculas de
adesdo e integrinas, entre as quais € considerada da maior importancia a E-caderina. Durante
muitos anos a sobreexpressdo desta molécula foi considerada inversamente proporcional a
capacidade de invasdo do tumor e como sendo dotada de um papel supressor tumoral. Contudo,
no que respeita ao carcinoma do ovério, sabe-se atualmente que tem uma expressividade
dindmica e um papel muito mais complexo. Inicialmente a elevada expressdo da E-caderina é
considerada um sinal de metaplasia no epitélio ovarico normal, estando associada a proliferacao
celular. Posteriormente é a diminuicdo da sua expressao que permite a aquisicao de um fen6tipo
mais invasivo, possibilitando a desagregacdo do tumor primario e colonizagdo do liquido
peritoneal por células tumorais. Esta subexpressdo parece estar dependente de complexos
mecanismos de regulacdo, com significativa interferéncia do microambiente, como é o caso da
protedlise. De forma complexa, a clivagem da E-caderina e os fragmentos resultantes parecem
ser essenciais ao processo de disseminagdo e, inclusivamente, a formacdo de agregados
multicelulares, que permitem a sobrevivéncia das células em suspensdo no liquido peritoneal.
Paradoxalmente, a manutencao de alguma expresséo de E-caderina parece promover a adeséo
intercelular, resisténcia e sobrevivéncia desses mesmos agregados. Ja no que respeita a adeséo
mesotelial, a E-caderina ndo parece ter uma funcdo relevante, embora a subexpressdo desta

molécula esteja associada a uma capacidade aumentada de metastizacao.

Palavras Chave: cancro do ovario; metastases peritoneais; E-caderina; molécula de adesé&o.




Abstract

The ovarian carcinoma remains to have high mortality rates, although its metastatic
process is almost exclusively intra-abdominal. This is due to changes in the intercellular
dynamics and interactions, mediated by multiple adhesion molecules and integrins, among
which E-cadherin is considered of the utmost importance. For many years the overexpression
of this molecule was considered as inversely proportional to the tumoral capacity of invasion
and as being endowed with a tumor suppressor role. However, as far as ovary carcinoma is
concerned, E-cadherin is now known to have a dynamic expression and a much more complex
role. Initially, high E-cadherin expression is considered a sign of metaplasia in the normal
ovarian epithelium, being associated with cell proliferation. Subsequently it is the decrease of
its expression that allows the acquisition of a more invasive phenotype, allowing the
disintegration of the primary tumor and colonization of the peritoneal fluid by tumor cells. This
sub-expression seems to be in the dependence of complex regulatory mechanisms, with
significant interference of the microenvironment, such as proteolysis. Complexly, cleavage of
E-cadherin and the resulting fragments appear to be essential to the process of dissemination
and even to the formation of multicellular aggregates, which allow the survival of cells in
suspension in the peritoneal fluid. Paradoxically, the maintenance of some E-cadherin
expression appears to promote intercellular adhesion, resistance, and survival of these
aggregates. Regarding mesothelial adhesion, E-cadherin does not appear to have a relevant
function, although the subexpression of this molecule is associated with an increased metastatic

capacity.

Keywords: ovarian cancer; peritoneal metastasis; E-cadherin; adhesion molecule.



Introducao

As neoplasias do ovario sdo um grupo muito heterogéneo de entidades patoldgicas, com
diferentes etiologias, caracteristicas histopatolégicas e comportamento clinico (1,2). A grande
maioria, dada a sua origem epitelial, classifica-se como carcinoma(3). Mais recentemente,
tendo por base estudos moleculares e anatomo-patoldgicos, foi possivel subdividir os tumores
do ovério em dois “tipos” que tém uma forte correlagdo com o seu comportamento clinico. Os
tumores do tipo | sdo bem diferenciados e de progressdo indolente, formando-se a partir de
lesbes percursoras, contrariamente aos do tipo Il que tém uma evolugdo rapida e sdo
considerados altamente indiferenciados (“de alto grau™) (1,2). Estes Ultimos sdo de elevada
agressividade clinica e biol6gica, comumente diagnosticados em estadios ja avancados,
constituindo cerca de 75% de todos as neoplasias ovaricas de origem epitelial (2). A maioria
das neoplasias do ovério sdo, assim, carcinomas que, por sua vez, no momento do diagnéstico,
sdo com maior frequéncia identificados como carcinomas ovaricos serosos de alto grau, do tipo
I1 (3). O facto de na maioria dos casos se tratar de lesGes rapidamente progressivas, agressivas
e de mau prognéstico (3) explica o facto de o carcinoma do ovario ser a neoplasia ginecoldgica
com maior taxa de mortalidade nos paises desenvolvidos e a quinta causa de morte por cancro
entre mulheres (4).

As neoplasias do ovario, na sua generalidade, iniciam muito rapidamente o processo de
metastizacao intra-abdominal, ndo s6 por extensdo direta, como também por disrupcdo da
capsula tumoral e libertacédo de células neopléasicas para a cavidade peritoneal. Estas células sdo
capazes de sobreviver em suspensdo no liquido peritoneal, individualizadas ou agregadas,
podendo aderir ao mesotélio peritoneal e formar metastases em 6rgdos abdominais distantes
(5-7). De forma complementar, a obstrucdo dos vasos linfaticos peritoneais causada por estas
células, associada a uma exsudacdo excessiva proveniente da microvascularizacdo e

neovascularizacdo tumoral, levam a acumulacéo de fluido peritoneal. Deste modo, mais de um



terco das doentes apresentam ascite maligna (aumento do volume de fluido peritoneal, contendo
células neoplésicas) no momento do diagnostico, sendo esta considerada quer uma
consequéncia, quer uma condicionante do processo metastatico, na medida em que as lesdes
intra-abdominais secundarias se encontram mais comumente em areas de grande contacto com
o liquido ascitico: o grande omento, o espac¢o subfrénico direito e o fundo de saco de Douglas
(5).

Todavia existem doentes que na data do diagndstico apresentam metastases
retroperitoneais ou a distancia, nomeadamente centralizadas no parénquima pulmonar ou
hepatico (8). Os ganglios linfaticos pélvicos e para-adrticos estdo envolvidos em cerca de 70 a
75% dos carcinomas do ovario de estadio I11-1V e existem evidéncias de células tumorais em
circulacdo em doentes com cancro do ovario (8,9). Um estudo recente incluindo 176 doentes
com doencga metastatica do ovario, mostrou que 40% destas desenvolvem metéstases toracicas,
frequentemente numa fase mais tardia do curso da doenca (10). Deste modo, apesar de existir
uma baixa frequéncia de metastases extra-abdominais dos carcinomas do ovario em
comparacdo com a sua metastizacdo abdominal, estd provado que estas neoplasias possuem
também uma disseminacdo hematogénica e linfatica (9,11). E, contudo o seu mecanismo de
disseminacdo intra-abdominal, quase transversal a todas as doentes, que esta presente em
estadios mais iniciais (6,12). Por ser geralmente assintomatico, cerca de dois tercos das doentes
apresentam uma dissemina¢do metastatica peritoneal extensa no momento do diagndstico,
representando j& um estadio avangado da doenca, associado a mau progndstico (13).

Segundo a classificagdo da Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia
(FIGO) sdo classicamente considerados 4 estadios clinicos do carcinoma do ovario: um estadio
de confinamento da doenca ao tecido ovarico (estadio 1); extensdo local a 6rgaos e tecidos
pélvicos adjacentes (estadio 2); metastizacdo para 6rgaos e tecidos do abdémen superior e/ou

envolvimento de ganglios linfaticos (estddio 3); invasdo a distancia de estruturas



extraperitoneais (estadio 4) (12). De forma mais atual, 0 Anexo 1 mostra uma versdo de 2014
desta classificacdo (14). A correspondéncia existente entre os diferentes estadios e a progressao
da doenca permite compreender a razdo pela qual tumores no estadio 1 se correlacionam com
sobrevivéncias globais aos 5 anos da ordem dos 90%, engquanto esta mesma sobrevivéncia néo
ultrapassa 0s 40% nos estadio 3 e 4 (1).

