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Resumo

0 cancro do endométrio é a neoplasia maligna do trato genital feminino mais frequente nos paises
ocidentais, que afeta mulheres habitualmente na pds-menopausa e tem o seu pico de incidéncia no inicio
da sexta década de vida. Na generalidade, apresenta um progndstico favoravel, dado que a maioria das
doentes tem o diagndstico num estadio inicial, com doenca confinada ao dtero. No entanto, até 20% dos
carcinomas endometriais apresentam-se como neoplasias agressivas, como leses de alto grau ou com invasao
miometrial, com risco de recorréncia. As células estaminais do cancro (CSC, do inglés cancer stem cells)
caracterizam-se como uma subpopulagao de células cancerigenas indiferenciadas que apresentam capacidade
de autorrenovagdo, de diferenciagdo, de resisténcia as terapéuticas convencionais e potencial metastatico.

0 objetivo principal deste trabalho foi o isolamento e caracterizagdo de uma populagio de CSC do
endométrio e a avaliagdo da inibicdo da via da aldeido desidrogenase (ALDH, do inglés a/defyde
dehydrogenase), descrita como marcador desta populagao. Pretendeu-se estudar a resposta a terapéutica das
(SC aos citostaticos utilizados na pratica clinica e contribuir para esclarecer os mecanismos de resisténcia.
Numa perspetiva translacional, com recurso a amostras de doentes com cancro do endométrio, pretendeu-
se isolar e avaliar as (SC de modo a contribuir para o desenvolvimento de terapéuticas individualizadas.

A caracterizagdo das (SC de linhas celulares de cancro do endométrio, compreendeu o isolamento de
populagdes com capacidade para formar esferas, a avaliagao de propriedades como a autorrenovagao e a
expressao de marcadores tipicos de CSC (por citometria de fluxo e por Western blod). Avaliou-se também a
influéncia dos inibidores da ALDH neste fendtipo. Avaliou-se a resposta aos farmacos carboplatina, paclitaxel
e doxorrubicina, em termos de atividade metabdlica, expressao de proteinas envolvidas na resisténcia a
teraputica e morte celular, assim como danos no DNA (do inglés, deoxyribonucleic acid).

0 protocolo de formagao de esferas também foi aplicado a amostras tumorais das doentes de modo
a isolar e caracterizar as (SC. Paralelamente, foram preparadas secgdes tumorais e expostas aos mesmos
farmacos de modo a avaliar a resposta a teraputica por imunohistoquimica.

A acdo do inibidor da ALDH, dietilaminobenzaldeido (DEAB, do inglés diethylaminobenzaldefyde), nas
populagdes de (SC do endométrio, de facto, diminuiu a autorrenovagdo e as dimensdes das esferas. As
esferas de RL95-2 submetidas ao DEAB apresentaram aumento na expressao de (DI33. No entanto outros
fendtipos associados a CSC, como (D447/CD24;, a expressdo da ALDH e P53, ndo foram influenciados pelo
inibidor.

As populagdes de (SC do endométrio apresentaram maior resisténcia a terapéutica com carboplatina,
com paclitaxel e com doxorrubicina do que as populagdes aderentes. A linha parental e as derivadas
aderentes, apresentaram um aumento dos niveis de caspase 3 apés o tratamento com carboplatina,
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acompanhado de diminuicao da expressao da P53 nas células RL95-2 e da ALDH nas derivadas aderentes.
0 tratamento com carboplatina e doxorrubicina foi significativamente mais genotoxico nas populagdes
aderentes em relagao as populagdes de CSC.

Nas amostras de tumores endometriais humanos, foi possivel otimizar o protocolo de isolamento de
esferas e realizar culturas de fatias de tumor. A expressao de marcadores de CSC foi mais evidente em
tumores com pior prognostico. Na perspetiva de definir uma resposta personalizada ao tratamento verificou-
se de facto uma sensibilidade variavel entre os diferentes tumores. No futuro, a predicao de resposta a
terapéutica, prévia a definicdo do tratamento adjuvante, pode tornar-se uma realidade pela identificagao
dos citostaticos com o melhor desempenho nas (SC, populagao minoritaria responsavel pela quimiorresisténcia

e recorréncia.

Palavras chave: cancro do endométrio, células estaminais do cancro, aldeido desidrogenase, DEAB, resisténcia

a terapéutica.
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Abstract

Endometrial cancer is the most frequent malignant neoplasm of the female genital tract in Western
countries, which affects postmenopausal women and has its peak incidence at the beginning of the sixth
decade of life. In general, it presents a favorable prognosis, since the majority of the patients have the
diagnosis at an early stage, with disease confined to the uterus. However, up to 20% of endometrial
carcinomas present as aggressive neoplasms, such as high-grade lesions or myometrial invasion, with a risk
of recurrence. Cancer stem cells (CSC) are characterized as a subpopulation of undifferentiated cancer cells
that exhibit self-renewal, differentiation, resistance to conventional therapies and metastatic potential.

The aim of this work was the isolation and characterization of an endometrial CSC population and
the evaluation of the ALDH pathway inhibition, described as a CSC marker. We intended to study the
therapeutic response of CSC to cytostatics used in clinical practice and contribute for clarification of resistance
mechanisms. In a translational perspective, using samples from patients with endometrial cancer, it was
intended to isolate and evaluate CSC in order to contribute to the development of individualized therapies.

The characterization of (SC from endometrial cancer cell lines comprised isolation of sphere-forming
populations, evaluation of self-renewal and expression of typical CSC markers (by flow cytometry and Western
blot). The influence of ALDH inhibitors on this phenotype was also evaluated. The response to carboplatin,
paclitaxel and doxorubicin was evaluated in terms of metabolic activity, expression of proteins involved in
resistance to therapy and cell death, as well as DNA damage.

The sphere formation protocol was also applied to human tumor samples in order to isolate and
characterize (SC population. In parallel, tumor sections were prepared and exposed to the same drugs in
order to evaluate the therapy response by immunohistochemistry.

The action of the ALDH inhibitor, DEAB, on endometrial (SC populations, in fact, decreased self-
renewal and sphere dimensions. RL95-2 spheres submitted to DEAB showed increased expression of CDI33.
However, other phenotypes associated with (SC, such as (D44/CD24’, expression of ALDH and P53, were
not influenced by the inhibitor.

Endometrial (SC populations were more resistant to carboplatin, paclitaxel, and doxorubicin than
adherent populations. The parental cell line and the adherent derivatives showed an increase in caspase 3
levels after treatment with carboplatin, accompanied by a decrease in the expression of P53 and ALDH, in
adherent populations respectively. Treatment with carboplatin and doxorubicin was significantly more
genotoxic in adherent cells than CSC.

In human endometrial tumor samples, it was possible to optimize the protocol of spheres isolation
and to perform cultures of tumor slices. Expression of (SC markers was most evident in tumors with poor
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prognosis. From the perspective of defining a personalized response to treatment, there was a variable
sensitivity between different tumors. In the future, the prediction of response to therapy, prior to the
definition of adjuvant treatment, may become a reality by identifying cytostatics with the best performance

in CSC, the minority population responsible for chemoresistance and recurrence.

Key words: endometrial cancer, cancer stem cells, dehydrogenase aldehyde, DEAB, therapy resistance
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Células Estaminais do Cancro do Endométrio: a chave para o tratamento personalizado?

(élulas estaminais do cancro

A origem do cancro ainda n3o estd claramente esclarecida e, por isso, muitas hipoteses tém sido
propostas até ao momento. As hipdteses sugerem que o cancro é causado por virus, anomalias cromossomicas,
mutagdes somaticas, alteragdes imunoldgicas, feridas ndo cicatrizadas, mecanismos nao-mutagénicos e teorias
relacionadas com a organizagao de tecidos (Allegra er af, 2014).

As hipdteses mais comuns sustentam que o cancro é causado por uma acumulagdo de alteragdes
genéticas, epigenéticas e transcricionais que conferem caracteristicas proprias as células cancerigenas — que
incluem proliferagao, invasdo, metastizagdo, replicagao ilimitada e angiogénese, bem como a capacidade de
evitar a supressao do crescimento e a apoptose, caracteristicas descritas como os Aalmarks do cancro
(Nassar e Blanpain, 2016).

Apesar de surgirem numa fase inicial de uma célula mutada, a maioria dos tumores malignos tornam-
se muito heterogéneos, expressam diferentes marcadores e contém células com elevado potencial de
proliferacio e de diferenciagdo. Dentro desta heterogeneidade de células malignas, existe um grupo
minoritario de células, com caracteristicas de crescimento dominante, que apresenta habilidade para
regeneragao e repovoamento tumoral, denominadas (SC (Allegra e a/, 2014; Nassar e Blanpain, 2016).

As (SC caraterizam-se como uma subpopulagdo de células cancerigenas indiferenciadas que apresentam
capacidade de autorrenovagao, elevado potencial proliferativo, de diferenciado, de resisténcia as terapéuticas
convencionais e, sao ainda dotadas de um fendtipo mais invasivo e metastatico (Kato, 2012; Elbasateeny ef
al, 2016; Kyo e Kato, 2015).

0 conceito das CSC, baseou-se na observagao de que, quando células cancerigenas de varios tipos
foram testadas relativamente ao seu potendial proliferativo em varios ensaios /7 witro e in vivo, apenas uma
minoria de células apresentava uma proliferagao extensiva. Desta forma, foi proposto que estas (SC sejam
as "células originais” de um tumor, responsaveis pela tumorigénese, diferenciagdo tumoral, manutengao,
disseminagao e recidiva do tumor. As (SC, apesar de um grupo de células cancerigenas minoritaria, mantém-
se em numero suficiente e indiferenciadas para garantir a regeneragdo de novas (SC. As (SC podem
diferenciar-se nas denominadas células amplificadoras transitorias (ATC, do inglés amplifying trafficking cells)
com elevada capacidade proliferativa, mas limitada. Como resultado desta bi-potencialidade, as (SC
apresentam maior capacidade de sobrevivéncia para formagdo de novos tumores, do que as ATC (Hubbard
e Gargett, 2010; Allegra ez al, 2014).

Foram propostas duas teorias distintas de carcinogénese, o modelo hierarquico e o modelo estocastico,
representados na Figura 1. De acordo com o modelo hierarquico de crescimento tumoral, todas as células
cancerigenas de um tumor s3o heterogéneas e apenas um subconjunto de células atua como CSC,
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Células Estaminais do Cancro do Endométrio: a chave para o tratamento personalizado?

apresentando extensas propriedades de autorrenovagao, enquanto que as ATC apresentam capacidade
proliferativa limitada e, eventualmente, diferenciam-se em células cancerigenas diferenciadas ndo
proliferativas. 0 modelo estocastico de crescimento tumoral postula que todas as células cancerigenas sao
equipotentes e apresentam capacidade de autorrenovagdo ou de dar origem a células ndo proliferativas de

forma estocastica (Allegra er a/, 2014; Nassar e Blanpain, 2016).
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Figura | - Principais modelos de carcinogénese: o modelo hierarquico (A) e o modelo estocastico (B). O modelo hierarquico,
contrariamente ao modelo estocastico, afirma que nem todas as células do tumor, mas apenas uma pequena subpopulagdo,
apresenta capacidade de originar tumores. Abreviaturas: TIC, célula iniciadora tumoral (do inglés, fumor iitiating cefj (Adaptado
de Nassar e Blanpain, 2016).

Uma outra teoria propde que a origem poderia ser uma célula progenitora comprometida que regride
para um fendtipo tipo estaminal durante a transformagao. Por outro lado, as (SC podem resultar da
transformagao oncogénica de células estaminais de tecido normal. Neste caso, pensa-se que as mutages nos
mecanismos reguladores que controlam a autorrenovagao das células estaminais, promovem o desenvolvimento
de CSC e que, posteriormente, produzem células cancerigenas hierarquicas e heterogéneas. Isto sugere que
a célula cancerigena original tem a capacidade de produzir miltiplos tipos de células, ou seja, tém
plasticidade, uma capacidade distintiva das células estaminais. Existem varios estudos publicados que mostram
que as (SC podem ser produzidas por transformagao oncogénica da descendéncia de células estaminais.
Alguns dados sugerem que as vias de sinalizagdo que regularam as células estaminais podem ser semelhantes
as das células cancerigenas. Sabe-se que as vias de autorrenovagao de células estaminais normais, como a
sinalizagao NOTCH, WNT e HEDGEHOG, representadas na Figura 2, também estao presentes em (SC e tém
um papel fundamental na sua fungao (Allegra es a/, 2014).

A sinalizagao NOTCH, similar as vias WNT e HEDGEHOG, é uma via primordial que apresenta grande

relevancia para miltiplos aspetos da biologia do cancro, desde as (SC até a angiogénese e imunidade
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Células Estaminais do Cancro do Endométrio: a chave para o tratamento personalizado?

tumoral. A sinalizagdo NOTCH estd envolvida principalmente na comunicagdo entre células proximas. A
interagdo entre um ligando transmembranar numa célula e de um recetor transmembranar numa célula
vizinha desencadeia uma clivagem proteolitica de duas fases do recetor; a primeira clivagem é mediada
enzimaticamente pela desintegrina e metaloproteinase (ADAM) - ADAM [0 ou ADAM I7, também conhecida
como enzima conversora do fator de necrose tumoral o (TACE) - e a segunda pela y-secretase, que liberta
um fragmento intracelular (NICD) para o citoplasma (Takebe e a/, 2015; William H. Matsui, 2016). 0 NICD
sofre translocagdo para o niicleo onde interage com uma proteina de ligagdo ao DNA, a (SL, e regula a
expressao de genes alvo, como os relacionados com a autorrenovagdo de CSC, tais como a Survivina, o M/(

o NANOG, o O(T-4 ¢ o SOAZ (Koury, Thong e Hao, 2017).
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Figura 2 - Vias de sinalizagdo de células estaminais NOTCH, WNT e HEDGEHOG. Abreviaturas: NICD, NOTCH intracellular domain;
TACE, TNF-ou converting enzyme; SMO, recetor smoothened (Adaptado de Takebe et al, 2011; Vaz et al, 2014; Carvalho, 2015)
e de Servier.com (This 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/).

A via WNT é uma via de sinalizagdo complexa e evolutivamente conservada, que abrange 19 ligandos
WNT e mais de |5 recetores. A via canonica € ativada quando ligandos WNT segregados por uma célula
se ligam a recetores Frizzled efou as proteinas relacionadas com o recetor de lipoproteinas de baixa
densidade (LRP, do inglés /ow density lipoprotein receptor-related protein) 5 ¢ 6 numa célula vizinha, a f3-
catenina livre sofre translocagao para o nicleo, liga-se aos fatores de transcricao e ativa a transcrigao de
varios genes alvo (William H. Matsui, 2016). Conjuntamente com as vias NOTCH e HEDGEHOG, a supressao
da sinalizagao WNT levou ao desenvolvimento de agentes que podem interferir na carcinogénese, na
invasividade tumoral e na metastizagao (Takebe ez a/, 2015).

A via de sinalizagdo HEDGEHOG esta implicada durante o desenvolvimento embrionario e na reparagao
de tecidos normais, incluindo o sistema nervoso, o esqueleto, os membros, os pulmdes, o coragdo e o

intestino, e controla a proliferagdo celular, a diferenciagao e a migracao (Takebe er a/, 2015; William H.
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Matsui, 2016). Os principais intervenientes nesta via incluem trés ligandos HEDGEHOG - Sonic /ndian e
Desert - o recetor Patched (PATCHI), a proteina transmembranar Smoothened (SMO) e 3 fatores de
transcrigdo GLI, que modulam a ativagdo ou a repressao da via. O recetor PATCHI funciona como um
inibidor constitutivo de SMO quando é desocupado pelo ligando. Neste estado, a transcrigdo do gene alvo
é reprimida por GLI3 e GLI2-R (forma repressora de GLI2). Apds a ligagdo do ligando ao recetor, a influéncia
inibitéria do PATCHI na SMO é removida, e a ativagao da SMO resulta na translocagao nuclear do GI/ e
indugdo da transcrigdo do gene alvo (Koury, Zhong e Hao, 2017; William H. Matsui, 2016). A maioria dos
genes alvo esta envolvida na proliferagao, na sobrevivéncia e na angiogénese (Takebe ez a/, 2015).

Mlém destas vias moleculares, ainda existem outras como a via JAK/STAT (do inglés, jamus tyrosine
kinasel signal transducer and activator of transcription), a MAPK/ERK (do inglés, mitogen-activated protein
kinase/extracellular signal-regulated fkinase), a PI3K/AKT (do inglés, phosphatidylinositol-3-kinase/protein
kinase B), a NF-kB (do inglés, nuclear factor kappa B) e a TGFP (do inglés, tansforming growth factor-p),
implicadas no desenvolvimento embrionario, no cancro e nas (SC. A desregulagdo destas vias resulta na
expansao de células estaminais, que pode ser um evento chave para iniciar a carcinogénese e o
desenvolvimento de C(SC (Allegra er af, 2014).

A teoria das (SC, embora controversa, tem implicagdes importantes para a compreensao da biologia
e do desenvolvimento de tumores malignos e constitui um alvo alternativo para terapéuticas antineoplasicas.
Contudo, a identificagdo e a caracterizagao destas células continua a ser um desafio, devido a sua escassez
nas massas tumorais (Hubbard e Gargett, 2010; Allegra ef al, 2014).

As metodologias frequentemente utilizadas para a detecao e o isolamento de (SC incluem classificagao
funcional (baseada em métodos imagiolgicos), molecular, citologica e xenotransplantacao, apresentadas na
Tabela | (Islam ez af, 2015).

Varios métodos sao usados para a identificagao de (SC, como os ensaios clonogénicos ou os protocolos
de formagdo de esferas que avaliam a capacidade com que uma unica célula, prospectivamente, forma
clones /7 vitro e tumores /n vivo em animais imunocomprometidos. Além destes métodos, o ensaio de
retenao da bromodesoxiuridina (BrdU, do inglés bromodeoxyuridine) foi utilizado para a identificagao e

para o isolamento de (SC (Kato, 2012).
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Tabela | — Abordagens usadas na detecao e isolamento das CSC (Islam er af, 2015). Legenda: MACS - magnetic activated cell
sorting, RT-PR - real time - polymerase chain reaction, RT-qPCR - real time - quantitative polymerase chain reaction.

Abordagem Método

Selecao Citologica Citometria de Fluxo, MACS
Ensaio de Formagao de Colonias, Protocolo de Formagao de Esferas,
Selecao Funcional ALDEFLUOR, Ensaio da Populagao Lateral, Ensaio de Resisténcia a
Terapéutica, Xenotransplantacao
Selecao Molecular RT-PCR, RT-qPCR
Selecdo baseada em Imagem Microscopia, Imunocitoquimica, Imunohistoquimica

As células de uma populagio lateral (SP, do inglés side population), identificadas com base na
capacidade desta populagao celular remover o Hoechst 33342, um corante fluorescente, sdo populagdes
constituidas por células estaminais. O fendtipo apresentado pela SP esta associado a um alto nivel de
expressao do membro 2 da subfamilia G da proteina transportadora de cassete de ligagao a ATP (ABCG2,
do inglés A7P-binding cassette sub-family G member 2), e por esta razao, apresenta resisténcia a citostaticos
(Kato, 2012; Kyo e Kato, 2015).

Os métodos de triagem celular, como a citometria de fluxo e a separagdo celular ativada por
magnetismo (MACS, do inglés magnetic activated cell sorting) separam (SC de células ndo estaminais do
cancro, com base em diferentes moléculas de superficie celular e intracelular com alto desempenho e
acuidade. Da mesma forma, a reagao de polimerizagdo em cadeia em tempo real (RT-PCR, do inglés rea/
time — polymerase chain reaction) e a P(R quantitativa em tempo real (RT-qPCR, do inglés rea/ time —
quantitative polymerase chain reaction) sao métodos moleculares, com grande especificidade, usados na
detecao de (SC em doentes oncoldgicos. Além disso, técnicas como a imunocitoquimica, a imunofluorescéncia
e a imunohistoquimica, sao usadas para identificar as (SC com base no nivel e no local de expressao de
proteinas. 0 teste padrao para a detecao e o isolamento de (SC é a avaliagao da sua capacidade tumorigénica
in viva, através de xenotransplantes em animais imunocomprometidos (Islam ez a/, 2015).

As (SC foram identificadas em diferentes tipos de cancro através da utilizagao de combinagdes de
antigénios de superficie celular, bem como de proteinas soliveis, denominados marcadores de (SC. Os
marcadores de superficie de (SC variam de acordo com o tipo de tumor, pelo que um dos objetivos da
investigagao sobre as (SC € determinar a expressdo de biomarcadores de superficie especificos para cada
tipo de cancro (Allegra ef al, 2014; Islam ez al, 2015).

Embora existam alguns marcadores considerados especificos de (SC, estes podem ndo apresentar
sensibilidade suficiente para serem identificados num grande nimero de células tumorais. Desta forma,

alguns marcadores de superficie celular sao frequentemente usados para identificar (SC, como o marcador
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de diferenciagao (CD, do inglés cluster of differentiation) 133, o (D44 e a ALDH como se mostra na Tabela

2 (Kato, 2012; Allegra et al, 2014).

Tabela 2 — Marcadores de CSC comummente usados em diversos tipos de tumores (Islam ef af, 2015).

Marcador Tipo de Tumor

ALDH Mama, Célon, Cabeca e Pescogo, Figado, Pancreas e Melanoma
44 Mama, Cdlon, Estdmago, Cabeca e Pescoco, Figado, Ovario, Pancreas e
Prostata
(D90 Cérebro, Figado, Mama e Pulmao
(D24 Mama, Estdmago e Pancreas
ABCBS Colon e Melanoma
[B-catenina Cdlon, Figado, Ovario, Mama, Pulmao e Glioblastoma
0133 Cérebro, Colon, Endométrio, Figado, Pulmao, Ovario, Pancreas, Prostata
e Mama
ABCG2 Pulmao, Mama e Cérebro
Kit/CDI 17 Ovario
SP Glioma, Trato Gastrointestinal, Figado, Pulmao e Tirdide

0 CDI33, também conhecido como PROMLI ou prominina, é um antigénio de superficie que foi
identificado como um potencial marcador de (SC presente em diversos tumores malignos como os cerebrais,
do cdlon, do figado e o da prostata. Embora a fungao do CDI33 ndo seja claramente conhecida, foi
proposto um papel na organizagao da membrana plasmatica (Cervello es a/, 2011; Allegra et al, 2014).

0 (D44, também conhecido como molécula de adesao celular, é uma glicoproteina de superficie celular
expressa em linfocitos, mondcitos e granulocitos, que foi identificada como um marcador de (SC da mama,
da prostata, do pancreas e da cabeca e pescogo (Allegra er al, 2014; Elbasateeny er af, 2016).

Além dos marcadores de superficie celular, proteinas intracelulares também foram usadas para isolar
e detetar (SC, como a ALDH, uma enzima desintoxicante que oxida os aldeidos intracelulares e que
desempenha um papel na diferenciagao de células estaminais através do metabolismo do acido retindico. A
atividade da ALDH pode ser usada para classificar uma subpopulagdo de células que exibem propriedades
das células estaminais em diversos tipos de cancro, como a leucemia, o cancro da mama, do colon, do
figado, do pulmao e do pancreas, e em células normais (Islam ez a/, 2015; La Porta, 2012).

Um tipo diferente de marcador de (SC é o transportador ABCG2, associado a resisténcia a milltiplos
farmacos. E responsavel pelo fenotipo da SP em virios tipos de cancro humano e nos correspondentes
tecidos normais. Também é usado para identificar e isolar células somaticas estaminais/progenitoras (Kyo e

Kato, 2015; Allegra et al, 2014).
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Cancro do endométrio

0 endométrio é o revestimento mucoso interno do (Gtero, que sofre renovagdo ciclica, diferenciagdo e
desagregacao ao longo da vida reprodutiva da mulher. Morfologicamente, esta mucosa, representada na
Figura 3, é constituida por uma camada funcional superficial, que a cada ciclo é descartada quase na
totalidade, e por uma camada basal que permanece intacta e apresenta capacidade de regeneragdo (Alcaraz

et al, 2009; Cervelld er af, 2013; Darzi et al, 2016; Pluchino e Taylor, 2016).
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Figura 3 - Constituigdo do endométrio humano (Adaptado de Darzi et al., 2016; Gargett, Schwab e Deane, 2016 e de Servier.com
(This 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 endométrio, caracterizado como um tecido com uma extraordinaria capacidade de remodelagao,
sofre estimulos hormonais apropriados durante cada ciclo menstrual, que ocorre aproximadamente 400 vezes
desde a puberdade até a menopausa (Cervello er a/, 2011; Cervello ef al, 2013). Todos os meses, durante
os primeiros 4 a [0 dias do ciclo menstrual, ocorre o crescimento do endométrio proliferativo a partir da
camada basal, com 0,5-1 mm de espessura, para gerar uma nova camada funcional onde um embrido se
ira implantar. A medida que os niveis circulantes de estrogénio aumentam durante a fase proliferativa do
cico menstrual, as células epiteliais, estromais e vasculares proliferam rapidamente para gerar glandulas e
estroma de suporte da camada funcional em crescimento. Apds a ovulagao, na fase secretora do ciclo, sob
a influéncia da progesterona, ha um bloqueio da divis3o celular e promogao da diferenciagao terminal do
epitélio glandular. A diferenciagdo estromal em células deciduais ocorre em torno de vasos sanguineos e sob
o epitélio luminal onde um embrido se implanta. Na auséncia de implantagao embriondria, a camada
funcional regride e desaparece com a menstruagao e inicia-se um novo ciclo menstrual (Darzi ez al, 2016).

0 cancro do endométrio é a neoplasia maligna do trato genital feminino mais comum no mundo
ocidental, que afeta mulheres habitualmente na pos-menopausa e tem o seu pico de incidéncia no inicio

da sexta década de vida (Alonso-Alconada er a/, 2014; Arora e Quinn, 2012). Embora o cancro do
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endométrio, seja convencionalmente considerado uma doenca maligna que ocorre em mulheres em pds-
menopausa, 14% dos casos sdo diagnosticados em mulheres pré-menopausicas, 5% dos quais em idades
inferiores a 40 anos (Morice ez al, 2016).

A incidéncia do cancro do endométrio tem um aumento estimado de cerca de | a 2% por ano e de
50 a 100% até 2025. Este aumento da incidéncia, observado na Europa e na América do Norte, pode
estar relacionado a uma maior prevaléncia de obesidade e de sindromas metabolicas, além do envelhecimento
da populagao (Ali, 2014; Morice er af, 2016; Tran e Gehrig, 2017; Di Cello ef af, 2017; Adishesh et al,
2017).

0 cancro do endométrio apresenta progndstico geral favoravel, dado que a maioria das doentes tem
o diagndstico numa fase inicial, com doenca confinada ao dtero (Arora e Quinn, 2012; Alonso-Alconada et
al, 2014; Ali, 2014; Tran e Gehrig, 2017). A sobrevivéncia aos 5 anos para doenca inicial é de cerca de
96% (Arora e Quinn, 2012). No entanto, até 20% dos carcinomas endometriais apresentam-se como
neoplasias agressivas, como lesdes de alto grau ou com invasao profunda, com risco substancial de recorréncia
e de morte (Alonso-Alconada er a/, 2014).

Em relagao aos fatores de risco para o desenvolvimento de um carcinoma endometrial, as mulheres
caucasianas apresentam uma probabilidade mais elevada de desenvolver uma doenga maligna ginecoldgica
em comparagao com as mulheres de raga negra. Em contraste, as mulheres de raca negra geralmente
apresentam tumores nao endometrioides, de alto grau e com estadio mais avangado na altura do diagnostico,
comparativamente com as mulheres caucasianas (Burke ez af, 2014).

Os estrogénios estimulam a taxa de atividade mitdtica do endométrio e sao responsaveis por alteragoes
proliferativas que regeneram o endométrio apds a menstruagdo, enquanto que a progesterona é responsavel
pelo efeito oposto, através da diminuigao da concentragao dos recetores de estrogénio (ER, do inglés estragen
receptor), resultando em alteragdes secretdrias necessarias para a implantagao. Assim, qualquer alteragao
bioldgica ou substancia quimica que aumente a concentragdo de estrogénios sem oposi¢ao progestativa,
constitui um aumento no risco de desenvolvimento de cancro do endométrio. Apesar do mecanismo de
desenvolvimento do cancro do endométrio nao estar completamente elucidado, acredita-se que, elevados
niveis de estrogénio associados a défices de progesterona sao fatores de risco para esta neoplasia (Ali,
2014).

Uma exposicao prolongada aos estrogénios, especialmente sem oposicao da progesterona, aumenta a
divisdo celular descontrolada do endométrio, causando um aumento da sua espessura. Um processo
descontrolado de diferenciagao de células aumenta a hipotese de mutagao aleatdria, erros de replicagao no

DNA e o possivel desenvolvimento de células cancerigenas. Assim, a proliferagdo excessiva ou derramamento
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inadequado no endométrio pode levar ao desenvolvimento de hiperplasia endometrial e, em alguns casos,
progressao para cancro do endométrio. A menarca precoce, a nuliparidade, a infertilidade e antecedentes
de ovario poliquistico sao outros fatores de risco conhecidos para o desenvolvimento de carcinoma do
endométrio. A incidéncia destes fatores de risco & maior em mulheres com menos de 40 anos. Estas
condigdes estao associadas a estimulago do endométrio com estrogénios sem oposi¢ao da progesterona (Ali,
2014; Arora e Quinn, 2012).

0 risco de desenvolvimento do cancro do endométrio aumenta cerca de 10 vezes em mulheres com
mais 23 Kg do que o seu peso corporal adequado, facto que constitui a obesidade como outro fator de
risco no cancro do endomeétrio. A diabetes, o hiperinsulinismo e a hipertensao também sao fatores conhecidos
(Liu, 2007; Ali, 2014; Arora e Quinn, 2012).

A predisposicdo genética é outra das causas mais comuns no desenvolvimento do cancro do endométrio
numa idade jovem. O cancro colorretal ndo poliposo hereditario (HNPCC, do inglés hereditary nonpolyposis
colorectal cancer) ¢ uma doenga autossomica dominante causada por mutagoes numa familia de genes de
reparagao de incompatibilidade. Mulheres com HNPCC tém um risco aumentado de 40 a 60% para o
desenvolvimento de cancro do endométrio. Porém, o risco de mutagao de HNPCC em mulheres diagnosticadas
com cancro do endométrio com menos de 50 anos é mais dificil de definir (Arora e Quinn, 2012; Ali,
2014).

0 tamoxifeno, um modelador seletivo dos recetores de estrogénios, que atua como agonista em tecido
endometrial, esta também associado ao aumento da incidéncia do cancro do endométrio (Burke er al,
2014).

Qutros fatores reprodutivos como o uso de contracetivos orais, a multiparidade e uma gravidez em
idade avancada tém sido apontadas como fatores com efeito protetor. Outros fatores como o abortamento,
0 uso de farmacos indutores de ovulagao e de fertilizagdo /7 witro tém sido alvo de controvérsia (Colombo
et al, 2011; Ali, 2014).

Hemorragias uterinas anormais, nomeadamente metrorragias pds-menopausa, sao 0s sintomas mais
frequentemente apresentados por mulheres com hiperplasia ou carcinoma do endométrio. As doentes com
doenga avangada podem apresentar sintomas similares aos de cancro do ovario avancado, tal como dor
pélvica ou abdominal, distensao abdominal, ou alteragdo nas fungdes intestinal e vesical (Sorosky, 2012;
Burke ez a/, 2014; Morice et al, 2016).

Relativamente ao estadiamento do cancro do endométrio, este é realizado de acordo com o sistema
de estadiamento da Federagdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO). Este sistema, baseia-se no

estadiamento cirdrgico e inclui a avaliagdo da extensao da invasao miometrial e doenga metastatica local e
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a distancia. Em maio de 2009, foi publicado um novo sistema de estadiamento da FIGO, apresentado na
Tabela 3 (Colombo ez a/, 2011; Morice et al, 2016).

No panorama clinico, um dos principais desafios é a identificagdo correta de doentes de baixo risco
e de alto risco num contexto pré-operatdrio, de modo a que sejam fornecidas informagdes que sirvam de

base a um melhor tratamento individualizado (Salvesen, Haldorsen e Trovik, 2012).

Tabela 3 — Sistema de estadiamento da FIGO para o cancro do endométrio (Colombo ef af, 2011).

. Estaio Defnigo
I Tumor confinado a0 corpo uterino

Sem invasao do miométrio ou invasao até metade do miométrio
B Invasao igual ou superior a metade do miométrio

Il Invasao do estroma cervical, sem invaso externa ao dtero

i Invasao local ou regional

Invasdo da serosa do corpo uterino e/ou anexos

Envolvimento vaginal e/ou paramétrico

Metastizacao nos ganglios linfticos para-adrticos e/ou pélvicos

| | Ganglios linfaticos pélvicos positivos

2 | Ganglios linfaticos para-adrticos positivos com ou sem ganglios linfaticos pélvicos
positivos

v Invasdo da mucosa vesical e/ou intestinal e/ou metastizagao a distancia

Invasao da mucosa vesical e/ou intestinal

B Metastases a distancia, incluindo intra-abdominais e/ou dos ganglios linfaticos
inguinais

Multiplos fatores foram identificados para o risco elevado de recorréncia em doenca em estadio inicial:
o subtipo histoldgico, a histologia de grau 3, a invasao miometrial >50%, a invasao de espago linfovascular,
as metastases nos ganglios linfaticos e o didmetro do tumor >2 cm (Colombo er a/, 2011).

A sobrevivéncia global aos 5 anos para os estadios | e Il do sistema da FIGO, varia entre 74 e 91%,

entre 57 e 66% para o estagio Il e entre 20 a 26% para o estagio IV (Takenaka ez a/, 2016).

Classificagao histologica

Na tumorigénese endometrial é frequentemente reconhecido um modelo dualistico, e geralmente
denominado de tipo | e tipo 2, baseados no sistema de classificagao de Bokhman de 1983 (Bansal, Yendluri
e Wenham, 2009).

Os dois tipos de carcinomas endometriais apresentam caracteristicas bioldgicas, clinicas e patoldgicas
distintas. 0 cancro do endométrio do tipo | é o tipo mais prevalente, representa a maioria dos casos

esporadicos, desenvolve-se através de proliferagdes glandulares anormais sob o efeito de elevados niveis de
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estrogénio sem oposicao, e geralmente é detetado num estadio precoce. A forma histoldgica de carcinomas
endometriais do tipo | é frequentemente endometrioide e de baixo grau (grau | ou 2), e expressa recetores
de estrogénios e de progesterona (Bansal, Yendluri e Wenham, 2009; Ali, 2014).

Por outro lado, o cancro do endométrio do tipo 2 é menos frequente (cerca de 20% dos cancros do
endométrio), menos dependente de hormonas, ocorre num ambiente atrdfico, é mais frequente em mulheres
com idade mais avancada e geralmente, é detetado numa fase mais avancada da doenca. Clinicamente, os
tumores do tipo 2 sdao marcados por um percurso clinico mais agressivo, e tém uma propensao para a
disseminagdo precoce e mau progndstico. Além disso, apresentam uma taxa de mortalidade mais elevada do
que o cancro do endométrio do tipo | (Bansal, Yendluri ¢ Wenham, 2009; Ali, 2014).

As outras formas de cancro do endométrio sdo classificadas como subtipos do cancro do endométrio
do tipo 2, e incluem o adenocarcinoma seroso papilar e o adenocarcinoma de células claras, cujos fatores
de risco ainda nao foram bem identificados. S3o também detetados em estadios mais avangados e tendem
a ser mais agressivos do que os adenocarcinomas endometrioides. Quando o cancro do endométrio apresenta
caracteristicas de mais do que um subtipo, é denominado de adenocarcinoma misto, e representa menos de

10% de todos os cancros do endométrio (Ali, 2014).

Marcadores moleculares

0 Biomarkers Definitions Working Group, definiu marcador molecular ou biomarcador, como uma
caracteristica objetivamente mensuravel e avaliada como um indicador de processos bioldgicos normais,
patoldgicos, ou respostas farmacologicas a abordagens terapéuticas (Banno ef a/, 2012; Salvesen, Haldorsen
e Trovik, 2012).

Os diferentes tipos de cancro do endométrio, tipo | e tipo 2, além de apresentarem caracteristicas
dinicas e morfoldgicas distintas, sao distinguidos também por alteragoes genéticas (Bansal, Yendluri e
Wenham, 2009).

0 carcinoma do tipo endometrioide, carateriza-se por varias alteragoes genéticas, particularmente as
que afetam proteinas ligadas a membrana celular e responsaveis pela adesdo celular e transdugdo de
sinalizagdo (Liu, 2007; Bansal, Yendluri e Wenham, 2009). O gene P7EN (do inglés phosphatase and tensin
homolog), o mais frequentemente alterado nos carcinomas deste tipo, em cerca de 83% dos casos e 55%
em lesdes pré-malignas, estd localizado no cromossoma 10q23 e comporta-se como um gene supressor
tumoral. O A7EN inibe a adesdo e a migragdo celulares e antagoniza a via PI3K/AKT/mTOR (do inglés,
phosphatidylinositol-3-kinase/protein kinase B/mammalian target of rapamyain), representada na Figura 4.

A perda de P7EN, resulta na ativagao de AKT (do inglés protein kinase B) que, subsequentemente, regula
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positivamente a atividade de mTOR (do inglés, mammalian target of rapamycin). Além disso, a perda de
fungao de P7EN é um evento inicial na tumorigénese endometrial que pode ocorrer em resposta a fatores
de risco enddcrinos conhecidos e desempenha um papel como biomarcador imunohistoquimico para doenga
pré-maligna. A alteragdo genética subjacente em casos de perda de expressdo de A7EA é, principalmente, a
mutagao e, menos frequentemente, a perda de heterozigotia sem mutagdo. A inativagdo de P7FN causada
por mutagdo esta associada ao estadio inicial e a uma sobrevivéncia favoravel. A atividade de fosfatase
lipidica do P7EN causa bloqueio do ciclo celular na fase GI/S. Além disso, a regulagdo positiva dos
mecanismos pro-apoptoticos que envolvem as vias dependentes de AKT sao mediados por P7FA, assim como
a desregulagdo de mecanismos anti-apoptoticos através de BCL-2 (do inglés, B-cel/ lymphoma 2). Por
conseguinte, a perda ou a alteragdo da expressao do gene A7FN resulta num crescimento celular aberrante
e escape a0 mecanismo de apoptose. A taxa de sobrevivéncia a 5 anos é de cerca de 80% nas doentes
com mutagdes no gene, em comparagao com uma taxa de 50% apresentada pelas doentes sem mutagdes

(Liu, 2007; Bansal, Yendluri e Wenham, 2009; Tran e Gehrig, 2017).
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Figura 4 - Via de sinalizagao PI3K/AKT/mTOR. A perda da funcdo de PTEN resulta na ativagao de AKT, que subsequentemente
regula positivamente a atividade mTOR (Adaptado de Slomovitz e Coleman, 2012 e de e de Servier.com (This 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/).