Apesar de se ter verificado nas ultimas décadas uma melhoria na sobrevivéncia aos 5
anos, devido aos novos esquemas terapéuticos, como a associac¢ao da cirurgia de citorreducgéo
agressiva e a quimioterapia com agentes mais eficazes e dirigidos, a remisséo sustentada
continua a ser dificil de atingir (15,16). A sua taxa de cura ndo ultrapassa, em geral, 0os 30% (6),
sendo frequentes as recorréncias, mesmo apdés terapéutica adequada e intensiva, nos tumores
mais agressivos e em estadios mais avangados (11).

Assim, tal como representado no Anexo 2, podemos definir trés acontecimentos
determinantes no processo de metastizacdo intra-abdominal do carcinoma do ovario.
Inicialmente ocorre a desagregacdo celular no tumor primitivo (fase 1). Essas células
neoplésicas sdo libertadas para a cavidade peritoneal onde formam agregados multicelulares
(MCAs, também designados de esferoides), os quais permitem a sobrevivéncia aos mecanismos
de anoiquia (fase 2). Finalmente, estes esferoides véao sofrer desagregacéo, verificando-se em
seguida a adesdo celular a matriz sub-mesotelial do peritoneu (fase 3), levando a formacéo e
crescimento das lesdes secundarias, bem como a posterior invasdo dos tecidos contiguos (4).

Os mecanismos moleculares que presidem a esta evolugdo neopléasica e capacidade de
metastizacdo sdo ainda mal compreendidos, mas é inegavel o contributo das alteracGes da
dindmica celular, por um lado, e das interacBes intercelulares e das células com o meio
(microambiente tumoral), por outro lado.

As caderinas sdo moléculas de adesdo intercelular com trés dominios (intracelular,

transcelular e extracelular), sendo consideradas da maior importancia na relagcdo e dinamica



intercelular. Constituem as juncGes aderentes, que correspondem a ligacéo entre duas caderinas
no meio extracelular e destas com os filamentos intracelulares de actina de duas células,
coordenando a forma e o movimento celular, bem como definindo o seu rearranjo espacial e
caracteristicas epiteliais. O seu dominio intracelular ndo apresenta atividade proteolitica, mas
de ligacdo a catenina (um intermediario de ligagcdo ao citoesqueleto de actina), o que ndo o
impede de intervir em processos de sinalizagdo intracelular por recrutamento de moléculas
sinalizadoras para o seu terminal (4,17). Um estudo de 2011 evidenciou que para cada estadio
do carcinoma ovarico seroso de alto grau existe um diferente padréo de expressdo de moléculas
de adesdo, como a E-caderina e a N-caderina, sugerindo uma possivel utilizacdo destas
moléculas como indicadores do estadio tumoral, bem como de eventuais previsores
prognosticos (18).

A E-caderina é, ndo s0, uma das moléculas mais investigadas e estudadas neste grupo,
como também uma das mais presentes nas regides de epitélio ovarico alterado (12). Apesar de,
classicamente, ser considerada um agente supressor tumoral no que respeita a maioria dos
tumores sélidos, parece ter uma agdo muito mais complexa e ambigua no carcinoma do ovario.
Adicionalmente, aparenta ter uma atividade fundamental e Gnica no estabelecimento de
metastases neste tumor (19), nomeadamente na metastizacao intra-abdominal.

Através desta revisdo bibliografica propde-se interpretar, com base nas evidéncias atuais, o
papel molecular da E-caderina no complexo e caracteristico processo de metastizacdo intra-
abdominal do carcinoma do ovario. Abordando cada uma das fases deste comportamento de
forma individual, pretende-se reunir e explicitar 0 modo como a expressdo desta molécula
evolui e afeta a dindmica tumoral e celular, desde o desenvolvimento neoplésico primario a
ancoragem celular numa localizagdo peritoneal secundaria. Adicionalmente, pretende-se
elucidar o seu contributo para o microambiente tumoral e o seu papel na interagdo celular do

carcinoma do ovéarico com este microambiente. Esta sistematizacdo permitira o conflito e



complementacdo entre diferentes literaturas e culminara numa viséo geral, atual e encadeada
deste tema, expondo as necessidades de investigacdo do mesmo e permitindo a criacdo e
exploracdo de novas hipoteses e ideias, capazes de conduzir a uma melhor compreensdo da
evolucdo natural deste tumor e a novas estratégias terapéuticas e de prevencao do processo de

metastizacao.



Materiais e Métodos

Para a elaboracgéo deste artigo foi realizada uma pesquisa nas bases de dados PubMed e
ClinicalKey, entre Marco e Setembro de 2017, recorrendo principalmente as palavras-chave
“ovarian cancer”, “peritoneal metastasis”, E-cadherin” € “adesion molecule” selecionando
artigos de revisao ou investigacdo, escritos em lingua inglesa, publicados entre os anos de 2007
e 2017. Adicionalmente, alguns artigos foram obtidos a partir das sugestdes dos proprios
motores de busca. Posteriormente foram recuperados e analisados os artigos relevantes para o
tema deste trabalho, bem como as referéncias mais pertinentes dos mesmos.

Muitos foram os artigos encontrados que relacionavam a expressdo de E-caderina com
outros compostos, moléculas ou vias de sinaliza¢do. Destes foram apenas selecionados aqueles
que permitem um melhor entendimento da funcéo desta molécula ou tenham maior relevancia
para o cumprimento dos objetivos desta reviséo, tendo sido omitidos os restantes.

A estrutura do trabalho foi delineada com base em seis artigos de revisdo, que
contribuiram para construir uma ideia mais geral da funcdo da E-caderina. Estes estudos tiveram
também em consideracédo a recuperacao de alguma informacéao de origem anterior a 2007 e que
se mostrou essencial a compreensdo da evolucdo da E-caderina ao longo das diferentes fases
tumorais e da perspetiva mais atual do funcionamento da molécula.

A divisdo do trabalho incide sobre o comportamento da E-caderina durante as fases
distintas e fundamentais do processo de metastizacdo intra-abdominal do cancro do ovario. Para
além de uma revisdo bibliografica relacionada com esta tematica, este trabalho objetivou
também a separacdo ordenada da informacdo obtida, delineando um percurso evolutivo da
expressdo e funcdo da E-caderina, em consonancia com a cronologia do desenvolvimento
tumoral.

Assim, na primeira seccao, o trabalho comeca por expor o0 modo como, atualmente, se

compreende a evolucdo dos niveis de E-caderina ao longo do desenvolvimento tumoral,
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evidenciando a sua contribuicdo para a carcinogénese, mas também como a molécula é
influenciada pelo microambiente tumoral. Nas 3 seccOes sucessivas, é abordado o papel da
molécula ao longo das diversas fases de metastizacdo intra-abdominal do cancro ovérico,
iniciando-se pela fase de desagregacao do tumor primitivo e progressao para a formacao dos
esferoides, terminando com a sec¢do dedicada a adesdo mesotelial das células tumorais em

suspenséo.
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Expressdo e Funcdo da E-caderina no Tumor Primario

O epitélio superficial do ovario (ESO) é composto por células epiteliais do tipo
mesotelial, com capacidade de diferenciag&o noutros tipos celulares, como resposta a diferentes
estimulos do microambiente. S&o células ndo completamente diferenciadas que expressam
caracteristicas fenotipicas tanto epiteliais como mesenquimais, algumas das quais comuns
também ao mesotélio peritoneal (7). A manutencdo da integridade deste epitélio advem da
expressao de moléculas de adesdo intercelulares, como é o caso da E-caderina. Adicionalmente,
a expressao desta molécula apresenta-se também como um fator de relevo na diferencia¢do do
ESO. Alguns estudos evidenciam que a expressdo da E-caderina dota as células de
caracteristicas epiteliais, através da expressdo de outras moléculas de adesdo, da agregacao
entre células e aquisi¢do de polaridade pelas mesmas (7,20).

Assim, no que respeita ao carcinoma do ovario, em tempos foi considerado que o
aumento da expressdo de E-caderina estaria associada a um efeito supressor tumoral, enquanto
a sua sub-expressdo seria um fator promotor da baixa diferenciacdo e desagregacao celular,
associada a maior propensdo ao desenvolvimento tumoral e maior capacidade invasiva das
celulas (7,20).

Contudo, no ESO normal as juncGes intercelulares sdo exclusivamente mantidas pela
N-caderina (11), ndo estando ainda demonstrada uma expresséo uniforme de E-caderina (21).
Além disso, 0 processo oposto ao anteriormente descrito por Ahmed e col. e a aquisi¢cdo de um
fenotipo mesenquimal (a designada transicdo epitelial — mesenquimal, associada a uma
diminuigéo dos niveis de E-caderina, aumento dos niveis de N-caderina e, consequentemente,
um estado de baixa diferenciacéo), parece ter um papel fisiologico na reparacdo do tecido
ovarico apos a ovulagédo. Pressupfe-se que impeca a retencéo e agregacao de células nos quistos
de incluséo do estroma ovarico, localizagdo comum do inicio da transformagéo neoplésica, nas

neoplasias com origem primaria no ESO ou, entdo, promova a sua libertacdo do interior dos
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mesmos. Deste modo, existem fortes evidéncias que indicam que as células que, por oposicao,
tém sobrexpressdo de E-caderina e fenotipo epitelial (estado de maior diferenciacdo) e que
ficam retidas no interior desses quistos, constituem as que tém maior capacidade de
transformacédo (7,22,23), o que vem contrariar, de certa forma, a ideia mais ou menos
consolidada e estabelecida do papel supressor tumoral da E-caderina nos restantes tumores
solidos. Atualmente, considera-se mesmo que a co-expressdo de E-caderina com N-caderina no
ESO corresponde a um fendmeno de metaplasia, tendo 0s tumores ovaricos primarios uma
multiplicidade de heterogeneidade fenotipica, com diferentes propor¢des de caderinas E e N,
constituindo, desta forma, uma populacdo celular com significativa heterogeneidade tumoral
(12).

Adicionalmente, estudos imuno-histoquimicos mais recentes e alargados de carcinomas
ovaricos mostraram que a expressdo de E-caderina se mantinha em lesGes metastaticas e em
células tumorais em suspensdo no liquido peritoneal, tendo-se concluido que a E-caderina, era
a caderina mais prevalente nos esferoides. A sua presenca em estadios mais avancados da
progressdo tumoral torna evidente a sua significativa influéncia no desenvolvimento e
sobrevivéncia tumoral (4,7). Assim, apesar de ter sido descrita para varios carcinomas a relacao
inversa entre a E-caderina e a capacidade de invasdo e agressividade tumoral (13,20), a duvida
impde-se no que respeita a esta relacdo quando se trata do carcinoma do ovario. Da mesma
forma, ja varios estudos tinham evidenciado que, em alguns tumores, a E-caderina poderia
mesmo promover e potenciar a metastizacédo (17).

Desta forma, a E-caderina parece ter um papel inicialmente promotor da carcinogénese
(20). Legitimando a explicacdo desta promocdo existe a evidéncia do efeito mitogénico do
estabelecimento de juncbes aderentes. A ligacdo entre moléculas de E-caderina conduz a
inativacdo do recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), por alteracdo da regido de

ligagdo do seu ligando, o fator de crescimento epidérmico (EGF). Deste modo, fica impedida a
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estimulacdo do crescimento celular causada pelo EGF (4,24). Por outro lado, ao estabelecerem
ligacGes intercelulares, as moléculas de E-caderina promovem uma sobreativagdo do EGFR,
independente da existéncia de ligandos, com consequente ativacdo da MAP cinase (MAPK) e
a PKB (proteina cinase B) (4,25). Um exemplo desta ativacdo € a cascata de sinaliza¢do do
PI3K/PKB, promotora da proliferacdo celular nas neoplasias epiteliais do ovério (4,20). Outra
via de sinalizacdo, também ativada pela criacdo de jun¢des aderentes e com a mesma funcéo da
anterior, em varias células de carcinoma ovarico, é a via do MEK/ERK (26).

Todavia, os niveis de E-caderina em carcinomas mais avancados e indiferenciados
tornam-se achados mais inconstantes, quer pela auséncia (rara) como pela persisténcia da
molécula, apesar de nestes tumores em estadios mais avancados ser frequente a detecdo de
baixos niveis de E-caderina. Desta forma, parece estar demonstrado que existe uma relacdo
entre a baixa expressdo desta molécula e o desenvolvimento de fenétipos tumorais mais
invasivos mas, paradoxalmente, a E-caderina terd uma participacdo ativa no processo de

metastizacdo, dada a manutengéo da sua expressao (20).

Influéncia do Microambiente Tumoral na Expressado da E-caderina

Sabe-se, atualmente, que a subexpressdo da E-caderina € influenciada de forma
importante pelo microambiente tumoral, estando j& estabelecida a sua relacdo com os niveis de
oxigenacao celular (7). Tem sido demonstrado que no cancro do ovario ocorre um aumento de
fatores de transcrigdo supressores da expressédo da E-caderina, como € o caso do Slug e Snail
(7,27). O Snail parece ser um regulador chave da expressdo da E-caderina, estando a sua
sobrexpressdo nuclear correlacionada com a baixa expressao desta molécula, resultando na
transicdo para um fenotipo mesenquimal que, por sua vez, vai induzir uma maior capacidade
de disseminacéo (27). A ativacdo do Snail parece ser favorecida por mecanismos de hipoxia, 0

que corrobora a evidente importancia do microambiente tumoral na progressdo do carcinoma
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do ovario (7). Poderd, entdo, ser estabelecida a hipdtese de o crescimento tumoral répido e as
altas necessidades metabolicas das neoplasias ovéaricas estarem na origem de um microambiente
tumoral hipoxico, tipico da maioria dos tumores solidos (16), responsavel pela diminuigdo da
expressao de E-caderina.

Tal como o Slug e o Snail, também o Twist parece promover a subexpressdo da E-
caderina e a progressao tumoral (28). Este fator de transcricdo encontra-se ativo e com
expressdo aumentada em células de carcinoma ovarico com dele¢cBes homozigéticas num dos
genes supressores da metastizagao tumoral, 0 MKK4 (29,30).

Atualmente tem sido atribuido um papel determinante a hipoxia no desenvolvimento
dos tumores malignos em geral e do carcinoma do ovario em particular, além de outras vias
moleculares poderem correlacionar este fendmeno com a subexpressao de E-caderina. Segundo
Wang e col., o estado de hipoxia crénica do tumor primario promove a producao de espécies
reativas de oxigénio, que ativam o Fator Induzivel por Hipoxia 1l-alfa (HIF1-a) e vias
moleculares subsequentes, estando a ativacdo reversivel deste fator associada a uma menor
expressdo do mRNA e da proteina da E-caderina. O mesmo estudo propde que seja a ativacdo
da Lisil Oxidase (LOX), diretamente subsequente a ativacdo do HIF1-a, que esteja implicada
na regulacéo da expressdo de E-caderina; na verdade, apesar de esta relacdo estar documentada,
ndo foi provada para o carcinoma ovarico (16). Atualmente existem também evidéncias de que
0 HIF1-a possa ser um regulador positivo da expressdo do Snail, propondo a existéncia de uma
via HIF1-o — Snail — E-caderina com um papel de relevo no desenvolvimento do tumor epitelial
do ovario (31,32).