Qutras alteragdes genéticas em cancros do endométrio endometrioides incluem a instabilidade
microssatélite (MSI, do inglés microsatellite instability) e mutagBes especificas dos genes A-4S (do inglés,
kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) e [3-catenina. A MSI € outra importante alteragao genética no
carcinoma endometrioide e nas suas variantes, ocorrendo em cerca de 20 a 45% dos tumores esporadicos.
A MSI refere-se & propensao para desenvolver alteragdes no nimero de repeticdes de elementos em
microssatélites (por exemplo, pequenos segmentos de bases de DNA repetidos e encontrados
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predominantemente ao longo do DNA no codificante) devido a erros de reparagdo do DNA ocorridos durante
a replicagdo. A inativagdo do gene de reparagdo de DNA, o MA/ (do inglés, mutl homolog /), pela
metilagao do promotor, parece ser a causa mais frequente de MSI em carcinomas endometrioides, seguida
da perda de expressao de outros dois genes de reparagao de DNA, o MSHZ (do inglés mutS protein homolog
2 e o M5H6 (do inglés mutS homolog 6). A MSI esta associada @ mutagao P7EA, a auséncia de sobrexpressao
de P57 e a um progndstico favoravel. A taxa de sobrevivéncia a 5 anos das doentes com MSI é de 77%,
em comparagao com 48% dos casos negativos (Liu, 2007; Bansal, Yendluri e Wenham, 2009).

0 protooncogene A-R4S codifica uma proteina guanosina trifosfatase (GTPase, do inglés guanosine
triphosphate) da membrana celular plasmatica, que desempenha um papel importante durante a sinalizagao
celular e estd amplamente relacionado com o crescimento e a diferenciagdo tumoral. A presenca de mutagdes
K-RAS identificadas em 10 a 30% dos casos de hiperplasia endometrial indica que mutagdes A-R4S podem
representar um evento inicial dentro de um subconjunto de carcinoma endometrial. As mutagoes A-RAS tém
sido encontradas mais frequentemente em tumores com MSI, sugerindo que ambos os eventos podem ocorrer
simultaneamente antes da expansao clonal. Contrariamente, nao existem evidéncias de que as mutagdes A-
RAS e PIEN ocorram no mesmo tumor (Liu, 2007; Bansal, Yendluri e Wenham, 2009).

A B-catenina, um componente da unidade proteica da E-caderina, é essencial para a diferenciagao
celular e a manutencao da arquitetura dos tecidos normais, e desempenha um papel importante na
transdugdo de sinal. A mutagdo da [P-catenina estd presente em cerca de 20% dos carcinomas
endometrioides. Estas mutagdes resultam na estabilizagdo de proteinas que resistem a degradagdo, que se
traduz posteriormente numa acumulagao no nicleo e no citoplasma e numa ativagao constitutiva do gene
alvo. Diversos estudos que tém analisado cancros do endométrio revelam que a acumulagao de [-catenina
no nicleo, € significativamente mais frequente em lesdes endometrioides (3| a 47%) do que nas nao
endometrioides (0 a 3%). As taxas de acumulaggo nuclear podem ser atribuidas a anomalias noutras
proteinas da via de sinalizaclo WNT, mas a fungdo exata da [-catenina na tumorigénese endometrial
permanece desconhecida. Alteragdes na expressio da [3-catenina tém também sido demonstradas em
hiperplasia atipica, pelo que parece representar um evento precoce na tumorigénese endometrial (Liu, 2007;
Bansal, Yendluri e Wenham, 2009).

A E-caderina é uma proteina transmembranar com cinco dominios extracelulares e um dominio
intracelular que se conecta a actina do esqueleto através de um complexo com a catenina citoplasmatica.
A diminuicao da expressao de E-caderina esta associada a uma perda das forcas de coesdo célula-célula e
tem mostrado que precede a motilidade da célula tumoral, uma caracteristica das linhas celulares tumorais

com alto potencial metastatico. A diminuigdo da expressao da E-caderina é encontrada em cerca de 5 a
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40% dos carcinomas endometrioides. Os tumores negativos para a E-caderina sao mais propensos a ser mal
diferenciados ou nao endometrioides, e estao associados a respostas modestas. A transicao epitelial para
mesenquimatosa (EMT, do inglés epithelial-mesenchymal transition) permite que as células epiteliais se tornem
semelhantes a células mesenquimatosas, com maior mobilidade e capacidade de invadir localmente, de
intravasar, de entrar em circulagdo, de extravasar e de resistir a apoptose. Os marcadores de EMT sdo
conhecidos por estarem associados a tumores mais agressivos em diferentes orgdos. Nos carcinomas
endometriais, as alteragoes dos marcadores relacionados com a EMT, como a E-caderina e a [-catenina,
foram associadas a doenga metastatica e a sobrevivéncia reduzida (Liu, 2007; Wik ez af, 2013).

0 P/6 ¢ um gene supressor tumoral localizado no cromossoma 9p21. Este gene codifica uma proteina
reguladora do cico celular e a sua inativagao pode resultar num crescimento celular descontrolado. 0
mecanismo subjacente a expressao alterada do £/6 ndo é claro, uma vez que nem a metilagdo, a eliminagio
ou a mutagdo sao frequentemente encontradas. A perda de expressao de P/4 esta correlacionada com
mutagoes no A-R4f e 7P57 e esta associada a um estadio avangado, a alto grau, a tumores nao
endometrioides e a diminuiao da sobrevivéncia (Liu, 2007).

As mutagdes no gene /P53 um gene supressor tumoral localizado no cromossoma 17, foram
encontradas em aproximadamente 10 a 20% de carcinomas endometrioides, que sao principalmente de grau
3. Apos a ocorréncia de danos no DNA, a P53 nuclear acumula-se e provoca paragem no ciclo celular,
inibindo a fosforilagao da ciclina-DI do gene do retinoblastoma (Rb, do inglés resinablastoma), promovendo
a apoptose. Assim, a P53 mutada resulta numa proteina ndo funcional que se acumula na célula, que
resulta na propagagao de células aberrantes. As mutagoes /P57, sao quase sempre associadas a aneuploidia
e nao parecem coexistir com mutagoes A7ZA no mesmo tumor (Liu, 2007).

0 oncogene HFRZ/NEU (do inglés, fuman epidermal growth factor receptor 2) codifica para um recetor
transmembranar de tirosina cinase envolvido na sinalizagao celular. As mutagoes no /P57 e a amplificagao
e a sobrexpressao de AHERZ/NEU caracterizam eventos tardios durante a progressao e a desdiferenciagao do
carcinoma endometrioide. Ambas as alteragdes estao associadas a alto grau, a doenca avangada e a mau
prognostico (Liu, 2007).

Relativamente aos carcinomas serosos, a alteragdo mais evidente, presente em cerca de 90% dos
casos, é a mutagao no gene /P57 As mutagdes no gene /P57 estdo presentes em cerca de 80% das lesdes
do carcinoma intra-epitelial do endométrio. Ao contrario do que acontece com os carcinomas endometrioides,
a MSI é um acontecimento muito raro bem como as mutagoes no P7EN e no A-RAS Outras alteragdes que
parecem ocorrer com mais frequéncia em carcinomas serosos do que nos carcinomas endometrioides, s3o a

inativagao do gene A/6 e a sobrexpressao do AERZ/NEU (Liu, 2007; Bansal, Yendluri e Wenham, 2009). A
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inativagdo do A/6 foi relatada em cerca de 45% dos carcinomas serosos, incluindo alguns carcinomas de
células claras (Liu, 2007). Relativamente a sobrexpressdo e a amplificacdo de HFA-Z/NEU, foram encontradas
em cerca de 45% e 70% dos carcinomas serosos, respetivamente (Liu, 2007; Bansal, Yendluri ¢ Wenham,
2009).

A expressao de E-caderina é negativa nos carcinomas serosos e reduzida nos carcinomas de células
daras, no entanto, a alteragdo e a sobrexpressdo de [-catenina, sdo raras neste tipo de carcinomas
endometriais. Os tumores que nao expressam E-caderina sdao mais propensos a ser pouco diferenciados ou
nao endometrioides e estdo associados a um pior progndstico. Tal como no carcinoma seroso, a inativagao
de MSI e do A7EA, raramente so encontradas em carcinomas de células claras. A mutagdo no A-£4S também
esta ausente neste tipo de tumores (Liu, 2007; Bansal, Yendluri e Wenham, 2009).

0 carcinoma do endométrio é a doenga maligna extracélica mais comum no HNPCC ou sindroma de
Lynch, um distirbio hereditario autossomico que aumenta a suscetibilidade @ doenca maligna. Foi relatado
que a incidéncia cumulativa de cancro do endométrio, em mulheres com esta sindroma, é de 20% aos 70
anos, em comparagao com 3% na populagdo geral e a faixa etaria de maior risco situa-se entre os 40 e
60 anos. Assim, no contexto desta sindroma, existem evidéncias de que o cancro do endométrio se desenvolve
numa idade mais precoce do que na populagao geral. Estes carcinomas endometriais, estdo relacionados
com tumores do tipo |, dado que ocorrem em idade jovem, e sdo histologicamente do tipo mucinoso ou
endometrioide. Em portadoras de mutagdes MSH2, um estado elevado de MSI ja estava presente na hiperplasia
do endométrio sem atipia. E, assim, considerado um evento inicial durante o desenvolvimento do tumor
(Liu, 2007).

Além das alteragdes nos oncogenes e dos genes supressores tumorais descritas anteriormente, varias
outras moléculas e genes foram identificados como biomarcadores do cancro do endométrio. Estes incluem
0 indicador de proliferagao Ki-67, os genes promotor e supressor de apoptose, B4X (do inglés, Bc-2-
associated X protein) e B(l-2, respetivamente, e os niveis de ER e de recetor de progesterona (PR, do
inglés progesterone receptor) (Banno et al, 2012).

A proliferagao celular pode ser quantificada através da contagem do nimero de mitoses ou por
imunohistoquimica da expressao de Ki67/MIB-1. A expressao de Ki67 esta aumentada no adenoma seroso,
nos tumores de alto grau e em regides invadidas no cancro do endométrio (Banno er a/, 2012).

Frequentemente, os tumores apresentam perda da regulagdo do mecanismo de apoptose. No cancro
do endométrio, a expressao de A4X pode ser perdida por mutagdo enquanto que o B(/-Z apresenta uma
expressao elevada na hiperplasia endometrial e uma expressao reduzida no cancro do endométrio (Banno

et al, 2012).
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A carcinogénese endometrial é regulada pelo estrogénio e regulada negativamente pelos efeitos da
progesterona. O estrogénio impulsiona a proliferagdo, enquanto a progesterona atua através dos recetores
para neutralizar estes efeitos, promovendo a apoptose e inibindo a invasao. A progesterona é considerada
um poderoso supressor tumoral do endométrio, uma fungao que tem sido explorada na terapéutica hormonal
baseada em progestina, no tratamento do cancro do endométrio (Buhtoiarova, Brenner e Singh, 2016).

Em tumores endometriais do tipo endometrioide de grau | e de grau Il, os recetores ER-ou sdo
induzidos pelo estrogénio na auséncia de progesterona. Um estudo analisou niveis circulantes de I8 corticoides
e avaliou a correlagdo entre niveis hormonais em mulheres saudaveis pés-menopausicas e em mulheres com
diferentes tipos de cancro do endométrio. O estudo revelou que os niveis circulantes de todos os corticoides
estavam associados a um risco aumentado de cancro do endométrio do tipo | e do tipo Il e que o
estrogénio foi preditivo de cancro do endométrio do tipo | de baixo grau, ndo invasivo. Os autores sugerem
que o estrogénio circulante pode representar um biomarcador preditivo de aumento do risco de tumores
recorrentes (Buhtoiarova, Brenner e Singh, 2016). Outros autores relataram que a expressao de ER-o em
tumores do endométrio do tipo endometrioide esta associada a fase inicial, enquanto a expressao de ER-3,
PR-A e PR-B esta associada a tumores de baixo grau. Foi descrito que uma razdo entre ER-ot/ER- menor
que | ¢é indicativo de uma taxa de sobrevivéncia livre de doenca menor, enquanto uma relagdo de PR-
A/PR-B superior a | foi descrita como associada a uma taxa de sobrevivéncia livre de doenca e global
menores. A auséncia de ER-o em estadios iniciais foi independentemente associada a mortalidade causada
pela doenca, enquanto a auséncia de PR-A foi um fator prognéstico independente para a recidiva
(Buhtoiarova, Brenner e Singh, 2016). Singh e colaboradores descreveram que o estado do ER em cancro
do endométrio pode prever a resposta a terapéutica hormonal intermitente, de tamoxifeno e de acetato de
medroxiprogesterona, em doenga avangada (Singh er al, 2007).

As proteinas circulantes, constituem uma estratégia atraente devido ao facil acesso para quantificagao
sucessiva por métodos automatizados. Os niveis elevados do antigénio do cancro CA-125, de calprotectina e
do fator de diferenciagao e crescimento 15, em amostras de sangue de doentes com cancro do endométrio,
foram associados a um fendtipo agressivo em estudos retrospetivos. No entanto, sao necessarios mais estudos
para se avaliar se existe algum valor clinico destes biomarcadores circulantes para o risco e estratificagao
da terapéutica e para a avaliagdo da progressao da doenca, da recorréncia ou da resposta ao tratamento

(Salvesen, Haldorsen e Trovik, 2012).
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Opcoes terapéuticas

A abordagem de primeira linha para as doentes com cancro do endométrio é o estadiamento cirirgico,
que permite uma avaliagao mais precisa da extensao da doenga, oferece informagdes prognosticas importantes
e facilita a recomendagdo de terapéuticas adjuvantes. O estadiamento cirirgico completo inclui a histerectomia
total com anexectomia bilateral e linfadenectomia pélvica e para-adrtica (Salvesen, Haldorsen e Trovik, 2012;
Meireles er al, 2017).

Apos histerectomia total com anexectomia bilateral, aproximadamente 75% das doentes apresentam
doenga em estadio | (Salvesen, Haldorsen e Trovik, 2012). Estas doentes que apresentam doenga confinada
ao utero e boa resposta a abordagem cirirgica, estdo associadas a uma probabilidade de 95% de
sobrevivéncia livre de doenga a 5 anos. Em doentes com doenca avancada, esta probabilidade decresce
significativamente para cerca de 57%, podendo atingir 20% (Sehouli e a/, 2008; Morice et af, 2016).

0 carcinoma endometrial do tipo seroso pode ser multifocal e a doenca metastatica a distancia pode
ser detetada na auséncia de invasao miometrial. Um estadiamento cirdrgico abrangente semelhante ao do
carcinoma do ovario deve ser realizado acrescentando omentectomia e biopsias peritoneais maltiplas (Salvesen,
Haldorsen e Trovik, 2012).

A radioterapia primaria é uma opgao terap@utica para as doentes ndo elegiveis a tratamento cirirgico
ou subsequente recidiva apos tratamento primario (Salvesen, Haldorsen e Trovik, 2012; Aapro et al, 2003;
Takenaka ez al, 2016). O tratamento da doenca recorrente depende do estadio, da localizagao da recorréncia
e dos tratamentos anteriores. As doentes que apresentam risco intermédio ou alto de recorréncia, podem
ser elegiveis para radioterapia ou quimioterapia adjuvante ou ambas (Salvesen, Haldorsen e Trovik, 2012).

0 local mais frequente de recorréncia dos carcinomas do estadio | é a vagina. As recorréncias vaginais
isoladas em mulheres que nao realizaram radioterapia sao geralmente tratadas com radioterapia e
braquiterapia. A braquiterapia é considerada terapéutica adjuvante padrao em doentes com carcinomas de
estadio | com alto risco. As doentes que apresentem recorréncia limitada a vagina, tém maior probabilidade
de sobrevivéncia do que se a doenga envolver a parede lateral pélvica (Salvesen, Haldorsen e Trovik, 2012;
Morice ef al, 2016).

A radioterapia e a braquiterapia, como abordagens terapéuticas adjuvantes, nao obtiveram resultados
a nivel da melhoria da sobrevivéncia das doentes, apesar de controlarem localmente a doenga (Bestvina e
Fleming, 2016).

A quimioterapia adjuvante é recomendada para estadios avangados ou histologias de alto risco mesmo

em estadios iniciais. O regime de quimioterapia utilizado mais frequentemente em doenga avangada ou
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recorrente do endométrio inclui os derivados da platina como a carboplatina ou a cisplatina, a doxorrubicina
e o paclitaxel (Salvesen, Haldorsen e Trovik, 2012; Takenaka ez a/, 2016).

0 mecanismo de agao dos analogos da platina ainda ndo esta bem esclarecido, mas pensa-se que o
efeito citotdxico exercido nas células tumorais, em todas as fases do ciclo celular, seja devido a ligagao ao
DNA que resulta na inibigao da sua sintese e das suas fungdes. A carboplatina é um andlogo da platina de
segunda geracao que, além de ter como alvo o DNA, constatou-se que esta molécula se liga a proteinas
nucleares e citoplasmaticas, o que possivelmente também contribuira para o seu efeito citotoxico e
antitumoral. O seu principal efeito adverso é a mielossupressdo (Katzung, Masters e Trevor, 2014).

0 paclitaxel € um éster alcaloide, pertencente ao grupo dos farmacos taxanos, que deriva do teixo
do Pacifico (7axus brevifolia) e do teixo europeu (7axus baccata). A sua atividade anticancerigena é devida
a sua ligagdo aos microtdbulos que, ocorrendo na auséncia de proteinas a eles associadas, resultam na
inibigdo da mitose e da divisdo celular (Katzung, Masters e Trevor, 2014).

A doxorrubicina pertence ao grupo das antraciclinas e os mecanismos propostos pela qual este farmaco
atua nas células cancerigenas consistem na intercalaggo no DNA e na interrupgao da sua reparagao pela
topoisomerase |l e na geragao de radicais livres. A cardiotoxicidade constitui o seu principal efeito secundario
(Katzung, Masters e Trevor, 2014).

A terapéutica hormonal é frequentemente utilizada no tratamento do cancro do endométrio em fase
avanada, particularmente em doentes com tumores de baixo grau ou que expressem ER e/ou PR. Os
agentes comummente utilizados incluem progestativos, inibidores de aromatase e moduladores seletivos de
ER (Ethier ef a/, 2017). Em casos de doenca em estadio avangado, observaram-se taxas de resposta de
33% para tratamento com tamoxifeno em alternancia com medroxiprogesterona. Em casos de carcinomas
do endométrio recorrentes ou metastaticos, os progestativos apresentaram uma taxa de resposta que variou
de Il a 56% (dependendo do grau), analogos da hormona de libertagdo da gonadotropina [1% e

moduladores seletivos do ER entre 25 e 31% (Morice er al, 2016).

Terapduticas dirigidas

Na iltima década, as vias moleculares, representadas na Figura 5, tém sido alvo de especial atengdo,
e tal como noutros tipos de cancro, as terapéuticas dirigidas emergiram como excelentes opgdes de
tratamento no cancro do endométrio (De Melo, Paulino e Garces, 2017). Através de técnicas de genomica
e epigendmica, transcriptomica e protedmica, /he (ancer Genome Atlas forneceu evidéncias convincentes de

que os carcinomas endometriais podem ser classificados em quatro categorias: polimerase épsilon (POLe)
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ultramutada, instabilidade microssatélite hipermutada, baixo nimero de cdpias e alto ndmero de copias
(Tran e Gehrig, 2017).

A compreensao acerca das mutagOes genéticas presentes no cancro do endométrio pode ser uma
ferramenta importante para a classificagdo e a orientagao de futuras terapéuticas dirigidas. Alvos comuns
para terapéutica envolvem farmacos que afetam a apoptose, a transdugdo de sinal, a modificagdo epigenética,
a progressao do ciclo celular, o enrolamento e degradagdo de proteinas, a ativagdo de recetores hormonais

e a angiogénese (Tran e Gehrig, 2017).
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Figura 5 - Vias moleculares e potenciais alvos teraputicos no cancro do endométrio (Adaptado de Dong er al, 2014 e de e de
Servier.com (This 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/).

Uma vez que um tumor atinge um ponto critico de hipoxia, as neoplasias malignas requerem
proliferagao de novos vasos sanguineos, denominada angiogénese, para crescer, progredir e metastizar. 0
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglés vascular endothelial growth factor) induz a formagao
de novos vasos sanguineos e tem sido associado a um mau progndstico. No cancro do endométrio, o VEGF
foi correlacionado com a invasao profunda do miométrio, o maior grau histologico, a invasao do espago
linfovascular e a metastase dos ganglios linfaticos. O VEGF € consistentemente expresso numa maioria de
carcinomas endometriais (Tran e Gehrig, 2017).

Varios estudos usaram o VEGF como alvo na tentativa de melhorar os resultados em doentes com
cancro do endométrio, como os revistos por Tran e Gehrig. O bevacizumab é um anticorpo monoclonal
humanizado recombinante anti-VEGF-A que demonstrou ser o mais promissor em termos de taxas de resposta

dinica em doenca recorrente ou avangada. Ha evidéncias de taxas de resposta moderada com ligeiro
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aumento da sobrevivéncia livre de recorréncia em diversos ensaios de fase Il, com o uso de bevacizumab
isoladamente ou em combinagdo com um inibidor de mTOR. Estudos iniciais onde combinaram bevacizumab
com radioterapia para o tratamento do cancro do endométrio mostraram melhorar o controlo local. Um
ensaio de fase Il com bevacizumab em combinagdo com agentes citotoxicos, revelou resultados promissores,
com um potencial beneficio de sobrevivéncia. Um outro ensaio de fase Il com bevacizumab, demonstrou
uma taxa de resposta global de 13,5%, com sobrevivéncia livre de doenca de 4,2 meses e 10,5 meses de
sobrevivéncia global (Tran e Gehrig, 2017). Nenhum agente anti-angiogénico ou outros farmacos dirigidos
estdo aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) para a terapéutica do cancro do endométrio,
apesar do bevacizumab ser recomendado na terapéutica de carcinomas IIA pelas diretrizes da National
Comprehensive Cancer Network. Um ensaio de fase Il da combinagdo de bevacizumab e temsirolimus
demonstrou uma taxa de resposta de 24,5%, contudo, alguns efeitos secundarios observados foram
considerados inaceitaveis (Bestvina e Fleming, 2016).

A talidomida, que tem um mecanismo de acdo desconhecido como agente anti-angiogénico, foi
previamente explorada como agente (nico no tratamento do cancro do endométrio. No entanto, a taxa de
resposta nao foi considerada suficiente para a investigagao prosseguir (Tran e Gehrig, 2017).

A aflibercept é uma imunoglobulina G humana que atua como um recetor de ligagao ao VEGF-A e
neutraliza as isoformas de VEGF-A. O trabalho inicial mostrou-se promissor em cancro do endométrio, no
entanto, um ensaio de fase Il revelou uma baixa taxa de resposta e toxicidade significativa. O sorafenib,
um inibidor de cinases que também inibe os recetores de VEGF, mostrou atividade limitada nos carcinomas
endometriais. Da mesma forma, existem miltiplos inibidores de tirosina cinase de pequenas moléculas que
Os resultados dos ensaios de fase Il com estes agentes mostraram eficacia limitada (Tran e Gehrig, 2017).

A sobrexpressao do recetor do fator de crescimento epidermal (EGFR, do inglés epidermal growth
factor receptor) ¢ comum no cancro do endométrio e tem sido correlacionada com o grau do tumor, a
invasao profunda do miométrio e a mau prognostico. A familia EGFR consiste em quatro recetores distintos
da superficie celular da tirosina cinase: o ErbB-1 (EGFR), o ErbB-2 (HEAZ/NEU), o ErbB-3 e o ErbB-4.
Apesar do sucesso dos inibidores de EGFR noutras doengas malignas, resultados desencorajadores foram
observados no cancro do endométrio devido a baixas taxas de resposta aos farmacos (Tran e Gehrig, 2017).

A sobrexpressao de AERZ/NFU resulta em modulagao da proliferagao celular, diferenciagao, migragao,
sobrevivéncia e regulagao positiva das vias PI3K/AKT/mTOR e Ras/Raf/MAPK 77. Além disso, a sobrexpressao
de HER-2/NEU foi demonstrada em carcinomas endometriais avanados (especificamente tumores do tipo 2)

e esta associado a um mau prognostico (Tran e Gehrig, 2017). Um ensaio aleatorio de fase Il esta em
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curso, que avalia o uso da carboplatina e do paclitaxel em combinagdo com o trastuzumab. O ensaio pode
esclarecer a utilidade deste anticorpo monoclonal em doentes com cancro do endométrio que sobrexpressam
HERZ/NEY (Tran e Gehrig, 2017). A expressao de HER2 foi detetada em 17% de carcinomas serosos e 16%
de células claras. Foram estudadas varias associagbes terap8uticas com o trastuzumab, mas as taxas de
resposta nestes estudos nao foram promissoras (Bestvina e Fleming, 2016).

Recentemente, tem aumentado o interesse no estudo da combinagao de inibidores de mTOR com
terapéutica hormonal. A regulagdo ascendente da via PIK3/AKT/mTOR tem sido associada a resisténcia a
terapéutica hormonal em linhas celulares do cancro do endométrio. Um ensaio, onde se testou a combinagao
de temsirolimus com acetato de megestrol e tamoxifeno, terminou numa fase precoce devido a um nimero
excessivo de tromboses venosas, com uma taxa de 12,5% de trombose venosa profunda, de embolias
pulmonares ou acidentes vasculares cerebrais, em comparagdo com a taxa de trombose venosa de 5%,
observada com terapéutica isolada com acetato de megestrol (Fleming e a/, 2015). No entanto, um estudo
posterior da combinagao de everolimus e letrozol foi mais promissor, com uma taxa de resposta global de
32%. Neste estudo nenhum doente descontinuou a terapéutica devido a toxicidade significativa (Bestvina e
Fleming, 2016).

Os inibidores de mTOR avaliados no cancro do endométrio incluem ridaforolimus, everolimus e
temsirolimus. A revisao realizada por Tran e Gehrig revelou que os resultados dos ensaios com ridaforolimus
mostraram baixas taxas de resposta com niveis modestos de doenga estavel e toxicidade significativa. Os
ensaios de fase Il com everolimus mostraram resultados modestos, mas apresentaram resultados promissores
quando foram utilizados em combinagdo com letrozol. A combinagdo mostrou uma taxa de resposta
moderada, no entanto, doentes com histologia endometrioide tiveram respostas mais robustas em comparagao
com outras doentes (Tran e Gehrig, 2017). A resposta a everolimus em doentes portadoras de uma mutagao
especifica foi a primeira relatada para inibidores de mTOR (Tran e Gehrig, 2017). Na generalidade, em
carcinomas do endométrio, os inibidores de mTOR analogos de rapamicina aparentaram ter uma grande
atividade em doentes ndo submetidos a quimioterapia. O temsirolimus produziu uma taxa de resposta de
[4% em doentes ndo submetidos a quimioterapia, embora apenas uma taxa de resposta de 4% em pacientes
com quimioterapia neoadjuvante (Oza ef a/, 2011). Varios estudos nao mostraram associagao entre as
alteragdes tumorais no gene P7EN ou as mutagdes em PLACA (do inglés, phosphatidylinositol 3-kinase
catalytic subunit alpha) e o beneficio clinico dos inibidores de mTOR. Um relatorio descreveu um aumento
significativo na taxa de resposta e na sobrevivéncia livre de doenca em doentes que apresentavam mutages
em AKT submetidos a tratamento com temsirolimus, sugerindo que esta pequena populagio pode obter

beneficios do tratamento com inibidores de mTOR (Myers er a/, 2016; Bestvina e Fleming, 2016).

41



Células Estaminais do Cancro do Endométrio: a chave para o tratamento personalizado?

Devido a0 impacto que o uso de inibidores das PARP (do inglés, poly (ADP-ribose) polymerase) causou
nos resultados clinicos de doentes com cancro do ovario seroso de alto grau, com expressao do BR(4 //2
(do inglés, breast cancer gene 1/2), considerou-se necessario o desenvolvimento de inibidores das PARP em
doengas com caracteristicas semelhantes a nivel de deficiéncias na reparagao de DNA, como o cancro do
endométrio. 0 cancro do endométrio do tipo seroso é caracterizado como um tumor genomicamente instavel
e que apresenta um elevado nimero de copias gendmicas. Estas caracteristicas sao semelhantes as dos
tumores da mama triplo-negativo e tumores do ovario seroso de alto grau, o que pode também prever
erros na reparagao homologa que sensibilizam a inibicao das PARP (Rodriguez-Freixinos, Karakasis e Oza,
2016).

Uma das vias mais promissoras & a dos /mmune checkpoint inhibitors. A proteina de morte celular
programada-| (PD-1, do inglés programmed cell death-/) foi um dos primeiros recetores do smmune
checkpoint a ser alvo e foi encontrada uma expressao elevada em carcinomas do endométrio. PD-1 e PD-
LI (do inglés programmed cell death-ligand /) foram detetados nos tecidos de carcinomas endometriais
através de imunohistoquimica em 301 amostras tumorais. A marcagao para PD-I e PD-LI foi positiva em
11,9% e 39,7% em carcinomas endometrioides, 68,2% e 10,2% em carcinomas serosos, 69,2% e 23,1%
em carcinomas de células claras e 80,0% e 22,2% em carcinosarcomas, respetivamente (Gadducci e Guerrier,
2017). Existe informagao limitada sobre o uso destes agentes no tratamento do cancro do endométrio, no

entanto, os ensaios continuam a decorrer (Tran e Gehrig, 2017).

(élulas estaminais do cancro do endométrio

0 tecido endometrial, conhecido como um dos tecidos humanos que sofre ciclos de crescimento,
regressao e desagregacao, tem sido alvo de investigagdo ao longo dos anos, acerca da presenca de células
estaminais somaticas ($SC, do inglés somatic stem cells) endometriais, representadas na Figura 6 (Alcaraz et
al, 2009).

As SSC sdo definidas como subpopulagdes restritas de células quiescentes, de ciclo lento e
indiferenciadas, presentes num tecido ou orgao de um organismo adulto. Estas células sdo caracterizadas
por apresentarem uma alta capacidade proliferativa, multipotencialidade ou a capacidade de formar células
diferenciadas do tecido ou células da origem embrioldgica de que derivam. Estas células sdo reguladas por
um microambiente fisiologico especifico, denominado nicho. Nichos especificos foram ja identificados em
muitos tecidos adultos e proporcionam o equilibrio entre processos de autorrenovagao e diferenciagao das

células estaminais presentes (Alcaraz et af, 2009; Cervello ef al, 2013).

42



Células Estaminais do Cancro do Endométrio: a chave para o tratamento personalizado?

Células Estaminais Epiteliais

Figura 6 - Possivel localizagdo das células estaminais do endométrio (Adaptado de (Gargett, Schwab e Deane, 2016; Carvalho,
2015).

A primeira evidéncia para a existéncia de células estaminais epiteliais e estromais endometriais
humanas, foi demonstrada em estudos clonogénicos, devido a capacidade destas células para formar colonias,
uma das caracteristicas tipicas das células estaminais. Nestes estudos, foram obtidos dois tamanhos distintos
de colonias, grandes e pequenas, que corresponderam a aglomeragdes de SSC e de ATC, respetivamente. A
atividade das células estaminais do endométrio humano, com base na eficiéncia clonogénica, e alto potencial
de proliferagao e de diferenciagdo, corresponde as grandes colonias dos compartimentos epiteliais e estromais.
Os autores levantaram a hipdtese de que as grandes colonias (células epiteliais e estromais) seriam candidatas
a populagao endometrial de SSC envolvida na regeneragao do endométrio humano a partir da camada basal
(Alcaraz et al, 2009; Cervello er al, 2013).

Uma populagao celular, denominada por /abel-retaining cells (LRC), foi identificada /7 vivo no epitélio
e no estroma de endométrio de rato, como candidatas a SSC. A abordagem de LRC identifica as SSC pela
sua natureza quiescente e de ciclos lentos. Através de estudos de imunohistoquimica, conseguiram visualizar-
se as células da populagdo LRC, que retém a BrdU, um possivel marcador de células estaminais endometriais,
revelando a sua localizagao e o nicho de células estaminais nas proximidades (Cervello ef af, 2011; Carvalho,
2015).

0 teste de exclusao de Hoechst é outro método para a identificagdo e isolamento de células estaminais
em tecidos adultos na auséncia de marcadores especificos conhecidos. Uma SP pode ser identificada por
citometria de fluxo, através de um duplo comprimento de onda, apos incubagdo de células alvo com o
corante de ligagao ao DNA, Hoechst 33342. Este fenomeno € devido a expressao de uma proteina membranar
de resisténcia ao cancro da mama (BCRPI, do inglés breast cancer resistance protein /), relacionada com
células imaturas. Como resultado desta metodologia, diferentes populagdes de células podem ser separadas

fisicamente. Uma SP epitelial e estromal foi identificada no endométrio humano. A percentagem média de
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células da SP na fragdo epitelial foi de 0,21% durante a fase menstrual, 0,15% durante a fase proliferativa
e 0,02% na fase secretora. No compartimento estromal, a SP foi de 3,9% durante a fase menstrual,
provavelmente devido a mobilizagdo desta populagao neste momento especifico. Percentagens muito baixas
de células da SP estromal foram identificadas nas fases proliferativa (0,06%) e secretora (0,1%) (Cervelld
et al, 2011).

As células estaminais mesenquimatosas (MSC, do inglés mesenchymal stem cells-like) definem-se como
células estaminais adultas multipotentes com capacidade de diferenciagdo em linhagem mesodérmica, como
ostedcitos, adipdcitos e condrcitos, bem como linhagens ectodérmica (neurdcitos) e endodérmica
(hepatocitos) (Ullah, Subbarao e Rho, 2015). Uma subpopulagdo de células estromais a CDI146"/PDGF-RB*
(do inglés, platelet derived growth factor receptor-beta) com caracteristicas de MSC foi isolada de endométrio
humano. A diferenciagao destas células em linhagens adipogénicas, miogénicas, condrogénicas e osteoblasticas
foi demonstrada aquando da cultura desta subpopulagado com meios de indugao apropriados. Estudos de
microscopia confocal mostraram que as células coexpressoras de (D146 e de PDGF-RB tinham localizagao
perivascular nas camadas funcional e basal (Cervelld es a/, 2011).

A primeira evidéncia da origem de (SC do endométrio foi sugerida em 1997, num estudo sobre uma
linha celular derivada de um carcinosarcoma uterino. Neste estudo, as células que formaram colonias
conseguiram manter esta capacidade durante séries de 50 passagens, e as colonias eram compostas por
células fenotipicamente semelhantes as células de origem. Estas células clonais altamente proliferativas,
expressavam marcadores imunohistoquimicos e moleculares semelhantes ao tecido parental, replicaram o
fendtipo do tumor /7 vitro e foram definidas como células estaminais responsaveis pela propagagao da linha
celular. Embora estes resultados sejam promissores, nao foram realizados estudos em células de carcinomas
endometriais recém-isoladas, ou mesmo em linhas celulares de cancro do endométrio (Hubbard e Gargett,
2010).

Varios investigadores identificaram células putativas estaminais/progenitoras em SP de tumores sdlidos
e em linhas celulares cancerigenas, através de proteinas transportadoras associadas a resisténcia a miltiplos
farmacos, sensiveis ao verapamil. Estudos de Friel e colaboradores, identificaram uma SP tumorigénica numa
linha celular de cancro de endométrio humano que apresentava aumento da quimiorresisténcia e quiescéncia
in vitro em relagio a uma populagao nao-SP. Estudos /7 vitro mostraram que as células de uma SP da
linha celular AN3-CA, proliferam mais lentamente do que a fragdo nao-SP correspondente. As células
apresentaram propriedades de autorrenovagao a longo prazo e acumulagdo na fase GI do ciclo celular, o
que sugere que as células estdo em quiescéncia. As células da SP de AN3-2CA apresentaram resisténcia ao

tratamento com paclitaxel em comparagdo com uma populagao nao-SP. No entanto, ndo foram observadas

44



Células Estaminais do Cancro do Endométrio: a chave para o tratamento personalizado?

diferencas nos estudos com a cisplatina (Friel es a/, 2010). Outras investigagdes em SP da linha Hec-I
também mostraram capacidade proliferativa e de autorrenovagdo /7 vitro por um longo periodo. Evidenciou-
se que esta populagao SP gerou tumores maiores do que a fragdo ndo-SP correspondente, e os tumores
formados pela SP eram fenotipicamente idénticos, aos tumores originais e também sofreram EMT durante o
desenvolvimento (Kato ef a/, 2010). Resultados preliminares obtidos com estudos com a linha celular de
carcinoma endometrial Ishikawa, mostraram que continha uma fragao SP. Além disso, estas células também
apresentaram capacidade de formar esferas, caracteristica comum das CSC (Cervello er af, 2011).

As células iniciadoras de tumores foram identificadas em leucemia e numa variedade de tumores
solidos com base na expressao diferencial de um ou mais marcadores de superficie celular, sugerindo que
a heterogeneidade das células iniciadoras do tumor existe especificamente para cada tipo de tumor. Como
revisto por Friel, alguns autores demonstraram a existéncia de células de cancro do endométrio com
propriedades clonogénicas, com capacidade de autorrenovagao, de diferenciago e tumorigénica, sustentando
ainda a hipotese de que uma populagao de células estaminais do cancro pode ser responsavel pela formagao
de tumores ou de lesdes metastaticas. Outros investigadores identificaram o (D133 como um potencial
marcador de células iniciadoras de tumor, em tumores sdlidos do cérebro, da prostata, do colon e, mais
recentemente, do ovario e do endométrio. As células CDI33™ foram associadas a um aumento na iniciagao
do tumor /7 wive, divisdo celular assimétrica e aumento da resisténcia a farmacos antineopldsicos, em
comparaggo com as células CDI33". As células CDI33™ isoladas de adenocarcinomas endometrioides
apresentaram resisténcia a citotoxicidade induzida por csplatina e paclitaxel. Estas células quando
transplantadas em ratos imunocomprometidos, foram capazes de formar tumores que apresentaram fendtipo
semelhante ao do tumor original. De uma forma global, estes dados suportam a hipotese de que o (D133
¢ expresso por carcinomas do endométrio humano e pode servir como marcador de células com maior
capacidade tumorigénica (Friel ez a/, 2010).

Apesar de existirem evidéncias de que as células CDI33™ apresentam caracteristicas de CSC, ndo
existem evidéncias conclusivas de que o CDI33 seja um marcador universal para as (SC do endométrio.
Atualmente, sugere-se que o (DI33 pode ser um marcador para o isolamento da populagao de (SC
endometrial. Este marcador pode ser Gtil como fator progndstico no carcinoma endometrial (Elbasateeny ef
al, 2016).

Além do (D133, existem outras proteinas interessantes que podem ser expressas em (SC de tumores
solidos, como o carcinoma endometrial. 0 (D44 tem mdltiplas fungdes bioldgicas, inicialmente implicadas

no processo de invasdo e de metastizacdo, que atualmente é reconhecido como um marcador para células
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iniciadoras de tumor em diferentes tecidos. Nos carcinomas do endométrio, este marcador é expresso em
esferas provenientes de linhas celulares de cancro do endométrio (Elbasateeny ez af, 2016).

Estudos realizados em carcinomas endometriais, associaram uma elevada atividade da ALDH a um
mau progndstico. A populagio que apresentou elevada atividade da ALDH (ALDH-") do adenocarcinoma
endometrial foi mais invasiva, anti-apoptotica e tumorigénica do que a populagdo com baixa atividade
(ALDH-*) (Mamat e af, 2011). A expressdo desta enzima em células cancerigenas estd também associada
ao tamanho do tumor, a invasdo de ganglios linfaticos e a doenca recorrente. O aumento da atividade da
enzima ALDH foi encontrado em populagdes de (SC em diversos tumores, como o cancro do endométrio,
onde a expressao da enzima ALDHI estd associada a tumorigenicidade e a resisténcia a quimioterapia

(Carvalho, 2015; Iee, Van Der ef al, 2015).

Resisténcia a terapéutica

Os tumores resistentes ao tratamento continuam a ser um grande desafio pelo que, existe uma
necessidade de compreensao da razao pela qual os tumores nao respondem as abordagens terapéuticas. A
recorréncia € particularmente comum em estadios avancados, e muitos tumores recorrentes tendem a ser
quimiorresistentes. O desenvolvimento de novos tratamentos direcionados especificamente as células
cancerigenas quimiorresistentes tem sido dificultado pelo desconhecimento dos mecanismos moleculares
subjacentes a carcinogénese e a progressao tumoral, e a natureza heterogénea do tecido cancerigeno (An e
Ongkeko, 2009).

As (SC podem desempenhar um papel importante na doenca recorrente e metastatica. Pelas razoes
apresentadas, a avaliagdo desta populagao pode ser importante para um melhor progndstico e para a
projecao de uma abordagem terapéutica eficaz (Cervelld er a/, 2011). Existem evidéncias de que as (SC
conferem resisténcia a quimioterapia e a radioterapia em varios tipos de cancro (An e Ongkeko, 2009;
Islam ez al, 2015).

Tal como as $SC, as CSC sdo relativamente quiescentes em comparagao com células tumorais mais
diferenciadas. Esta taxa de renovagdo lenta das (SC, confere-lhe uma defesa intrinseca contra os agentes
antineoplasicos tradicionais, que sao antiproliferativos e mais eficazmente alvo das células cancerigenas em
divisao mais rapida (An e Ongkeko, 2009). No entanto, as CSC quiescentes ou que se replicam lentamente,
mostram uma maior ativagao dos pontos de controlo de danos do DNA do que as células tumorais nao-
estaminais, apds serem irradiadas. Estudos apontam estes mecanismos como responsaveis pela resisténcia
das (SC a radioterapia. Diferentes vias de sinalizagao, como WNT, HEDGEHOG, NOTCH, Oct-4 ou da familia

da Janus cinase, geralmente envolvidas na biologia de células estaminais, também parecem desempenhar um
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papel na radiorresisténcia das C(SC. Estudos demonstraram que a intervencao quimica ou a desregulagao
destas vias aumentou a sensibilidade terapéutica de (SC em varios tipos de cancro (Cervello er af, 2011;
Islam ez al, 2015).

Por outro lado, as células estaminais geralmente expressam proteinas associadas a capacidade de
efluxo de farmacos. Esta caracteristica torna-as resistentes a muitas teraputicas convencionais
anticancerigenas, como a quimioterapia, a terapia hormonal ou a inibigdo molecular. No carcinoma
endometrial, demonstrou-se que as células SP iniciadoras de tumores, sdo resistentes a agentes
quimioterapéuticos convencionais /7 vitro, como a cisplatina e o padlitaxel (Cervelld ez af, 2011).

0 aumento da expressao e da atividade da familia de transportadores ABC, especialmente o ABCG2,
correlaciona-se com fendtipos parecidos com células tumorais estaminais. Estudos demonstraram que a
proteina transmembranar humana ABCG2 é um importante mediador da resisténcia a multiplos farmacos. A
ABCG2 (ou proteina de resisténcia ao cancro da mama: BCRP, ABCP, MXR) é um membro da familia ABC
composta principalmente por proteinas transmembranares. As proteinas ABC permitem o transporte de
farmacos, lipidos, antibidticos, esterois, sais biliares, péptidos, glicosideos, nucleotideos, metabolitos enddgenos
e ioes. Dentro desta familia, o ABCG2, a glicoproteina-P (Pg-P, do inglés glycoprotein A (ABCBI/MDRI/Pg-
P) e a proteina associada a resisténcia miltipla a farmacos (MDR, do inglés multiple drug resistance)
(MRP1/ABCCI) sao responsaveis pela maior parte da resisténcia a miltiplos farmacos em seres humanos (An
e Ongkeko, 2009).

A expressao elevada destas proteinas em alguns tipos de tumor, como o cancro da mama, do pulmao,
da bexiga, do ovario, da leucemia mieloide aguda, da mieloma e do sarcoma, resulta num efluxo, dependente
de adenosina trifosfato (ATP, do inglés adenosine triphosphate), de farmacos citotoxicos, pelo que a
concentragao dos farmacos dentro das células se mantém abaixo do nivel citotdxico. Os trés transportadores,
ABCG2, Pg-P e MRPI, tém um amplo espectro de substratos e uma grande sobreposicdo na especificidade
do farmaco, proporcionando resisténcia tumoral as principais classes de farmacos quimioterapéuticos, incluindo
taxanos, antimetabolitos, inibidores de topoisomerase, bem como terapéuticas moleculares dirigidas, como
inibidores de tirosina cinase como o sorafenib, o imatinib, o nilotinib, o gefitinib e o erlotinib (Cojoc ef al,
2015).

Em situagOes de stresse do microambiente, como a hipoxia, a falta de nutrientes ou a presenca de
farmacos, as (SC usam fontes de energia alternativas através da ativagdo de processos catabdlicos que
mantém a homeostase metablica e a viabilidade celular. Um mecanismo importante para a degradacao e
a reciclagem intracelular, bem como a homeostase, é a autofagia. Este mecanismo é suficiente para bloquear

a invasao ex vivo de células progenitoras de cancro da mama e para reprimir a formagao de esferas e a
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formagdo de xenotransplantes /7 vivo (Cojoc ef al, 2015). Demonstrou-se também que o fluxo autofagico é
significativamente maior em mamosferas do que nas células controlo. Neste sentido, a autofagia demonstrou
ser superior nas subpopulagdes ALDHI™ de cancro da mama (Rao et a/, 2012). Noutros tipos de cancro,
foi demonstrado que a autofagia é essencial para a manutengo de células progenitoras e tumorigenicidade.
A autofagia mediou a sobrevivéncia das células iniciadoras de tumor, especialmente num ambiente hipdxico,
como foi demonstrado no adenocarcinoma ductal pancreatico (Cojoc ef al, 2015).

Varios trabalhos demonstraram que o efeito citoprotetor da autofagia nas (SC e noutras células
cancerigenas contribui para a resisténcia a terapéutica em diversos tipos de cancro, como o melanoma, o
cancro da prostata ou o cancro do pulmdo de nao pequenas células. Um estudo mostrou que a autofagia
induzida por neuropilina-2 (NRP-2, do inglés neurgpilin-2) aumenta a resisténcia @ quimioterapia em linhas
celulares do cancro da prostata e do pancreas e que a inibigdo de NRP-2 supera essa resisténcia (Cojoc et
al, 2015).

Nas células estaminais, bem como nas (SC, o aumento da expressdo de proteinas anti-apoptoticas
aumenta o limiar para a indugdo de apoptose e protege diretamente as células contra a morte celular por
esta via. Por exemplo, em (SC da mama e de leucemia mieloide aguda, a BCL-2 e a BCL-XL (do inglés, 5-
cell lymphoma - extra large) sao altamente expressas. A analise proteomica direta de CSC colorretais e de
células diferenciadas revelou que a apoptose era uma das principais vias moleculares afetadas, envolvendo
a expressao de proteinas anti-apoptoticas chave. Através de um ensaio que permite medir diretamente o
estado de apoptose das células, demonstrou-se que as CSC apresentavam menos sinais de apoptose do que
as células diferenciadas o que, de certa forma, explica a resisténcia a quimioterapia convencional (Colak e
Medema, 2014).

A ALDH é uma enzima pertencente & familia das enzimas dependentes de NAD(P)*, envolvida em
processos de desintoxicagdo e oxidagao de varios aldeidos endogenos e exdgenos nos seus acidos carboxilicos
fracos. A isoforma ALDHIAI esta envolvida no metabolismo da vitamina A (retinol), oxida o retinaldeido em
acido retinoico e sintetiza o acido gama-aminobutirico (GABA, do inglés, gamma-aminobutyric acid), que
desempenham um papel na manutengao e na diferenciagao de células estaminais normais e de (SC (Cojoc
et al, 2015; Januchowski ez a/, 2016a). A regulagio e a fungao da ALDH em células estaminais normais e

(SC estdo representadas na Figura 7.
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Figura 7 - A familia ALDH metaboliza o acido retinoico, regulando assim a autorrenovagdo, diferenciagdo e resisténcia tumoral
de células estaminais normais e CSCs. O retinol captado pelas células é oxidado em retinal. O retinal é oxidado em acido retinoico
por enzimas ALDHI. O acido retinoico liga-se a dimeros de RARa e RXRs para induzir a expressdo dos seus genes alvo a jusante
incluindo RARP. Nas células que expressam ERa, o dcido retinoico pode ligar-se a dimeros de RXRs e ERar, bem como induzir
a expressdo de ¢-MYC e ciclina-DI. Abreviaturas: RAR, recetor de acido retinoico; RKR, recetor de retinoide X; ER, recetor de
estrogénio; ROS, espécies reativas de oxigénio. (Adaptado de Tomita er a/, 2016 e de e de Servier.com (This 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/).

Diversos estudos, indicam que a ALDHIAI esta envolvida na biologia de células estaminais normais e
cancerigenas, e que desempenha um papel na resisténcia a farmacos dessas células (Januchowski ef al,
2016a; Januchowski, Wojtowicz e Zabel, 2013). 0 aumento da atividade da enzima ALDH foi encontrada em
(5C de tumores do colon, do ovario, da prostata e da mama. 0 aumento da expressao do acido ribonucleico
mensageiro (mRNA, do inglés messenger ribonucleic acid) do gene ALDHI foi detetado no cancro do
endométrio e o seu nivel de expressao correlaciona-se negativamente com a sobrevivéncia global das doentes
(Van Der Iee er al, 2015).

Num estudo experimental realizado pelo nosso grupo foram obtidas trés populagoes de esferas e trés
populagdes de células derivadas aderentes a partir da linha celular de cancro do endométrio ECC-I. A
avaliagao de marcadores de estaminalidade e a expressao de ALDH foi realizada, e esta Gltima revelou ser
superior nas populagoes de esferas (Carvalho, 2015).

0 aumento da expressao da ALDHIAI em estudos com CSC de endométrio e em tecidos tumorais de
doentes resistentes a quimioterapia, bem como em muitas linhas celulares resistentes a farmacos, levaram
investigadores a determinar se a ALDH poderia ser usada como alvo molecular na terapéutica do cancro
(Januchowski ez af, 2016a).

Estudos de Croker e colaboradores, mostraram que os inibidores da ALDH, como o acido trans-
retinoico (ATRA, do inglés al-trans retinoic acid) e o DEAB, sensibilizaram células do cancro da mama

ALDH™ aos tratamentos com padlitaxel e com epirrubicina (Croker e Allan, 2012).
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0 efeito do inibidor ATRA pode resultar da sua atividade de diferenciagdo. Em leucemia, o tratamento
com ATRA aumentou o nivel de acido retinoico intracelular e, consequentemente, os niveis de ALDHIAI e
ALDH3AI diminuiram e os promieldcitos malignos diferenciam-se em neutrofilos maduros, mais sensiveis a
quimioterapia. O papel do DEAB no aumento da sensibilidade das células ALDH™ para a quimioterapia ndo
esta claro. Como o DEAB inibe a atividade da ALDH, sugeriu-se que a ALDH, especialmente a ALDHIAI,
possa desempenhar um papel direto na resisténcia a farmacos (Croker e Allan, 2012).

Januchowski e colaboradores, analisaram a expressao da ALDH, através da andlise de microarrays da
expressao génica em seis linhas celulares de cancro do ovario resistentes a farmacos. As células resistentes
ao paditaxel e ao topotecano, apresentaram elevada expressao de ALDHIAI. Estes resultados foram
confirmados por PCR, western blot, microscopia de fluorescéncia e pelo ensaio do ALDEFLUOR. Através do
ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium), mostraram que o tratamento
com ATRA e com DEAB, sensibilizou as células para os citostaticos. O mecanismo responsavel pela
sensibilizagao celular resultou na diminuigo dos niveis das proteinas Pg-P e BCRP apds o tratamento com

os inibidores (Januchowski ef a/, 2016a).
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0 objetivo principal deste trabalho foi o isolamento, a caracterizagdo e a avaliagdo da resposta a
terapéutica das (SC provenientes de linhas celulares de cancro do endométrio. Pretendeu-se estudar a
inibicdo da enzima ALDH nestas populagdes tumorais do endométrio, de modo a esclarecer os mecanismos
de resisténcia e o potencial para desenvolvimento de terapduticas dirigidas.

Numa perspetiva translacional, pretendeu-se caracterizar as (SC do endométrio em tumores provenientes
de doentes com cancro do endométrio e correlacionar com resultados clinicos e patoldgicos.

0 objetivo da caracterizagdo das (SC do endométrio compreendeu o isolamento das populagdes com
capacidade de formagao de esferas, a autorrenovagdo e os marcadores de C(SC. Pretendeu-se também
caracterizar as populagoes com propriedades de CSC quando submetidas aos inibidores da ALDH.

Nos estudos da resposta a terapéutica, o objetivo foi avaliar a agdo dos farmacos carboplatina,
paclitaxel e doxorrubicina, citostaticos usados na pratica clinica no tratamento do cancro do endométrio,
nas populagoes tumorais isoladas. Deste modo, foi estudada a influéncia deste tratamento na proliferagao,
expressao de proteinas envolvidas na resisténcia a terapéutica e morte celular, assim como danos no DNA.

No que concerne aos estudos com as amostras tumorais de doentes com cancro do endométrio,
pretendeu-se otimizar o protocolo do isolamento de populagdes de (SC através do protocolo de formagao
de esferas e a caracterizagao destas populagdes tumorais no que respeita as propriedades estaminais. Com
o intuito de contribuir para o desenvolvimento de uma plataforma de resposta personalizada a terapéutica,
avaliou-se a resposta dos tumores aos citostaticos utilizados na quimioterapia através do estudo de
marcadores de (SC e de proliferagdo celular em fragmentos tumorais. Os resultados obtidos foram
correlacionados com os dados clinicos de cada doente, particularmente o estadiamento inicial e o

comportamento bioldgico do tumor.
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Parte | — Estudo Fundamental

Células tumorais do endométrio: caracterizagao e avaliagao da inibigao da aldeido
desidrogenase

Culturas celulares

Neste trabalho experimental foram utilizadas duas linhas celulares de cancro do endométrio humano,
RL95-2 e ECC-I, obtidas @ American Type Culture Collection (ATCC). A linha celular RL95-2, uma linha de
carcinoma endometrioide humano do tipo I, de grau 2, obtida a 31 de outubro de 2017, foi propagada e
cultivada em modo aderente com meio de cultura composto por Dubbecco’s modified eagle medium (DMEM,
Sigma D-5648) e uma mistura de nutrientes de Ham FI2 numa proporcao de I:1 (FI2, Sigma N-6760),
suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS, do inglés, /eza/ bovine serum, Sigma F-1524), 0,005
mg/mL de insulina (Sigma 10516) e 1% de antibiético (100 U/mL de penicilina e 10 pg/mL estreptomicina,
Sigma A5955). A linha celular ECC-1, uma linha de carcinoma endometrioide humano do tipo I, de grau 2,
obtida a | de junho de 2012, foi propagada e cultivada em modo aderente sob recomendagdes do
fornecedor. Para a manutengao celular desta linha celular, utilizou-se o meio de cultura Rooswell Park
Memorial Institute 1640 medium (RPMI, Sigma R6504), suplementado com 5% de FBS, 400 mM de piruvato
de sodio (Gibco, 11360) e 1% de antibidtico.

Para a realizagdo dos estudos, e pelo facto de se tratar de linhas celulares cultivadas em modo
aderente, foi necessario destacar as células para a preparagao de suspensdes celulares. As culturas celulares
foram lavadas com uma solugao de tamp@o salino de fosfato (PBS, do inglés, phosphate buffer saline), uma
solugdo constituida por cloreto de sodio na concentragao de [37 nM (NaCl, JMGS, 037040005002212), por
cloreto de potassio na concentragao de 2,7 mM (KCI, Sigma, P9333), por dihidrogenofosfato de sédio na
concentragao de 10 mM (NaH,P0,, Merck, 6580.0500), por dihidrogenofosfato de potassio na concentragao
de 1,8 mM (KH,PO,, Sigma, P0662) e por acido etilenodiaminotetracético na concentragao de 5mM (EDTA,
VWR - MI0I), com pH de 7.4, e incubadas com cerca de 2 mL de uma solugao de tripsina-EDTA a 0,25%
(Sigma, T4049), durante cerca de 5 minutos a 37°C. Posteriormente, para a inativagdo da tripsina
adicionaram-se 5 mL de meio de cultura. Para a contagem do nimero de células das suspensdes celulares
obtidas, uma aliquota de cada suspensao foi corada com azul tripano e colocada num hemocitémetro num
microscopio otico invertido (Nikon Eclipse TS 100) numa ampliagao de [00x. 0 método de exclusao do azul
tripano consiste num método baseado no principio de que as células mortas, por terem a membrana celular

destruida, coram de azul e as células vidveis, com uma membrana intacta, apresentam uma cor branca
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brilhante (Strober, 2015). Apds a contagem, o volume das suspensdes celulares foi ajustado de modo a que

se obtivessem as suspensdes com a concentragdo desejada.

Inibido da aldeido desidrogenase

A resisténcia das CSC as terap@uticas convencionais resulta de diversos mecanismos, incluindo o aumento
da expressao de enzimas destoxificantes, como a ALDH (Van Der Zee er al, 2015) que, consequentemente
contribui para a sobrevivéncia celular e para a resisténcia aos farmacos (La Porta, 2012). A expressao desta
enzima em células neoplasicas estd também associada ao volume tumoral, a invasdo de ganglios linfaticos,
a doenga recorrente e a um mau prognostico. 0 aumento da atividade da enzima ALDH foi encontrado em
populages de CSC em diversos tumores, como o cancro do endométrio, onde a expressao da enzima ALDHI
esta associada a tumorigenicidade e a resisténcia @ quimioterapia (Carvalho, 2015; Van Der Iee ef al,
2015). Neste sentido, a enzima ALDH ¢é considerada um importante alvo de estudo e através da avaliagao
da sua inibigdo, pretende-se investigar o seu papel na resisténcia a terapéutica em (SC do endométrio. Este
estudo, podera também contribuir para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas dirigidas e
para a implementagdo de terapéuticas personalizadas.

Nos estudos de avaliagao da inibigdo da ALDH, foram utilizados os compostos ATRA (SC-200898, Santa
Cruz Biotechnology, Inc.), DEAB (SC-238831, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) e JQI (Sigma, SMLI524),
descritos como inibidores desta enzima. As concentragdes de inibidores, | pM, 2,5 pM, 5 pM, 10 pM, 20
uM e 50 pM de ATRA, 10 pM, 25 pM, 50 pM, 100 pM, 250 pM e 500 pM de DEAB e 5 nM, 10 nM,
50 nM, 100 nM, 250 nM e 500 nM de JQI, e o tempo de incubagdo de 48 horas, foram selecionados de
acordo com estudos anteriores descritos na literatura (Croker e Allan, 2012; Januchowski ez a/, 2016a;

Yokoyama et af, 2016; Alghamdi ez al, 2016).

Citotoxicidade dos inibidores da ALDH

0 estudo iniciou-se com um teste de citotoxicidade, o ensaio de MTT, de modo a comprovar que as
concentragoes dos inibidores da ALDH a utilizar em ensaios posteriores ndo provocavam efeitos toxicos por
si s0 nas linhas celulares de cancro do endométrio, RL95-2 e ECC-1.

0 MTT consiste num sal de tetrazolio solivel em agua que forma uma solugao amarelada. Este sal ¢
incorporado pelas células e é reduzido, principalmente por enzimas mitocondriais, para produzir cristais de
formazano de cor azul escura. Este composto é impermeavel & membrana celular e, por isso, vai ocorrer

acumulagao dentro de células viaveis. A capacidade das células de reduzir MTT fornece uma indicagdo da
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integridade e atividade mitocondrial que, por sua vez, pode ser interpretada como uma medida da atividade
metabolica e, consequentemente, da viabilidade (Maioli es a/, 2009).

Para tal, prepararam-se suspensdes celulares com 80.000 células/mL que se incubaram durante 24
horas de forma a permitir a adesao das células. Apds este periodo, administraram-se os inibidores da ALDH.
0 ensaio de MTT foi realizado 48 horas apds a administragao dos inibidores.

0 meio da placa foi descartado e os pogos foram lavados com PBS. O PBS foi descartado e nos pogos
foram introduzidos 150 pL de uma solugdo MTT (0,5 mg/mL, Sigma M2128). A placa foi a incubar num
local desprovido de luz a 37 °C durante 4 horas. De modo a solubilizar os cristais de formazano formados,
introduziram-se nos pogos 150 pL de 2-propanol (Sigma, 278475) e colocou-se a placa a agitar durante
cerca de 30 minutos. Posteriormente, quando todos os cristais ja estavam dissolvidos, o conteido dos pogos
foi ressuspendido e transferido para uma placa de 96 pogos que foi lida num espectrofotémetro Biotek®

Synergy HT a 570 nm e 620 nm.

Western blot

Para a avaliagao da expressao da ALDH, as linhas celulares RL95-2 e ECC-1 foram submetidas & agao
dos inibidores desta enzima, ATRA nas concentragoes de 5 e de 10 pM nas células RL95-2 e de I, de 5 e
de 10 pM nas células ECC-1, DEAB nas concentragoes de 50 e de 100 pM nas células RL95-2 e de 25,
de 50, de 100 e de 250 pM nas células ECC-1, e JQI nas concentragdes de 100 e de 250 nM nas células
RL95-2 e de 50, de 250 e de 500 nM, nas células ECC-1, durante 48 horas. Posteriormente, realizaram-se
extratos de proteina total das células submetidas a tratamento e dos respetivos controlos.

Para a preparagao dos extratos de proteina total, retirou-se o meio de cultura, fez-se uma lavagem
com PBS, retirou-se o PBS e adicionou-se uma solugao de RIPA (tampao de radioimunoprecipitagao),
constituida por Na(l na concentragao de 50 mM, por Tris-HCl na concentragao de 50 mM a pH 7.4, por
acido etilenoglicoltetracético na concentragao de 5 pM (EGTA), por 1% de Triton-X, por 0,5% de DOC (do
inglés, 2,5-Dimethoxy-4-chloroamphetamine) e por 0,1% de dodecil sulfato de sodio (SDS do inglés, sodium
dodecyl sulfate, Sigma 436143), e suplementada com um cockzai/ de inibidores de proteases (cOmplete Mini,
Roche 18 361 700 01) e | mM de DT (do inglés, dithiothreitol. As células foram destacadas com ajuda
de um raspador e as suspensdes celulares transferidas para microtubos. Posteriormente, as suspensdes
celulares sofreram agitagao no vértex e foram submetidas a sonicagao com uma amplitude de 30% (Sonicador
VibraCell VC50, Sonic and Materials inc. USA), sempre em gelo. De seguida, foram centrifugadas durante 15
minutos a 13500 xG e os sobrenadantes foram transferidos para novos microtubos, posteriormente

armazenados a -80°C e disponiveis para posterior andlise por Western Blot.
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Para a determinagdo da quantidade de proteina usou-se o método de BCA (do inglés, bicinchochonic
acid, BCA TM protein assay kit, Pierce).

0 Western blot € uma técnica de biologia celular e molecular importante e muito usada na deteao
de proteinas especificas numa mistura complexa de proteinas de um homogeneizado de tecido ou de um
extrato celular (Mahmood e Yang, 2012). A primeira etapa consiste na separagao das proteinas de uma
amostra por eletroforese em gel, separagdo esta feita com base no seu peso molecular, carga elétrica e
ponto isoelétrico, ou entdo numa combinagdo destas caracteristicas. Neste procedimento foram utilizados
géis de poliacrilamida e uma solugdo desnaturante com SDS. Esta solugo consiste num detergente que tem
a capacidade de conferir carga negativa as proteinas, permitindo a sua separagdo por peso molecular através
do elétrodo positivo do gel de poliacrilamida. Deste modo, as proteinas migram a velocidades distintas
aquando da aplicagdo de uma diferenga de potencial no gel, onde as proteinas com menor peso molecular
migram a uma velocidade superior e ficam localizadas no fundo do gel enquanto as proteinas com maior
peso molecular, migram a uma velocidade inferior localizando-se, assim, no topo do gel. Depois da migracao
das proteinas, estas sao transferidas para uma membrana de difluoreto de polivinilideno (PVDF, do inglés,
polyvinylidene difluoride) e através de anticorpos especificos, as proteinas alvo sao detetadas e analisadas.
Nesta fase, introduz-se um anticorpo primario na amostra, onde ocorre a marcagao de proteinas com
antigénios. Com esta marcagao, as proteinas podem ser identificadas mais facilmente através de um anticorpo
secundario, que se liga de forma especifica ao anticorpo primario. Uma amostra de cada um dos extratos,
foi desnaturada a 100°C durante 7 minutos, apos solubilizagao em solugao desnaturante constituida por Tris
na concentragao de 100 mM, glicina na concentragao de 100 mM, SDS na concentrago percentual de 4%,
ureia na concentragdo de 8 mM e azul de bromofenol na concentragao de 0,01%. Os géis de acrilamida,
na concentragao de 10%, foram colocados na tina de eletroforese com tampao apropriado composto por
Tris na concentragao de 25 mM, glicina na concentrago 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 NZYColour Protein Marker II, Nzytech, MB09002).
A eletroforese foi constituida por uma primeira etapa de [0 minutos com uma diferena de potencial
constante de 80 V e de uma segunda etapa de 80 minutos com uma diferenca de potencial constante de
[50 V. Para a realizagao da eletrotransferéncia, os géis foram colocados em contato direto com membranas
de PVDF (membrana de fluoreto de polivinilideno, Bio-Rad) previamente ativadas em metanol. A
eletrotransferéncia foi realizada no sistema Transfer-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad) de acordo com as

recomendagdes do fabricante. Apds a eletrotransferéncia, as membranas foram imediatamente bloqueadas
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com solugdo de albumina sérica bovina (BSA, do inglés, bovine serum albumine) na concentragao de 5%

preparada em TBST (do inglés, #is-buffered saline tween-20), a temperatura ambiente.

Apds 2 horas incubaram-se as membranas com os anticorpos primarios, durante a noite, a 4°C e sob
agitagao constante. Para a dete¢do da ALDH utilizou-se o anticorpo anti-ALDH [/2 H-8 preparado em

ratinho (SC-166362, Santa Cruz Biotechnology, Inc.).

No dia seguinte foram realizadas 5 lavagens com TBS-T a 1%, e incubaram-se as membranas com o
anticorpo secundario apropriado para o anticorpo primdrio, anti-ratinho (GE Healthcare, RPN5781), sob
agitagdo constante e a temperatura ambiente durante cerca de | hora. As lavagens foram repetidas e as
membranas foram depois incubadas com substrato enzimético (£CF Western blotting Reagent Pack, Amersham
Biosciences, Reino Unido) durante aproximadamente 5 minutos e reveladas no leitor de fluorescéncia (Typhoon
FLA 9000, Suécia). Os resultados deste estudo, foram analisados com recurso ao software ImageQuant e a
expressao da ALDH foi normalizada ao veiculo (solvente utilizado na diluigao de cada inibidor), ao qual se

atribui o valor de expressao 1. O controlo corresponde as culturas celulares nao tratadas.

Protocolo de formagdo de esferas e derivadas aderentes diferenciadas

Atualmente, como abordagem funcional, a formagao de esferas é particularmente dtil para enriquecer
o potencial das subpopulagdes de (SC, quando os marcadores de (SC ndo sdo especificos para a maioria
dos tumores (Cao ef af, 2011).

Uma esfera consiste numa estrutura esférica e solida que se desenvolve a partir da proliferagao de
uma dnica célula cancerigena progenitora/estaminal. Estas células crescem em meio sem soro bovino fetal,
em condigdes ndo aderentes de modo a enriquecer as populagoes de (SC, como as dnicas com capacidade
de sobreviver e de proliferar neste ambiente. Geralmente, este ensaio € utilizado para se contabilizar a
percentagem de (SC que constituem uma populagdo de células tumorais (Johnson, Chen e Lo, 2013).

Em relagdo ao seu tamanho, este pode variar entre 50 a 250 pm e o nimero de esferas formadas
pode ser usado para a caracterizagao da populagao de (SC dentro de uma populagao tumoral /n witro e
em tumores formados /7 wvo (Johnson, Chen e Lo, 2013).

Neste trabalho obtiveram-se populagoes de células cancerigenas com uma conformagao esférica e em
suspensdo, que passarao a denominar-se de esferas e populagoes de células derivadas das populagdes de
esferas, que passardo a denominar-se de derivadas aderentes diferenciadas. As populagdes de esferas obtidas
com as linhas celulares de cancro do endométrio, RL95-2 e ECC-1, passardo a ser denominadas por ESI

RL95-2 e ESI ECC-I (esferas de cancro do endométrio, do inglés endometrial spheres), respetivamente. As
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derivadas aderentes diferenciadas, obtidas das populagoes de esferas das linhas RL95-2 e ECC-1, passardo a
denominar-se Gl RL95-2 e GI ECC-| (geragdes aderentes derivadas de esferas do endométrio, do inglés
generations of adherent derived endometrial spheres), respetivamente.

0 protocolo de formagao de esferas utilizado neste trabalho foi adaptado de protocolos descritos em
trabalhos anteriores (Dontu er af, 2003; Ponti er al, 2005; Wilson et a/, 2008). Para a realizagio deste
ensaio na linha RL95-2, as células foram cultivadas em condigdes ndo aderentes em placas de cultura em
suspensao de 6 pocos (Sarstedt, 83.3920.500) e frascos em suspensdo (Sarstedt, 83.1813.500) revestidos
com poli(2-hidroxietil-metacrilato) (poli-hema, Sigma, P3932). 0 meio de cultura utilizado foi constituido
por DMEM e pela mistura de nutrientes de Ham FI2 numa proporgdo de I:l, bicarbonato de sddio (Fisher
Chemical, $/4240/60) e metilcelulose (AlfaAesar, 45490) na concentragao de 1%, e foi suplementado com
putrescina na concentragdo de 100 pM (Sigma, P5780), insulina-transferrina-selénio-A (Gibco, 51300-044)
na concentragao de 1% e albumina sérica bovina na concentragao de 4% (Nzytech, MB04602).

Para a realizagdo deste ensaio na linha celular ECC-1, as células foram cultivadas em condigdes
nao aderentes em placas de cultura em suspensao de 6 pogos revestidas com poli-hema. Na cultura celular,
utilizou-se meio de cultura constituido por DMEM e pela mistura de nutrientes de Ham F12 numa proporgao
de I:I e por metilcelulose na concentragdo de 1%. O meio de cultura foi suplementado com putrescina a
uma concentragdo de 100 pM e insulina-transferrina-selénio-A na concentragao de [%.

As esferas, obtidas de ambas as linhas celulares, foram suplementadas com fatores de crescimento,
nomeadamente, o fator de crescimento epidérmico (EGF, do inglés epidermal growth factor, Sigma, E9644)
e o fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF, do inglés fbroblast growth factor basic, Sigma, F0291),
na concentragao de 10 ng/mL, de 48 em 48 horas. As primeiras geragdes de esferas obtiveram-se apds 5
dias. As primeiras geragdes de células derivadas aderentes de esferas, foram obtidas através da cultura das
esferas, em modo aderente, em condigdes padrdo da linha celular.

Para a avaliagdo da inibigdo da enzima ALDH, obtiveram-se populagdes de esferas de ambas as linhas
celulares de cancro do endométrio, RL95-2 e ECC-1, sob a influéncia do inibidor DEAB.

Apos a distribuicao das suspensdes celulares e do estabelecimento do protocolo de formagao de esferas,
foi adicionado o inibidor DEAB na concentragdo de 100 pM, a ambas as linhas celulares. O inibidor

permaneceu no meio de cultura durante os 5 dias de duragao do protocolo de formagao de esferas.

Capacidade de formacdo de esferas

De modo a avaliar a aptidao que uma célula proveniente de uma populagao aderente possui para,

de forma isolada, originar esferas, realizou-se o ensaio de capacidade de formagdo de esferas (Laranjo et
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al, 2018). Para a realizagdo do ensaio, as células RL95-2 e ECC-1, foram distribuidas na concentragdo de
Ix10° células por frasco de cultura em suspensdo, previamente revestidos com poli-hema, em 6 mL de meio
de cultura, conforme descrito no protocolo de formagao de esferas. Este ensaio foi igualmente realizado nas
esferas, de ambas as linhas celulares, sob influéncia do inibidor DEAB na concentragao de 100 pM.

Apds 5 dias de protocolo, o nimero de esferas por frasco foi quantificado, com recurso a um
hemocitometro. Para este ensaio, consideram-se todos os grupos de células compactadas, de forma esférica
e com densidade elevada, em suspensdo e com um didmetro superior a 40 pm.

A capacidade de formagao de esferas foi calculada através da Equagdo I.

Nede Esferas formadas

Capacidade de formacio de esferas (%) = %X 100

N de células aderentes distribuidas

Equagao |

Capacidade de autorrenovagao

0 ensaio de autorrenovagao de esferas permite avaliar a aptiddo que as células provenientes de
esferas possuem para originarem novas esferas em suspensao, idénticas as esferas que as originaram (Laranjo
et al, 2018).

Para este ensaio, as populagoes de ES| RL95-2 e de ESI ECC-1, bem como as populagoes ESI RL95-
2 e ESI ECC-1 obtidas sob influéncia da agao do DEAB, na concentragao supramencionada, foram submetidas
a tripsina de modo a obter células individualizadas em suspensao celular. As suspensdes celulares obtidas
foram distribuidas em placas de cultura de 6 pogos em suspensdo revestidas previamente com poli-hema,
num volume de 3 mL por pogo, a uma concentragdo celular maxima de 8x10* células por mL de meio de
cultura usado no protocolo de formagao de esferas, descrito anteriormente. Apds 8 dias, consideraram-se
todos os grupos de células esféricas, com densidade e compactadas e com um didmetro superior a 40 pm,

com recurso a um hemocitometro. A capacidade de autorrenovagao foi calculada através da equagdo 2.

N%de Esferas
Nede células de esferas distribuidas

x 100

Capacidade de autorrenovacio (%) =

Equagao 2

Area de projecio ocupada pelas esferas
A avaliagao da area de projecao de esferas foi realizada através da quantificagao da area média das

esferas por plano (Laranjo ez a/, 2018). Neste ensaio, as culturas celulares foram distribuidas em placas de
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cultura de 6 pogos ou em frascos em suspensdo, previamente revestidos com poli-hema, em condigdes
descritas anteriormente no protocolo de formagdo de esferas. No final do protocolo, as esferas obtidas, com
e sem influéncia da concentragdo de [00pM do inibidor DEAB, foram fotografadas com uma ampliagao de
200x, em 10 campos aleatdrios de cada pogo ou frasco. Neste ensaio, utilizou-se um microscpio invertido
(Nikon, Edlipse TS 100, Japao) com uma cdmara Moticam 1080 e as esferas foram fotografadas com recurso
ao software Motic Images Plus 3.0. A andlise das fotografias foi realizada com o software Image ], através

da delineagdo da area das esferas, obtendo-se a area total em pixéis de cada pogo ou frasco.

Tempo de duplicagao

0 tempo de duplicaggo de uma linha celular é um parametro de avaliagdo relevante, na medida em
que, tratando-se de células cancerigenas, a velocidade de replicagdo e de propagacdo que apresentam é
elevada. 0 tempo de duplicagao foi calculado para as populagoes aderentes RL95-2 e GI RL95-2. Neste
ensaio, as suspensdes celulares foram distribuidas na concentragio de Ix10° células em frascos de cultura
aderente. A contagem do nimero de células total dos frascos foi realizada apds 48 horas e o tempo de

duplicagao foi calculado através da Equagdo 3.

. ~ . ~ In2
Tempo de duplicacdo (horas) = Tempo de incubagio X [m]
nNE‘ de células inicial

Equagao 3

Ensaio donogénico

A eficiéncia clonogénica é definida como a capacidade que uma célula possui para formar uma colonia
com 50 ou mais células em condigdes adequadas ao seu crescimento (Laranjo er al, 2018).