Apesar de ndo estar bem estabelecido o0 modo como todos estes fatores influenciam a
expressdo genética da molécula, ja existem indicios que apontam para a metilagdo como um
elemento chave da regulacdo da expressdo génica da E-caderina e um dos principais

mecanismos para a diminuicdo dos seus niveis (33,34). Na verdade, a modificacdo epigenética
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de vérios genes associados a progressdo tumoral do carcinoma ovarico, incluindo a propria
subexpressdo de E-caderina, tem sido relacionada com a atividade da G9a, uma histona
metiltranferase (35).

De modo distinto, outros estudos encontraram elevadas concentracfes de E-caderina
soltvel no liquido cistico de carcinomas ovaricos, pressupondo que também uma atividade
proteolitica sobre esta molécula cause diminuic¢do dos seus niveis e o aparecimento do referido
fendtipo mais agressivo (1,7). Estudos biomoleculares mais recentes mostram que,
efetivamente, a E-caderina é processada por varias proteases do microambiente tumoral,
podendo originar fragmentos moleculares de vérias dimensfes (6). A titulo de exemplo,
vejamos a clivagem proteolitica do componente extracelular da E-caderina, e que é responsavel
pela perda da sua expressdo. Isto ocorre por acdo de o-secretases, com a coparticipacdo de
outras enzimas, como diversas metaloproteinases (MMPs) (17), habitualmente expressas em
diversos carcinomas (36). Tal afirmac&o é corroborada pelos achados de uma molécula soltvel
de E-caderina (SE-caderina) de 80 KDa no soro e liquido peritoneal de pacientes com carcinoma
do ovério, bem como no liquido cistico das massas ovaricas, estando em todos 0s casos
associada a tumores complexos e de mau prognostico (4,20). Adicionalmente, varios estudos
tém evidenciado niveis elevados de MMPs no liquido ascitico de doentes com carcinoma do
ovario (20), que estando, deste modo, em contacto permanente com o tumor, fazem parte do
seu microambiente tumoral. Ou seja, a diminuicdo dos niveis de E-caderina pode dever-se a um
mecanismo de protedlise ou a regulacdo da sua expressdo, mas este decréscimo parece estar
relacionado com a aquisi¢do de potencial invasivo por parte das neoplasias epiteliais do ovario
e dependente da composi¢do do microambiente tumoral.

Deste modo, considera¢Bes anteriormente sélidas e até ao momento bem estabelecidas
respeitantes a relagdo direta entre E-caderina e supressdo tumoral e relagdo inversa entre E-

caderina e a capacidade de invasdo do cancro ovarico comegam a ser questionadas e, de certa
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forma, contrariadas. Esta molécula parece ter um papel mais complexo e paradoxal, em
determinadas circunstancias. A sua fungdo ndo é ditada pela simples expressdo ou auséncia,
mas pela intermiténcia entre diversos estados de expressdo durante os varios momentos do
processo de desenvolvimento e metastizagcdo tumoral, bem como pelas vias celulares em que
participa. Contudo, ndo podemos ignorar a perspetiva destas teorias mais primordiais,
principalmente no que respeita a sua correlagdo com os aspetos clinicos do carcinoma do ovario:
a baixa expressdo de E-caderina parece correlacionar-se com tumores mais indiferenciados e
com pior prognostico (16). Os niveis de E-caderina tém assim uma potencial aplicacdo pratica
como preditores progndsticos (37). Foi evidenciado que os baixos niveis de E-caderina se
correlacionam com estadios mais avancados, indiferenciacdo celular e recorréncia tumoral
(37,38). Ou seja, a expressdo negativa da molécula por células de cancro do ovério é indicativa
de baixa sobrevida (25,37), sendo que o oposto também é confirmado pela maioria dos estudos,
ou seja a sobreexpressdo desta molécula parece estar correlacionada com um melhor

prognastico (39).
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Desagregacao Tumoral e Formacao da Efusdo Celular Maligna

Wau e col. reportam, em 2008, que em culturas de camada Unica de células de carcinoma
ovarico, o estabelecimento de juncdes aderentes obrigava as células a agruparem-se e impedia
a migracdo celular (22). Estas evidéncias provam que as jungdes aderentes interferem na
capacidade migratoria das células tumorais e que, consequentemente, as caderinas influenciam
0 processo de libertacdo de células tumorais do tumor principal para o liquido peritoneal,
processo esse que adquire um papel central na fisiopatologia do carcinoma ovarico.

Como previamente explicitado, em tumores mais avangados ocorre perda de E-caderina
por clivagem do seu dominio extracelular pela acdo das metaloproteinases. Estéa estabelecido
que existem niveis elevados de MMP-9 extracelular em tumores ovaricos malignos e que,
independentemente da sua origem intra ou extracelular, ela se torna um componente in vivo do
microambiente tumoral, que cataboliza de forma efetiva o dominio extracelular da E-caderina
(36). Esta clivagem leva a desintegracdo das juncOes aderentes e, consequentemente, a
disjuncdo das células tumorais, com a aquisicdo de um fendtipo mesenquimal e ganho de
capacidade migratoria. Este papel da MMP-9 na aquisi¢cdo de um fen6tipo mesenquimal foi
estabelecido em células do epitélio mamario murino e num modelo de cataratas em ratos. A
acdo desta protease pode também explicar como os elevados niveis de MMP-9 nos tecidos de
carcinoma ovarico e respetivo liquido ascitico se correlacionam com a recorréncia da doenca e
baixas taxas de sobrevivéncia (36). Com a descoberta de niveis elevados, tanto de MMP-9 como
de sE-caderina, na ascite de doentes com carcinoma do ovarico, existe um muito provavel
contributo da primeira molécula para os niveis encontrados da segunda (40).

A sE-caderina € uma forma soluvel da E-caderina, que evidenciou possuir, por si so,
atividade bioldgica. Isto porque o tratamento de células de carcinoma ovarico com uma forma
recombinante da mesma diminuiu a adesao intercelular e alterou a morfologia das células, que

adquiriram um fendtipo mais proximo do mesenquimal. Adicionalmente, esta experiéncia
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demonstrou também uma maior dispersao das células tumorais, o que corrobora a ideia de uma
desagregacdo seguida de disseminacdo de células do tumor primaério para o liquido peritoneal
(4). Assim, os mesmos mecanismos de alteracdo da dinamica celular que influenciam a
adesividade intercelular ttm um papel critico no inicio do processo de metastatico do carcinoma
ovarico, permitindo a libertacdo das células do tumor primério e a sua consequente
movimentacéo livre pelo liquido peritoneal e consequentemente propagacdo intra-abdominal
(20).

Desta forma, a possibilidade de um microambiente rico em sE-caderina, condicionado
in vivo pela presenca da molécula no liquido peritoneal, que envolve o tumor primério e a
propria efusdo celular peritoneal, adquire a maior importancia ndo s6 na manutengdo do
processo de dispersdo celular no tumor priméario, mas também na desagregacdo dos esferoides
em suspensdo no liquido peritoneal. Por sua vez, este Ultimo processo € essencial no
estabelecimento da posterior ancoragem das células tumorais metastaticas ao peritoneu (20,36).
Assim, explica-se também a abundancia destas moléculas no liquido peritoneal de doentes com
neoplasias epiteliais malignas do ovario e tumores borderline e a sua relagdo com um
prognostico mais reservado e taxas de sobrevivéncia mais baixas (36,40).