Para avaliar a eficiéncia clonogénica das esferas obtidas das linhas celulares ECC-1 e RL95-2,
denominadas ESI ECC-I e ESI RL95-2, e das esferas submetidas a agao do inibidor DEAB na concentragao
de 100 pM, as suspensdes celulares foram distribuidas em placas de cultura de 6 pogos em condigdes
aderentes na concentragdo de 1x10° células por pogo. Apds 12 dias, contabilizaram-se as colonias formadas.
A eficiéncia clonogénica foi calculada através da equagao 4.

N@ de colbnias contadas

100

Eficiéncia clonogénica (9
f 9 ( /0) N@ de células distribuidas por pogo

Equagao 4
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Apds 12 e I5 dias de incubagdo a 37°C numa incubadora, respetivamente, o meio de cultura foi
removido e os pogos foram lavados com PBS. Posteriormente, adicionou-se cerca de | mL de metanol a
100% (Fisher Chemical, M/4000/FP21) por pogo, e deixou-se a incubar a temperatura ambiente durante
[5 minutos. O metanol foi descartado e adicionaram-se 2 mL de violeta de cristal a 0,5% em metanol,
deixando-se a temperatura ambiente durante 15 minutos. Apds este periodo, as placas foram bem lavadas
com agua para retirar o excesso de corante e deixaram-se secar  temperatura ambiente. Posteriormente,

contaram-se as colonias coradas e calculou-se a eficiéncia clonogénica das populagdes.

Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que utiliza um dispositivo de detecdo Gtico e eletronico que
realiza a medicdo simultdnea de mltiplas caracteristicas fisicas e quimicas de particulas microscopicas
através de fluorescéncia. Estas particulas microscopicas sao conjugadas com sondas ou com marcadores
fluorescentes que, quando excitadas, emitem luz de menor frequéncia do que a fonte de luz. A luz emitida,
captada pelos sensores, é analisada de acordo com as alteragdes do brilho de cada sensor e/ou da emissao
de fluorescéncia. Este processo, resulta na formagao de imagens em tempo real da fluorescéncia, dispersao
e transmissao da luz, de cada célula. Esta técnica permite a medicdo de expressao de proteinas especificas
e de acidos nucleicos através de corantes fluorescentes e de anticorpos, do tamanho intrinseco e granularidade
da célula, alteragdes de pH, tipos de morte celular, potencial de membrana mitocondrial, viabilidade celular,
formagao de espécies reativas de oxigénio, defesas antioxidantes, entre outros (Krishan ef a/, 2001; Errante
et al, 2015; Serambeque, 2015).

Neste trabalho, esta técnica foi utilizada para analise da expressdo de marcadores associados a
estaminalidade das células cancerigenas, nomeadamente os marcadores (D24, (D44 e (DI33. Estes
marcadores, s3o comummente expressos por diversos tumores solidos, como tumores da mama, do cérebro,
colorretal e do endométrio (Sun ez a/, 2017).

Para a realizagdo deste ensaio, foram preparadas suspensdes celulares com 1x10° células das populages
RL95-2, GI RL95-2, ESI RL95-2, ESI RL95-2 sob influéncia do DEAB, ESI ECC-I e ESI ECCI sob influéncia
do inibidor, a concentragao de 100 pM. As células de cada populagao endometrial foram lavadas com PBS,
de modo a retirar todo o meio de cultura, foram centrifugadas a 300 xG durante 5 minutos e colocaram-
se em cerca de 500 pl de PBS. De seguida, adicionaram-se os anticorpos, anti-CD24 marcado com
aloficocianina-H7 (APC-H7 Clone MLS; BD Biosciences), anti-CD44 marcado com pacific blue (PB; Biolegend,
103020) e CDI33 marcado com aloficocianina (APC; Miteny Biotec 293(3-APC) e incubaram-se durante 10

minutos a temperatura ambiente, e no escuro. A andlise foi efetuada num citometro FACS-Canto Il (BD, San
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José, CAA.) com o software FACSDiva (BD, San José, C.A.). Os resultados foram apresentados em média de
intensidade de fluorescéncia expressos em unidades de fluorescéncia e representados por histograma para o

marcador CDI33 e em Plot para os marcadores (D24 e (D44.

Expressao da ALDH e da P53

Para os estudos de avaliagdo de expressao da ALDH e da P53, nas populagdes de RL95-2, derivadas
aderentes de RL95-2, esferas obtidas de RL95-2 e de ECC-I, bem como as esferas de RL95-2 e de ECC-
obtidas sob influéncia do inibidor DEAB, recorreu-se a técnica de Western blot descrita anteriormente.

A eletroforese dos géis de poliacrilamida, na concentragdo de 10%, das proteinas P53 e ALDH foi
constituida por uma primeira etapa de |0 minutos com uma diferenca de potencial constante de 80 V e
de uma segunda etapa de 80 minutos com uma diferenga de potencial constante de 150 V. Para a detecao
das proteinas de interesse utilizaram-se os anticorpos: anti-P53 (DOT7) preparado em ratinho (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., sc-47698) e anti-ALDH 1/2 H-8 preparado em ratinho (SC-166362, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.). 0 anticorpo secundario usado foi anti-ratinho (GE Healthcare, RPN5781). Os resultados

foram analisados com recurso ao software Image].

Analise estatistica

A analise estatistica aos resultados deste capitulo foi realizada com recurso ao software /BH° SPSS®
Statistics versao 23. Na andlise descritiva foram determinados valores de tendéncia central e de dispersao.
Os resultados das variaveis quantitativas descritas ao longo do manuscrito foram expressos sob a forma de
média * erro padrdo.

Nos estudos de capacidade de formagao de esferas, area de projecao de esferas, expressao de (D133,
de (D44 e de (D24 procedeu-se a comparagao entre as populagdes celulares de um fator com recurso ao
teste ANOVA apos verificagdo de distribuicdo normal e homogeneidade de varidncias. Em casos onde se
verifica o contrario, recorreu-se ao teste de Kruskal-Wallis. Posteriormente, foram realizadas comparagdes
mdltiplas entre os grupos experimentais.

Nos valores obtidos com os estudos de Western blos, relativos a expressao de ALDH e de P53, as
comparagdes foram realizadas com recurso ao teste de ¢-Sfudent para a média e utilizou-se o valor de
normalizagdo 1. Na avaliagao da atividade metabolica, as comparagdes foram feitas com recurso ao teste

de rStudent para a média.
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As comparagdes miltiplas foram retificadas segundo o método de Bonferroni e considerou-se um valor

de significancia de 5% para todas as comparagdes.
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Resposta a terapéutica

Quimioterapia

A linha celular RL95-2, a populagdo de esferas ESI RL95-2 e a populagdo de derivadas aderentes
diferenciadas GI RL95-2, foram cultivadas em condigdes adequadas, descritas anteriormente, e foram
submetidas ao paditaxel, carboplatina e doxorrubicina, antineopldsicos usados na pratica clinica para o
tratamento do cancro do endométrio, com o objetivo de se avaliar a resposta a terapéutica convencional.

Os farmacos utilizados nestes estudos foram gentilmente cedidos pelos Servigos Farmacéuticos do CHUC.

Para a realizagdo dos estudos de avaliagdo de resposta a terapéutica, foram preparadas diluigdes
adequadas dos farmacos paclitaxel na concentragdo de 6 mg/mL, carboplatina na concentragdo de 10 mg/mL
e doxorrubicina na concentragao de 2 mg/mlL, para a administragao de cerca de 1% de volume de farmaco
relativamente ao volume total de meio de cultura das culturas celulares.

As concentragdes de farmaco utilizadas foram de 0,3 pM, de 0,6 pM e de I,2 pM para o paclitaxel,
de 200 pM e de 500 pM para a carboplatina e de 0,05 pM, de 0,3 pM e de 7,3 pM para a doxorrubicina
e os tempos de incubagao variaram entre as 24 e as 72 horas. Estas concentragdes foram determinadas
através de ensaios de citotoxicidade, realizados no grupo anteriormente, na linha celular de cancro do

endométrio, ECC-I.

Atividade metabolica

Os estudos de citotoxicidade foram realizados em populagdes celulares de RL95-2, de ESI RL95-2 e
de GI RL95-2, submetidas ao tratamento de quimioterapia com os farmacos paclitaxel, carboplatina e
doxorrubicina.

A avaliagdo da atividade metabdlica das populagdes de RL95-2, de ESI RL95-2 e de GI RL95-2 foi
realizada através do ensaio de Alamar Blue®. A resazurina, um corante indicador de reagdes de oxidagdo-
redugdo, utilizado neste ensaio, permite avaliar a atividade metabdlica celular. A conversao da forma oxidada
para a forma reduzida é acompanhada pela alteragdo da cor azul para rosa e pode ser quantificada por
espectrofotometria (Carvalho, 2015).

Para estes estudos prepararam-se suspensdes celulares das células de RL95-2 e de Gl RL95-2 com
8x10" células/mL que se distribuiram por placas de cultura de 48 pogos e que se incubaram durante 24
horas de forma a permitir a adesdo das células. Nas populagdes de esferas ESI RL95-2, realizou-se o

protocolo de formagao de esferas, como descrito anteriormente. Apds o término do protocolo, as esferas
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foram distribuidas em placas de 96 pogos. Posteriormente, administraram-se os farmacos nas concentragdes
acima descritas. A avaliagdo da citotoxicidade foi realizada apds 24, 48 e 72 horas de incubagao com os
farmacos.

Para esta avaliado, foi adicionado o reagente Alamar Blue® a cada pogo, de modo a obter uma
concentragao de 10% no pogo, e incubou-se no escuro a 37°C até se verificar uma alteragao significativa
da cor do corante. O conteiido dos pogos foi transferido para placas de 96 pogos, que foi lida num
espectrofotometro Biotek® Synergy HT a 570nm e a 600nm.

A avaliagdo da atividade metabdlica nas populagdes celulares RL95-2 e GI RL95-2 submetidas a
tratamento foi, também, realizada através do ensaio de MTT, descrito anteriormente. A concentragdo das
suspensdes celulares, as condigoes das culturas celulares bem como as concentragdes de farmacos usadas e

os tempos de incubagdo sdo semelhantes aos descritos acima para o ensaio de Alamar Blue®,

Morte celular e resisténcia a terapéutica

Para a identificagao das vias de morte celular envolvidas nas populagoes do endométrio submetidas
ao tratamento com os citostaticos carboplatina, paclitaxel e doxorrubicina realizou-se uma avaliagao dos
niveis endogenos de caspase 3 clivada através do Kit PathScan® Cleaved Caspase-3 Sandwich ELISA, assim

como a avaliagao da expressao das proteinas ALDH e P53 por Western Blot.

Morte celular

Para a avaliagdo dos niveis de caspase 3 clivada nas populagdes tumorais do endométrio, RL95-2,
ESI RL95-2, GI RL95-2, ECC-1, ESI ECC-1 e GI ECC-I, submetidas a tratamento com carboplatina na
concentragao de 500 M, com paclitaxel na concentragao de 0,3 pM e com doxorrubicina na concentragao
de 0,3 pM, durante 24 horas, recorreu-se ao Kit PathScan® Cleaved (aspase-3 Sandwich ELISA.

A primeira etapa consistiu na preparagao de lisados celulares, de todas as populagdes tumorais em
estudo. Para as populagdes aderentes, RL95-2, GI RL95-2, ECC-1 e GI ECC-1, as suspensdes celulares foram
distribuidas em frascos de cultura de 75 cm’ e quando os frascos atingiram cerca de 90% de confluéncia,
foram submetidas a tratamento, durante 24 horas. Apds esse periodo, o meio de cultura foi removido e foi
realizada uma lavagem com PBS a 4°C. 0 PBS foi removido e adicionaram-se 500 pl de (el Lysis Buffer
/x, suplementado com | mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF, do inglés phenylmethanesulfonyl fluoride)
e os frascos foram incubados em gelo, durante 5 minutos. Posteriormente, as células foram destacadas dos
frascos com recurso a um raspador e transferiram-se as células para tubos apropriados, que foram mantidos

em gelo. Nas populagdes em suspensdo, ESI RL95-2 e ESI ECC-1, as suspensdes celulares foram distribuidas
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para a realizagdo do protocolo de formagdo de esferas, mas condigdes descritas anteriormente. Apds o
término do protocolo, as esferas foram submetidas a tratamento com os citostaticos, durante 24 horas. Apds
esse periodo, o meio de cultura foi removido através de uma suave centrifugago a cerca de 1200 rpm e
foi realizada uma lavagem com PBS a 4°C. As suspensdes foram novamente centrifugadas e adicionaram-se
2 mlL de Cell Lysis Buffer Ix, suplementado com | mM de PMSF. Posteriormente, todos os lisados celulares
foram sonicados, mantidos sempre em gelo, e foram centrifugados a cerca de 14000 rpm, durante [0
minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para tubos apropriados e armazenados a -80 °C.

Para a realizagdo do ensaio, foram seguidas todas as recomendagdes do fornecedor. Os lisados celulares
foram diluidos até se obter a concentragao proteica de 0,8 mg/mL, com recurso a0 Sample Dilrent.

A placa de 96 pogos, fornecida pelo 47z foi deixada a temperatura ambiente durante uns minutos e
posteriormente, adicionaram-se 100 pL de cada lisado celular, selou-se a placa e deixou-se a incubar
overnight, a 4°C. No dia seguinte, descartou-se gentilmente o conteddo da placa e realizaram-se 4 lavagens
com Wash Buffer /x, adicionando-se 200 pL a cada pogo. De seguida, adicionaram-se 100 pL de anticorpo
de detecdo, selou-se a placa e foi deixada a incubar durante | hora a 37 °C. O processo de lavagem foi
repetido. Adicionaram-se [00 pL de anticorpo secundario, selou-se a placa e deixou-se a incubar durante
30 minutos a 37 °C. Realizou-se novamente o processo de lavagens. Posteriormente, adicionaram-se 100
pL de substrato TMB a cada pogo, a placa foi selada e realizou-se uma incubagao de 10 minutos a 37 °C.
Adicionaram-se 100 pL de solugao STOP e agitou-se a placa gentilmente durante alguns segundos. A leitura

da absorvancia foi feita com o comprimento de onda de 450nm.

Western blot

Para os estudos de avaliagdo de expressao das proteinas ALDH e P53, nas populagdes celulares
submetidas a terapéutica, recorreu-se a técnica de Western Blos, como descrito anteriormente.

As populagdes celulares RL95-2, ESI RL95-2 e GI RL95-2 foram submetidas a tratamento com os
farmacos de quimioterapia carboplatina, paclitaxel e doxorrubicina, nas concentragdes de 500 pM e de 0,3
uM, respetivamente, durante 24 horas. Posteriormente, foram realizados extratos de proteina total das
populagdes submetidas a tratamento e extratos controlo, com células de todas as populagdes nao submetidas

a tratamento. Os resultados foram analisados com recurso ao software Image).

Danos no DNA

A medicina personalizada compreende uma terapéutica para cada doente individualmente, onde a

previsao da resposta as diferentes abordagens terapéuticas é um fator importante quando se trata do
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tratamento de tumores malignos. A eletroforese de células singulares, também conhecida como ensaio cometa,
consiste numa técnica de medigdo de danos do DNA em células eucaridticas individuais. O principio do
ensaio cometa é que o DNA ndo fragmentado mantém uma estrutura bem organizada no niicleo, o que
nao acontece quando a célula estd danificada. Esta técnica, que deteta quebras em cadeias de DNA simples
e duplas, é relativamente simples de efetuar e ndo é muito dispendiosa, o que torna o ensaio numa boa
téenica de previsdo de resposta a tratamentos com farmacos que afetam a estrutura do DNA (Apostolou ef
al, 2014).

0 ensaio cometa foi realizado na linha celular RL95-2, nas esferas ESI RL95-2 e nas derivadas
aderentes Gl RL95-2 de modo a avaliar as consequéncias do tratamento com o paclitaxel na concentragao
de 0,3 pM, com a carboplatina na concentragdo de 500 pM e com a doxorrubicina na concentragdo de
0,3 pM apés 24 horas de incubagdo com os farmacos.

Esta técnica consiste numa eletroforese em microgel de agarose que permite avaliar os danos no DNA
provocados pela exposicao aos farmacos. Apds coloragdo, as células ficam com aspeto de cometa, em que
a cabeca representa o nicleo e a cauda representa os fragmentos de DNA que migraram, cujo comprimento
¢ proporcional a extensao dos danos.

0 procedimento iniciou-se com o revestimento de laminas de vidro (Star Frost, Alemanha) com agarose
Wide Range na concentragao de 1% (Sigma A2790). As células foram centrifugadas a 500 xG durante 5
minutos e foram preparadas suspensdes celulares de 500 pL de PBS com 10x10* células. A estas suspensdes
celulares adicionaram-se 500 pL de agarose de baixo ponto de fusao (Sigma A9414) na concentragao de
[%, homogeneizaram-se as suspensdes celulares obtidas com a solugao de agarose e colocaram-se cerca de
500 pL sobre as laminas ja revestidas. Apds a solidificagao da agarose de baixo ponto de fusao, submergiram-
se as [aminas em solugao de lise constituida por 2,5 M de NaCl, 100 mM de EDTA, 10 mM de Trizma Base
(JMGS - 20360000BP152112), 1% de Triton X-100 e 10% de DMSO (Fisher Chemical, 200-664-3), durante
a noite a 4°C, para degradar os compartimentos celulares. Apds este tempo de incubagdo, as laminas foram
colocadas em tampdo de eletroforese, constituido por 300 mM de NaOH e de ImM de EDTA, com pH
superior a |3, durante uma hora, para a aquisicao de ambiente alcalino. Posteriormente, foi realizada uma
eletroforese a uma diferenca de potencial de 25 V e uma corrente de 1000 mA durante |5 minutos a
temperatura ambiente. As laminas foram submetidas a uma solugao de neutralizagdo constituida por 0,4 M
de Trizma Base, com pH de 7,5 e, de seguida, coradas com brometo de etideo na concentragio de |
mg/mL. As [aminas foram deixadas a secar durante algumas horas (Carvalho, 2015).

As laminas foram observadas num microscopio Motic AE3| equipado com sistema de epifluorescéncia

Motic AE31 EF-INV-II. As imagens foram adquiridas com uma cdmara Moticam Pro 285A num computador
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com o software Motic Images Advanced 3.2 para a obtencdo de pelo menos 100 exemplares de cometas
para cada condigdo em estudo.

Todas as imagens adquiridas foram processadas com o software CometScore ™ 1.5 (TriTek Corp.), que
analisa diversos pardmetros em cada cometa individualmente, como o comprimento, a drea, a percentagem
de DNA e o momento da cauda. Neste estudo, o pardmetro alvo foi o momento da cauda que representa

o produto do comprimento da cauda com a percentagem de DNA na cauda.

Andlise estatistica

A andlise estatistica aos resultados deste capitulo foi realizada com recurso ao software /8/° SPSS®
Statistics versao 23. Na analise descritiva foram determinados valores de tendéncia central, dispersao e
localizagdo. Os resultados das varidveis quantitativas descritas ao longo do manuscrito foram expressos sob
a forma de média * erro padrao.

Nos estudos de avaliagdo da atividade metabolica procedeu-se a comparagao entre as populagdes
celulares de um fator com recurso ao teste ANOVA apds verificagao de distribuicao normal e homogeneidade
de variancas. Em casos onde se verifica o contrario, recorreu-se ao teste de Kruskal-Wallis. Posteriormente,
foram realizadas comparagdes miltiplas entre os grupos experimentais.

Nos valores obtidos com os estudos de Western blos relativos a expressao de ALDH e de P53, as
comparagdes foram realizadas com recurso ao teste de ¢-Sfudent para a média e utilizou-se o valor de
normalizaao |.

A comparagdo entre condigoes no ensaio cometa foi realizada com recurso ao teste de Kruskal-Wallis.
Foram realizadas comparagdes miltiplas entre os grupos experimentais.

As comparagdes miltiplas foram retificadas segundo o método de Bonferroni e considerou-se um valor

de significincia de 5% para todas as comparagges.
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Parte Il — Estudo translacional

Caracterizagdo das (SC do endométrio

Neste estudo pretendeu-se otimizar os métodos de isolamento de uma populago de CSC de tumores
do endométrio, através do protocolo de esferas. Esta populagdo tem sido alvo de estudo dado o papel
importante na iniciagdo tumoral, na progressdo, na disseminagao e na resisténcia a terapdutica. Neste
sentido, o objetivo foi a caracterizagdo das populagdes com propriedades de CSC obtidas de amostras
humanas de cancro do endométrio e a avaliagao da inibigdo da ALDH.

0 Banco de Tumores do CHUC, com aprovagio pela Comisso de Etica para a Satde dos CHUC e pela
Comissao Nacional de Protecao de Dados, é a fonte das amostras endometriais de doentes seguidas no

Servico de Ginecologia da instituigao.

Isolamento de CSC

0 processamento das amostras tumorais de endométrio tem como finalidade o isolamento de uma
populagao de (SC do endométrio, através do protocolo de formagao de esferas e a caracterizagdo destas
células tumorais. Neste sentido, realizaram-se varias tentativas de otimizagdo de procedimentos para o
isolamento de uma populagao de (SC de amostras de tumores endometriais, com base em procedimentos
descritos na literatura.

Durante o curso deste projeto foram rececionadas I8 amostras de doentes com cancro do endométrio,
entre novembro de 2016 e marco de 2018. As amostras foram denominadas por TE (tumor endometrial),
seguidas pela numeragao correspondente a ordem de recegao.

0 procedimento usado para o isolamento celular das amostras TE-15 e TE-16, foi adaptado de (Masuda
et al, 2016). As amostras foram colhidas e transportadas em meio de cultura, passando a denominar-se
meio de transporte, composto por DMEM e da mistura de nutrientes de Ham FI2 numa proporcao de I:I,
suplementado com 10% de FBS e antibidtico na concentragao de 2%. No laboratorio, as amostras foram
fragmentadas em pedagos mais pequenos com um bisturi. Os fragmentos das amostras, foram submetidos a
uma digestao enzimatica, com uma solugdo constituida por meio de cultura composto por DMEM e da
mistura de nutrientes de Ham FI2 numa proporgdo de I:l, suplementado com 10% de FBS e antibiético
na concentragdo de 1%, com | mg/mL de colagenase do tipo IV (Gibco, 17104-019) e 0,1 mg/mL de
DNAse | (Roche, 11284932001), até 180 minutos a 37°C em agitagdo. De |5 em 15 minutos, a solugdo
enzimatica foi reposta e a solug@o recolhida foi filtrada através de um ce// stramer de 40 pm (BD Falcon,

352340) para um falcon com meio de transporte, mantido a temperatura ambiente. Simultaneamente, a
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cada recolha da solugdo, foi verificada a viabilidade celular através do método de exclusdo do azul de
tripano. Apds o periodo de incubagdo, a solugdo recolhida total, foi centrifugada a cerca de 200G durante
[0 minutos. Do pellet desta centrifugagao resultou a fragao estromal que posteriormente foi guardada em
meio de cultura a temperatura ambiente. De seguida, os fragmentos da amostra que restaram no final da
primeira digestdo enzimética, foram colocados numa solucdo constituida por 3 mL de Acutase (StemPro®
Accutase® Cell Dissociation Reagent, Thermofisher, Al1105-01) e 3 mL de tripsina-EDTA na concentragdo de
0,25% durante 10 minutos em agitacdo, a temperatura ambiente. Posteriormente, adicionaram-se cerca de
30 mL de meio de cultura a solugdo, que foi filtrada através de um ce/ strainer de 40 pm e centrifugada
a cerca de 200G durante 5 minutos. Do peller desta centrifugagao resultou a fragdo epitelial que
posteriormente foi guardada em meio de cultura a temperatura ambiente. Combinaram-se as fragdes estromal
e epitelial e, apos a contagem de células viaveis através do método do azul tripano, cultivou-se parte da
suspensao celular em frascos revestidos com colagénio A (Merck Millipore, L 7220) em meio de cultura,
composto por DMEM e da mistura de nutrientes de Ham FI2 numa proporgao de I:I, suplementado com
10% de FBS e antibidtico na concentragdo de 1%, para a obtengao de culturas primarias de explantes. A
parte sobrante da suspensao celular foi distribuida em placas de cultura de 6 pogos em suspensao revestidas
previamente com poli-hema, num volume de 3 mL por pogo a uma concentragdo celular maxima de 8xI0'

células/mL. O meio de cultura foi suplementado, a cada 48 horas, com os fatores de crescimento, EGF e

bFGF, ambos na concentragdo de 10 ng/mL.

Inibigao da ALDH

Para o estudo da inibigdo da enzima ALDH, foi realizado um protocolo de formagao de esferas da TE
[5 sob influéncia da agao do inibidor DEAB na concentragdo de 100 pM. Na avaliagio das esferas obtidas
foram realizados estudos de capacidade de autorrenovagdo e de area de projecao ocupada pelas esferas,

conforme descrito anteriormente na secgdo (SC do endométrio: avaliagao da inibigao da aldeido desidrogenase.

Resposta personalizada @ quimioterapia

As (SC tém sido referidas como a populagdo responsavel pela resisténcia ao tratamento e
consequentemente pela recidiva do tumor. A resposta ao tratamento tem grande implicagdo no progndstico
e é objetivo otimizar uma plataforma para estudar a resposta individualizada.

Neste estudo, o objetivo foi a avaliagdo da resposta das amostras tumorais do endométrio aos

citostaticos usados no tratamento de doentes com cancro do endométrio, nomeadamente a carboplatina, o
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paclitaxel e a doxorrubicina. Estes resultados serao correlacionados com os dados clinicos de cada doente,
particularmente o tipo histologico, o estadiamento cirirgico e o grau do tumor.

A estratégia de avaliagdo da resposta a terapéutica adotada foi baseada no trabalho de Gerlach e
colaboradores (Gerlach ef af, 2014), cuja avaliagdo se efetuou através da incubagdo de secgdes das amostras
tumorais do endométrio com os citostaticos.

As amostras foram colhidas e transportadas em meio de cultura, composto por DMEM e da mistura
de nutrientes de Ham FI2 numa proporcao de I:1, suplementado com 10% de FBS e 2% de antibidtico.
Posteriormente, efetuou-se uma lavagem com PBS com 2% de antibidtico. Inicialmente, tentou-se a
abordagem utilizada por Gerlach e colegas, onde se usou um vibratomo para seccionar as amostras. No
entanto, devido a consisténcia das amostras endometriais houve a necessidade de se modificar o
procedimento, utilizando um método de inclusdo em agarose. Preparou-se agarose Low Melting Point a uma
concentragao de 3% e incluiram-se as amostras na agarose e em meio de cultura numa proporgao de I:|
a 37°C, deixando a solidificar durante alguns minutos, a temperatura ambiente. Apos a solidificagdo, a
amostra foi seccionada em 4 fragmentos, e posteriormente, trés fragmentos foram incubados com os
aitostaticos, doxorrubicina na concentragao de 7,5 pM, carboplatina na concentragao de 500 pM e paclitaxel
na concentragio de 1,5 pM, servindo o quarto fragmento como controlo (secgdo sem tratamento). A
incubagdo com os farmacos foi realizada em placas de cultura de 24 pogos, durante 24 horas. Apds o
tempo de incubagao, os diferentes fragmentos da amostra foram colocados em formol tamponado e fixadas
em formalina a 4% durante um periodo de 24 a 48 horas, impregnadas em blocos de parafina devidamente
rotulados e posteriormente submetidas a cortes com 4 pm de espessura e corados pela Hematoxilina &
Eosina (H&E). O estudo imunohistoquimico foi realizado no bloco de parafina respetivo, tendo sido efetuado
numa plataforma Ventana Bench Mark ULTRA IHC/ISH, com recurso a um sistema de detecao indireto e
multimétrico, livre de biotina e conjugado com peroxidase, em laminas com cortes de 4-5pm de espessura
com recurso aos seguintes anticorpos: Aldeido desidrogenase (ALDH, Biotechnology, Cambridge, ab50581 UK,
CA), Beta catenina 120 (NCH-38, Dako, CA-USA), P53 (DO-, Ventana, AZ-USA), CDI33 (3FI0, NBP2-3774l,
Novus Bio), Caspase 3 (AHP2285, Bio Rad) e Ki67 (30-9, Ventana, AZ-USA).

A observagao microscopica da avaliagao histoldgica foi realizada num microscopio Nikon eclipse 50i
equipado com camara digital Nikon Digital Sight DS-Fil. O processamento das amostras, o seu exame
macroscopico e a andlise histologica das laminas foram realizados no Servico de Anatomia Patologica do

CHUC.

15






RESULTADOS E DISCUSSAO






Células Estaminais do Cancro do Endométrio: a chave para o tratamento personalizado?

Parte | — Estudo fundamental

Caracterizagao das células tumorais do endométrio

Na caracterizagdo das células tumorais do endométrio, na RL95-2 foi avaliada a capacidade de
formagao de esferas, a autorrenovagao, a darea de projecao e a eficiéncia clonogénica das esferas. Nas
populagdes aderentes, que incluem a linha parental e derivadas aderentes diferenciadas, foi determinado o
tempo de duplicagdo. A expressdo de marcadores de células estaminais, ALDH e P53 foi avaliada em todas
as populagoes.

Na Figura 8, estdo representados os resultados obtidos. Na secgdo A, podemos observar uma populagao
de esferas obtida da linha celular RL95-2, através do protocolo de esferas. As esferas obtidas apresentaram
uma estrutura esférica com algumas irregularidades no contorno, com elevada densidade celular e com
tamanhos variaveis. As populagdes de esferas, quando colocadas em condigdes de cultura aderente, originaram
populagdes em monocamada com um fendtipo semelhante a linha parental. As células RL95-2, apresentaram
uma capacidade de formagao de esferas de |,12+0,16% (seccao B) e as células dissociadas das esferas
apresentaram uma capacidade de autorrenovagao de 32,44+4,77% (secgao C). As ESI RL95-2 apresentaram
uma 4rea de projecdo de 4,65x10°%1,58x10" pixéis (seccdo D). As células com propriedades de CSC, quando
colocadas em condiges aderentes, nao apresentaram eficiéncia clonogénica. 0 tempo de duplicagao
determinado para as células da linha celular foi de 53,21£5,20 horas e para as derivadas aderentes foi
de 107,6218,67 horas (secgdo E). A avaliagao dos marcadores de células estaminais, incluiu os marcadores
(D133, (D24 e (D44. Neste estudo, foram identificadas quatro populagdes distintas, nomeadamente
(D447/CD24, (D44**'/(D24,, (D44*'/(D24* e (D44/(D24" em cada condigdo em estudo. Na seccdo F,
esta descrita a distribuigao percentual das populagoes (D44/(D24 nas células tumorais do endométrio. A
populagao descrita como marcador de CSC, (D447/CD24, na linha RL95-2 corresponde a 12,22+4,81%,
nas derivadas aderentes esta populagdo corresponde a 10,00+2,28% e nas esferas apresenta um aumento,
correspondendo a 37,13+3,83%.

A marcagao global de CDI33 nas esferas, representada na secao G, apresentou uma média de
intensidade de fluorescéncia de 168,50+7,26 na populagio (D44" /(D24 superior 4 apresentada pela linha
parental e pelas derivadas aderentes, 98,50%18,19 e 139,33+26,90, respetivamente.

Os histogramas da expressao de (D133 estao representados na seccao H. A analise da expressdo de
(D44/(D24 esta representada na secgao |. A expressdo da ALDH das esferas da linha RL95-2 e das suas
derivadas aderentes, esta representada na secgdo J. O valor da expressao desta enzima foi de |,31+0,45
nas esferas e de 0,54+0,08 nas derivadas aderentes. Nas esferas ESI RL95-2, a expressao da P53 revelou
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estar diminuida em relagao as células RL95-2, apresentando um valor de 0,45+0,06. Também as derivadas
aderentes apresentaram uma diminui¢@o da expressao desta proteina comparativamente com a linha celular,

apresentando um valor de 0,63+0,12 (secgao K).
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Figura 8 - Caraterizagdo das células tumorais do endométrio. (A) - Imagem das linhas celulares RL95-2 e ECC-I, de uma
populagao de esferas, ES| RL95-2 e ESI ECC-1, e de uma populagdo derivada aderente diferenciada, GI RL95-2 e GI ECC-I. As
imagens foram obtidas com uma ampliagdo de 100x, em RL95-2 e Gl RL95-2, e com uma ampliagdo de 200x, em ESI RL95-
1. (B) - Capacidade de formagdo de esferas da linha RL95-2. Os resultados apresentados representam a média e o erro padrdo
de pelo menos sete ensaios independentes. (C) - Capacidade de autorrenovagdo de esferas de RL95-2. Os valores apresentados
representam a média e o erro padrdo de pelo menos sete ensaios independentes. (D) - Area média ocupada pelas esferas de
RL95-2. Os resultados apresentados exprimem a média do nimero de pixéis e o erro padrdo de pelo menos 120 imagens por
cada condigdo obtidas em pelo menos quatro ensaios independentes. (E) - Tempo de duplicagdo apresentado pela linha celular
RL95-2 e pelas derivadas aderentes GI RL95-2. Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrdo de trés ensaios. (F)
- Percentagem de células de cada populagdo tumoral do endométrio pelas populagdes (D44+/CD24-, (D44débil/(D24-,
(D44débil/(D24+ e (D44-/(D24+. Os valores exprimem a médio e o erro padrdo de pelo menos duas experiéncias independentes
em duplicado. (G) - Expressdo de (D133 na linha RL95-2, ESI RL95-2 e Gl RL95-2. Os valores apresentados exprimem a média
de intensidade de fluorescéncia e o erro padrdo de pelo menos dois ensaios independentes em duplicado. (H) - Histogramas
representativos da marcagdo de CDI33 nas células RL95-2, ESI RL95-2 e GI RL95-2. As linhas verde, rosa, azul e amarela
correspondem s populages (D44°/CD24, (D44**'/(D24, (D44**'/(D24* e (D44/(D24*, respetivamente. (I) - Plots
representativos da marcagdo de CD44/CD24 nas populagdes tumorais do endométrio de um dos ensaios. O cddigo de cores,
corresponde ao descrito para a secgao H. (J) - Expressdo da ALDH na linha celular RL95-2, nas esferas ESI RL95-2 e nas
derivadas aderentes GI RL95-2. Os valores apresentados correspondem a razdo entre as intensidades de fluorescéncia da ALDH e
da P-actina. Os graficos representam a alteragao relativamente a linha celular RL95-2 (razdo ALDH/actina do controlo igual a
[). Os resultados apresentados correspondem a média e ao erro padrdo de pelo menos dois ensaios independentes. (K) - Expressao
da P53 na linha celular RL95-2, nas esferas ESI RL95-2 e nas derivadas aderentes GI RL95-2. Os valores apresentados
correspondem a razdo entre as intensidades de fluorescéncia da P53 e da P-actina. Os graficos representam a alteragdo
relativamente a linha celular RL95-2 (razao ALDH/actina do controlo igual a I). Os resultados apresentados correspondem a
média e ao erro padrdo de pelo menos dois ensaios independentes. A significancia estatistica esta representada com ** para p
<0,010 e * para p <0,050.
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(SC do endométrio: avaliagao da inibicao da aldeido desidrogenase

Inibicdo da aldeido desidrogenase

Avaliagdo da citotoxicidade

A atividade metabdlica obtida apds a incubagao das linhas celulares de cancro do endométrio com o
inibidor ATRA durante 48 horas, pode observar-se na Figura 9. A avaliagdo da atividade metabdlica
relativamente ao controlo, das linhas celulares quando submetidas a ATRA na concentragdo de | pM foi de
105,78+2,12% para as células ECC-1 e de 90,95+7,47% para as células RL95-2, enquanto com a
concentragdo de 2,5 pM foi de 116,99+2,44% (p=0,018) para as células ECC-1 e de 101,72+4,93%
para as células RL95-2, com a concentragdo de 5 pM foi de 116,62+2,92% (p=0,036) para as células
ECC-1 e de 101,72+4,02% para as células RL95-2, com a concentragao de 10 pM foi de 122,24+3,68%
(p=0,036) para as células ECC-1 e de 107,91%3,03% para as células RL95-2, com a concentragao de 20
pM foi de 103,51%£2,87% para as células ECC-1 e de 108,63+4,38% para as células RL95-2 e com a
concentragao de 50 pM foi de 39,47+£4,84% (p<0,001) para as células ECC-1 e de 117,77£5,39% para
as células RL95-2. A linha ECC-1, quando submetida as concentragdes de ATRA de 2,5 pM (p=0,020), de
5 pM (p=0,013) e de 10 pM (p=0,013) apresentou um aumento da atividade metabolica em relagao a
linha celular RL95-2. De um modo geral, as duas linhas celulares de cancro endometrial ndo apresentam
diminuigao da atividade metabdlica quando submetidas ao inibidor ATRA, a excecdo da linha ECC-1 quando

submetida @ maxima concentraao testada, de 50 pM (p<0,001) em relagao a linha RL95-2 (p<<0,001).

150
. [ e Bl RL95-2
[ * k]
=3 X I B3 EcC-I
S 1004
g
__1':5 50 ke
§
04
Veiculo | 25 5 10 20 50

Concentragao (pM)
Figura 9 - Avaliagao da atividade metabdlica das linhas celulares humanas de cancro do endométrio, RL95-2 e ECC-1, apos 48
horas de incubagao com o inibidor da ALDH, ATRA. Os resultados apresentados correspondem a média e ao erro padrdo de dois

ensaios independentes realizados em triplicado. A significincia estatistica esta representada com * para p <0,05 e *** para p

< 0,001.
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Relativamente ao inibidor DEAB, na Figura 10, pode observar-se a atividade metabdlica obtida apds
a incubagdo das linhas celulares, durante 48 horas. A avaliagdo da atividade metabdlica, relativamente ao
controlo, das células quando submetidas ao DEAB na concentraggo de 10 pM foi de 89,80%134%
(p=0,018) para as células ECC-1 e de 104,28+4,11% para as células RL95-2, enquanto com a concentragao
de 25 pM foi de 91,81%3,67% para as células ECC-1 e de 92,51%3,07% para as células RL95-2, com a
concentragdo de 50 pM foi de 90,04+2,35% para as células ECC-1 e de 85,30%4,25% para as células
RL95-2, com a concentragdo de 100 pM foi de 93,2243,26% para as células ECC-1 e de 86,67+3,46%
para as células RL95-2, com a concentragdo de 250 pM foi de 89,96+4,16% para as células ECC-I e de
11,41%3,86% (p=0,036) para as células RL95-2 e com a concentragdo de 500 pM foi de 47,21+3,29%
(p<0,001) para as células ECC-1 e de 45,43+5,03% (p<0,001) para as células RL95-2. A linha ECC-I,
quando submetida a concentragdo de DEAB de 10 pM (p=0,015) apresentou um decréscimo da atividade
metabolica em relagdo a linha celular RL95-2. Ambas as linhas celulares, apresentaram um decréscimo da

atividade metabdlica, quando submetidas a concentragao de 500 uM de DEAB (p<<0,001).

Figura 10 - Avaliagao da atividade metabélica das linhas celulares humanas de cancro do endométrio, RL95-2 e ECC-I, apds 48
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horas de incubagdo com o inibidor da ALDH, DEAB. Os valores apresentados correspondem a média e ao erro padrao de dois

ensaios independentes realizados em triplicado. A significancia estatistica esta representada com * para p <0,05 e *** para p

< 0,001.

A atividade metabélica obtida das células submetidas a diferentes concentragdes de JQI esta
representada na Figura I1. A avaliagdo da atividade metabdlica, relativamente ao controlo, das células
quando submetidas a JQI na concentragdo de 5 nM foi de 98,1243,02% para as células ECC-1 e de
88,93+3,05% para as células RL95-2, enquanto com a concentragao de 10 nM foi de 100,73%1,75% para
as células ECC-1 e de 100,58%8,01% para as células RL9S5-2, com a concentragao de 50 nM foi de
100,87+ 1,97% para as células ECC-1 e de 95,54%7,78% para as células RL95-2, com a concentragao de
100 nM foi de 101,19£2,92% para as células ECC-1 e de 95,87+8,79% para as células RL95-2, com a

82



Células Estaminais do Cancro do Endométrio: a chave para o tratamento personalizado?

concentragao de 250 nM foi de 96,13+4,75% para as células ECC-1 e de 96,99+8,21% para as células
RL95-2 e para a concentragdo de 500 nM foi de 82,65%2,97% (p=0,036) para as células ECC-1 e de
83,29+9,70% para as células RL95-2.

Figura Il - Avaliagio da atividade metabdlica das linhas celulares humanas de cancro do endométrio, RL95-2 e ECC-I, apds 48

horas de incubagao com o inibidor da ALDH, JQI. Os resultados apresentados representam a média e ao erro padrdo de dois
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ensaios independentes realizados em triplicado. A significincia estatistica esta representada com * para p <0,05.

Avaliagao da expressao da ALDH

A expressio de ALDH avaliada em ambas as linhas celulares de cancro do endométrio, quando
submetidas ao inibidor ATRA, esta representada na Figura 12. Na linha celular ECC-1, a expressao da ALDH
observada, relativamente a expressao da actina, foi de 0,99%0,05 quando submetida a concentragao de |
uM, foi de 1,04+0,12 quando submetida a concentragao de 5 pM e foi de I,18+0,08 quando submetida
a concentragao de 10 pM. A expressdo desta enzima, na linha celular RL95-2, foi de 0,76+0,06 quando
submetida a concentragao de 5 pM e foi de 0,89+0,06 quando submetida a concentragao de 10 pM. Nao

se verificaram diferencas estatisticas em ambas as linhas celulares.
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Figura 12 - Expressao da ALDH nas linhas celulares RL95-2 e ECCI, apés incubagdo com o inibidor ATRA. Os resultados sdo
apresentados sob a forma de razdo entre as intensidades de fluorescéncia da ALDH e da Actina e os graficos representam a
alteragdo relativamente a cada linha celular submetida ao solvente do inibidor (razdo ALDH/actina do solvente igual a ). Os

valores apresentados s3o referentes a pelo menos dois ensaios independentes.

Na Figura 13, pode observarse a expressao de ALDH obtida nas células RL95-2 e ECC-l quando
submetidas ao inibidor DEAB. Na linha celular ECC-1, a expressao da ALDH foi de 0,73+0,06 quando
submetida a concentragao de 25 pM, foi de 0,61+0,09 quando submetida a concentragdo de 50 pM, foi
de 0,52+0,10 (p=0,01) quando submetida a concentragio de 100 pM e foi de 0,63%0,10 quando
submetida a concentragao de 250 pM. Na linha celular RL95-2, a expressao desta enzima foi de 0,64+0,32

quando submetida a concentragdo de 50 pM e foi de 0,73+0,39 quando submetida a concentragao de
100 pM.
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Figura 13 - Expressdo da ALDH nas linhas celulares RL95-2 e ECCI, apos incubagdo com o inibidor DEAB. Os resultados sdo
apresentados sob a forma de razdo entre as intensidades de fluorescéncia da ALDH e da Actina e os graficos representam a
alteragdo relativamente a cada linha celular submetida ao solvente do inibidor (razdo ALDH/actina do solvente igual a ). Os
resultados apresentados sdo referentes a pelo menos dois ensaios independentes. A significancia estatistica estd representada com

* para p <0,05.
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A expressdo da enzima ALDH nas células RL95-2 e ECC-1, apds tratamento com o inibidor JQI, pode
observar-se na Figura [4. Na linha celular ECC-1, a expressao da ALDH foi de I,120,06 quando submetida
a concentragao de 50 nM, foi de 1,14+0,09 quando submetida a concentragdo de 250 nM e foi de
0,65+0,20 quando submetida a concentragao de 500 nM. Na linha celular RL95-2, a expressao desta enzima
foi de 1,07£0,10 quando submetida a concentragao de 100 nM e foi de 1,85%0,23 quando submetida a

concentragao de 250 nM.
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Figura 14 - Expressdo da ALDH nas linhas celulares RL95-2 e ECCI, apés incubagdo com o inibidor JQI. 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 cada linha celular submetida ao solvente do inibidor (razdo ALDH/actina do solvente igual a ). Os
valores apresentados representam pelo menos dois ensaios independentes.

Capacidade de Formagdo de Esferas

A linha celular RL95-2 apresentou uma capacidade de formagao de esferas de 1,12+0,16%,
representada na Figura 15. Quando estas células foram submetidas a acao do inibidor da ALDH, DEAB,
apenas 0,74£0,13% das células apresentaram capacidade para originar esferas. Relativamente as células da
linha celular ECC-1, a capacidade de formagao de esferas foi de 0,93+0,13%, enquanto apds terem sido

submetidas ao inibidor, a capacidade diminuiu para 0,42%0,06% (p=0,003).
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(apacidade de Formacdo de Esferas (%)
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Figura I5 - Capacidade de formagdo de esferas, obtidas através das linhas celulares de cancro do endométrio, RL95-2 e ECC-1,
submetidas ou ndo a agdo do inibidor da ALDH, DEAB. Os resultados apresentados representam a média e o erro padrao de
pelo menos sete ensaios independentes. A significancia estatistica estd representada com ** para p <0,010.

Capacidade de Autorrenovagdo

Na Figura 16, observa-se a capacidade de autorrenovagdo das esferas obtidas das linhas celulares
RL95-2 e ECC-I. As esferas da linha celular RL95-2 apresentaram uma capacidade de autorrenovagao de
32,44+4,77% e as esferas obtidas da linha ECC-I apresentaram uma autorrenovagao de 26,97+5,20%. As
esferas ES| RL95-2 e ESI ECC-l, quando submetidas ao DEAB, apresentaram uma capacidade de

autorrenovagao de 21,38+2,70% e de 16,39+2,83%, respetivamente.
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Figura 16 - Capacidade de autorrenovagdo de esferas, ESI RL95-2 e ESI ECC-1, também sob a influéncia de DEAB. Os valores
apresentados representam a média e o erro padrao de pelo menos sete ensaios independentes.

Area de projecio ocupada pelas esferas

Na Figura |7 apresentam-se imagens das esferas, representativas das fotografias utilizadas na

quantificagdo da area de projecdo das mesmas.

86



Células Estaminais do Cancro do Endométrio: a chave para o tratamento personalizado?

4.'

&

ESI RL9S-2 ESI RL95-2 DEAB

Figura 17 - Imagens das esferas, ES| RL95-2 e ESI ECC-1, representativas das fotografias obtidas para anlise da rea ocupada
pelas esferas. As imagens foram obtidas com uma ampliagdo de 200x.

A drea de projecdo média ocupada pelas esferas, representada na representada na Figura 18, foi
superior nas ES| RL9S-2 em relagdo as ESI ECC-I (p<<0,001), correspondendo a 4,65x10°+1,58x10" pixéis
e 3,05x10°+1,08x10° pixéis, respetivamente. Sob influéncia de DEAB, as esferas de ambas as linhas celulares
apresentaram uma 4rea de projecio média menor (p<0,001), de 2,4Ix10°+1,09xI0" pixéis e de
,35x10*+6,87x10° pixéis, para as ESI RL95-2 e as ESI ECC-1, respetivamente. Da mesma forma, as esferas
de ambas as linhas celulares quando submetidas ao DEAB, as ESI RL95-2 DEAB (p<<0,001) e as ESI ECC-
| DEAB (p<<0,001), apresentaram uma diminui¢ao da area de projecao, comparativamente com as populagdes

ESI da respetiva linha celular sem tratamento.
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Figura 18 - Area média ocupada pelas esferas, ESI RL95-2 e ESI ECC-1, também sob influéncia do inibidor DEAB. Os resultados
apresentados exprimem a média do ndmero de pixéis e o erro padrdo de pelo menos 120 imagens por cada condicdo obtidas
em pelo menos quatro ensaios independentes. A significincia estatistica esta representada com *** para p <0,001.

Eficiéncia Clonogénica
A eficiéncia clonogénica apresentada pelas esferas da linha ECC-1, foi de 50,78+2,17% e pelas esferas
ESI ECC-1, submetidas & agdo do inibidor DEAB, foi de 41,54+3,10%, como representado na Figura 19.
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As esferas submetidas ao inibidor revelaram menos eficiéncia na formagao de colonias comparativamente as
esferas sem tratamento (p=0,031). Relativamente as esferas da linha RL95-2, ndo foi possivel a obtengao

de colonias apds |5 dias de incubagao.
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Figura 19 - Eficiéncia clonogénica apresentadas pelas esferas da linha ECC-1, ESI ECC-1, e das esferas submetidas ao inibidor
DEAB. Os resultados representam a média e o erro padrdo de trés ensaios independentes realizados em triplicado. A significancia
estatistica esta representada com * para p <0,050.

Marcadores de células estaminais

(D133, (D44/(D24

A avaliagao de marcadores associados a estaminalidade das populagdes de (SC do endométrio, como
o (DI33, o (D24 e o (D44, foi realizada para a caraterizagao destas populagoes. Neste estudo, foram
identificadas quatro populagdes distintas, nomeadamente (D447/(D24;, (D44**'/(D24;, (D44**'/(D24* e
(D44/(D24" em cada condigdo em estudo.

Na Tabela 4, estd descrita a distribuicdo percentual das populagbes (D44/CD24,, (D44**'/(D24,
(D44°*'/(D24* e (D447/CD24" nas (SC do endométrio antes e apds tratamento com DEAB. Com esta analise
pode comprovar-se que a distribuigio das populagdes de (SC nas populagdes (D447/CD24", (D44°*'/(D24,
(D44'/CD24* e (DA4/(D24" ¢ semelhante nas populages de esferas de ambas as linhas celulares,
submetidas ou nao a tratamento com o inibidor da ALDH, DEAB. As esferas da linha celular RL95-2
apresentaram como populagdo maioritaria as células com fenotipo (D44**'/CD24’, com uma percentagem
de 46,98+3,99%. As esferas da linha celular RL95-2 tratadas com DEAB apresentaram como populagao
maioritaria as células (D44*'/CD24", com uma percentagem de 44,40+5,90%. Relativamente as esferas de
ECC-1, 33,45+5,29% das células correspondem & populagdo (D44“'/(D24, a populagdo maioritaria. Quando
submetidas ao DEAB, 40,93%10,76% das esferas de ECC-1 correspondem a populagdo maioritaria,

(D447 /(D24
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Tabela 4 — Percentagem de células de cada populagio de (SC do endométrio pelas populades (D44°*/CD24", (D44*'/(D24;,
(D44*™1/(D24* e (D44/(D24". Os valores exprimem a médio e o erro padrdo de pelo menos duas experiéncias independentes
realizadas em duplicado.

% ES1 RL95-2 B8] RL DEAB  ES] ECC-1  EST EC DEAB
44 /0024 | 31,1343,83 33334417 32,754589  40,93+10,76
O4£9/CD24 | 46,98+399  4440£590 33454529  29,3+543
O4L9/C02¢ | 13,152,712 17,78£2,09  23.33+1,90  23,1545,40
44/0024° | 115%135 4501714 1032+1,88  6,72%129

Na marcagao global de CDI33 na populagio de esferas obtida da linha RL95-2, representada na
Figura 20 obteve-se uma média de intensidade de fluorescéncia de 168,50+7,26 na populagdo CD447/CD24
e de 169,25+16,77 na populagio (D44**'/(D24". As populages (D44°*'/(D24* e (D44/(D24™ ndo
expressam (D133. Relativamente a populagao ES| RL95-2 sob influéncia de DEAB, obteve-se uma média de
intensidade de fluorescéncia do CDI33 de 799,50+58,41 na populagao (D447/CD24,, de 590,50+51,59 na
populagio (D44°*'/(D24 e de 183,00+58,28 na populagio (D44**'/(D24*. A populagao (D447/CD24" ndo
apresenta marcagdo de (DI33. Nas esferas da linha ECC-1, obteve-se uma média de intensidade de
fluorescéncia do CDI33 de 3140,174392,08 na populagio (D44/(D24", de 728,00+ 138,49 na populagio
(D44°*'/CD24, de 1094,17£154,12 na populago CD44°*'/(D24* e de 1106,83£263,18 na populagdo
(D44/(D24". Quando as esferas da linha ECC-1 foram submetidas ao DEAB, obteve-se uma média de
intensidade de fluorescéncia de 4298,67+400,49 na populagao (D447/(D24, de 1476,50%317,13 na
populagio (D44°*'/CD24, de 1952,67+228,86 na populagio (D44°*'/(D24* e de 1679,67+281,30 na
populagdo (D44/CD24".
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Figura 20 - Expressdo de (D133 nas esferas ESI RL95-2 e ESI ECC-I e ESI submetidas o inibidor DEAB. Os valores apresentados
exprimem a média de intensidade de fluorescéncia e o erro padrdo de pelo menos dois ensaios independes realizados em

duplicado. A significancia estatistica esta representada com * para p <0,050, com ** para p < 0,010 e com *** para p <
0,001.
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Os histogramas da expressao de (D133 estdo representados na Figura 21 para cada populagdo tumoral

do endométrio. Nesta analise verifica-se uma elevagao

do CDI33 na populagio CD447/CD24 das esferas de

RL95-2 e ECC-I em relagdo as outras populagdes isoladas. Existe uma tendéncia para o aumento da

populagao maioritaria das esferas submetidas ao DEAB em comparagao com as esferas ndo tratadas.
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Figura 21 - Histogramas representativos da marcagdo de CD133 nas ESI RL95-2 e ESI ECC-1 e ESI submetidas ao inibidor DEAB
num dos ensaios. Nos histogramas, as linhas verde, rosa, azul e amarela correspondem as populagdes (D44*/(D24, (D44/(D24

, (D44*®'/(D24* e (D447/(D24", respetivamente.

Os plots da expressio de (D44/(D24 estao representados na Figura 22. Com esta analise pode

observar-se que todas as populagdes estudadas expressam os marcadores (D44 e (D24.
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Figura 22 - Plots representativos da marcagdo de (D44/CD24 nas populagdes de (SC do endométrio e sob a expressao de DEAB
num dos ensaios. As linhas verde, rosa, azul e amarela correspondem as populagdes (D44 /(D24", (D44*'/(D24", (D44*™*'/(D24*

e (D447/CD24", respetivamente.
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A populagdo descrita como marcador de (SC, (D44"/(D24" nas esferas da linha RL95-2 corresponde
a 37,13+3,83% e quando submetidas ao DEAB, corresponde a 33,33+4,17%. Nas esferas de ECC-I, esta
populagdo representa a 32,75+5,89% e na presenca do inibidor 40,93%10,76%.

ALDH

A expressao da ALDH das esferas das linhas celulares de cancro do endométrio, ESI RL95-2 e ESI
ECC-1 submetidas ao inibidor desta enzima, DEAB, encontra-se representada na Figura 23.

As esferas ESI RL95-2 quando submetidas ao inibidor, apresentam uma tendéncia decrescente da
expressao da ALDH, comparativamente com o controlo, apresentando um valor de expressao de 0,50%0,17,
que ndo atingiu significado estatistico. Relativamente as esferas ES| ECC-1, na presenca de DEAB, apresentam
igualmente um decréscimo da expressao da enzima, em comparagao com o controlo, apresentando um valor

de expressao de 0,78%0,11, também sem significincia estatistica.

ALDH/Actina

ESI RL95-2 ESI RL9S-2 DEAB ESI ECC-1 ~ ESI ECC-| DEAB

ALDH / S===  mm— S—
B-actina s S— - —

Figura 23 - Expressdo da ALDH das esferas ESI RL95-2 e ESI ECC-1, submetidas ao inibidor DEAB. Os resultados apresentados
exprimem a razdo entre as intensidades de fluorescéncia da ALDH e da PB-actina. Os graficos representam a alteragdo relativamente
as esferas ESI RL95-2 e ESI ECC-I, ndo submetidas ao inibidor (razdo ALDH/actina do controlo igual a I). Os resultados
apresentados correspondem a média e ao erro padrdo de pelo menos quatro ensaios independentes.

Expressao de P53

Na Figura 24, pode observar-se a expressao da P53 avaliada nas esferas das linhas celulares de cancro
do endométrio, ESI RL95-2 e ESI ECC-1, apds terem sido submetidas ao DEAB. As populagdes de ESI RL95-
1 submetidas ao inibidor, apresentam um valor de expressao da P53 de 1,36+0,20, comparativamente com
a expressao das ESI RL95-2. As populagoes ES| ECC-I, na presenca de DEAB, apresentam uma expressao

da proteina de 1,35%0,13 em comparagao com as esferas ESI ECC-I.
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Figura 24 - Expressao da P53 das esferas ESI RL95-2 e ESI ECC-I, submetidas ao DEAB. Os resultados apresentados exprimem
a razdo entre as intensidades de fluorescéncia da P53 e da PB-actina. Os graficos representam a alteragdo relativamente s esferas
ESI RL95-2 e ESI ECC-I, ndo submetidas ao inibidor (razdo ALDH/actina do controlo igual a 1). Os valores apresentados
correspondem a média e ao erro padrao de pelo menos trés ensaios independentes.

Discussao

0 principal objetivo deste trabalho compreende o estudo da inibigao da ALDH na populagao de (SC
do endométrio. Para este efeito, avaliou-se a citotoxicidade de trés compostos descritos na literatura como
inibidores da ALDH, ATRA, DEAB e JQI, nas linhas celulares de cancro do endométrio, RL95-2 e ECC-1. O
intuito deste ensaio foi garantir que as concentragbes a usar em estudos posteriores nao influenciavam a
viabilidade celular. As duas linhas celulares, quando expostas a agao do inibidor ATRA, n3o apresentaram
uma diminuigdo significativa da atividade metabdlica em nenhuma concentragdo testada, a exce¢ao da linha
celular ECC-1 quando submetida ao inibidor na concentragdo mais elevada, 50 pM. Quando submetidas a
acdo do DEAB, a linha celular RL95-2, apresentou sensibilidade significativa a agao do inibidor nas
concentragoes de 250 e 500 pM, enquanto que a linha ECC-1, apenas apresentou quando submetida a
concentragao mais elevada. Ja para o estudo realizado com o inibidor JQI, apenas a linha ECC-1 quando
submetida a concentragao mais elevada testada, que corresponde a 500 nM, apresentou diminuigao
significativa da atividade metabdlica.

A avaliagao da inibicao da enzima ALDH foi realizada e relatada por outros autores. Num estudo de
Croker e Allan, foi estudada a combinagao dos inibidores ATRA e DEAB, com quimioterapia e radioterapia
em células de cancro da mama. Os autores submeteram as populagdes celulares ALDH"CD44" e ALDH™(DA44
a concentragao de 5 pM de ATRA e de 100 pM de DEAB e avaliaram a citotoxicidade destes compostos.
Em nenhum dos casos estudados, os autores reportaram alteragdes significativas da proliferagao ou viabilidade
celulares (Croker e Allan, 2012). Noutro estudo, os autores sensibilizaram células de cancro do ovario ao

tratamento com firmacos quimioterapéuticos, com 5 pM de ATRA e 50 pM de DEAB, durante 48 horas.
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Os autores ndo observaram nenhum efeito dos inibidores na viabilidade celular (Januchowski ef a/, 2016a).
Num estudo de Zhang e colaboradores, foram determinados valores de IC50 de JQI em varias linhas de
cancro do ovario. Os valores de IC50 obtidos foram na ordem de | pM (Zhang er al, 2016). Esta
concentragdo, ainda que superior as testadas no nosso estudo, permite inferir que o efeito de JQI esta na
dependéncia do tipo de linha celular em estudo.

0 efeito dos inibidores da ALDH na sua expressdo foi avaliada nas linhas celulares do cancro do
endométrio. As linhas celulares RL95-2 e ECC-l, quando submetidas aos inibidores ATRA e JQI, nao
apresentaram diferengas significativas na expressio da ALDH em nenhuma das condigdes estudadas,
relativamente ao controlo. Relativamente ao inibidor DEAB, a linha celular ECC-I, apresentou uma diminuigao
significativa da expressao da ALDH, quando submetida a concentragdo de 100 pM, resultado que o torna
no inibidor da ALDH mais promissor neste estudo. Na linha RL95-2, ndo se observam diferencas significativas.

No trabalho de Januchowski e colaboradores, a avaliagdo da expressao da ALDH em linhas celulares
de cancro do ovario, resistentes a farmacos utilizados em regimes de quimioterapia, foi realizada apos
tratamento com ATRA e DEAB, nas concentragdes de 5 e 50 pM, respetivamente. Os autores realizaram
uma andlise por western blot para determinar o efeito dos inibidores na enzima ALDHIAI. Apds dos, trés
e quatro dias de tratamento com ATRA, observou-se uma diminuigao da expressao da enzima na linha W1,
resistente ao paclitaxel. Na linha W1, resistente ao topotecano, observou-se uma diminuicao da expressao
da ALDH apos trés e quatro dias de tratamento com ATRA. Com o inibidor DEAB, observou-se uma expressao
da ALDH estavel ao longo dos diversos dias de tratamento, para ambas as linhas celulares (Januchowski ef
al, 2016a). No estudo de Yokoyama e colaboradores, a expressao da ALDH foi avaliada na linha de cancro
do ovario, OVCAR3, apos tratamento com o inibidor JQI em concentragdes crescentes (50-100 nmol/L). A
expressao da ALDH nesta linha celular diminuiu com o aumento da concentragao de JQI (Yokoyama ef al,
2016). Estes resultados permitem inferir que a agao destes compostos estd na dependéncia do tipo de
cancro estudado e da linha celular utilizada, mas existem evidéncias de que poderao influenciar a expressao
de populagdes resistentes a terapéutica.

Estes estudos permitiram selecionar o inibidor da ALDH mais promissor nas linhas celulares de
carcinoma endometrial, nomeadamente o DEAB na concentragao de 100 pM, para a realizagao de estudos
posteriores deste projeto.

As (SC sao definidas como um pequeno subconjunto de células cancerigenas com capacidade de
autorrenovagdo e diferenciagdo em células tumorais heterogéneas, e tém sido associadas a iniciagao,
propagacao e recorréncia tumoral (Koury, Zhong e Hao, 2017). O protocolo de formagdo de esferas, em

condigdes ndo aderentes, é cada vez mais utilizado para o isolamento de putativas populagdes de (SC e
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permite a avaliagdo da atividade das células estaminais no tecido normal e cancerigeno (Allegra et al,
2014). A técnica de cultura celular independente de ancoragem, num meio de cultura sem soro e enriquecido
com fatores de crescimento, foi inicialmente utilizada para propagagdo de células do epitélio da mama num
estado de indiferenciagdo (Calvet, André e Mir, 2014). As células epiteliais mamérias humanas formam
colonias esféricas, denominadas tumoresferas na generalidade dos tumores e mamosferas, no caso da mama,
quando cultivadas nestas condigdes. Diversos estudos relatam que as culturas de tumoresferas sao enriquecem
em (SC em varias linhas celulares cancerigenas, tais como linhas celulares de cancro da mama, figado, cdlon
e ovario. Esta técnica facilitou o isolamento e permitiu a caraterizagdo de células estaminais humanas, bem
como a compreensdo das vias que regulam a autorrenovagao e diferenciagdo, através de ensaios /7 vitro
adequados (Dontu e a/, 2003; Calvet, André e Mir, 2014). Neste trabalho, testimos o enriquecimento em
(SC, de linhas celulares de cancro do endométrio do tipo endometrioide, ECC-1 e RL95-2.

Neste trabalho experimental foi utilizado o método das tumoresferas, em que as populagdes de esferas
do endométrio foram obtidas através de um protocolo de formagao de esferas em condigdes ndo aderentes,
em meio de cultura com metilcelulose e sem soro bovino fetal, que auxilia a manutengao das condigdes em
suspensao, e suplementado com fatores de crescimento, nomeadamente EGF e bFGF. A suplementagao com
EGF e bFGF € descrita como fundamental na expansao e na manutengao do fendtipo de indiferenciagao das
esferas em suspensao. 0 meio de cultura é ainda suplementado com insulina e transferrina que induzem
proliferagao das células estaminais (Carvalho, 2015). As esferas obtidas, quando colocadas em condigdes
aderentes, originaram derivadas aderentes diferenciadas, o que permitiu confirmar a capacidade de
diferenciagao destas populagoes de C(SC. Estas culturas foram mantidas sob condigoes de diferenciagao por
pelo menos duas passagens antes de serem usadas em experiéncias (Qureshi-Baig er a/, 2016).

No nosso trabalho, a capacidade de formagao de esferas foi avaliada nas populagoes ESI RL95-2 e
ESI ECC-1 e também nestas populagdes submetidas ao inibidor da ALDH. A linha celular ECC-1, apresentou
uma capacidade de formagao de esferas de 0,93% e um decréscimo significativo quando submetidas ao
DEAB, com valor de 0,42%. Num trabalho anterior do nosso grupo, a linha celular ECC-| apresentou uma
capacidade de formagao de esferas semelhante (Carvalho, 2015). As linhas celulares de cancro da mama,
MCF7 e HCCI806, obtidas de um protocolo de formagao de esferas idéntico ao por nés utilizado, apresentou
uma capacidade de formagdo de esferas de 1,97% e 1,25%, respetivamente (Laranjo ez a/, 2018). Outros
autores avaliaram a capacidade de formagao de esferas em linhas celulares como as da mama, BI6-FI0,
HT-29 e MDA-MB-231. A linha celular BI6-FI0 apresentou uma capacidade de formagao de esferas de cerca
de 20%, enquanto que a linha HT-29, apresentou valores mais elevados, de cerca de 80%. A linha de

cancro da mama MDA-MB-231 nao apresentou capacidade de formagao de esferas (Calvet, André e Mir,
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2014). Num estudo de Liu e colaboradores, a capacidade de formagdo de esferas foi avaliada na linha
CaSki, que apresentou um valor de 0,15% (Liu ef a/, 2016). Num estudo em cancro da prostata, a linha
PC3 apresentou uma capacidade de formagao de esferas que variou entre 0,2 a 5% (Ihang et al, 2012).
Estes resultados revelam valores de capacidade de formagao muito variaveis, o que permite inferir que esta
capacidade é dependente de cada linha celular. Quando submetida ao DEAB, a linha celular de cancro do
endométrio ECC-I, apresentou menor capacidade de formagao de esferas, o que permite colocar a hipdtese
de que este inibidor atua ao nivel da proliferagao das células estaminais, dado que as linhas celulares
formam menos esferas com um didmetro superior a 40 pm, durante os cinco dias do protocolo de formagao
de esferas.

No nosso trabalho, avalidmos a autorrenovagdo, que traduz a capacidade de uma célula proveniente
de uma esfera formar uma nova esfera. As esferas da linha RL95-2 e da linha ECC-I, apresentaram uma
capacidade de autorrenovagao de 32,44% e de 26,97%, respetivamente. Quando submetidas ao DEAB, esta
capacidade decresce para 21,38% na linha RL95-2 e 16,39% na linha ECC-1. Um estudo em linhas celulares
de cancro da mama, reportou valores de autorrenovagio de 58,75% e de 10,23%, nas linhas MCF7 e
HCCI806, respetivamente (Laranjo ef a/, 2018). Num outro estudo com células Hela, apds dissociagao de
esferas em células isoladas e de um protocolo de formagao de 7 dias, obteve-se uma capacidade de
autorrenovagao de 40,79% (Wang er al, 2014). Os resultados permitiram inferir que a capacidade de
autorrenovagao das populagdes de (SC variava de acordo com a heterogeneidade tumoral. Neste trabalho,
a capacidade de células provenientes de esferas formarem novas esferas foi superior a capacidade apresentada
pelas culturas aderentes. Outros autores também descreveram este facto. No trabalho de Zhang e
colaboradores, pode observar-se uma capacidade de autorrenovagao significativamente superior das células
das esferas obtidas a partir da linhas de cancro da prostata, LNCaP, 22RVI, DUI45 e PC3, em relagdo a
capacidade apresentadas pelas células aderentes (Zhang er al, 2012).

Relativamente a diminuigdo da capacidade de autorrenovagao obtida quando as esferas estio sob
influéncia do inibidor da ALDH, pode estar relacionada com a menor capacidade de formagao de esferas
devido a agdo do inibidor na proliferagao destas populagdes. Na andlise realizada a area de projecdo
ocupada pelas populagdes de (S, também se verificou uma diminuigao significativa da area das esferas
submetidas ao DEAB, comparativamente as esferas sem tratamento, em ambas as linhas celulares de
carcinoma endometrial. Estes dados complementam-se com os resultados obtidos com a avaliagdo da
capacidade de formagdo de esferas e autorrenovagao Com a diminuigdo da drea de projeco observada em
ambas as linhas celulares, pode colocar-se a hipotese de que este inibidor atua ao nivel do ciclo celular,

interferindo com o nimero de divisoes celulares.
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A eficiéncia clonogénica das populagdes de esferas, ESI RL95-2 e ESI ECC-I, sem e com a influéncia
de DEAB, foi determinada no nosso estudo. Relativamente as esferas da linha ECC-I, estas apresentaram
uma eficiéncia superior @ da populagdo ESI ECC-1 DEAB. Este resultado corrobora resultados anteriores, no
sentido em que a influéncia de DEAB pode ocorrer na proliferagao das células estaminais mas nao afeta a
viabilidade das mesmas (Croker e Allan, 2012; Januchowski ef af, 2016a).

Nas esferas da linha RL95-2, nao foi possivel a obtencdo de coldnias em nenhuma condicao em
estudo. Este facto e o aumento significativo do tempo de duplicagao das derivadas aderentes desta linha
celular, pode justificar-se com uma necessidade de adaptagdo ou de selecao para a cultura em suspensdo,
e quando colocadas em condigdes aderentes, as ESI RL95-2 apresentarem uma capacidade menor de ligagao
ao substrato (Calvet, André e Mir, 2014).

A expressao ou auséncia de marcadores de superficie tem sido usada para isolar subpopulagdes de
células cancerigenas para a caraterizagao das propriedades de (SC. Alguns marcadores da superficie celular,
incluindo o (D133, o (D24 e o (D44, foram descritos em varios tipos de cancro, como mama, cérebro,
colorretal e endométrio, para identificagdo de (SC (Hubbard e Gargett, 2010; Elbasateeny er al, 2016).

No cancro do endométrio, o CDI33 foi considerado um potencial marcador de populagoes de CSC
(Elbasateeny er al, 2016). Neste trabalho, de acordo com a média de intensidade de fluorescéncia total, a
expressao de (D133 na linha RL95-2, GI RL95-2 e ESI RL95-2 ndo se observou. Quando submetidas ao
DEAB, a expressao de CDI33 nas ESI de ambas as linhas celulares, apresentou um aumento. A populagao
(D447/CD24;, despertou interesse na comunidade cientifica a partir do momento em que células tumorais
da mama com este fenotipo induziram tumores /7 v/vo com uma inoculagao de apenas 100 células. Este
fendtipo tem sido associado a carateristicas de (SC em tumores solidos (Carvalho, 2015). No nosso estudo,
a expressao mais elevada de CDI33 observou-se na populagdo (D447/CD24" das células com propriedades
de (SC do endométrio, nomeadamente em comparagao com as populagoes aderentes.

Qutros estudos reportaram um aumento da expressao de (D133 em populagdes de (SC. Num estudo
anterior do nosso grupo, as esferas da linha celular ECC-1 apresentaram uma expressao de (D133
significativamente superior em relagdo a linha celular parental (Carvalho, 2015). Em linhas celulares de
cancro do endométrio, células CD133™ apresentaram uma maior capacidade de formar colonias 7z vitro e
apresentaram uma maior tumorigenicidade /7 wivo. Esta populagao, apresentou aparentemente, uma maior
resisténcia a citotoxicidade induzida pelo paclitaxel e pela cisplatina (Kyo e Kato, 2015). Nakamura e
colaboradores, avaliaram a frequéncia de células CDI133™ em seis linhas de cancro do endométrio, Ishikawa,
HEC- A, AN3-CA, RL95-2, MFE280 e MFE296. Os resultados da citometria de fluxo revelaram que a proporgao

de (DI33" variou entre as diferentes linhas celulares. A linha RL95-2 apresentou aproximadamente 1% da
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populagdo com o fendtipo CD133" (Nakamura er a/, 2010), resultado que é coincidente com a auséncia de
marcagdo do (D133 obtida neste trabalho. Qutros trabalhos também descreveram resultados semelhantes,
como o estudo de Kong e colaboradores, a linha celular RL95-2 ndo apresentou células com o fendtipo de
(DI33"/CD44™ (Kong ez af, 2017). Num estudo com a linha celular FU-MMT-I, uma linha celular de
carcinosarcoma uterino, a expressao de (DI33 foi avaliada e 65,9% das células apresentaram fenétipo
(DI33™. As populagies (DI33 positivas e negativas desta linha celular foram sujeitas a um ensaio de
formagdo de colonias e a populagdo com expressao positiva apresentou uma capacidade de formagao
superior. Uma diminuiio da expressdo foi observada em culturas aderentes derivadas da populagdo (DI33%,
mantidas em condigdes de diferenciagdo (Choijamts ez al, 2011). Noutro estudo com linhas celulares de
carcinoma do endométrio, um ensaio clonogénico foi utilizado para avaliar o potencial proliferativo de
células CD133" e CDI33". As células CDI33™ das linhas celulares KLE e Ishikawa apresentaram um potencial
proliferativo superior (Guy er al, 2016). Rutella e colegas, mostraram que células CDI33™ de tumores
endometriais apresentaram uma maior capacidade proliferativa /7 witro do que células CDI33". A populagao
positiva exibiu capacidade clonogénica, formando colonias a partir de uma unica célula, enquanto que
células (D133" nao apresentaram esta capacidade. Os autores descrevem que o (D133 pode ser util como
fator de progndstico no carcinoma endometrial (Rutella e a/, 2009). Diversos estudos apresentam células
com expressao de CDI33 positiva como populagdes com carateristicas de (SC, contudo, outros estudos
evidenciam que o (D133 ndo é um marcador universal para (SC do endométrio (Cervello e a/, 2011). No
nosso estudo, o inibidor DEAB parece influenciar a expressao de (D133 nas populagdes de (SC do endométrio.

A expressdo de (D44 nas populagdes de (SC do endométrio, esta presente nas esferas de ambas as
linhas celulares, e nao apresentou diferencas quando as esferas foram tratadas com DEAB. Nesta avaliagao,
as populagBes maioritarias sdo as que apresentam os fenotipos (D447/(D24" e (D44**'/(D24", que comprovam
que este marcador é expresso em todas as populagoes de (SC do endométrio estudadas. Sao reconhecidas
multiplas fungdes bioldgicas ao marcador (D44, inicialmente implicadas no processo de invasao e metastase.
Atualmente, o (D44 é reconhecido como um marcador para (SC em diferentes tecidos. Estudos em
endométrio, relatam a expressao de (D44 em esferas geradas a partir de linhas celulares de cancro
endometrial (Mirantes e al, 2013; Elbasateeny er al, 2016). Esferas originarias da linha Ishikawa
apresentaram uma expressdo significativa da populagdo (D44"/CDI33™ (Kong et af, 2017). Estudos revelam
que a presenca de (D44 e CDI33 em tumores do endométrio podem ter um papel na carcinogénese num
estadio inicial, e que a sua sobrexpressao pode facilitar um diagndstico precoce destes carcinomas. A
expressao de (D44 tende a diminuir @ medida que a doenga progride e se torna invasiva (Elbasateeny ef

al, 2016).
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Nishino e colegas, avaliaram a expressao de (D44 variantes (CD44v) e/ou ALDH em varias linhas de
adenocarcinoma do pulmao. PopulagGes (D44v*/ALDH" e (D44v"/ALDH" apresentaram carateristicas de CSC,
onde as células (D44v”/ALDH" se revelaram mais proliferativas e mais resistentes & quimioterapia, enquanto
que as células (D44v"/ALDH™ foram mais eficientes na formagdo de tumoresferas /n vitro (Nishino et af,
2017). Um estudo com a linha celular B16-F10, revelou que em monocamadas aderentes, aproximadamente
a totalidade das células da linha celular expressou (D44, enquanto a expressao de (D133 e (D24 foi
encontrada em menos de 1% das células. Na linha HT-29, um aumento de 15% de células CD447/CDI33"
foi detetado em esferas tumorais (49,6% das células) comparativamente com células aderentes (34,3% das
células), sugerindo um enriquecimento em (SC. Em relagdo as linhas celulares de cancro da mama, MCF-7
e MDA-MB-231, foi descrito um perfil de (D44*CD24" para (SC. As células MCF7 apresentaram cerca de
50% de células com fendtipo (D447/CD24" na populagio aderente, taxa que diminuiu para 33,1% quando
as células foram cultivadas como tumoresferas, embora sem significado estatistico. No caso das células MDA-
MB-231, que embora nao tenham apresentado eficiéncia na formagao de esferas, mais de 99% da populagao
de células aderentes apresentava fenétipo (D447/CD24™ (Calvet, André e Mir, 2014). A variabilidade na
expressao de (D24 e (D44 é uma realidade descrita em varios estudos, para varias populagdes celulares e
tipos de cancro e portanto ndo sera um marcador especifico (Carvalho, 2015; Hubbard e Gargett, 2010).