Deste modo, esté ja estabelecido que varias enzimas podem clivar a E-caderina e que a
implementacdo extracelular deste processo culmina na desagregacdo intercelular. A Calpaina
ndo é excecdo. Neste caso, trata-se de uma protease intracelular cuja expressdo se correlaciona
com o aparecimento de dois fragmentos de E-caderina, um de 85 kDa (E-cad-85) e outro de 23
kDa (E-cad-23). Os tumores ovaricos com metastizacdo exclusivamente intraperitoneal
possuem elevados niveis de fragmentos de E-caderina, ndo sendo estes dois excecdo, o0 que
parece indicar uma elevada atividade da Calpaina nestes tumores. Ao ser clivada em E-cad-85,
a E-caderina perde a sua capacidade de adeséo a proteina -Catenina, responsavel pela ligacdo

intracelular ao citoesqueleto. Desta forma, a expressdo da Calpaina no tumor epitelial do ovario
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parece destabilizar a configuracdo celular e, consequentemente, o contacto intercelular
promovendo, tal como a sE-caderina, a disseminacgéo intraperitoneal (13).

Também, como j& referido, a perda de E-caderina d&-se por mecanismos de
subexpressdo genética, quer associados a reguladores negativos (como o Slug, o Snail e Twist),
quer dependentes do microambiente tumoral, mais propriamente do estado de hipoxia e,
consequentemente, da producdo de ROS, culminando na ativacdo do HIF1l-a, ou uma
associacdo de ambos 0s mecanismos.

Wang e col., em 2014, mostraram também que utilizando a Emodina para aumentar
excessivamente a producdo de ROS em células de carcinoma ovarico in vitro, ndo sé reprimiu
a expressao da E-caderina, como aumentou a capacidade migratoria das células (16). O HIF1-
a também promove a expressdo do AEG-1 (Astrocyte elevated gene-1), que se revelou ser
potenciador do fendtipo mesenquimal, uma vez que aumenta a expressao de metaloproteinases
como a MMP-9 e inibe a expressao da E-caderina (41). Adicionalmente, a expressdo de ambos
os fatores, HIF1-a ¢ AEG-1, relacionados com a hipoxia, mostrou estar relacionada com uma
maior capacidade de migracdo das células do cancro do ovario (41).

Por outro lado, a estimulacdo de reguladores negativos da E-caderina ndo depende
somente do estado de hipoxia nem da constituicdo genética tumoral. A presenca de ligandos
activadores do EGFR no microambiente tumoral, bem como de um potenciador da ativagéo de
vias moleculares dependentes desse mesmo recetor que esta sobrexpresso no carcinoma
ovarico, o designado HER2, estdo envolvidos na supressdo da expressdo de E-caderina. Este
efeito estd também na dependéncia do Snail e Slug, contudo sdo ligandos do EGFR, como o
EGF e 0 AREG, que o desencadeiam (42,43). Esta ativacdo conjunta do EGFR e HER?2
evidenciou uma relacdo direta com a agressividade e capacidade de invaséo e metastizagdo do

cancro ovarico (43).
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A subexpressdao da molécula ocorre também devido a sua perda de funcdo, com a
destruicdo das juncOes aderentes. Isto leva a B-catenina (que esta ligada & E-caderina) a ser
libertada e a penetrar no ndcleo da célula, ativando a via de sinalizacdo do Wnt/p-catenina. O
resultado final é um processo de retrocontrolo positivo, uma vez que esta via culmina na
inibicdo da transcricdo do gene que codifica para a E-caderina (17).

Outras moléculas estdo muito provavelmente envolvidas nos processos sub-celulares de
metastizacdo intra-abdominal do carcinoma ovarico, através da interacdo direta com expressdo
da E-caderina. Essas moléculas sdo os micro RNAs (miR), que regulam a expressdo genética
ao nivel pés-transcricional. A atividade do miR-200 mostrou contribuir para a evicgdo do
potencial metastatico do tumor, através da regulacdo da expressdo dos fatores de transcri¢do
ZEB1 e ZEB2 (30,44,45), estando os seus niveis elevados quando as células sofrem
transformacéo epitelial e reduzidos quando o carcinoma do ovario sofre progressao para um
estado mais invasivo (45). O aumento dos niveis de ZEB1 mostrou potenciar a metastizacdo
tumoral, na medida em que inibe a expressédo do miR-200 e, simultaneamente, da E-caderina
(30,44). Também o miR-145, de um modo semelhante, promove a sobrerregulacdo da E-
caderina, enquanto inibe 0 MUC1, molécula que, por sua vez, reprime a expressdo da E-
caderina (46). Por outro lado, 0 miR-9, com agéo direta sobre 0 mRNA da E-caderina, tem um
efeito final supressor da producdo dessa mesma molécula, contribuindo para a formacéo da
efusdo de células de cancro ovarico (47). Apesar de nao constituirem um contributo
imprescindivel para a compreensdo da funcdo da E-caderina, estas moléculas podem conduzir
a melhor e mais abrangente compreensdo dos mecanismos de regulacdo da expressdo da
molécula e, simultaneamente, constituir eventuais alvos terapéuticos para a inibi¢do da fase
inicial do processo de metastizagcdo em estudo. Adicionalmente, foi recentemente reportado que
0 miR-506 tem um papel maltiplo na supressdo da aquisi¢do de um fendtipo mesenquimal por

parte das células do carcinoma ovarico primario, incluindo a sobrexpressdo de E-caderina, e,
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assim, também uma acdo preventiva da metastizacdo, muito interessante do ponto de vista
terapéutico (48,49).

Estabelece-se, desta forma, que a transicdo epitelial-mesenquimal, com perda de E-
caderina, tem um papel de relevo na disseminacéo intraperitoneal do carcinoma ovarico. Est3,
inclusive, bem descrito que a detecdo de positividade de E-caderina diminui de tumores em
estadio I/ll para tumores em estddio II/IV (25); contudo, nas fases subsequentes da
metastizacdo, também o estabelecimento de ligacGes intercelulares e a expressdo de E-caderina
e de um fendtipo epitelial constituem importantes acontecimentos (20), tal como apresentado

de seguida.

22



Agregados Multicelulares como Mecanismo de Sobrevivéncia e Resisténcia

As células que sdo libertadas da localizacdo tumoral priméria estdo associadas ao
aparecimento de ascite nas doentes com cancro ovarico. A colheita e anélise deste liquido
ascitico evidencia a existéncia de células individuais e outras unidas sob a forma de esferoides
(12): agregados multicelulares (MCAs) de 30-200 pum de didmetro e que permitem o
crescimento e sobrevivéncia celular, ndo dependente da ancoragem ao meio extracelular (20).
As células individuais, desprovidas de suporte pela matriz extracelular, tornam-se suscetiveis
aos mecanismos de anoiquia e apoptose, 0 que explica a necessidade da existéncia destes MCAs
(20). A formacéo destes, dada a auséncia de matéria de suporte, parece estar dependente da
adesdo intercelular e, mais concretamente, da funcéo adesiva da E-caderina.

J& tinha sido demonstrado que expressdo da E-caderina em linhagens celulares de
células de cancro da mama poderia ser essencial a adesao e/ou compactacdo dos esferoides (12).
Porém, estudos realizados utilizando um mutante dominante negativo desta molécula,
mostraram que a interferéncia na fungdo normal da mesma provocava uma disrupgdo das
juncdes aderentes e prevenia a formacdo de esferoides com células de carcinoma ovarico (20).
Adicionalmente, estd também descrito um papel de manutencao da morfologia dos esferoides
para a E-caderina (50). Todas estas evidéncias parecem corroborar a existéncia de um
contributo positivo da molécula na formacdo dos MCAs.