No nosso estudo, nas populagdes de CSC do endométrio tratadas com DEAB, apresentaram um aumento
da expressio de (D133 na populagdo (D447/(D24", populagio associada a propriedades de CSC. Estes
resultados foram obtidos por outros autores, nomeadamente Ginestier e colegas, que relataram que alguns
genes sobreexpressos na populagio ALDH™ também foram altamente expressos em células tratadas com
DEAB. Assim, pode inferirse que o tratamento com DEAB resulta num fendtipo semelhante ao apresentado
por células com propriedades de (SC. No entanto, os autores ndo observaram alteragdes na expressao de
genes de resisténcia apds o tratamento com DEAB, e estas células apresentaram mais sensibilidade a
quimioterapia. A acao do DEAB na sensibilizagdo de células cancerigenas, com altos niveis de expressao de
ALDH, a quimioterapia é desconhecido (Januchowski et a/, 2016b).

0 aumento da atividade da enzima ALDH foi encontrado em populagoes de CSC em diversos tumores,
como o cancro do endométrio, onde a expressao da enzima ALDH| esta associada a tumorigénese (Carvalho,
2015; Van Der Iee ef al, 2015). No nosso estudo, ndo se verificaram diferengas, mas existe uma tendéncia
para o aumento da expressao na populagio de C(SC. Num outro estudo do nosso grupo em CSC do
endométrio, observou-se um aumento na expressao desta enzima nas esferas comparativamente com a linha
celular ECC-1 (Carvalho, 2015). Num estudo de Ding e colaboradores, foram isoladas células CDI33™ de

uma amostra tumoral de uma doente com cancro do endométrio e foram avaliar a expressao de genes
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relacionados com a estaminalidade. A expressao de ALDHI observada foi significativamente superior do que
na populagao celular CD133" (Ding er a/, 2017). Rahadiani e colegas avaliaram a atividade da ALDH em
diversas linhas de carcinoma do endométrio do tipo endometrioide. A atividade da ALDH observada nas
linhas HEC-I, HEC-IA, HEC-108, HEC-116, HEC-6, HEC-88nu e SNG-M estava aumentada enquanto nas linhas
HEC-251 e na SNG-II nao se observou atividade da enzima. Estes dados revelam que, apesar de se tratar
do mesmo tipo de tumor, existem variagdes na expressao de marcadores de estaminalidade, especificos de
cada linha celular (Rahadiani et af, 2011). A expressao elevada da enzima ALDH em tumores do endométrio
foi relacionada com um prognostico desfavoravel (Carvalho, 2015). Em estudos com outros tipos de tumores,
as esferas das linhas celulares de cancro da mama, MCF7 e HCCI806, apresentaram um aumento significativo
da expressao da ALDH comparativamente a expressao das linhas celulares parentais. A expressao da ALDH
nas derivadas aderentes, ndo se observou alterada significativamente, em relagdo as linhas parentais (Laranjo
et al, 2018). Wang e colaboradores avaliaram a expressao da ALDH em células Hela e em esferas obtidas
dessa linha celular. Também neste estudo a expressao da enzima foi superior comparativamente com a
cultura em monocamada (Wang er al, 2016).

Na expressao da ALDH, observada nas populagoes de esferas das linhas celulares RL95-2 e ECC-I
tratadas com DEAB, nao se verificaram diferengas significativas comparativamente as esferas sem tratamento.
Os estudos que utilizam o DEAB para inibir a agao da ALDH, descrevem a agdo deste composto como
especifica e que exerce um bloqueio diretamente na atividade da enzima (Croker e Allan, 2012). Em
populagdes de (SC da mama, que expressam uma elevada atividade de ALDH e expressio de (D44, o
tratamento com DEAB resultou numa maior sensibilidade & quimio e radioterapia (Croker e Allan, 2012;
Moreb, Ucar-Bilyeu e Khan, 2017). Neste trabalho, as populagdes de (SC da mama pré-tratadas com DEAB,
durante 48 horas, apresentaram uma diminuigao da capacidade de formar colonias apés tratamento com
quimioterapia e radioterapia. Este estudo indica que um bloqueio da atividade da ALDH especifico pelo
DEAB é a chave para a sensibilizagdo as terapéuticas convencionais, de populagdes celulares que per s/
apresentam resisténcia. Para uma melhor compreensao da forma como o DEAB influencia a sensibilizagao a
terapéutica, os autores analisaram a expressao de proteinas envolvidas em processos de EMT/diferenciagao.
As células pré-tratadas com DEAB nao mostraram alteragdo significativa na expressao de proteinas de
resisténcia estudadas. Este resultado sugere que estas proteinas desempenham um papel secundario na
resisténcia a terapéutica mediada pela ALDH, em (SC do cancro da mama, ou que os estudos nao foram
realizados num intervalo de tempo que permitisse observar mudangas transitorias de expressao nessas
proteinas, em resposta ao DEAB (Croker e Allan, 2012). Um estudo de Januchowski e colegas revelou que,

células de carcinoma de ovario com expressao elevada de ALDHAI, resistentes ao paclitaxel e topotecano e
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que sobrexpressam P-gp e BRCP, apds pré-tratamento com DEAB, reduziram a resisténcia @ quimioterapia
e apresentaram diminui¢do da expressao da ALDHAI e dos marcadores de resisténcia (Januchowski er al,
2016a). Estes dados, permitem-nos inferir que a agao deste inibidor é dependente do tipo de cancro e da
linha celular em estudo. Consequentemente o tempo de atuagao de DEAB pode variar de forma dependente
do tipo de culturas celulares. No nosso estudo, o DEAB ndo alterou a expressao da ALDH em populagdes
de CSC, contudo pode alterar a atividade nestas populagdes.

As populagdes de CSC do endométrio, ESI RL95-2 e ESI ECC-1, quando foram submetidas ao DEAB,
ndo apresentaram diferencas na expressao de P53, relativamente a populagdes de CSC nao tratadas. Diversos
autores descrevem a avaliagao da expressao de P53 em populagdes tumorais e a forma de como esta
proteina esta envolvida em mecanismos de resisténcia apresentados pelas (SC. Mutagdes no gene supressor
tumoral 7P57 sao encontradas em aproximadamente 10 a 20% de todos os carcinomas endometrioides, e
ocorrem maioritariamente em tumores de alto grau. Aproximadamente 50% dos tumores de grau 3 e
tumores de grau 2 raros, contém mutages de /P55 mas ndo foram identificados em tumores de grau |
ou em hiperplasia do endométrio (Di Cristofano e Ellenson, 2007).

A proteina P53 regula varias vias (paragem do ciclo celular, apoptose, reparagao de DNA, senescéncia
e autofagia) que podem contribuir para a supressao tumoral. Alguns estudos acrescentam a supressao de
(5C como uma forma adicional de inibigdo de tumores pela P53 (Jerry, Tao e Yan, 2008). Num estudo em
cancro colorretal, o marcador de (SC, c-KIT sofreu repressao pela P53 através da familia do microRNA 34a.
A regulagdo negativa deste marcador, resultou num decréscimo da capacidade de formagao de esferas, na
resisténcia @ quimioterapia e a um fendtipo de estaminalidade no carcinoma colorretal (Siemens ef af,
2013; Shetzer et al, 2014).

Varios estudos demonstraram que tanto a sobrexpressao como a mutagao do /P57 estdo associadas a
um mau prognostico (Di Cristofano e Ellenson, 2007). 0 conceito emergente de que as mutagdes na P53
desempenham um papel importante na formagao de (SC é amplamente apoiada pela correlagdo entre
tumores com mutagdes na P53 e o seu fendtipo indiferenciado. No carcinoma da tiroide, as mutages da
P53 estavam restritas a tumores pouco diferenciados. Particularmente, um tumor mostrou diferentes graus
de diferenciagao dentro das regides, e a sobrexpressao de P53 foi restrita a uma area menos diferenciada
do tumor. Estudos em tumores pouco diferenciados, sugeriram uma ligagao entre mutagdes na P53, formagao
de (SC e mau progndstico (Shetzer er al, 2014).

A perda da fungdo da P53 em tumores de mama esta fortemente correlacionada com o fendtipo do

tipo basal. Este facto, sugere que estes tumores tenham origem em células estaminais da mama ou que a
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perda de P53 permite que as células cancerigenas adquiram propriedades de CSC. Estes resultados favorecem
a possibilidade de que a deficiéncia de P53 permita a expansao de C(SC (Jerry, Tao e Yan, 2008).

Foi demonstrado que a P53 reprime a expressao de (D44, que é frequentemente relatada como um
marcador (SC e esta envolvida na capacidade de metastizagao das CSC. A repressao de (D44 pela P53
dificultou o potencial tumorigénico das (SC em tumores de pulmdo e prostata (Shetzer ef a/, 2014). Num
estudo em cancro da mama, os autores demonstraram que a P53 se ligou ao promotor de (D44 e reprimiu
a sua expressao. A expressao constitutiva do marcador (D44, bloqueou a apoptose dependente de p53 e
tornou as células resistentes a doxorrubicina. Estes resultados relacionam a perda da funcao da P53 ao

aumento da expressdo de (D44, que promove a expansdo de CSC (Jerry, Tao e Yan, 2008).
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Resposta a terapéutica

Atividade metabolica

A atividade metabolica das células da linha celular de carcinoma do endométrio RL95-2, das esferas
ES| RL95-2 e das derivadas aderentes diferenciadas G| RL95-2, obtida através do ensaio de Alamar Blue®,
apés incubagdo com o citostatico carboplatina nas concentragdes de 200 e de 500 pM, encontra-se
representada na Figura 25. Apds 24 horas de incubagdo com 200 pM de carboplatina, a atividade metabolica
das RL95-2 for de 74,66+4,01%, das ESI RL95-2 foi de 91,87+1,87% e das GI RL95-2 foi de
100,11+7,89%. Apds 48 horas de incubagdo, a atividade metabolica da linha celular parental foi de
22,19+1,97%, das ESI RL95-2 foi de 94,54%1,69%, enquanto que das GI RL95-2 foi de 42,83%1,01%.
Com o tempo de incubagdo de 72 horas, a atividade metabdlica das ESI RL95-2 foi superior a das restantes

populages, de 83,36+3,62%, enquanto que na linha RL95-2 e nas GI RL95-2 foi de 5,29%1,76% e 0%,

respetivamente.
200 pM
120-
RL9S-2
< ' 3 - &l
= 4
S 804 . BR Gl
= S
2 o0 2
.1
3 o
= 40 %
E 3
204 %
S
u_ *
24 horas 48 horas 72 horas
500 uM
100
g 80
= 6
2 7
= 404 e
U |:
= g B R
:o'c [/ :o‘c V
o 7 w7 R

24 horas 48 horas 72 horas

Figura 25 - Atividade metabolica da linha celular RL95-2, das ESI RL95-2 e das GI RL95-2 submetidas a tratamento com
carboplatina na concentragao de 200 pM (grafico superior) e de 500 M (grafico inferior) durante 24, 48 e 72 horas, obtida
através da técnica de Alamar Blue®. Os resultados apresentados representam a média e o erro padrio de trés ensaios independentes
realizados em triplicado.
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Com a concentragao de 500 pM de carboplatina, e apos 24 horas de incubagdo, a atividade metabélica
da linha celular RL95-2 foi de 44,53+4,14%, das esferas foi de 87,72%+1,99% e das derivadas aderentes
foi de 39,65%6,11%. Apds 48 horas de incubagdo, a atividade metabdlica das RL95-2 foi de 12,00%1,68%
e das derivadas aderentes foi de 24,65%0,53%, enquanto que a das esferas revelou ser mais elevada, de
89,63+3,10%. Relativamente ao tempo de incubagao de 72 horas, a atividade metabolica das RL95-2 foi
de 14,12+2,70% e das GI RL95-2 foi de 0%. Nas ESI RL95-2, a atividade metabdlica mostrou-se mais
elevada, 86,91+4,30%.

A atividade metabdlica das células da linha celular RL95-2, das ESI RL95-2 e das GI RL95-2, obtida
apés incubagdo com o paclitaxel nas concentragdes de 0,3 pM, de 0,6 pM e de [,2 pM, pode observar-

se na Figura 26.
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Figura 26 - Atividade metabolica da linha celular RL95-2, das ESI RL95-2 e das GI RL95-2 submetidas a tratamento com
paclitaxel na concentragdo de 0,3 pM (grafico superior), de 0,6 pM (grafico do meio) e de 1,2 pM (grafico inferior) durante
24, 48 ¢ T horas, obtida através da técnica de Alamar Blue®, Os resultados apresentados representam a média e o erro padro
de trés ensaios independentes realizados em triplicado. A significncia estatistica esta representada com * para p <0,050, **
para p < 0,010 e *** para p <0,001.
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Apos 24 horas de incubagdo com 0,3 pM de paclitaxel, a atividade metabolica das RL95-2 diminuiu
para 78,42+3,28% (p<0,001), das ESI RL95-2 para 8731+1,48% (p<0,001) e das Gl RL95-2 para
19,126,12%, em relagao ao controlo. Apds 48 horas de incubagao, a atividade metabolica da linha celular
parental decresceu para 64,713,64% (p<0,001), das ESI RL95-2 para 85,63+2,68% (p=0,009), enquanto
que das Gl RL95-2 foi para 37,81£5,87% (p<<0,001), comparativamente com o controlo. Ja para o tempo
de incubagdo de 72 horas, a atividade metabolica das ESI RL95-2 sofreu um decréscimo para 85,97+3,60%
(p=0,045), enquanto que na linha RL95-2 foi para 45,10%6,36% (p<<0,001) e nas Gl RL95-2 foi para
20,12+2,81% (p<0,001), valores considerados em relagdo ao controlo.

Com a concentragdo de 0,6 pM de paclitaxel, e apds 24 horas de incubagdo, a atividade metabdlica
da linha celular RL95-2 decresceu para 93,53%2,65%, das esferas para 89,99%1,65% (p<0,001) e das
derivadas aderentes aumentou para 104,81%5,92%, em relagdo ao controlo. Apds 48 horas de incubagdo,
a atividade metabdlica obtida das RL95-2 sofreu uma diminuicao para 77,18+5,20% (p=0,009) e das
derivadas aderentes para 56,28+3,95% (p<0,001), enquanto que a das esferas revelou ser mais elevada,
de 92,55+2,03%, comparativamente ao controlo. Relativamente ao tempo de incubagdo de 72 horas, a
atividade metabdlica das RL95-2 e das GI RL95-2 diminuiu para 47,53%5,53% (p<<0,001) e para
31,01£1,72% (p<0,001), respetivamente e em relagao ao controlo. Nas ESI RL95-2, a atividade metabdlica
mostrou-se mais elevada, de 88,633, 58%.

Para a concentragao de 1,2 pM, apds 24 horas de incubagao com o paclitaxel, a atividade metabdlica
das RL95-2 decresceu para 83,14%3,41% (p=0,009), das ESI RL95-2 para 89,91%1,18% (p<0,001) e
das Gl RL95-2 aumentou para 109,22+4,39%, em relagao ao controlo. Apos 48 horas de incubagao, a
atividade metabolica obtida das RL95-2 diminuiu para 68,98+4,95% (p<0,001), das esferas para
94,16+2,98% e das derivadas aderentes para 64,27£4,51% (p<0,001), em comparagao com o controlo.
A atividade metabdlica das RL95-2, obtida apds 72 horas de incubagdo, decresceu para 57,63%8,62%
(p<0,001), para 94,08+3,87% nas ESI RL95-2 e para 39,29+5,63% (p<0,001) nas GI RL95-2, em
relagao ao controlo.

A atividade metabolica das células da linha celular RL95-2, das ESI RL95-2 e das GI RL95-2, obtida
apos incubagdo com o farmaco doxorrubicina nas concentragdes de 0,05 pM, de 0,3 pM e de 7,3 pM,
esta disponivel na Figura 27.

Apos 24 horas de incubagao com 0,05 pM de doxorrubicina, a atividade metabdlica das RL95-2 foi
de 92,20+533%, das ESI RL95-2 foi de 91,45%2,10% e das Gl RL95-2 foi de 93,24+571%. Apds 48
horas de incubagdo, a atividade metabélica da linha celular foi de 84,53+5,81%, das ESI RL95-2 foi de

96,6412,26%, enquanto que das GI RL95-2 foi de 75,71%4,73%. Ja para o tempo de incubagio de 72
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horas, a atividade metabdlica das ESI RL95-2 foi de 90,37+3,57%, enquanto que na linha RL95-2 e Gl
RL95-2 foi de 71,24%4,36% e 66,27+6,77%, respetivamente.
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Figura 27 - Atividade metabdlica da linha celular RL95-2, das ESI RL95-2 e das Gl RL95-2 submetidas a tratamento com
doxorrubicina na concentragdo de 0,05 pM (grifico superior), de 0,3 pM (grfico do meio) e de 7,3 pM (grifico inferior)
durante 24, 48 ¢ 72 horas, obtida através da técnica de Mlamar Blue®. Os resultados apresentados representam a média e o
erro padrdo de trés ensaios independentes realizados em triplicado.

Com a concentragago de 0,3 pM de doxorrubicina, e apés 24 horas de incubagdo, a atividade
metabdlica da linha celular RL95-2 foi de 86,97+3,05%, das esferas foi de 91,33+1,54% e das derivadas
aderentes foi de 76,89+5,75%. Apds 48 horas de incubagdo, a atividade metabdlica obtida das RL95-2 foi
de 68,78+4,32% e das derivadas aderentes foi de 57,40%5,39%, enquanto que a das esferas revelou ser

mais elevada, de 97,02%2,31%. Relativamente ao tempo de incubagdo de 72 horas, a atividade metabdlica
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das RL95-2 e das GI RL95-2 foi de 44,66+3,39% e de 0%, respetivamente. Nas ES| RL95-2, a atividade
metabdlica foi superior, de 91,96+2,74%.

Para a concentragdo de 7,3 pM, apos 24 horas de incubagao com a doxorrubicina, a atividade
metabolica das RL95-2 foi de 18,53%2,22%, das ESI RL95-2 foi de 89,16+2,51% e das GI RL95-2 foi
de 24,59+6,15%. Apds 48 horas de incubagao, a atividade metabolica obtida das RL95-2 foi de
23,51+2,87%, das esferas foi de 96,26+2,17% e das derivadas aderentes foi de 33,13%1,12%. A atividade
metabdlica das RL95-2, obtida apds 72 horas de incubagdo, foi de 15,92+2,40%, foi de 88,35+3,60%
para as ES| RL95-2 e foi de 0% para as GI RL95-2.

A atividade metabolica das populagdes celulares RL95-2 e GI RL95-2 apds incubagdo com a

carboplatina nas concentragoes de 200 e de 500 pM, encontra-se representada na Figura 28.
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Figura 28 - Atividade metablica da linha celular RL95-2 e das GI RL95-2 apos tratamento com carboplatina na concentragdo
de 200 pM (grafico superior) e de 500 pM (gréfico inferior) durante 24, 48 e 72 horas, obtida através do ensaio de MTT. Os
valores apresentados representam a média e o erro padrao de trés ensaios independentes realizados em triplicado.

Nos ensaios de MTT realizados apds 24 horas de incubagao com 200 pM de carboplatina, a atividade
metabdlica das RL95-2 foi de 85,25+6,08% e das GI RL95-2 foi de 82,00+4,29%. Apds 48 horas de
incubagdo, a atividade metabolica da linha celular parental foi de 14,30+2,80%, enquanto que das Gl
RL95-2 foi de 5,17%0,98%. Com incubagao de 72 horas, a atividade metabolica da linha RL95-2 e GI
RL95-2 foi de 1,370,23% e 1,19£0,20%, respetivamente. Quando submetidas a 500 pM de carboplatina
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e apos 24 horas de incubagdo, a atividade metabolica das células RL95-2 foi de 32,79+4,78% e das
derivadas aderentes foi de 19,94+2,05%. Apds 48 horas de incubagdo, a atividade metabélica da linha
celular foi de 1,88+0,29%, enquanto que das Gl RL95-2 foi de 1,25+0,23%. Para o tempo de incubagao
de 72 horas, a atividade metabdlica da linha RL95-2 foi de 1,04£0,26% e de 1,14+0,11% nas GI RL9S-
1

A atividade metabolica das populagdes celulares RL95-2 e GI RL95-2 apés incubagdo com padlitaxel
nas concentragoes de 0,3 pM, de 0,6 pM e de 1,2 uM, encontra-se representada na Figura 29.

Apds 24 horas de incubagao com 0,3 pM de paditaxel, a atividade metabdlica das RL95-2 decresceu
para 83,89%3,00% (p=0,006) e das GI RL95-2 para 88,22+2,36% (p=0,006), em relagao ao controlo.
Apos 48 horas de incubagdo, a atividade metabélica da linha celular diminuiu para 66,28+5,31% (p=0,006),
enquanto que nas Gl RL95-2 foi para 48,91+3,25% (p<<0,001), comparativamente ao controlo. Para o
tempo de incubagao de 72 horas, a atividade metabolica das células RL95-2 decresceu para 51,63%3,19%
(p<0,001) e das GI RL95-2 para 29,58%1,61% (p<0,001), em relagao ao controlo.

Com a concentragdo de 0,6 pM de paclitaxel, e apos 24 horas de incubagdo, a atividade metabélica
da linha celular RL95-2 sofreu um decréscimo para 89,49+3,47% e das derivadas aderentes para
85,94+2,20% (p<<0,001), em comparagao com o controlo. Apos 48 horas de incubagdo, a atividade
metabolica obtida das RL95-2 diminuiu para 69,99+6,91% (p=0,030) e das derivadas aderentes para
50,61£3,38% (p<<0,001), em relagao ao controlo. Relativamente ao tempo de incubagao de 72 horas, a
atividade metabolica das RL95-2 diminuiu para 50,88+3,29% (p<0,001)e das Gl RL95-2 para
28,05+ 1,47% (p<0,001), em relagao ao controlo.

Para a concentragao de 1,2 pM, apds 24 horas de incubagao com o paclitaxel, a atividade metabdlica
das RL95-2 foi de 96,05+2,18% e das Gl RL95-2 foi de 79,12+3,29% (p<0,001), comparativamente ao
controlo. Apos 48 horas de incubagdo, a atividade metabdlica obtida das RL95-2 foi de 67,18+8,57%
(p=0,030) e das derivadas aderentes foi de 42,36+2,69% (p<<0,001), em relagao ao controlo. A atividade
metabolica das RL95-2, obtida apds 72 horas de incubagao, foi de 50,49+4,48% (p<0,001) e foi de
22,38+1,62% (p<0,001) para as GI RL95-2, em comparagao com o controlo.
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Figura 29 - Atividade metabolica da linha celular RL95-2 e das GI RL95-2 submetidas a tratamento com paclitaxel na concentragdo
de 0,3 pM (gréfico superior), de 0,6 pM (grifico do meio) e de 1,2 pM (gréfico inferior) durante 24, 48 e 72 horas, obtida
através do ensaio de MTT. Os valores apresentados representam a média e o erro padrdo de trés ensaios independentes realizados
em triplicado. A significincia estatistica esta representada com * para p <0,050, ** para p < 0,010 e *** para p <0,001.

Na Figura 30 estd representada a atividade metabolica das células da linha celular RL95-2 e das
derivadas aderentes, obtida apds incubagao com doxorrubicina nas concentragdes de 0,05 pM, de 0,3 pM
e de7,3 pM.

Apos 24 horas de incubagao com 0,05 pM de doxorrubicina, a atividade metabdlica das RL95-2 foi
de 94,24+3,12% e das Gl RL95-2 foi de 99,42%355%. Apds 48 horas de incubagdo, a atividade
metabdlica da linha celular foi de 77,73%3,13%, enquanto que das Gl RL95-2 foi de 94,79+3,85%. Com
o tempo de incubagdo de 72 horas, a atividade metabdlica das ESI RL95-2 foi de 84,28+1,77% e das Gl
RL95-2 foi de 71,69+2,86%.
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Figura 30 - Atividade metabolica da linha celular RL95-2 e das GI RL95-2 submetidas a tratamento com doxorrubicina na
concentragdo de 0,05 pM (grafico superior), de 0,3 pM (grafico do meio) e de
horas, obtida através do ensaio de MTT. Os valores apresentados representam a média e o erro padrdo de trés ensaios
independentes realizados em triplicado.

1.3 pM (gréfico inferior) durante 24, 48 e 72

Na concentragao de 0,3 pM de doxorrubicina, e apos 24 horas de incubagao, a atividade metabolica
da linha celular RL95-2 foi de 86,16%1,55% e das derivadas aderentes foi de 93,59%2,53%. Apos 48
horas de incubagao, a atividade metabolica obtida das RL95-2 foi de 84,94+523% e das derivadas
aderentes foi de 80,81+4,09%. Relativamente ao tempo de incubagao de 72 horas, a atividade metabolica
das RL95-2 e das GI RL95-2 foi de 69,12+4,81% e de 35,93+4,04%, respetivamente.

Para a concentragdo de 7,3 pM, apos 24 horas de incubagao com a doxorrubicina, a atividade
metabolica das RL95-2 foi de 7,67£0,91% e das Gl RL95-2 foi de 5,18+0,67%. Apos 48 horas de
incubagdo, a atividade metabdlica obtida das RL95-2 foi de 1,48+0,27% e das derivadas aderentes foi de
[,16+0,35%. A atividade metabolica das RL95-2, obtida apds 72 horas de incubagdo, foi de 1,27+0,22%
e foi de 1,06+0,07% para as GI RL95-2.
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Morte celular e resisténcia a terapéutica

Morte celular

Os resultados da avaliagdo dos niveis da caspase 3 nas populagdes RL95-2 e ECC-I, ESI RL95-2 e
ESI ECC-I e GI RL95-2 e GI ECC-1, submetidas ao tratamento com carboplatina na concentragao de 500
pM, com paclitaxel na concentragao de 0,3 pM e com doxorrubicina na concentragao de 0,3 pM, durante
24 horas, estao representados na Figura 31, na Figura 32 e na Figura 33, respetivamente.

Considerando o tratamento com carboplatina, as linhas celulares RL95-2 e ECC-1, apresentaram niveis
de caspase 3 de 6,08+0,26 e de 4,17+0,89, em relagdo ao controlo. As populagdes de esferas, de RL95-
2 e de ECC-1, apresentaram niveis de 1,023+0,143 e 1,490+0,193, respetivamente e em relagao ao
controlo. As derivadas aderentes, da linha celular RL95-2, apresentaram um aumento de caspase de
4,250+0,346 (p=0,018) em relagio ao controlo. A populagio GI ECC-I, apresentou um nivel de
3,7117£0,776, comparativamente ao controlo. Os niveis de caspase 3 das esferas RL95-2 foram menores

que a linha parental (p=0,009).
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Figura 31 - Niveis de caspase 3 expressos pelas linhas celulares RL95-2 e ECC-1, ESI RL95-2, ESI ECC-I e derivadas aderentes
de ambas as linhas celulares apds tratamento com carboplatina. Os resultados s3o apresentados sob a forma de variagdo em
relagdo ao controlo (células ndo tratadas), ao qual se considerou o valor de expressdo I. Os valores apresentados sdo referentes
a pelo menos trés experiéncias independentes. A significncia estatistica esta representada com * para p<<0,050 e ** para
p<0,010.

As linhas celulares RL95-2 e ECC-I, quando submetidas ao paclitaxel, apresentaram niveis de caspase
3 de 2,0603+0,435 e de 1,990+0,474, respetivamente e em relagdo ao controlo. As populagdes de esferas,
de RL95-2 e de ECC-1, apresentaram niveis de 1,023%0,143 e 1,490%0,193, respetivamente e em relagao
ao controlo. As derivadas aderentes, da linha celular RL95-2, apresentaram um nivel de caspase 3 de

4,250£0,346 e a populagao GI ECC-1, apresentou um nivel de 3,71720,776, comparativamente ao controlo.
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Figura 32 - Niveis de caspase 3 expressos pelas linhas celulares RL95-2 e ECC-I, ESI RL95-2, ESI ECC-1 e derivadas aderentes
de ambas as linhas celulares apds tratamento com paclitaxel. Os resultados sao apresentados sob a forma de variago em relagdo
ao controlo (células ndo tratadas), ao qual se considerou o valor de expressao . Os valores apresentados so referentes a pelo
menos trés experiéncias independentes.

As linhas celulares RL95-2 e ECC-1, quando submetidas a tratamento com doxorrubicina, apresentaram
niveis de caspase 3 de 1,027£0,108 e de 0,938+0,107, em relagdo ao controlo. As populagdes de esferas,
de RL95-2 e de ECC-1, apresentaram niveis de 0,967£0,179 e 1,345%0,100, respetivamente e em relagao
ao controlo. As derivadas aderentes, da linha celular RL95-2, apresentaram um nivel de caspase 3 de

0,978+0,114 e a populagao GI ECC-1, apresentou um nivel de 0,41120,160, comparativamente ao controlo.
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Figura 33 - Niveis de caspase 3 expressos pelas linhas celulares RL95-2 e ECC-I, ESI RL95-2, ESI ECC-1 e derivadas aderentes
de ambas as linhas celulares apés tratamento com doxorrubicina. Os resultados sdo apresentados sob a forma de variagao em
relagdo ao controlo (células nao tratadas), ao qual se considerou o valor de expressdo |. Os valores apresentados sdo referentes
a pelo menos trés experiéncias independentes.

Expressao de ALDH e de P53

A expressao da ALDH foi avaliada na linha celular RL95-2, nas esferas ESI RL95-2 e nas GI RL95-2,
populagdes celulares submetidas a carboplatina na concentragdo de 500 pM, ao paclitaxel na concentragao
de 0,3 pM e a doxorrubicina na concentragao de 0,3 pM, por um periodo de incubagao de 24 horas. Os

resultados obtidos estao representados na Figura 34.
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Figura 34 - Expressao de ALDH nas células RL95-2, ESI RL95-2 e GI RL95-2, apds 24 horas de incubagdo com carboplatina,
paclitaxel e doxorrubicina. Os resultados sdo apresentados sob a forma de razao entre as intensidades de fluorescéncia da ALDH
e da actina. Os graficos representam a alteragdo relativamente as populagdes controlo (razdo ALDH/actina do controlo igual a
[). Os valores apresentados exprimem a média e o erro-padrdo de pelo menos um ensaio. A significincia estatistica esta
representada com * para p<<0,050.

Com o tratamento com carboplatina, a expressao da ALDH na linha RL95-2 foi de 0,41%0,06, nas
esferas de 1,79£0,20 e nas derivadas aderentes a expressao decresceu para 0,39+0,08 (p=0,012), em
relagdo ao controlo. A linha RL95-2, quando submetida ao paclitaxel, apresentou uma diminuigao da
expressao da enzima para 0,62£0,02 (p=0,012), nas esferas a expressao foi de 0,91+0,00 e nas derivadas
aderentes foi de 1,09£0,10, comparativamente ao controlo. No tratamento com doxorrubicina, a expressao
da ALDH na linha parental sofreu uma diminuicao para 0,57£0,05 (p=0,018), nas esferas a expressao foi
de 1,05£0,26 e nas derivadas aderentes foi de 1,58%0,19, em relagdo ao controlo. A diminuicao da
expressao da ALDH nas derivadas aderentes, tratadas com carboplatina, foi superior a observada no
tratamento com paclitaxel (p=0,016) e doxorrubicina (p=0,016).

Na

Figura 25 esta representada a expressao de P53 avaliada nas populagdes RL95-2, nas esferas ESI
RL95-2 e nas GI RL95-2, submetidas a carboplatina, paclitaxel e doxorrubicina, nas concentragdes de 500
uM, de 0,3 pM e de 0,3 pM, respetivamente, por um periodo de incubagao de 24 horas.

Com o tratamento com carboplatina, a expressao da P53 na linha RL95-2 decresceu para 0,42+0,04
(p=0,024), nas esferas a expressao obtida foi de 0,77+0,0,7 e nas derivadas aderentes foi de 0,30+0,07,
em relagdo ao controlo. A linha RL95-2, quando submetida ao paclitaxel, apresentou uma expressao da
enzima de 0,75+0,08 e nas derivadas aderentes foi de 0,64+0,09, comparativamente ao controlo. No
tratamento com doxorrubicina, a expressao da P53 na linha parental foi de 0,81%0,16, nas esferas a

expressao foi de I,15+0,00 e nas derivadas aderentes foi de 0,95+0,06, em relagao ao controlo.
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Figura 35 - Expressdo de P53 nas populagdes RL95-2, ESI RL95-2 e GI RL95-2, apés 24 horas de incubagdo com carboplatina,
paclitaxel e doxorrubicina. Os resultados sao apresentados sob a forma de razdo entre as intensidades de fluorescéncia da P53
e da actina. Os graficos representam a alteragdo relativamente s populagGes controlo (razdo P53/actina do controlo igual a I).
Os resultados apresentados exprimem a média e o erro-padrdo de pelo menos um ensaio. A significincia estatistica esta

representada com * para p<0,050.

Genotoxicidade

Na Figura 36, estdo representadas algumas imagens dos cometas obtidos com o ensaio de
genotoxicidade, realizado nas populagoes RL95-2, ESI RL95-2 e GI RL95-2, submetidas ao tratamento de
quimioterapia. Os farmacos utilizados foram a carboplatina na concentragao de 500 pM e o paclitaxel e a

doxorrubicina ambos na concentragao de 0,3 pM, para um tempo de incubagao de 24 horas.

Controlo (arboplatina Padlitaxel Doxorrubicina

RL’SZ----
ES-- --

Figura 36 - Imagens representativas dos cometas obtidos nas células RL95-2, ESI RL95-2 e GI RL95-2, submetidas a tratamento
com carboplatina, padlitaxel e doxorrubicina, durante 24 horas. As imagens foram obtidas com uma ampliagdo de 100x.

Na Tabela 5, apresentam-se os percentis 90 (P90) das condigdes estudadas. Na linha RL95-2, o

momento da cauda aumentou significativamente nas culturas celulares tratadas com os trés farmacos em
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estudo (p<0,001). Nas populagdes de esferas e de derivadas aderentes, s6 o tratamento com doxorrubicina

apresentou um aumento significativo do momento da cauda, comparativamente as esferas controlo

(p<0,001).

Tabela 5 - P90 do momento da cauda dos cometas da linha celular RL95-2, nas ESI RL95-2 e nas GI RL95-2 apés o tratamento
com carboplatina, paclitaxel e doxorrubicina.

Populagdes Controlo Carboplatina Paclitaxel Doxorrubicina
RL95-2 0,603 2,696 2715 9,112

ES| RL95-2 0,715 1,256 3,474 1,196

Gl RL95-2 0,297 1,452 4,648 8,224

0 momento da cauda de todas as populagdes tumorais do endométrio em estudo, apresentaram um
aumento significativo quando submetidas a doxorrubicina, comparativamente com o das populagdes tratadas
com carboplatina e com paclitaxel (p<0,001). A linha celular RL95-2, quando tratada com padlitaxel
(p=0,013) e com doxorrubicina (p=0,029), apresentou um aumento do momento da cauda em relagao as

esferas submetidas ao mesmo tratamento.

Discussao

Uma melhor compreensao da carcinogénese, fatores iniciadores e progressao tumoral, podera contribuir
para uma melhor estratificagdo prognostica do carcinoma endometrial, que atualmente se baseia no
estadiamento cirirgico, no grau de diferenciagao do tumor, na invasao do espago linfatico vascular, entre
outros (Moxley e McMeekin, 2010).

Atualmente, a quimioterapia representa a melhor abordagem terapéutica para mulheres com carcinoma
endometrial em estadio inicial de alto risco ou em mulheres que apresentem doenga avangada ou recorrente
(Liu e Li, 2015; Gentilin ef a/, 2017). Os regimes de quimioterapia descritos para o tratamento do cancro
do endométrio incluem os taxanos, as antraciclinas e os analogos da platina, nomeadamente, o paclitaxel,
a doxorrubicina e a carboplatina ou a cisplatina, que revelaram ser os agentes mais ativos (Moxley e
McMeekin, 2010; Chitcholtan, Sykes e Evans, 2012; Byron, Loch e Pollock, 2012). As taxas de resposta
destes farmacos usados em monoterapia variam entre 20 e 30%, podendo aumentar para cerca de 51%,
quando administrados em combinagao (Byron, Loch e Pollock, 2012). Dois estudos demonstraram uma maior
taxa de resposta com a combinagdo de cisplatina e doxorrubicina, embora com menor efeito sobre a

sobrevivéncia livre de doenca e a sobrevivéncia global, do que apenas com o uso da doxorrubicina. A
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semelhanca destes estudos, outros também revelaram uma maior taxa de resposta a terapéutica combinada
em relagdo a monoterapia (Moxley e McMeekin, 2010). Na atualidade, a combinagdo de paclitaxel e
carboplatina é considerada o regime padrao para o tratamento do carcinoma endometrial, tendo por base
um perfil de toxicidade aceitavel e boas taxas de resposta (Liu e Li, 2015).

A avaliagao da toxicidade de um farmaco em diversos tipos de células pode ser realizada através de
ensaios de citotoxicidade /7 witro (Hamid ef al, 2004). 0 uso da cultura de células na investigagdo basica
de compostos com potencial terapdutico pode ser um rastreio inicial da sua eficacia numa determinada
patologia. A obtengdo de resultados precisos e confidveis nestes ensaios de citotoxicidade /n vitro em estudos
pré-clinicos é de extrema importncia, pois podem influenciar de forma direta o sucesso de um farmaco
como op¢do terapéutica para uma determinada doenga (Van Tonder, Joubert e Cromarty, 2015).

Neste trabalho experimental, avaliou-se a sensibilidade das populagdes tumorais do endométrio, a
linha celular RL95-2, as esferas ESI-RL95-2 e as derivadas aderentes Gl RL95-2, aos farmacos carboplatina,
paditaxel e doxorrubicina, através dos ensaios de MTT e de Alamar Blue®. O uso de Alamar Blue® baseia-
se na capacidade das enzimas celulares reduzirem o corante azul nao fluorescente transformando-o num
composto fluorescente rosa, permitindo a detecdo do crescimento celular por espectrofluorometria e
espectrofotometria. O MTT & reduzido pelas desidrogenases mitocondriais que clivam o sal de tetrazélio
amarelo em cristais de formazano de cor pirpura. Diminuigdes quimicamente induzidas na fluorescéncia azul
do Alamar e na absorbancia do MTT sao frequentemente interpretadas como indicativas de dano mitocondrial
(Gonzalez e Tarloff, 2001; Kim e Alexander, 2014).