Para testar a veracidade destes dados, Xu e col. estabeleceram um modelo
tridimensional de MCAs em suspensdo com células de carcinoma do ovario. Os seus resultados
evidenciaram que células com niveis elevados de E-caderina estavam muito mais compactadas,
organizadas em esferoides intactos e com tempos de sobrevivéncia superiores aos grupos
celulares com niveis baixos de E-caderina ou, mesmo, auséncia desta molécula. O estudo

demonstrou que, nessas mesmas células, o bloqueio da funcdo da E-caderina culminava na

23



dissociacdo dos esferoides, com as células em suspensdo a desprenderem-se gradualmente dos
mesmos e a perder volume celular (19).

Apesar de ndo se verificar, tal como no tumor primario com niveis baixos de E-caderina,
uma relacdo inversa entre a molécula e os reguladores negativos da sua expressao, como o Slug
ou o Snail, Elloul e col. evidenciaram a existéncia da sua relagdo com a Pak 1. Nos tumores
solidos a sobrexpressdo desta molécula potencia a agao inibitdria do Snail ao promover a sua
acumulacgdo nuclear. Contudo as células de carcinoma ovarico em efusdo mostraram baixos
niveis de Pak 1, suscitando um possivel papel desta molécula num reaparecimento da expressdo
de E-caderina nos esferoides (50).

Ainda sobre este topico, existe a hipdtese de que ndo seja a molécula integral a
responsavel pelos fendmenos de agregacdo em MCAs, mas sim 0s seus fragmentos, como o E-
cad-85. Na verdade, um estudo evidenciou que, numa linhagem celular de cancro da mama, os
fragmentos de E-caderina de 100 kDa formados pela Calpaina se encontravam distribuidos
multidirecionalmente por toda a superficie celular tumoral, ndo estando confinados as juncoes
aderentes (51). Esta distribuicdo permite a formacdo multidirecional de agregados de células
tumorais e, portanto, de esferoides com positividade para a E-caderina. Assim, cria-se a
hipGtese de que de forma semelhante, no carcinoma do ovario, fragmentos como o E-cad-85
possam ter uma acdo semelhante aos fragmentos de 100 kDa do carcinoma da mama, porque
esta molécula mantem o seu dominio extracelular (contrariamente ao sE-caderina, dado que a
Calpaina que a forma é exclusivamente intracelular) (13).

A manutencgdo da expressao de E-caderina nas células em suspensdo e MCAs esté ja
devidamente estabelecida, apesar de existirem alguns dados contraditérios revelando quer
aumentos, quer diminuic¢des da sua quantidade em células em efusdo, quando comparados com
o tumor solido (52). Desta forma, parece estar explicado o facto da diminui¢do da quantidade

de E-caderina integra permitir a eventual formacdo de esferoides, na medida em que a sua
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fragmentac&o por proteélise pode ter um papel de relevo nesta fungdo. Todavia, também como
ja foi referido, mesmo que n&o se verifiqgue um aumento da expressdo da molécula, ndo existe
um desaparecimento completo da mesma na maioria dos casos, 0 que pode indicar a
possibilidade de esta possuir outras fungdes suplementares.

A inibicdo da E-caderina mostrou sensibilizar as células tumorais para a quimioterapia,
deteriorando a “resisténcia multicelular”; de facto, a agregacdo de multiplas células em
esferoides promove a sua resisténcia a agentes de quimioterapia, independentemente dos niveis
de E-caderina (19,20). Assim, a presenca de E-caderina parece aumentar o grau de
quimiorresisténcia a ja conferida pela disposi¢do natural das células sob a forma de MCAs. Esté
mesmo documentado que as jungdes aderentes, em suspensdes de esferoides de células tumorais
do cdlon HT29, causam a dessensibilizacdo dessas mesmas células a acdo de drogas citotdxicas,
e que células de carcinoma ovarico sob a forma de esferoides em suspensdo que expressam
elevados niveis de E-caderina tém uma menor mortalidade ap6s tratamento com cisplatina, do
que aquelas com niveis baixos ou auséncia da molécula. Permanece ainda por elucidar o
mecanismo pelo qual a E-caderina confere esta quimiorresisténcia. (19)

Tal como referido no inicio deste trabalho, a E-caderina ativa vias estimuladoras da
proliferacdo celular pela via do EGFR independente do ligando, evidéncia esta que Hudson, em
2008, considerou ser uma justificacdo de como a E-caderina dota os esferoides de capacidade
de crescimento ndo dependente da ancoragem a um meio extracelular (20). Todavia, a
investigacdo de Xu e col., em 2014, demonstrou que, independentemente dos niveis de
expressdo de E-caderina, o crescimento celular nos MCAs se manteve relativamente
estabilizado ao longo do tempo. Estes achados sdo considerados pelo autor como uma evidéncia
de que a molécula aumenta a agregacdo e adesdo celular podendo, neste sentido, permitir o

crescimento por agrupamento celular, mas ndo a proliferacdo das células em suspensao (19).
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Apesar de estar provado que a agregacdo em MCAs de carcinoma do ovario confere
resisténcia celular a processos de anoiquia (19) e que a E-caderina tem um papel importante na
formacdo desses agregados, ndo podemos, contudo, inferir que a expressdo dessa molécula
aumente diretamente a resisténcia a processos de anoiquia. Isto deve-se ao facto de a relagédo
entre as caderinas e este processo ser dependente do tipo celular em causa: a molécula aumenta
0 processo de anoiquia nas células de Sarcoma de Ewing mas, por outro lado, aumenta a
resisténcia ao processo em células do epitélio mamario (52). Porém, existem evidéncias de que
a via de sinalizacdo MEK/ERK promove a resisténcia das células neoplésicas do carcinoma do
ovario aos mecanismos de anoiquia sendo, como j& vimos, a sua ativacéo possivel por acdo da
E-caderina. Estas evidéncias sugerem o envolvimento direto da molécula também nesse
processo de resisténcia (26), porém ndo o confirmam.

Desta forma podemos concluir que a diminuicdo da expressdo e a alteracdo da
integridade da E-caderina contribui para a desagregacdo celular no tumor primario e a sua
disseminacéo peritoneal. Contudo, a molécula ndo tende a ser completamente eliminada do
fendtipo das células de carcinoma do ovario em suspensdo no peritoneu. O oposto, isto é a sua
expressao, contribui para a agregacéo celular e formacao de esferoides, bem como para a sua
manutencdo e resisténcia a drogas. Parece existir, adicionalmente, uma contribuicdo da
molécula na resisténcia a processos de morte celular por anoiquia. Deste modo, a relacéo da E-
caderina com a disseminacdo peritoneal, sobrevivéncia celular e resisténcia a fa&rmacos prova,
desde logo, o seu potencial interesse enquanto alvo molecular no tratamento do cancro do

ovario.
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Heterogeneidade dos Esferoides na Adesdo Mesotelial

Os esferoides tém um papel basilar no processo de metastizacdo intraperitoneal do
carcinoma ovarico. E atualmente aceite que possuem competéncia na desagregacao e adesio ao
mesotélio peritoneal, bem como & matriz extracelular submesotelial, aquando do contacto com
estas estruturas, permitindo a evolucdo do cancro do ovério para estadios avancados de
disseminacdo e doenga metastatica. Todavia, descobriu-se que a maioria dos MCAs com esta
adesividade possui fraca capacidade invasiva, o que levou os investigadores a concluir acerca
da existéncia de uma heterogeneidade do potencial de invasividade dos esferoides (11,53).

Estas diferencas fenotipicas também se estendem as moléculas de adesdo. Em primeiro
lugar, facilmente se compreende como o carcinoma ovarico priméario, com heterogeneidade
celular em termos da expresséo de caderinas, liberta varias unidades celulares igualmente com
expressao distinta de E-caderina. Em segundo lugar, apesar de ser aceite de forma generalizada
que células com capacidade de adesdo semelhante - ou seja, semelhante padrdo de expressao
de caderinas - tendem a agrupar-se num processo de adeséo seletiva, novos dados apontam para
a existéncia de esferoides com complexos adesivos heterodiméricos contendo a E-caderina e a
N-caderina(11,53). Do mesmo modo, também varios estudos evidenciaram que, para alguns
tumores, a manutencdao simultanea da capacidade de invasdo e de um fenétipo E-caderina
positivo se correlacionava com a co-expresséo de outras caderinas, como a N-caderina (17).