A atividade metabolica da linha celular RL95-2 obtida apds tratamento com a menor concentragao de
carboplatina estudada, correspondente a 200 pM, avaliada através do ensaio de Alamar Blue®, revelou ser
menor do que a atividade metabolica das derivadas aderentes Gl RL95-2, para os tempos de incubagao de
24 e 48 horas. Na concentragao de 500 pM, apenas as 48 horas, a atividade metabdlica celular das células
RL95-2 revelou ser menor comparativamente com as Gl RL95-2. Com o ensaio de MIT, a atividade
metabolica da linha celular revelou ser ligeiramente mais elevada do que a das GI RL95-2, ainda que sem
diferencas significativas, para ambas as concentragdes de carboplatina estudadas e em todos os tempos de
incubagdo. Estes resultados obtidos revelam que a linha celular RL95-2 e as derivadas aderentes GI RL95-
1 apresentam sensibilidade ao tratamento com carboplatina, ainda que dependente da concentragao e
tempos de incubagdo estudados.

Outros autores realizaram estudos de resposta a terapéutica com farmacos derivados da platina em
células tumorais do endométrio. No estudo de Chitcholtan e colaboradores, a cisplatina apresentou efeitos

limitados na redugao da viabilidade das linhas celulares de carcinoma do endométrio, Ishikawa e KLE, e
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diminui ligeiramente a viabilidade da linha celular RL95-2 (Chitcholtan, Sykes e Evans, 2012). Noutro estudo,
os autores avaliaram os efeitos da cisplatina na viabilidade celular da linha celular do endométrio, AN3 CA.
A cisplatina reduziu significativamente a viabilidade celular em 37 e 64% para as concentragdes de 16 e
64 pM, respetivamente. Apos 48 e 72 horas de incubagdo, a cisplatina reduziu a viabilidade celular em 39
e 69%, respetivamente, com a concentragdo de 4 pM (Gentilin ez a/, 2017). De igual forma, os autores
avaliaram os efeitos da cisplatina na linha celular de cancro do endométrio, HEC-IA. A cisplatina reduziu
significativamente a viabilidade celular e 43% com a concentragao de 64 pM, apos 48 horas de incubagao.
Com a concentragdo de 32 pM, ocorreu uma redugdo da viabilidade celular de 45%, apés 72 horas de
incubagdo (Gentilin ef a/, 2017). No trabalho de Chon e colaboradores, trataram oito linhas celulares de
cancro do endométrio, Ishikawa, MFE296, RL95-2, AN3 CA, KLE, MFE280, HEC-1A e MFE319, com cisplatina
durante 72 horas e avaliaram a viabilidade celular através do ensaio de MTS. Neste estudo, os IC50 obtidos
variaram entre 22,9+3,62 e 383,7+36,79 pM, tendo sido obtido o valor de IC50 de 28,9431 pM para
a linha RL95-2 (Chon er al, 2012), corroborando a sensibilidade obtida com os nossos estudos.

A populagao de esferas, ES| RL95-2, apresentou um aumento da atividade metabdlica em relagao as
populagdes aderentes, independente da concentragio e do tempo de incubagao, o que sugere que esta
populagdo de (SC do endométrio apresenta resisténcia ao tratamento com carboplatina. As esferas obtidas
da linha ECC-1, ndo apresentaram diferencas significativas de atividade metabolica em relagdo a linha
parental, quando submetidas a carboplatina. Diversos mecanismos intracelulares foram descritos para
descrever a resisténcia a carboplatina, mecanismos esses que incluem o aumento da destoxificagdo de
farmacos pelos grupos tiol em metalotioneinas e glutationas, reparagdo e aumento da tolerancia a danos
no niicleo, que resultam numa redugao concomitante no processo apoptdtico e na acumulagao de carboplatina
intracelular (De Sousa, Wlodarczyk e Monteiro, 2014).

0 sistema de reparagao de incompatibilidade de DNA é um importante mecanismo de replicagao que
evita erros causados por mutagdes. Este sistema de reparagdo baseia-se no reconhecimento da deformagao
do DNA causada pela presenca de 6-tioguanina e adutos produzidos pela carboplatina, que gera um sinal
de lesdo que pode contribuir para o inicio da apoptose. A perda deste mecanismo de reparagao pode causar
resisténcia a carboplatina devido a incapacidade de reconhecer o complexo formado pelos adutos de DNA
com farmacos derivados de platina. Estudos relataram que a perda de proteinas deste sistema de reparagao
esta associada a resisténcia a farmacos em tumores do ovario. A metilagdo no promotor MLHI (parte
reguladora de um gene do sistema de reparagao) desempenha um papel importante na resisténcia a

cisplatina em células de cancro do ovario (De Sousa, Wlodarczyk e Monteiro, 2014).
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A reparagao por excisdo de nucledtidos (NER, do inglés Mucleotide excision repair) desempenha um
papel fundamental na mediagdo da resisténcia a farmacos a base de platina. Lesdes que resultam em
alteragdes na estrutura helicoidal do DNA e interferem no mecanismo de replicagdo e transcrigdo sao
reparadas por esta via. Duas importantes moléculas envolvidas na sintese e reparagdo de danos do DNA,
ERCCI (do inglés, Excision repair cross-complementing gene /) e RRMI (do inglés, ribonucleotide reductase
M/), tm sido associadas a eficicia do tratamento com farmacos derivados da platina. O trabalho de
Selvakumaran e colaboradores, revelou que duas linhas celulares de cancro do ovario resistentes @ cisplatina
mostraram um aumento da sensibilidade ao farmaco apds o silenciamento da expressao da proteina ERCCI
através do uso de RNA de interferéncia (De Sousa, Wlodarczyk e Monteiro, 2014; Selvakumaran e al,
2003).

A difusdo passiva simples tem sido descrita como a forma das células tumorais internalizarem os
farmacos derivados da platina. Alguns estudos sugerem que diversos mecanismos de absorcao e efluxo estao
envolvidos neste processo e que alteragoes na regulagao destes transportadores sao responsaveis pela expulsao
dos farmacos em células resistentes (Hall es a/, 2008). Elevados niveis de ATPTA e ATPTB estdo associados
a uma resposta modesta em doentes com cancro do ovario submetidos a tratamento a base de cisplatina
e carboplatina. Um estudo de Li e colaboradores demonstrou que a sobrexpressao de ATPTA em células de
cancro do pulm3o de nao pequenas células confirmou resisténcia a terapéutica com analogos da platina (De
Sousa, Wlodarczyk e Monteiro, 2014; Li er al, 2012).

Na avaliagio da atividade metabolica das populagdes tumorais do endométrio aderentes tratadas com
paclitaxel, observou-se que a sensibilidade ao farmaco aumenta com o aumento do tempo de incubagdo. A
aitotoxicidade do paclitaxel em células tumorais do endométrio foi também estudada por outros autores.
Um estudo anterior, realizado no nosso grupo de investigagao, revelou que a linha celular ECC-1 e as
derivadas aderentes apresentaram sensibilidade ao tratamento com paclitaxel, independentemente da
concentragao de farmaco e do tempo de incubagao estudados (Carvalho, 2015). Gentilin e colaboradores
avaliaram o efeito do paclitaxel nas linhas celulares de cancro do endométrio AN3 CA e HEC-IA. Na linha
AN3 CA, apds 48 e 72 horas de incubagdo, ocorreu uma diminuigao da viabilidade celular de 35% e 52%
em relagdo ao controlo, com as concentragdes 12,5 nM e 3 nM de paclitaxel, respetivamente. Na linha
celular HEC-1A, apds 24 horas, o padlitaxel na concentragdo de 25 nM, reduziu a viabilidade celular em
24% em relagio ao controlo. Para a concentragao de 12,5 nM e apés 48 horas de incubagdo, o decréscimo
da viabilidade celular foi de 32%, e apds 72 horas, na concentragdo de 6 nM, a diminuicao foi de 41%,
relativamente ao controlo (Gentilin e a/, 2017). No trabalho de Byron e colaboradores, a citotoxicidade

do paclitaxel nas linhas celulares de cancro do endométrio, AN3 CA, MFE280, MFE296, HEC-1A, Ishikawa e
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KLE foi avaliada através do ensaio de SRB, durante 72 horas. Os autores relataram valores de IC50 que
variaram entre 2 nM e 38,4 nM, que correspondem a concentragdes relativamente baixas de paclitaxel, o
que revela sensibilidade das células tumorais do endométrio ao farmaco (Byron, Loch e Pollock, 2012). Uma
andlise de microarrays de expressao génica em vinte linhas de cancro do endométrio realizada por Kharma
e colaboradores, para avaliagdo de suscetibilidade destas linhas celulares ao tratamento com paclitaxel,
revelou uma suscetibilidade de sensibilidade elevada das células da linha celular RL95-2 ao farmaco (Kharma
et al, 2013). Noutro estudo, quatro linhas celulares de carcinoma endometrial, HEC-1A, JEC, AN3CA e
Ishikawa, foram utilizadas para o estudo da resisténcia ao paclitaxel. Os valores de IC50 foram determinados
através do ensaio de MTT. Apds exposicao ao padlitaxel durante 24 horas, o 150 das células HEC-IA, JEC,
AN3CA e Ishikawa foi de 19,14%3,16 pg/ml, 10,39+0,55 pg/ml, 6,95+133 pg/ml e 4,15£0,52 pg/ml,
respetivamente, o que revela mais uma vez sensibilidade ao tratamento com paclitaxel (Liu e Li, 2015).

Relativamente a populagao de (SC, ESI RL95-2, quando submetida a tratamento com paclitaxel,
apresentou valores de atividade metabdlica superiores a 80%, em todas as concentragdes e tempos de
incubagdo estudados, sugerindo que as (SC do endométrio apresentam resisténcia ao taxano. A resisténcia
apresentada ao paclitaxel por populagdes com caracteristicas de (SC foi relatada por outros autores. A
avaliagao da atividade metabdlica nas esferas obtidas da linha de carcinoma endometrial ECC-1, ESI ECC-
[, foi estudada anteriormente e obtiveram-se valores superiores a 70%, em todas as concentragdes e tempos
de incubagdo estudados (Carvalho, 2015). Um estudo de Hirst e colaboradores, avaliou a viabilidade celular
de esferoides obtidos das linhas de cancro do ovario, A1847, OVCAR3, OVCAR4 e OVCAR8 e de culturas 2D
destas linhas celulares apos tratamento com paclitaxel. Os resultados revelaram uma maior viabilidade celular
nos esferdides em relagdo as culturas 2D, para todas as linhas celulares e em todas as concentragdes
estudadas (Hirst er a/, 2018). Uma populagao de (SC do ovario, denominada A2780 (SLC, submetida a
tratamento com padlitaxel, apresentou um valor de viabilidade celular superior a 75% comparativamente
com a populagao nao submetida a tratamento (Togashi er al, 2018).

Muitos estudos investigaram os mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia ao paclitaxel em
células neoplasicas. 0 aumento da expressao da integrina B-1 ou aumento da adesdo de células cancerigenas
a matrizes extracelulares, alteragdes morfoldgicas nas células cancerigenas em proliferagao, expressoes
aumentadas de BCL-2 ou BCL-XL, a instabilidade cromossomica, o aumento da expressao de MDR-1 ou da
enzima ALDH s3ao mecanismos de resisténcia descritos, associados ao paclitaxel (Tanaka, Toujima e Tanaka,
2012). Alguns estudos, indicam que a ALDHIAI esta envolvida na biologia das (SC, na diferenciagao celular
e que desempenha um papel na resisténcia a quimioterapia (Januchowski, Wojtowicz e ZIabel, 2013;

Januchowski ef al, 2016a). Num estudo de protedmica, realizado na linha celular de cancro do pulmao
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A549, resistente ao paclitaxel, denominada de A549-Taxol, revelou que a ALDHI era uma das proteinas
sobrexpressas (Januchowski ef af, 2016a). A expressao de ALDHI também foi relatada em cancros do ovario
e mama. A expressdo de ALDHIAI apresentada por linhas de cancro do ovério, foi correlacionada com a
resisténcia ao paclitaxel. Croker e colegas, isolaram células que apresentaram sobrexpressao de ALDH, das
linhas celulares de cancro da mama MDA-MB-231 e MDA-MB-468, que resistiram significativamente ao
tratamento com paclitaxel, comparativamente com células que apresentaram baixa expressao de ALDH (Croker
e Allan, 2012; Januchowski ef a/, 2016a).

A atividade metabolica da populagdo de C(SC do endométrio, quando submetida a doxorrubicina,
aumenta significativamente na dependéncia do aumento da concentragao e do tempo de incubagdo do
farmaco, nomeadamente nas concentragdes de 0,3 e 7,3 pM, as 48 e 72 horas e em todos os tempos de
incubagdo, respetivamente. Relativamente as derivadas aderentes diferenciadas, apresentam uma diminuicao
significativa da atividade metabdlica quando submetidas a 0,3 e 7,3 pM de doxorrubicina, as 72 horas de
incubagdo. A resposta a terapéutica, das populagoes tumorais do endométrio a doxorrubicina foi relatada
por outros autores. Gentilin e colaboradores avaliaram os efeitos da doxorrubicina na viabilidade celular das
linhas celulares de cancro do endométrio, AN3 CA e HEC-1A, as 24, 48 e 72 horas de incubagdo. Na linha
AN3 CA, apds 24 horas, a doxorrubicina reduziu significativamente a viabilidade celular, com a concentragao
de 1,25 pM, em cerca de 38% em relagdo ao controlo. Apés 48 e 72 horas de incubagdo, a viabilidade
celular foi reduzida significativamente, na concentragao de 0,5 pM, em 47% e 59% em relagao ao controlo,
respetivamente. Nas células HEC-IA, apos 24 horas, a doxorrubicina reduziu significativamente a viabilidade
celular em 11%, quando as células foram tratadas com 2,5 pM, em relagio ao controlo. Apds 48 horas,
ocorreu igualmente uma redugao significativa da viabilidade celular, na concentragao de 0,5 pM, em 21%
e de 10% na concentragao de 0,1 pM apds 72 horas, em relagao ao controlo (Gentilin e al, 2017).
Noutro estudo nas linhas celulares Ishikawa, RL95-2 e KLE, a doxorrubicina reduziu a viabilidade celular de
forma dependente da concentragdo do farmaco (Chitcholtan, Sykes e Evans, 2012). Estes dados mostram
que a doxorrubicina é um farmaco capaz de reduzir a viabilidade celular de células tumorais do endométrio,
de forma dependente da concentragao e do tempo de incubagdo utilizados. Num estudo realizado
anteriormente pelo grupo, as esferas da linha de carcinoma endometrial ECC-1, apresentaram um aumento
significativo da atividade metabdlica quando submetidas a doxorrubicina, comparativamente com a linha
parental. As derivadas aderentes, apresentaram maior atividade metabdlica do que as ECC-I, apenas na
concentragao mais elevada e nos tempos de incubagao mais longos (Carvalho, 2015). Num estudo com
esferdides, obtidos das linhas celulares Ishikawa, RL95-2 e KLE, as culturas em monocamada apresentaram

menor viabilidade celular do que os esferoides. A expressdo da superoxido dismutase, uma defesa
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antioxidante, revelou ser superior nos esferdides e foi mantida durante o tratamento com doxorrubicina
(Chitcholtan, Sykes e Evans, 2012).

Alguns mecanismos de resisténcia @ doxorrubicina, associados a células tumorais com propriedades de
(SC, estdo descritos na literatura. Existem evidéncias de que o aumento da expressdo e da atividade da
familia de transportadores ABC, especialmente de ABCG2, se correlacionam com células cancerigenas com
fenétipo estaminal. Num estudo de Haraguchi e colaboradores, em dezasseis linhas celulares de cancro do
sistema gastrico, as populagdes SP apresentaram um efluxo de doxorrubicina, mediado por ABCG2, nas
quinze linhas mais resistentes a este farmaco (Haraguchi ef al, 2006). An e colaboradores, mostraram que
siRNA ABCG2 aumentou a proporgdo de células cancerigenas da tiroide, positivas ao TUNEL, apés exposicao
a doxorrubicina (An e Ongkeko, 2009). A resisténcia ao tratamento anticancerigeno e a repopulagao acelerada
de (S, durante ou apds o tratamento pode ser atribuida a intervengdo de vias, como a AKT. Gagnon e
colegas, estudaram a relagao entre XIAP e AKT, dois fatores antiapoptdticos, e o seu papel na
quimiorresisténcia de células de cancro do endométrio. As células da linha KLE, positivas para P-AKT1/2/3
apresentaram quimiorresisténcia  a doxorrubicina, uma vez que os niveis de XIAP e AKT se mantiveram
estavels na resposta ao tratamento (Gagnon er a/, 2008). Foram descritas outras vias que possam estar
envolvidas na resisténcia a doxorrubicina, como vias de recetores de morte, vias de sinalizagao do marcador
(D40, da IL-6 e de proteinas de fase aguda (Carvalho, 2015).

A avaliagdo dos niveis de caspase 3, das populagdes tumorais do endométrio, quando submetidas a
carboplatina, revelou um aumento significativo nos niveis apresentados pelas derivadas aderentes, em relagao
as Gl controlo. Com este farmaco, a linha celular RL95-2, apresentou um aumento significativo nos niveis
de caspase 3, quando comparados com os niveis apresentados pelas esferas. No tratamento com paclitaxel
e doxorrubicina, ndo se observaram diferencas.

A maioria dos farmacos usados na terapéutica anticancerigena induz morte por apoptose nas células-
alvo, quer pela via extrinseca ou pela via intrinseca (Vermeulen, Van Bockstaele e Berneman, 2005). Os
mecanismos de apoptose sao altamente complexos e envolvem uma cascata de eventos moleculares,
dependentes de energia. As vias de sinalizagdo extrinsecas que iniciam a apoptose, envolvem interagdes
mediadas por recetores transmembranares. Estes envolvem recetores de morte que s3ao membros da
superfamilia do gene do receptor do TNF (do inglés, tumor necrosis factor). Os membros da familia de
recetores de TNF partilham dominios extracelulares ricos em cisteina semelhantes e possuem um dominio
citoplasmatico de cerca de 80 aminoacidos denominado dominio de morte. Este desempenha um papel
critico na transmissao do sinal de morte da superficie celular para as vias de sinalizagao intracelulares. Os

ligandos melhor caracterizados e os correspondentes recetores de morte incluem FasL/FasR, TNF-o/TNFRI,
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Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 e Apo2L/DRS. As vias de sinalizagdo intrinsecas, envolvem um conjunto diversificado
de estimulos, ndo mediados por recetores, que produzem sinais intracelulares que atuam diretamente em
alvos, dentro da célula (Elmore, 2007). A caspase 3 € considerada a mais importante das caspases executoras
e é ativada por qualquer uma das caspases iniciadoras (caspase 8, 9 ou 10). A caspase 3 ativa especificamente
a endonuclease CAD (do inglés, caspase-activated DNase), que em células em proliferagao, é complexado ao
seu inibidor, ICAD. Em células apoptdticas, a caspase 3 ativada cliva a ICAD para libertar DAC, que degrada
o DNA cromossémico dentro dos nicleos e causa condensagdo da cromatina. Esta cascata proteolitica, na
qual uma caspase pode ativar outras caspases, amplifica a via de sinalizagao apoptotica e leva a rapida
morte celular (Elmore, 2007; Savitskaya e Onishchenko, 2015).

Varios autores descreveram um aumento de morte por apoptose de culturas celulares aderentes e
menos evidente em populagdes com propriedades de (SC. Um estudo em cancro do endométrio, uma
populagao (D133 isolada, apresentou um aumento significativo de células apoptoticas quando tratadas com
cisplatina e paclitaxel, comparativamente com uma populagio (DI33" (Rutella er a/, 2009). Agregados
celulares da linha KLE apresentaram menos células apoptoticas do que a linha parental. A apoptose também
foi aumentada em células de Ishikawa, mas nao houve diferencas entre esferdides e monocamadas de células.
Este facto, levou os autores a especular que a compactagao dos esferdides nas células de Ishikawa desempenha
um papel menor na protecdo das células contra a apoptose apds o tratamento com doxorrubicina
(Chitcholtan, Sykes e Evans, 2012).

Outros mecanismos de morte celular, podem estar relacionados com a inexisténcia de diferengas entre
os niveis de caspase 3 das populagoes submetidas a tratamento e populagdes controlo. A necrose era descrita
como um processo nao controlado e passivo, no entanto, recentemente varios dados experimentais
demonstraram que, em condigdes extremas, a necrose pode ser um processo bem regulado, ativado por
estimulos fisiologicos e patoldgicos bastante especificos. Na cascata necrética, o interveniente principal é a
proteina cinase RIPI, que pode ser ativada por diversos estimulos, como TNF, TRAIL, stresse oxidativo ou
danos no DNA (via PARP). A proteina RIP| diretamente (ou indiretamente via outra cinase JNK) efetua uma
transdugdo de sinal para a mitocondria, que resulta em danos especificos, como transigdo de permeabilidade
mitocondrial. O colapso mitocondrial ativa varias proteases, como a calpaina ou a catepsina e fosfolipases
que, eventualmente, levam a destruicao da membrana plasmatica, caracteristica da morte celular por necrose.
A necrose, em contraste com a apoptose, geralmente desencadeia uma forte resposta inflamatoria, que pode
participar na regressao do tumor durante a terapéutica. Por outro lado, a necrose que ocorre
espontaneamente de forma excessiva durante o desenvolvimento tumoral, pode agravar a agressividade

tumoral devido ao papel estimulatério da inflamagao induzida pela necrose (Elmore, 2007; Proskuryakov e
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Gabai, 2010). A ativagdo excessiva de PARP, por exemplo, como resultado de uma forte indugao de quebras
no DNA, foi considerada uma causa para o desencadeamento de um processo de necrose celular, devido &
deplecao de ATP. A deficiéncia de BAX e P53 associada a esta via, nao impede a morte celular. Esta via
pode estar implicada no processo de morte, associada ao tratamento realizado neste estudo, independente
da P53 e da caspase 3 (Proskuryakov e Gabai, 2010).

Os farmacos usados nos regimes de quimioterapia, podem causar danos no DNA de algumas células,
0 que pode levar a morte apoptotica por meio de uma via dependente de P53. A P53 pode ativar proteinas
de reparagao de DNA, regula o ciclo celular no ponto de regulagao GI/S e pode iniciar a apoptose se o
dano no DNA for irreparavel (Elmore, 2007).

A perda de fungdes da P53 do tipo selvagem pode levar a um aumento da quimiorresisténcia. A
mutagao do gene supressor tumoral /P57 é comum no carcinoma endometrial (Chitcholtan, Sykes e Evans,
2012).

Neste trabalho, a expressao de P53 apresentou uma diminuigao significativa na linha celular RL95-2,
quando tratada com carboplatina. N3o se observam diferencas nas esferas nem nas derivadas aderentes.
Uma diminuigdo na expressao de P53, com o tratamento com carboplatina nas derivadas aderentes, pode
ser correlacionada com o aumento dos niveis de caspase 3 obtidos, indicando assim morte por apoptose
desta populagao. Relativamente as esferas, que apresentam resisténcia a terapéutica, os niveis de caspase 3
e de P53 ndo apresentaram diferencas relativamente as populagdes nao tratadas. Neste caso, podemos inferir
que estas populagdes apresentam resisténcia aos mecanismos de morte por apoptose, associados a agao
destes farmacos.

Diferencas de expressao da P53 em culturas diferenciadas e em populagoes de (SC foram descritas
noutros estudos. Num estudo, todas as linhas celulares de cancro do endométrio usadas apresentaram
alteragoes do gene TP53; dele¢do em RL95-2 e mutagdes nas linhas KLE e Ishikawa. A sensibilidade a
doxorrubicina foi marcadamente diferente entre as estruturas tridimensionais e as monocamadas de células
das linhas celulares RL95-2 e KLE. Estas observagdes podem sugerir que a expressao e a funcionalidade da
proteina P53 podem ser distintas em culturas tridimensionais em comparagdo com culturas em monocamada
(Chitcholtan, Sykes e Evans, 2012).

A inativagdo da P53 foi detetada em 30 a 80% dos carcinomas do ovario e 10 a 20% dos carcinomas
do endométrio. 0 SNP no codao 72 do gene /P53 também foi correlacionado com uma menor sobrevivéncia
global e resposta @ quimioterapia adjuvante nos tumores do ovario e do endométrio. Foi demonstrado que,

enquanto a cisplatina aumenta o conteido de P53 em células cancerigenas do ovario quimiossensiveis com
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P53 do tipo selvagem, ndo consegue fazer o mesmo em células quimiorresistentes, por uma P53 mutada
(Chaudhry e Asselin, 2009).

A via da AKT é determinante na resisténcia apresentada pelas células cancerigenas do ovario ao
tratamento com cisplatina, e pode estar relacionada com a regulagio da P53. Um estudo revelou que a
cisplatina induziu uma acumulagao de P53 mitocondrial, a libertagdo mitocondrial de Smac, de citocromo
¢, de HTR/Omi e apoptose em células de cancro do ovario quimiossensiveis, mas nao em células resistentes.
A via da AKT atenuou a acumulagao de P53 mitocondrial e a libertagdo de Smac/citocromo ¢/Omi e conferiu
resisténcia. A inibigdo da AKT facilitou a libertagdo de Smac e sensibilizou as células quimiorresistentes a
cisplatina, de uma maneira dependente de P53. Estes resultados sugerem que a AKT confere resisténcia, em
parte, modulando a agao direcionada da P53 na via de morte mitocondrial dependente de caspases (Yang
et al, 2006).

A expressao da ALDH na linha RL95-2 apresentou uma diminuigao significativa quando tratada com
paclitaxel e doxorrubicina e nas derivadas aderentes, quando tratadas com carboplatina. Nas esferas, nao
se observaram diferencas.

A existéncia (SC, € considerada uma das principais razdes para a resisténcia @ quimioterapia, e é-lhes
atribuida responsabilidade pelos modestos resultados clinicos. Foi demonstrado que as CSC permanecem num
estado de quiescéncia e que apresentam resisténcia aos farmacos anticancerigenos que tém como alvo células
com um ciclo celular ativo. A quimiorresisténcia apresentada pelas células com propriedades de CSC do
endométrio foi associada a marcadores de (SC, como a ALDH (Ran, Zhou e Ihang, 2017). A ativagao das
vias de pro-sobrevivéncia da autofagia é um mecanismo de resisténcia a varias terapéuticas, incluindo a
quimioterapia, com taxanos e derivados da platina em varios tumores humanos. A autofagia parece estar
relacionada a expressao da ALDHI no cancro da mama e é fundamental para a tumorigénese em ambiente
hipoxico. A autofagia esta envolvida no crescimento do tumor endometrial e na resisténcia a cisplatina, e
a inibigdo da autofagia aumenta a sensibilidade das células do carcinoma endometrial ao paclitaxel. Um
estudo de Ran e colegas, revelou que o miR-218 inibiu a autofagia mediada por HMGBI em células de
carcinoma endometrial durante a quimioterapia. Estes resultados sugerem que a autofagia estd intimamente
relacionada a quimiossensibilidade no cancro endometrial (Ran, Zhou e Zhang, 2017). No nosso estudo, nao
se observou variagdo da expressdo da ALDH apesar da resisténcia apresentada pelas esferas no estudo de
citotoxicidade. A avaliagdo da expressao da enzima foi realizada apos 24 horas de incubagdo com os
citostaticos, que podera corresponder a uma fase inicial de stemness.

Neste estudo, os danos no DNA provocados pelos farmacos usados na quimioterapia no tratamento do

cancro do endométrio, foram avaliados através do ensaio cometa. Esta técnica permite a detecao de danos
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em cadeias simples e em cadeias duplas de DNA (Apostolou es a/, 2014). As populagdes tumorais do
endométrio, quando tratadas com carboplatina, apresentaram menor formagao de cometas, comparativamente
com as populagdes tratadas com paclitaxel e doxorrubicina. A linha celular RL95-2, foi a populagio que
apresentou um momento de cauda mais elevado.

Esta documentado que a maioria dos farmacos anticancerigenos causa a morte das células tumorais,
pela indugao de danos irreparaveis no DNA e que, em dltima instancia, desencadeiam a apoptose (Chaudhry
e Asselin, 2009). A ligagdo entre a carboplatina e o DNA, pode produzir lesdes através da ligagao cruzada
intra e intercadeias. Este mecanismo & descrito como o mais citotoxico, pois inibe o processo de replicagao
do DNA, provoca alteragdes que geram erros de replicagdo, acumulagdo de células na fase G2/M do ciclo
celular e induz apoptose (De Sousa, Wlodarczyk e Monteiro, 2014). Estudos sugerem que a apoptose pode
ser 0 mecanismo de morte induzida pela cisplatina e que os efeitos no DNA estao associados a expressao
de genes de morte especificos e a regulagao negativa de homologos de sobrevivéncia (Chaudhry e Asselin,
2009). Outros autores avaliaram os danos no DNA causados pela carboplatina em populagdes tumorais. Num
estudo anterior realizado pelo nosso grupo, a linha ECC-I, esferas e derivadas aderentes foram submetidas
a tratamento com carboplatina durante 24 horas. O estudo revelou que se formaram poucos cometas em
todas as populagdes e que a mais afetada foi a populagao das derivadas aderentes (Carvalho, 2015). Num
estudo em células tumorais do ovario, foi avaliada a genotoxicidade da carboplatina apés 24 horas de
tratamento. A carboplatina induziu 60% de danos no DNA, em relagio a totalidade das células que
corresponde a 100% (Unger e al, 2009). Foi demonstrado que o resultado clinico de doentes com
carcinoma do ovario esta correlacionado com a expressao de ATPases transportadoras de cobre e de Pg-P,
ambas responsaveis pela captacdo de platina (Unger er al, 2009). Estes resultados reforam a
heterogeneidade tumoral e como a eficacia de um farmaco varia em cada linha celular (Apostolou ef a/,
2014).

Quando submetidas ao paclitaxel, as populagdes tumorais do endométrio formaram cometas e as
derivadas aderentes foram a populagao que apresentou um maior nimero de células acima do valor de
P90. 0 mecanismo de atuagdo do paclitaxel ocorre através da ligagdo a P-tubulina e na inibigao da
despolimerizagao dos microtibulos (Koshiyama ez a/, 2006; Tanaka, Toujima e Tanaka, 2012; Liu e Li,
2015). A falha na separagao dos microtibulos durante a fase G2/M bloqueia a mitose celular, que resulta
em apoptose (Xu ef a/, 2011). A indugdo de genes moduladores apoptdticos pelo paclitaxel parece ser
independente da estabilizagao dos microtdbulos. Esta indugdo pode ocorrer devido @ modulagao da transcrigao
de proteinas de resposta aos danos no DNA, citocinas ou proteinas envolvidas no controlo da proliferagao

celular, apoptose e inflamagao. O efeito apoptdtico do paclitaxel depende da concentragdo e duragao da
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exposicao. Dois mecanismos diferentes de apoptose foram propostos, dependentes da concentragao de
paclitaxel. Numa concentragao superior a 9 nM, o paclitaxel induz a ativagao de RAF-1, que é responsavel
pelo controlo apoptotico. Em concentragdes menores ou iguais a 9 nM, ha auséncia de envolvimento da
cinase RAF-1, mas a indugao da apoptose ainda ocorre sob a influéncia da P53 e P21. Uma das vias de
indugdo de apoptose é via da MAPK, que resulta em desfosforilagao da proteina proapoptotica BAD e BAX,
fosforilagdo da BCL-2 e inducdo de apoptose. Alteragdes que ocorrem nestas vias sao responsaveis pelo
desenvolvimento de resisténcia ao paclitaxel (Kampan er a/, 2015). Um estudo realizado no nosso grupo
com a linha ECC-I, também avaliou os danos no DNA provocados pelo paclitaxel nas populagGes tumorais
do endométrio. As esferas de ECC-1, apresentaram o menor valor de momento de cauda em comparagao
com a linha parental ECC-1 e as derivadas aderentes (Carvalho, 2015).

As trés populagdes tumorais do endométrio utilizadas neste estudo, apresentaram um aumento
significativo do momento da cauda, quando tratadas com doxorrubicina, comparativamente com as populagdes
tratadas com carboplatina e paclitaxel, bem como com as populagdes nao tratadas. Estao descritos dois
mecanismos propostos pelos quais a doxorrubicina atua nas células cancerigenas. O primeiro mecanismo
consiste na intercalagao no DNA e na interrupgao da sua reparagao mediada pela topoisomerase I, enquanto
que o segundo mecanismo descrito compreende a geragdo de radicais livres e consequentes danos nas
membranas celulares, no DNA e nas proteinas (Thorn ef a/, 2011). No entanto, 0 mecanismo pelo qual a
doxorrubicina induz quebras nas duplas cadeias de DNA, mediadas pela topoisomerase II, ndo explica
completamente o amplo espectro de citotoxicidade que a doxorrubicina exibe. Varios outros mecanismos de
acao tém sido sugeridos como vias de morte celular induzida pelo farmaco, incluindo inibigo da sintese de
DNA e RNA e formagao de adutos no DNA mediados por formaldeido. Nenhum destes modos alternativos
de morte celular foi previamente demonstrado ser independente dos efeitos celulares mediados pela
topoisomerase Il (Swift ef a/, 2006). A sensibilidade das células tumorais a doxorrubicina foi relatada por
outros autores. Num estudo com cancro da mama e colorretal, as linhas MCF7, MDA-MB-231 e T47D bem
como as linhas de cancro colorretal, HT-116, HTS5 e HCT-65 foram afetadas pela doxorrubicina (Apostolou
et al, 2014). Noutro estudo com as linhas celulares MCF7 e A549, a doxorrubicina induziu danos no DNA
dependentes da concentragao utilizada (El-Awady e al, 2016).

A resisténcia das CSC @ quimioterapia foi observada nos estudos de citotoxicidade das populagdes de
esferas do endométrio, que apresentaram maior atividade metabdlica a terapdutica com a carboplatina, ao
paclitaxel e a doxorrubicina em comparagao com as populagdes aderentes. No entanto, nao se observaram

alteragoes na expressao de ALDH e P53 nas populagdes de esferas tratadas, em relagao as populagdes
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controlo. O tratamento com carboplatina e doxorrubicina foi significativamente mais genotoxico nas

populagdes aderentes em relagdo as populagdes de CSC.
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Parte Il — Estudo translacional

Descrigdo das caracteristicas clinicas e patoldgicas das doentes

No estudo translacional foram selecionadas amostras tumorais do endométrio, nomeadamente as TE-

9, -10, -12, -13, -14, -16 e -17. As caracteristicas clinicas e patoldgicas destas

resumidas na Tabela 6.

Tabela 6 — Caracteristicas clinicas e patoldgicas das doentes.

doentes encontram-se

Caracteristicas
TE9 TEI0 TEI2 TEI3 TE 14 TEIS TEl6  TEIT
histopatoldgicas
Idade do diagnéstico 83 80 86 59 64 19 68 62
Tipo histologico AE AE AE AE AE AE (s AE
Grau I 2 I I I 3 - I
Estadiamento cirirgico Ib la Ib Illa Ib la la la
Legenda: AE — adenocarcinoma endometrioide; (S — carcinoma seroso.
Os resultados da avaliagdo da expressao de marcadores associados a propriedades de C(SC nestas
amostras tumorais do endométrio estao descritos na Tabela 7.
A expressao da ALDH na amostra TE-9 foi focal, na TE-16 apresentou uma expressao difusa e na TE-
[7 apresentou uma marcagdo intermédia. Relativamente a marcagdo da [-catenina, esta foi positiva em
todas as amostras do endométrio. A expressao de (DI33, um marcador membranar, revelou ser positiva
em todas as amostras, a excecao da amostra TE-17 que apresentou marcagao intermédia.
Tabela 7 — Expresso de marcadores associados a fendtipo de CSC nas amostras tumorais do endométrio.
TE-9 TE-10 TE-12 TE-13 TE-14 TE-16 TE-17
ALDH Focal - - - - Difusa Intermédia
[-catenina | Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
(D133 Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva | Intermédia

- nao avaliado por amostra insuficiente.
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Caracterizagdo das (SC do endométrio

Do isolamento celular, realizado nas amostras endometriais TE-15 e TE-16, obtiveram-se culturas

primarias de explantes, representadas na Figura 37.

Figura 37 - Imagens das culturas primarias de explantes obtidas das amostras TE-I5 (imagem A esquerda) e TE-16 (imagem 2
direita). As imagens foram obtidas com uma ampliagao de [00x.

Do protocolo de formagao de esferas realizado com as células provenientes do isolamento das amostras

TE-15 e TE-16, obtiveram-se as populagdes de esferas ESI TE-15 e ESI TE-16, representadas na Figura 38.

03

|

Figura 38 - Populagdes de esferas, obtidas das amostras TE-15 (imagem a esquerda) e TE-16 (imagem & direita), apés 5 dias
de protocolo de formagdo de esferas. As imagens foram obtidas com uma ampliagao de 400x e 200x, respetivamente.

As esferas obtidas das amostras humanas tumorais do endométrio, apresentaram uma estrutura esférica
com contorno levemente irregular, mais evidenciadas nas esferas ESI TE-16, com variagago no tamanho e

densidade.

Inibicdo da ALDH

Nas esferas obtidas da TE-15, com e sem influéncia de DEAB, avaliou-se a capacidade de autorrenovagao
e a area de projegdo. Os resultados obtidos estao representados na Figura 39 e na Figura 40, respetivamente.

As esferas da TE-15, apresentaram uma capacidade de autorrenovagao de 40,00% e, quando submetidas

ao DEAB, apresentaram uma capacidade de autorrenovagao de 20,00%.
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50

Autorrenovagio (%)

ESI TE-15 ESI TE-15 DEAB

Figura 39 - Capacidade de autorrenovagdo de esferas, ESI TE-15, também sob a influéncia de DEAB.

A projecdo das esferas de TE-I5 apresentaram uma area média de 1,38x10°+1,40xI0 pixéis

(p<0,001) inferior a 4rea das ESI TE sem tratamento, que apresentaram um valor de 2,72x10°+2,52xI0*

pixéis.

4.0 10° =

I w*kk I

3.0 10°

2.0 10° 1

Area de Projecdo (Pixeis)

1.0 10° 4

ESI TE-15 ES| TE-15 DEAB

Figura 40 - Area média ocupada pelas esferas, ESI TE-15, também sob influéncia do inibidor DEAB. Os resultados apresentados

exprimem a média do nimero de pixéis e o erro padrdo de pelo menos 27 imagens por cada condigdo obtidas num ensaio. A
significncia estatistica esta representada com *** para p <0,001.