De acordo com estas evidéncias, Klymenko e col. concluiram, em 2017, que as ligagdes
intercelulares mediadas por E-caderina sdo mais fortes comparativamente com as mediadas pela
N-caderina, e que células com um fenotipo mais epitelial (elevada expressdo de E-caderina)
tém uma forma mais esférica. Assim, a E-caderina torna muito mais dificil a desagregacédo dos
esferoides, essencial a adesdo mesotelial, bem como dota as células de uma conformacao
tridimensional que limita as zonas de contacto entre as células tumorais e 0 mesotélio a uma

superficie muito mais reduzida. Estes dados, parecem sugerir que, enquanto os niveis elevados
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de E-caderina constituem uma vantagem para os esferoides livres na cavidade peritoneal, a
sobrexpressao desta molécula relaciona-se com uma capacidade adesiva ao mesotélio e matriz
submesotelial mais atenuada (11).

Toda a intermiténcia, largamente evidenciada, da expresséo de E-caderina torna-se mais
complexa quando novos dados sugerem que a adesdo de células do carcinoma do ovario ao
estroma submesotelial peritoneal ativa o EGFR, ativacdo essa que resulta no estimulo
mitogénico e na sobreexpressdo de metaloproteinases (mais propriamente a MMP-9)
responsaveis pela degradacdo de E-caderina. Cria-se assim um mecanismo que diminui 0s
niveis de E-caderina, mas simultaneamente é capaz de promover a proliferacdo e/ou a invasdo
tumoral por manutencdo da ativagdo do EGFR (4,36,54). Ou seja, contrariamente ao que
acontece no tumor primario, em que a E-caderina é promotora de processos mitdticos,
sobreativando 0 EGFR, nas localizag¢6es secundarias a molécula parece ser subregulada e outras
moléculas mantém a ativacdo desse recetor e o estimulo proliferativo. Adicionalmente, podem
existir outras fontes ou vias de regulacdo que também explicam a origem das MMP-9 (54).

Como ja mencionado, a relacdo da E-caderina com o EGFR é complexa, uma vez que
ela sobreativa o recetor mas modifica-o, impedindo que outros ligandos o fagam. Assim, no que
respeita a adesdo mesotelial, um estudo mostrou que a E-caderina regula a a5-integrina através
de uma via de sinalizacdo dependente do EGFR/FAK/Erk1(24). Estas evidéncias propdem que
seja a diminuicdo dos niveis de E-caderina que, ao deixar de exercer a tal inibicdo da acdo dos
ligandos sobre 0 EGFR, permite que o EGF (na sua condi¢éo de ligando) atue no EGFR e regule
a a5-integrina atraves da via da MAPK. Esse mesmo estudo, evidencia que com a perda de E-
caderina ocorre, assim, uma sobrerregulacdo da a5-integrina, que dota as células de capacidade
adesiva a matriz extracelular do mesotélio peritoneal (6,20,24), estando essa sobrexpressao

relacionada com uma menor sobrevivéncia das doentes (24).
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Enquanto carcinomas ovaricos ndo metastizados exibem expressdo membranar de E-
caderina, 0s tumores ja metastizados parecem ndo necessitar da expressdo ou funcdo da
molécula ap6s o processo de ancoragem a locais secundérios (11). Esta afirmacéo correlaciona-
se com dados ja apresentados e com outros que mostram uma auséncia de expressdo ou
expressdo meramente citoplasmatica de E-caderina nas formagdes metastaticas do cancro do
ovarico. Enquanto a auséncia de expressao da molécula se pode dever a um silenciamento
epigenético ou a uma taxa de clivagem superior a reposicdo, a expressao citoplasmética da
mesma pode ser explicada por defeitos de transporte membranar ou uma fagocitose exacerbada

(36).
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Conclusao

O cancro do ovarico de origem epitelial possui um padrdo metastatico Unico,
preferencialmente intra-abdominal, que juntamente com os tumores secundarios peritoneais
somente invasivos na superficie, constituem caracteristicas de prognostico mais favoravel para
estas neoplasias. Todavia outros fatores como o diagndstico tardio, a quimiossensibilidade de
curta duracdo e de facil resisténcia, associadas a comum recorréncia deste carcinoma, sao
responsaveis pelo seu prognostico sombrio (6).

Apesar de a E-caderina estar bem caracterizada e estabelecida como uma molécula de
supressdo tumoral na maioria dos tumores sélidos, atualmente reconhece-se um papel
importante da mesma no desenvolvimento e evolugdo do tumor ovérico. Esta molécula é
reconhecida por varios estudos como um marcador de metaplasia do epitélio ovarico (22,23),
bem como um potenciador da capacidade mitética das células neoplésicas (4). Contudo,
reconhece-se a diminuicdo da sua expressdo como 0 acontecimento mais relevante na
disseminacédo tumoral do carcinoma ovérico. Esta ocorre em consequéncia de mecanismos de
alteracdo epigenética e fenotipica, por sua vez em grande dependéncia da composicao
molecular do microambiente tumoral (20).

Multiplas moléculas geradas nesse meio extracelular, quer resultantes de um ambiente
hipoxico (16), por exemplo, quer de uma expressao genética tumoral elevada, como por ac¢éo
das metaloproteinases (20), contribuem para a diminuicdo da expressao de E-caderina. Existem
multiplas evidéncias que comprovam a associacdo de varios componentes moleculares do
ambiente intracelular e extracelular do tumor ovarico com os baixos niveis desta molécula, mas
também com a aquisicdo de um fenotipo mais agressivo, associado a maior capacidade de
disseminacéo do tumor e a piores prognosticos (13,16,20,27,36,44). Estes dados vém confirmar

o papel fulcral da transi¢éo epitelial-mesenquimal, que ocorre com a destrui¢do das juncdes
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aderentes e perda de E-caderina, na desagregacdo celular na massa tumoral primaria e na
formagéo de uma suspensao celular peritoneal.

Apesar da expressdo de E-caderina estar diminuida em carcinomas ovaricos mais
avancados e da sua baixa expressdo ser indicativa de pior prognoéstico, a relagdo entre a
expressdo de E-caderina e a capacidade de invasdo tumoral ndo €, contudo, linear. A diminuicéo
dos niveis desta molécula tem um papel fulcral na disseminacao do tumor; porém, a manutencao
da expressdo da mesma considera-se também essencial ao processo de metastizagio. E devido
a funcdo desta molécula, ou de parte da mesma, que as células desagregadas do tumor primario
séo capazes de se agrupar em esferoides e, consequentemente, sobreviver em suspensao no
liquido peritoneal (13,19). Contudo, a posterior adesdo mesotelial requer a dissociacao destes
agregados e a quebra de juncOes intercelulares. A co-expressao de N-caderina e a diminuigéo
dos niveis de E-caderina tornam-se, deste modo, fulcrais para a instituicdo de um fen6tipo
invasivo e possibilitam a adesdo ao mesotélio e o estabelecimento de metastases
intraperitoneais do carcinoma ovarico (11,17).

Adicionalmente, tal como documentado por Xu e col. (19), a E-caderina altera a
capacidade de sobrevivéncia da suspensdo celular tumoral no liquido peritoneal, influenciando
a resisténcia celular a processos anoiquia. A sobrevivéncia celular a acdo de drogas citotoxicas
utilizadas no tratamento de doentes parece aumentar também com a expressdo de E-caderina,
evidenciando o contributo desta molécula na resisténcia aos esquemas de quimioterapia,
comum nos cancros do ovario.

Pela forma dindmica como varia a sua expressao e pela forma como afeta a metastizagdo
intra-abdominal, a E-caderina, constitui, assim, uma molécula com elevado interesse dada a sua
potencial aplicabilidade no diagndstico e estadiamento, bem como no tratamento do cancro
ovarico, respetivamente. Contudo, 0 modo como ocorrem as varia¢des dos niveis de E-caderina,

desde o tumor priméario até as células em suspensdo, ainda ndo se encontra completamente
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esclarecido. Na verdade, existem duas evidéncias de grande relevancia para o estabelecimento
de estratégias terapéuticas associadas a E-caderina: a relacdo positiva existente entre os baixos
niveis desta molécula e a maior agressividade tumoral e, consequentemente, pior progndstico;
e o0 facto de estar provado que a estimulacdo da sobreexpressdo desta caderina possibilita a
diminuicdo da disseminacdo celular a partir do tumor primério. Contudo, a diminuigdo da
expressdo da molécula parece ser também uma possivel via terapéutica, dado o contributo da
E-caderina para a quimiorresiténcia e a sobrevivéncia dos esferoides. Face a estas evidéncias,
é necessario ainda investigar de que forma as alteragdes nos valores de E-caderina intervém nas
variadas fases do processo de metastizacdo, dada a heterogeneidade de expressdes e funcoes
desta molécula ao longo do mesmo.

Adicionalmente, urge a necessidade de melhor compreender quais 0s mecanismos
biomoleculares e as fun¢des das moléculas de adesdo que ditam o comportamento do cancro do
ovario, escrutinando principalmente as divergéncias existentes entre o processo de metastizacao
intraperitoneal e vascular, que poderdo explicar o seu padrdo de disseminacdo Unico. S6
entendendo como estes mecanismos influenciam a capacidade de metastizacao desta neoplasia,
recorréncia e resisténcia aos agentes de quimioterapia sera possivel permitir o progresso e
aperfeicoamento das abordagens terapéuticas da doenca, principalmente através da prevencéao
da disseminacéo tumoral.

Por ultimo, estd bem estabelecida a importancia do microambiente tumoral e 0 modo
como a sua composicao influencia a expressao de varias moléculas, incluindo as caderinas. A
alteracdo deste microambiente pode ser também uma possivel via de atuacdo terapéutica no
carcinoma ovarico, sendo vérias as moléculas que permitirdo a manipulacdo indireta da
expresso da E-caderina. E, todavia, imprescindivel que se continue a desvendar a constituicio
bioquimica deste meio e 0 modo como 0s seus varios constituintes interagem entre si e com as

células tumorais.
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Concluindo, a diminuicdo da expressdo de E-caderina € um dos mecanismos mais
importantes para a desagregacdo celular no tumor primario, que permite o transporte de células
a locais distantes no espaco intra-abdominal. Todavia, s6 com a manutencdo de alguma
expressdo da molécula € que essas mesmas células conseguem agrupar-se em esferoides e
sobreviver a mecanismos de morte celular em suspenséo, até que se dé a agregacao ao local de
metastizagdo peritoneal. Neste momento, a recorréncia de fendmenos de subexpressdo da
molécula tornam-se indispensaveis para que as células dos esferoides estejam capacitadas de
aderir ao mesotélio peritoneal e formar tumores secundarios. O conhecimento destas acbes da
E-caderina tém uma aplicabilidade préatica vasta na prevencdo da metastizacdo, na inibicdo da
formacdo de esferoides, no impedimento da desagregacdo dos mesmos e adesdo a superficie
peritoneal. A compreensdo destes mecanismos é fundamental a preparacdo de novos farmacos
citostaticos, permitindo a criagdo de moléculas “inteligentes” e dirigidas, nomeadamente, a E-
caderina, ja que esta parece ter um papel fundamental nestes mecanismos de disseminacao e

metastizacdo intraperitoneal.
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ANexos

Classificacdo da FIGO para o estadiamento do cancro do ovério, trompas de Faldpio e
peritoneu e correlagdo do mesmo com o estadiamento TNM da Unido Internacional para o
Controlo do Cancro.

Estadio I: tumor confinado aos ovarios ou as trompas de Fal6pio
T1-NO-MO

IA: tumor limitado a um ovério (cdpsula intacta) ou trompa de Fal6pio; sem tumor na superficie do
ovario ou trompa de Falopio; sem células malignas no liquido ascitico ou de lavados peritoneais
Tla-NO-MO
IB: tumor limitado a ambos os ovarios (capsula intacta) ou trompas de Fal6pio; sem tumor na superficie
do ovério ou trompa de Faldpio; sem células malignas no liquido ascitico ou de lavados peritoneais
T1lb - NO- MO
IC: tumor limitado a um ou ambos os ovarios ou trompas de Fal6pio, apresentando um dos seguintes:
IC1: rotura capsular durante a cirurgia

Tlcl-NO-MO
IC2: rotura capsular antes da cirurgia ou tumor presente na superficie do ovario ou da trompa
de Fal6pio

T1c2 - NO- MO
IC3: células malignas no liquido ascitico ou de lavados peritoneais

T1c3 - NO-MO

Estadio Il: tumor envolve um ou ambos os ovarios ou trompas de Falépio com extensao pélvica (abaixo
do anel pélvico) ou tumor peritoneal

T2 - NO- MO
I1A: extensdo ou implantes no Utero e/ou trompas de Faldpio e/ou ovarios
T2a—-NO-MO
11B: extensdo a outros 6rgaos pélvicos intraperitoneais
T2b - NO - MO

Estadio I11: tumor envolve um ou ambos o0s ovarios ou trompas de Faldpio, ou tumor peritoneal, com
confirmagao citoldgica ou histolégica de disseminagéo peritoneal fora da pélvis e/ou metastases para o0s
ganglios linfaticos retroperitoneais

T1/T2-N1-MO

I11AL: s6 ganglios linfaticos retroperitoneais positivos (confirmados histoldgica ou citologicamente)
IIAL(i): metastases cuja maior dimens&o ndo ultrapassa 0s 10 mm
IIAL(ii): metastases cuja maior dimenséo é superior a 10 mm
I11A2: envolvimento peritoneal microscépico extrapélvico (acima do anel pélvico) com ou sem
nodulos linfaticos retroperitoneais positivos
T3a2 — NO/N1 - MO0
111B: metastases peritoneais macroscopicas extrapélvicas com maior didmetro até 2 cm, com ou sem
metastases em nddulos linfaticos retroperitoneais
T3b - NO/N1 - MO
I1IC: metastases peritoneais macroscopicas extrapélvicas com maior didmetro até 2 cm, com ou sem
metastases em nddulos linféaticos retroperitoneais (incluindo extensdo do tumor a capsula do figado e
baco, sem envolvimento do parénquima de nenhum de ambos os 6rgéos)
T3c—NO/N1-MO

Estadio 1V: metéstases a distancia, excluindo as metastases peritoneais
Qualquer T — Qualquer N — M1

IVA: efusdo pleural com citologia positiva
IVB: metastases no parénquima e metastases em o6rgdos extra-abdominais (incluindo ganglios
linfaticos inguinais e ganglios linfaticos fora da cavidade abdominal)

Anexo 1: Adaptado de: Danolic D, Alvir I, Mamic |, Kostic L, Tomica D, Puljiz M, et al.
Cancer of the ovary, fallopian tube and peritoneum: Surgical management. Libr Oncol.
2015;43(1-3):41-9.
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Anexo 2: Esquema ilustrativo das trés fases de metastizacdo intra-abdominal do
carcinoma ovarico. Adaptado de: Shield K, Ackland ML, Ahmed N, Rice GE.
Multicellular spheroids in ovarian cancer metastases: Biology and pathology.
Gynecol Oncol. 2009;113(1):143-8.
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