Imagens das esferas de TE-15, representativas das fotografias utilizadas na quantificagdo da area de

projecdo, estdo representadas na Figura 41.

Figura 41 - Imagens das esferas, ESI TE I5, representativas das fotografias obtidas para quantificagdo da area ocupada pelas
esferas. As imagens foram obtidas com uma ampliagdo de 200x.
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Resposta personalizada a quimioterapia

No estudo da resposta personalizada a terapéutica foram incluidas as amostras tumorais do endométrio
TE-13, TE-16 e TE-17. Na Tabela 8, estdo descritos os resultados obtidos com a avaliagdo dos marcadores
de CSC, ALDH, [B-catenina e (D133, analisados nas secgdes tumorais do endométrio submetidas aos citostaticos

usados na pratica clinica no tratamento do cancro do endométrio.

Tabela 8 — Expressao de marcadores de CSC nas amostras tumorais do endométrio submetidas a terapdutica com carboplatina,
paclitaxel e doxorrubicina durante 24 horas.

TE-13 TE-16 TE-17
W
Controlo Focal Difusa Intermédia

Carboplatina Focal Focal -
Paclitaxel Focal Difusa Fraca
Doxorrubicina Focal Difusa -
I S
Controlo Positiva Positiva Positiva
(arboplatina Positiva Positiva Positiva
Paclitaxel Positiva Positiva Positiva
Doxorrubicina Positiva Positiva Positiva
s
Controlo Positiva Positiva Mediana
(arboplatina Positiva Positiva Sobrexpressao
Paclitaxel Positiva Positiva Sobrexpressao
Doxorrubicina Positiva Positiva Sobrexpressao

- nao avaliado por amostra insuficiente

A marcagao da ALDH na amostra TE-I3 apresentou uma expressao focal em todas as condigdes em
estudo. Na amostra TE-16, todas as secgOes apresentaram uma expressao difusa a excecdo da secqao tratada
com doxorrubicina que apresentou uma expressao focal. A expressao na secgdo controlo da TE-I7 apresentou

um perfil intermédio e a seccao submetida a doxorrubicina apresentou fraca expressao.
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Nas amostras TE-13 e TE-16, a expressao de CDI33 foi positiva em todas as condigdes estudadas. Na
TE-17, a secgdo controlo apresentou uma expressao mediana, enquanto que as seccdes tratadas apresentaram
sobrexpressao do (DI33.

A avaliagdo da expressao da [3-catenina nao apresentou diferengas.

Na Figura 42 estd representada a expressao dos marcadores de (SC nas amostras tumorais do

endométrio.

[B-catenina i%

(D133

Figura 42 - Representagdo da expressao dos marcadores de CSC nas secdes tumorais do endométrio. Na marcagdo da expressao
da ALDH, o painel A é referente a expresso focal apresentada na seccdo controlo da amostra TE-I3, o painel B é referente a
expressdo difusa apresentada pela seccdo controlo da TE-16. Na marcagao da expressao da (B-catenina, o painel A é referente a
expressao positiva apresentada na secgdo controlo da amostra TE-16, o painel B é referente a expressdo positiva apresentada
pela seccdo tratada com carboplatina da TE-17. Na marcagdo da expressdo do (D133, o painel A & referente a expressdo positiva
apresentada na secgao controlo da amostra TE-13, o painel B é referente @ expressdo positiva apresentada pela secgdo controlo
da TE-16. As imagens foram obtidas com uma ampliagdo de 200x.

Na Tabela 9, estao apresentados os resultados obtidos com a avaliagdo dos marcadores associados a
morte celular, P53, caspase 3 e o indicador de proliferagao Kié7 avaliadas nas secgdes tumorais de doentes
com cancro do endométrio.

A marcagao de P53 nas secoes da TE-13 tratadas com carboplatina e com doxorrubicina apresentou
uma expressao inferior a 5%. Quando submetida a tratamento com paclitaxel, a TE-13 ndo apresentou
expressao de P53, assim como a amostra nao submetida ao citostatico. A amostra TE-16 ndo apresentou
expressao desta proteina. Relativamente a amostra TE-17, a seccdo ndo tratada apresentou uma expressao
de P53 inferior a 50%, a secqdo tratada com carboplatina nao apresentou expressao e quando submetida

ao paditaxel, apresentou uma expressao inferior a 5%.

131



Células Estaminais do Cancro do Endométrio: a chave para o tratamento personalizado?

Nas amostras tumorais do endométrio TE-16 e TE-17, a expressao da caspase 3 foi positiva, a excecao
da amostra TE-16 quando submetida & carboplatina e a seccao da amostra TE-17 sob paclitaxel.

0 indice de proliferagao, avaliado nas amostras tumorais através do marcador Ki67, na amostra TE-
I3 apresentou valores de 30% nas secgdes controlo e tratada com doxorrubicina, 40% com o tratamento
com carboplatina e 60% quando submetida ao paclitaxel. A amostra TE-16, apresentou indices proliferativos
de 60% na seccao controlo e submetida a carboplatina, de 50% com o tratamento com doxorrubicina e

de 70% quando tratada com paclitaxel.

Tabela 9 - Expressao de proteinas associadas a morte celular e do indicador de proliferagdo Ki67 nas amostras tumorais do
endométrio submetidas a teraputica com carboplatina, paclitaxel e doxorrubicina durante 24 horas.

TE-13 TE-16 TE-17
Controlo " Negatva | Negatva | <50% |
Carboplatina < 5% Negativa Negativa
Paclitaxel Negativa Negativa < 5%
Doxorrubicina < 5% Negativa -
I N
Controlo - Pesitva | Positva |
(arboplatina - Intermédia Positiva
Paclitaxel - Positiva Intermédia
Doxorrubicina - Positiva Positiva
I O
Controlo 30% 60% -
Carboplatina 40% 60% -
Paclitaxel 60% 10% -
Doxorrubicina 30% 50% -

- ndo avaliada por amostra insuficiente

Na Figura 43 estd representada a expressao dos marcadores de (SC nas amostras tumorais do

endométrio.
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Caspase 3

Ki67

Figura 43 - Representagio da expressdo de proteinas associadas a morte celular e do indicador de proliferagdo nas secgdes
tumorais do endométrio. Na marcagdo da expressdo da P53, o painel A ¢ referente a expressdo negativa apresentada na secgdo
controlo da amostra TE-16, o painel B ¢é referente a expressao negativa apresentada pela secgao tratada com carboplatina da
TE-16. Na marcagdo da expressdo da caspase 3, o painel A é referente a expressdo intermédia apresentada na secgdo tratada
com carboplatina da amostra TE-16, o painel B ¢é referente a expressdo intermédia apresentada pela secgdo tratada com paditaxel
da TE-17. Na marcagao da expressao do Ki67, o painel A é referente a expressao de 30% de proliferagdo celular apresentada
na secgdo controlo da amostra TE-13, o painel B é referente a expressdo de 60% de proliferagdo celular apresentada pela secgdo
controlo da TE-16. As imagens foram obtidas com uma ampliagdo de 200x.

Discussao

Neste estudo foram incluidas amostras de sete doentes que apresentaram histologia de adenocarcinoma
endometrioide e uma doente apresentou carcinoma seroso. Dos sete carcinomas do endométrio do tipo |,
cnco doentes apresentaram tumores de grau |, bem diferenciados, uma doente apresentou tumor
moderadamente diferenciado e outra doente apresentou um tumor indiferenciado, G3. A invasao profunda
do miométrio foi descrita em 4 doentes submetidas ao estadiamento cirirgico.

As CSC podem ser definidas como uma populagao de células tumorigénicas indiferenciadas responsaveis
pela iniciagdo, manutengao e disseminagao do tumor. Estas populagdes apresentam um potencial ilimitado
de proliferagao, de capacidade de autorrenovagao e de capacidade para gerar uma populagdo de células
mais diferenciadas que irao constituir a maior populagao tumoral. As populagdes de (SC foram isoladas em
varios tipos de tumores solidos e expandidas /7 witro, como esferas tumorais denominadas de tumorosferas
(Rutella ez af, 2009; Sun ef al, 2017). Neste trabalho foi possivel a obtencao de populagoes de esferas a
partir de amostras tumorais do endométrio, com capacidade de autorrenovagao. Apds otimizagao do

procedimento, as populagoes de CSC obtidas através do protocolo de formagdo de esferas, das amostras TE-
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[5 e TE-16, permitiram obter células provenientes de um adenocarcinoma endometrioide e de um carcinoma
seroso, respetivamente. Estes resultados podem indicar a existéncia de populagdes celulares com propriedades
de CSC nos diferentes tipos histoldgicos do cancro do endométrio. A obtencao de populagdes de CSC foi
relatada num estudo de Hubbard e colegas que, demonstraram que uma pequena populagao de células com
capacidade clonogénica, isoladas de tecidos de doentes com cancro do endométrio, apresentavam capacidade
de autorrenovagdo, de diferenciagdo e de tumorigénese (Sun ez af, 2017; Hubbard er a/, 2009). Rutella e
colaboradores também avaliaram a capacidade de autorrenovagdo em células individuais obtidas de esferas
de doentes com cancro do endométrio. Apds cinco semanas de culturas, as esferas tumorais primarias foram
observadas em 5 dos 15 tumores estudados (Rutella ez a/, 2009). O estudo desta populagdo podera permitir
um aprofundamento do conhecimento acerca desta populagao implicada na evolugao natural da neoplasia e
ser alicerce para correlagdo com fatores de progndstico e de resposta ao tratamento.

A avaliagdo da capacidade de autorrenovagdo e area de projecao das esferas do endométrio, sob a
influéncia de DEAB, apresentou uma diminuicao na capacidade de autorrenovagao e nas dimensdes da area
das esferas, em comparagao com as populagdes nao tratadas. Resultados semelhantes foram obtidos nos
nossos estudos com esferas provenientes de linhas celulares do cancro do endométrio, descritos na Parte .
Num estudo de Flahaut e colaboradores, foi avaliada a capacidade de autorrenovagao e a eficiénca
clonogénica de neuroesferas provenientes de uma amostra de um doente com neuroblastoma, sob influéncia
de DEAB. A inibigao especifica da atividade da ALDH pelo DEAB, resultou numa redugdo significativa da
eficiéncia clonogénica e do potencial de autorrenovagao das neuroesferas (Flahaut ef a/, 2016). Estes dados
permitiram colocar a hipétese de que o inibidor da ALDH apresenta a capacidade de modular a proliferagao
das células com propriedades de (SC.

A avaliagdo da expressao da ALDH nas amostras tumorais do endométrio, revelou que tumores
endometrioides de baixo grau, apresentam um perfil de expressao focal ou intermédia desta enzima. A
expressao apresentada pelo carcinoma seroso foi difusa. Com base nos critérios de Jiang e colaboradores,
casos que apresentem uma expressao superior a 0% de células positivas para ALDHI foram consideradas
como ALDHI™. Um estudo de Rahadiani e colegas mostrou que um elevado nivel de expressao de ALDHI
foi correlacionado com invasao linfatica, resisténcia a quimioterapia, recidiva e progndstico das doentes.
Doentes com maior expressao de ALDHI apresentaram pior progndstico do que as que apresentaram com
menor expressao, e elevada expressao de ALDHI foi um fator independente de mau progndstico. A expressao
difusa da ALDHI foi encontrada em alguns casos clinicos de adenocarcinoma endometrioide (Rahadiani ef
al, 2011). 0 tratamento com citostaticos, induziu alteragdes na expressao da ALDH pelo carcinoma seroso,

que apresentou expressao focal nas seccdes tratadas com carboplatina, paclitaxel e doxorrubicina. A TE-17,
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que corresponde a um adenocarcinoma endometrioide de estagio inicial com estadiamento cirdrgico la,
apresentou fraca expressao. Estes dados podem ser indicativos de da possibilidade de estratificacdo
individualizada da resposta aos farmacos. No entanto, a expressao da ALDH parece depender do tipo
histologico do tumor e da diferenciagdo que apresenta. Deste modo, tumores mais agressivos tendem a
expressar de forma mais intensa este marcador de CSC.

A P-catenina, codificada pelo gene (7WNB/, é uma proteina de juncdo aderente produzida
constitutivamente que mantém a polaridade celular através da interagdo com a E-caderina na membrana
celular. No citoplasma, a [B-catenina livre interage com a proteina APC e pode funcionar como um fator de
transcrigao (Prat ef al, 2007). Outro estudo descreve que os tumores endometrioides que apresentam
mutagoes na [3-catenina, s3o maioritariamente tumores em estidio inicial associados a um progndstico
favoravel (Prat er al, 2007). No nosso estudo, ndo se observaram diferencas na expressdo deste marcador
entre cada tipo histoldgico do tumor, entre estadiamento cirirgico ou entre as diferentes condigdes de
tratamento em estudo. Estes resultados permitem colocar a hipotese de que a expressao deste marcador
nao se correlaciona nem com o tipo de tumor nem com a resposta a terapéutica.

A expressao membranar de (D133 nas amostras tumorais do endométrio foi positiva em todas as
amostras estudadas, a excecao da amostra TE-17 que apresentou uma expressao intermédia. A inexisténcia
de invasao profunda do miométrio e o facto de se tratar de um tumor de bem diferenciado pode explicar
a menor expressao deste marcador, comparativamente a outras amostras estudadas. Neste estudo, a expressao
de CDI33 na amostra TE-17, um adenocarcinoma endometrioide de grau | em estadio inicial, apresentou
sobrexpressao de marcador apos tratamento com os trés farmacos em estudo. O mesmo cenario foi observado
no estudo de Rutella e colaboradores, em que o CDI33 foi preferencialmente expresso por tumores em
estadios iniciais, sem a presenca de metastases nos ganglios linfaticos. Neste caso, estes dados podem indicar
que as células cancerigenas que expressam CDI33 apresentam um maior potencial para erradicar a populagao
de CSC e limitar a recorréncia da doenca neste grupo de doentes (Rutella es a/, 2009).

Em relagdo a expressdo de proteinas associadas a morte celular, como a P53, destaca-se a auséncia
de expressdo no carcinoma seroso, cenario que nao foi alterado pela terapéutica. Nos adenocarcinomas
endometrioides, a expressao foi inferior a 5% ou negativa e no caso da TE-17, a expressdo de P53 na
secgao controlo foi inferior a 50%.

A maioria dos carcinomas endometrioides apresenta uma expressao de P53, do tipo selvagem, com
coloragdo focal e irregular em menos de 50% dos nicleos tumorais. As mutagdes da P53 sdo raramente
identificadas em carcinomas endometrioides de baixo grau e sao ocasionalmente identificadas em carcinomas

de grau intermédio. Recentemente, Kurnit e colegas examinaram 125 casos de carcinomas endometrioides
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de grau | e 2, estagio | e I, por sequenciamento de proxima geragdo, e encontraram mutagdes no /P53,
que estavam presentes em 9% dos casos, por estarem associadas a uma menor sobrevivéncia livre de
doenga. Isto sugere que a “aquisicdo” de-novo de uma mutagdo TP53 num carcinoma endometrioide de
baixo grau associa-se a prognostico desfavoravel. A expressao de P53 esta ausente numa pequena populagao
de carcinomas serosos, associados a uma mutagdo, que resulta numa proteina truncada com uma alteragao
conformacional que ndo é detetavel por anticorpos comercialmente disponiveis (Chiang e Soslow, 2014;
Fadare e Parkash, 2017).

Os niveis de proliferagao apresentados pelo carcinoma seroso, foram mais elevados do que os
apresentados pela TE-13, um adenocarcinoma endometrioide bem diferenciado com invasao profunda do
miométrio. O indice de proliferagdo apresentado pelos carcinomas serosos, quando avaliado pelo Ki67, é
habitualmente elevado (Chiang e Soslow, 2014). O aumento dos indices de proliferago apresentados pelas
secgOes tratadas, pode ser correlacionado com resisténcia a terapéutica.

A expressao de caspase 3 observada nas amostras tratadas e no controlo foi semelhante nos tumores
estudados, o que pode ser indicativo de morte celular independente da via das caspases. Os farmacos usados
na quimioterapia que atuam a nivel do DNA sdo a abordagem mais amplamente utilizada e eficaz para o
tratamento da doenca neoplasica. Uma molécula importante na resposta aos danos no DNA é a PARP, que
¢ ativada por quebras da cadeia de DNA e facilita o acesso das enzimas de reparagao ao DNA danificado.
Embora a inibicao da PARP possa resultar no desenvolvimento tumoral, através da indugao de instabilidade
genomica ou da contribuigao para a morte celular como uma estratégia antitumoral em células sem outros
componentes do reparagao do DNA, a hiperativagao da PARP diminui o NAD citosolico e induz necrose
(Stacey Ricci e Zong, 2006). Neste estudo, este pode ser um dos mecanismos de morte ativados.

Este estudo com amostras de tumores do endométrio, permitiu comprovar que as células tumorais
continuam em proliferagao e que, a viabilidade ndo é comprometida por esta técnica de avaliagao de
resposta a terapéutica. A possibilidade de incluir as secgdes tumorais em blocos de parafina e ser possivel
uma andlise de imunohistoquimica, perspetiva a possibilidade de utilizar esta técnica acessivel e disponivel
no estudo de resposta tumoral. Esta analise, permitiu ainda observar diferengas na expressao de marcadores
de (SC e associados a morte celular, apés teraputica com citostaticos. Esta plataforma pode ser promissora
em prever respostas tumorais e, no futuro, estudar mecanismos de resisténcia particularmente da populagao

de CSC (Gerlach e al, 2014).
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Neste trabalho experimental, a linha celular de cancro do endométrio RL95-2, apresentou capacidade
de formagao de esferas e autorrenovagao e, quando colocadas em condigdes aderentes, apresentaram
capacidade de diferenciago. As esferas de RL95-2 apresentaram um aumento da populagdo (D447/(D24" e
uma tendéncia para elevacao da ALDH, associados a fendtipo de CSC.

A acao do DEAB, inibidor da ALDH, nas populagdes de (SC do endométrio, diminuiu a capacidade de
formagdo de esferas, a autorrenovagdo e a area de projecdo. Ao nivel da expressao de marcadores de CSC,
as esferas de RL95-2 submetidas ao DEAB apresentaram um aumento da expressao de CDI33, no entanto
a populagio (D447/CD24, assim como a expressao da ALDH e da P53, ndo foram influenciadas por este
tratamento. 0 mecanismo de agao do DEAB ainda nao esta esclarecido, mas podera aumentar a sensibilidade
celular ao tratamento com diversos farmacos anticancerigenos, através da regulagao da expressao da P-gp
e da BCRP, proteinas de resisténcia. No entanto podem estar subjacentes outros mecanismos de repressao
que influenciem o fendtipo das CSC.

A resisténcia das (SC a quimioterapia foi observada nos estudos de resposta a terapéutica. As
populagdes de esferas do endométrio apresentaram maior resisténcia a terapéutica com a carboplatina, o
paclitaxel e a doxorrubicina em comparagao com as populagdes aderentes. A linha parental e as derivadas
aderentes com a carboplatina apresentaram uma diminuigdo da expressao de marcadores envolvidos na
apoptose e diminuicao de marcadores de (SC como a ALDH nas populagdes mais diferenciadas. Nas células
tumorais do endométrio o farmaco mais genotoxico foi a doxorrubicina. A carboplatina e a doxorrubicina
foram significativamente mais genotoxicas nas populagdes aderentes em relagao as populagdes de CSC.

No contexto da caracterizagdo da resisténcia a terapéutica apresentada pelas populagdes com
propriedades de CSC, considera-se importante a avaliagao da atividade da ALDH e da expressao de proteinas
envolvidas nos mecanismos de resisténcia, especificamente considerando a influéncia de DEAB. O aumento
da sensibilizagao a terapéutica pelo DEAB, observado em estudos com outros tipos de cancro, constitui uma
motivagao para a continuagao do estudo deste inibidor nas populagdes responsaveis pela resisténcia ao
tratamento. A compreensao do mecanismo de acao de DEAB, sobretudo a influéncia na tumorigénese,
disseminagao e resisténcia, poderia possibilitar a descoberta de alvos moleculares e o desenvolvimento de
terapéuticas dirigidas a vias envolvidas na resisténcia das CSC.

No estudo translacional com as amostras de tumores endometriais humanos, foi possivel otimizar o
protocolo de isolamento de esferas e uma cultura de secgdes tumorais. A expressao de marcadores de (SC
foi mais evidente em tumores com caracteristicas de progndstico mais desfavoravel. A resposta diferencial
destas culturas ao tratamento confirmou a sensibilidade variavel entre individuos e sugere que a resposta a

terapéutica pode ser influenciada pelas populagdes que os constituem.
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No futuro, dada a influéncia que o DEAB apresentou na modulagdo das populagdes de (SC do
endométrio, seria interessante estudar a influéncia na resisténcia a quimioterapia, caracteristica destas
populagdes. O conhecimento do mecanismo de acao deste inibidor poderia ser essencial para a compreensao
da influéncia de DEAB, nas populagdes de CSC. Os resultados obtidos com o estudo da resposta personalizada
a terapéutica, a médio e a longo prazo podem ser correlacionados com a resposta ao tratamento, intervalo

livre de doenca e sobrevivéncia global.
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Figura 8 - Caraterizagdo das células tumorais do endométrio. (A) - Imagem das linhas celulares RL95-2 e
ECC-1, de uma populagao de esferas, ESI RL95-2 e ESI ECC-I, e de uma populagdo derivada aderente
diferenciada, Gl RL95-2 e GI ECC-1. As imagens foram obtidas com uma ampliagao de 100x, em RL95-2
e Gl RL95-2, e com uma ampliagao de 200x, em ESI RL95-2. (B) - Capacidade de formagdo de esferas da
linha RL95-2. Os resultados apresentados representam a média e o erro padrao de pelo menos sete ensaios
independentes. (C) - Capacidade de autorrenovagdo de esferas de RL95-2. Os valores apresentados
representam a média e o erro padro de pelo menos sete ensaios independentes. (D) - Area média ocupada
pelas esferas de RL95-2. Os resultados apresentados exprimem a média do nimero de pixéis e o erro
padrdo de pelo menos 120 imagens por cada condigao obtidas em pelo menos quatro ensaios independentes.
(E) - Tempo de duplicagao apresentado pela linha celular RL95-2 e pelas derivadas aderentes GI RL95-2.
Os valores apresentados exprimem a média e o erro padrdo de trés ensaios. (F) - Percentagem de células
de cada populagdo tumoral do endométrio pelas populages (D44+/CD24-, (D44débil/CD24-,
(D44débil/CD24+ e (D44-/CD24+. Os valores exprimem a médio e o erro padrdo de pelo menos duas
experiéncias independentes em duplicado. (G) - Expressao de (D133 na linha RL95-2, ESI RL95-2 e GI
RL95-2. Os valores apresentados exprimem a média de intensidade de fluorescéncia e o erro padrao de
pelo menos dois ensaios independentes em duplicado. (H) - Histogramas representativos da marcagao de
(D133 nas células RL95-2, ESI RL95-2 e GI RL95-2. As linhas verde, rosa, azul e amarela correspondem
is populagbes (D44°/(D24, (D44**'/(D24, (D44**'/(D24* e (D44/(D24", respetivamente. (I) - Plots
representativos da marcagao de (D44/(D24 nas populagdes tumorais do endométrio de um dos ensaios. 0
codigo de cores, corresponde ao descrito para a secgao H. (J) - Expressao da ALDH na linha celular RL95-
2, nas esferas ES| RL95-2 e nas derivadas aderentes Gl RL95-2. Os valores apresentados correspondem a
razao entre as intensidades de fluorescéncia da ALDH e da [-actina. Os graficos representam a alteragao
relativamente a linha celular RL95-2 (razdo ALDH/actina do controlo igual a ). Os resultados apresentados
correspondem a média e ao erro padrdo de pelo menos dois ensaios independentes. (K) - Expressao da P53
na linha celular RL95-2, nas esferas ES| RL95-2 e nas derivadas aderentes Gl RL95-2. Os valores
apresentados correspondem a razdo entre as intensidades de fluorescéncia da P53 e da [-actina. Os graficos
representam a alteragao relativamente a linha celular RL95-2 (razdo ALDH/actina do controlo igual a I).
Os resultados apresentados correspondem a média e ao erro padrao de pelo menos dois ensaios
independentes. A significncia estatistica esta representada com ** para p <0,010 e * para p <0,050.80
Figura 9 - Avaliagdo da atividade metabdlica das linhas celulares humanas de cancro do endométrio, RL95-

2 e ECC-1, apos 48 horas de incubagdo com o inibidor da ALDH, ATRA. Os resultados apresentados
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correspondem a média e ao erro padrdo de dois ensaios independentes realizados em triplicado. A
significancia estatistica esta representada com * para p <0,05 e *** para p < 0,001 ..coooveveveeeeerrverennns ]
Figura 10 - Avaliagdo da atividade metabdlica das linhas celulares humanas de cancro do endométrio, RL95-
2 ¢ ECC-1, apos 48 horas de incubagdo com o inibidor da ALDH, DEAB. Os valores apresentados correspondem
a média e ao erro padrdo de dois ensaios independentes realizados em triplicado. A significancia estatistica

esta representada com * para p <0,05 e *** para p < 0,001. 82

Figura I - Avaliagdo da atividade metabélica das linhas celulares humanas de cancro do endométrio, RL95-
2 e ECC-1, apos 48 horas de incubagao com o inibidor da ALDH, JQ1I. Os resultados apresentados representam

a média e ao erro padrao de dois ensaios independentes realizados em triplicado. A significincia estatistica

esta representada com * para p <0,05. 83
Figura 12 - Expressdo da ALDH nas linhas celulares RL95-2 e ECCI, apos incubagdo com o inibidor ATRA.
Os resultados sao apresentados sob a forma de razao entre as intensidades de fluorescéncia da ALDH e da
Actina e os graficos representam a alteragdo relativamente a cada linha celular submetida ao solvente do

inibidor (razao ALDH/actina do solvente igual a I). Os valores apresentados sao referentes a pelo menos

dois ensaios independentes. 84
Figura 13 - Expressao da ALDH nas linhas celulares RL95-2 e ECCI, apés incubagao com o inibidor DEAB.
Os resultados sao apresentados sob a forma de razao entre as intensidades de fluorescéncia da ALDH e da
Actina e os graficos representam a alteragdo relativamente a cada linha celular submetida ao solvente do
inibidor (razao ALDH/actina do solvente igual a I). Os resultados apresentados sao referentes a pelo menos
dois ensaios independentes. A significincia estatistica esta representada com * para p <0,05............... 84
Figura 14 - Expressao da ALDH nas linhas celulares RL95-2 e ECCI, apds incubagao com o inibidor JQI. Os
resultados sao apresentados sob a forma de razdo entre as intensidades de fluorescéncia da ALDH e da
Actina e os graficos representam a alteragdo relativamente a cada linha celular submetida ao solvente do
inibidor (razao ALDH/actina do solvente igual a I). Os valores apresentados representam pelo menos dois

ensaios independentes. 85

Figura 15 - Capacidade de formagao de esferas, obtidas através das linhas celulares de cancro do endométrio,
RL95-2 e ECC-I, submetidas ou ndo a agdo do inibidor da ALDH, DEAB. Os resultados apresentados

representam a média e o erro padrdo de pelo menos sete ensaios independentes. A significancia estatistica

esta representada com ** para p <0,010. 86
Figura 16 - Capacidade de autorrenovagdo de esferas, ESI RL95-2 e ESI ECC-1, também sob a influéncia

de DEAB. Os valores apresentados representam a média e o erro padrdo de pelo menos sete ensaios

independentes. 86
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Figura 7 - Imagens das esferas, ESI RL95-2 e ESI ECC-1, representativas das fotografias obtidas para
andlise da area ocupada pelas esferas. As imagens foram obtidas com uma ampliagao de 200x. .............. 81
Figura 18 - Area média ocupada pelas esferas, ESI RL95-2 e ESI ECC-I, também sob influéncia do inibidor
DEAB. Os resultados apresentados exprimem a média do nimero de pixéis e o erro padrdo de pelo menos
120 imagens por cada condigdo obtidas em pelo menos quatro ensaios independentes. A significancia

estatistica estd representada com *** para p <0,001. 81

Figura 19 - Eficiéncia clonogénica apresentadas pelas esferas da linha ECC-I, ESI ECC-I, e das esferas
submetidas ao inibidor DEAB. Os resultados representam a média e o erro padrdo de trés ensaios
independentes realizados em triplicado. A significincia estatistica estd representada com * para p <0,050.
88
Figura 20 - Expressao de (DI33 nas esferas ES| RL95-2 e ESI ECC-I e ESI submetidas ao inibidor DEAB.

Os valores apresentados exprimem a média de intensidade de fluorescéncia e o erro padrao de pelo menos
dois ensaios independes realizados em duplicado. A significincia estatistica esta representada com * para p

<0,050, com ** para p < 0,010 e com *** para p < 0,001. 89

Figura 21 - Histogramas representativos da marcagao de CDI33 nas ESI RL95-2 e ESI ECC-l e ESI
submetidas ao inibidor DEAB num dos ensaios. Nos histogramas, as linhas verde, rosa, azul e amarela
correspondem s populagdes (D447/CD24", (D44**'/(D24", (D44*'/(D24* & (D44/(D24", respetivamente.
90

Figura 22 - Plots representativos da marcagao de (D44/(D24 nas populagoes de (SC do endométrio e sob
a expressao de DEAB num dos ensaios. As linhas verde, rosa, azul e amarela correspondem as populagdes
(D447/(D24,, (D44°"'/(D24", (D44**'/(D24* e (D44/(D24", respetivamente. 90
Figura 23 - Expressdo da ALDH das esferas ESI RL95-2 e ESI ECC-l, submetidas ao inibidor DEAB. Os

resultados apresentados exprimem a razao entre as intensidades de fluorescéncia da ALDH e da P-actina.
Os graficos representam a alteragao relativamente as esferas ESI RL95-2 e ESI ECC-I, ndo submetidas ao
inibidor (razao ALDH/actina do controlo igual a ). Os resultados apresentados correspondem a média e ao
erro padrdo de pelo menos quatro ensaios independentes. 9

Figura 24 - Expressao da P53 das esferas ESI RL95-2 e ESI ECC-I, submetidas ao DEAB. Os resultados

apresentados exprimem a razao entre as intensidades de fluorescéncia da P53 e da B-actina. Os graficos
representam a alteragao relativamente as esferas ES| RL95-2 e ESI ECC-1, ndo submetidas ao inibidor
(razdo ALDH/actina do controlo igual a I). Os valores apresentados correspondem a média e ao erro padrao

de pelo menos trés ensaios independentes. 9
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Figura 25 - Atividade metabolica da linha celular RL95-2, das ESI RL95-2 e das Gl RL95-2 submetidas a
tratamento com carboplatina na concentragao de 200 pM (grafico superior) e de 500 pM (grafico inferior)
durante 24, 48 e T2 horas, obtida através da técnica de Alamar Blue®. Os resultados apresentados
representam a média e o erro padrao de trés ensaios independentes realizados em triplicado................ 102
Figura 26 - Atividade metabdlica da linha celular RL95-2, das ESI RL95-2 e das Gl RL95-2 submetidas a
tratamento com paclitaxel na concentragao de 0,3 M (grafico superior), de 0,6 pM (grafico do meio) e
de 1,2 pM (grafico inferior) durante 24, 48 e T2 horas, obtida através da técnica de Alamar Blue®. Os
resultados apresentados representam a média e o erro padrao de trés ensaios independentes realizados em
triplicado. A significncia estatistica esta representada com * para p <0,050, ** para p < 0,010 e ***
para p <0,001. 103
Figura 27 - Atividade metabolica da linha celular RL95-2, das ESI RL95-2 e das Gl RL95-2 submetidas a

tratamento com doxorrubicina na concentragao de 0,05 pM (grafico superior), de 0,3 pM (grafico do meio)
e de 7,3 pM (grafico inferior) durante 24, 48 e 72 horas, obtida através da técnica de Alamar Blue®. Os

resultados apresentados representam a média e o erro padrao de trés ensaios independentes realizados em

triplicado 105
Figura 28 - Atividade metabdlica da linha celular RL95-2 e das GI RL95-2 apés tratamento com carboplatina
na concentragao de 200 pM (grafico superior) e de 500 pM (grafico inferior) durante 24, 48 e 72 horas,
obtida através do ensaio de MTT. Os valores apresentados representam a média e o erro padrdo de trés

ensaios independentes realizados em triplicado. 106

Figura 29 - Atividade metabdlica da linha celular RL95-2 e das Gl RL95-2 submetidas a tratamento com
paclitaxel na concentragao de 0,3 pM (grafico superior), de 0,6 pM (grafico do meio) e de 1,2 pM (grafico
inferior) durante 24, 48 e 72 horas, obtida através do ensaio de MTT. Os valores apresentados representam
a média e o erro padrao de trés ensaios independentes realizados em triplicado. A significincia estatistica
esta representada com * para p <0,050, ** para p < 0,010 e *** para p <0,001. ......ooeeeereeeerrrrneens 108
Figura 30 - Atividade metabdlica da linha celular RL95-2 e das Gl RL95-2 submetidas a tratamento com
doxorrubicina na concentragao de 0,05 pM (grafico superior), de 0,3 pM (grafico do meio) e de 7,3 pM
(grafico inferior) durante 24, 48 e 72 horas, obtida através do ensaio de MTT. Os valores apresentados
representam a média e o erro padrao de trés ensaios independentes realizados em triplicado................ 109
Figura 31 - Niveis de caspase 3 expressos pelas linhas celulares RL95-2 e ECC-1, ESI RL95-2, ESI ECC-1 e
derivadas aderentes de ambas as linhas celulares apés tratamento com carboplatina. Os resultados sao

apresentados sob a forma de variagdo em relagdo ao controlo (células ndo tratadas), ao qual se considerou
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0 valor de expressao |. Os valores apresentados sao referentes a pelo menos trés experiéncias independentes.
A significancia estatistica esta representada com * para p<0,050 e ** para p<0,010. ......cccceeeeeeeeeeeeee 110
Figura 32 - Niveis de caspase 3 expressos pelas linhas celulares RL95-2 e ECC-I, ESI RL95-2, ESI ECC-I e
derivadas aderentes de ambas as linhas celulares apos tratamento com paclitaxel. Os resultados sao
apresentados sob a forma de variagdo em relagdo ao controlo (células ndo tratadas), a0 qual se considerou
0 valor de expressao |. Os valores apresentados sdo referentes a pelo menos trés experiéncias independentes.

Figura 33 - Niveis de caspase 3 expressos pelas linhas celulares RL95-2 e ECC-I, ESI RL95-2, ESI ECC-I e
derivadas aderentes de ambas as linhas celulares apds tratamento com doxorrubicina. Os resultados sdo
apresentados sob a forma de variagdo em relagdo ao controlo (células nao tratadas), ao qual se considerou
o valor de expressao |. Os valores apresentados sao referentes a pelo menos trés experiéncias independentes.
1
Figura 34 - Expressao de ALDH nas células RL95-2, ESI RL95-2 e GI RL95-2, apés 24 horas de incubagao

com carboplatina, paclitaxel e doxorrubicina. Os resultados sao apresentados sob a forma de razao entre as
intensidades de fluorescéncia da ALDH e da actina. Os graficos representam a alteragao relativamente as
populagdes controlo (razdo ALDH/actina do controlo igual a ). Os valores apresentados exprimem a média
e 0 erro-padrao de pelo menos um ensaio. A significancia estatistica esta representada com * para p<0,050.
112
Figura 35 - Expressao de P53 nas populagdes RL95-2, ESI RL95-2 e GI RL95-2, apos 24 horas de incubagao

com carboplatina, paclitaxel e doxorrubicina. Os resultados sao apresentados sob a forma de razdo entre as
intensidades de fluorescéncia da P53 e da actina. Os graficos representam a alteragdo relativamente as
populagdes controlo (razao P53/actina do controlo igual a I). Os resultados apresentados exprimem a média
e 0 erro-padrao de pelo menos um ensaio. A significancia estatistica esta representada com * para p<0,050.

13

Figura 36 - Imagens representativas dos cometas obtidos nas células RL95-2, ESI RL95-2 e GI RL95-2,
submetidas a tratamento com carboplatina, paclitaxel e doxorrubicina, durante 24 horas. As imagens foram

obtidas com uma ampliagao de 100x. 13

Figura 37 - Imagens das culturas primarias de explantes obtidas das amostras TE-I5 (imagem A esquerda)
e TE-16 (imagem a direita). As imagens foram obtidas com uma ampliagao de [00x. ........ceveereeeneenneee.ee. 128
Figura 38 - Populagdes de esferas, obtidas das amostras TE-15 (imagem a esquerda) e TE-16 (imagem a
direita), apés 5 dias de protocolo de formagdo de esferas. As imagens foram obtidas com uma ampliagao

de 400x e 200x, respetivamente. 128
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Figura 39 - Capacidade de autorrenovagao de esferas, ES| TE-15, também sob a influéncia de DEAB... 129
Figura 40 - Area média ocupada pelas esferas, ESI TE-I5, também sob influéncia do inibidor DEAB. O
resultados apresentados exprimem a média do nimero de pixéis e o erro padrao de pelo menos 27 imagens
por cada condigdo obtidas num ensaio. A significncia estatistica esta representada com *** para p <0,001.

129

Figura 41 - Imagens das esferas, ESI TE 15, representativas das fotografias obtidas para quantificagdo da
area ocupada pelas esferas. As imagens foram obtidas com uma ampliagdo de 200x.........ccoooocccccccreeec. 129
Figura 42 - Representacdo da expressdo dos marcadores de (SC nas seccdes tumorais do endométrio. Na
marcagdo da expressao da ALDH, o painel A é referente a expressdo focal apresentada na secgdo controlo
da amostra TE-13, o painel B & referente a expressao difusa apresentada pela secgao controlo da TE-16.
Na marcagdo da expressao da [3-catenina, o painel A é referente a expressao positiva apresentada na secgdo
controlo da amostra TE-16, o painel B é referente a expressao positiva apresentada pela secgdo tratada
com carboplatina da TE-17. Na marcagao da expressao do CDI33, o painel A é referente a expressao
positiva apresentada na secgao controlo da amostra TE-13, o painel B € referente a expressao positiva
apresentada pela secgdo controlo da TE-16. As imagens foram obtidas com uma ampliagao de 200x.... |31
Figura 43 - Representagdo da expressao de proteinas associadas a morte celular e do indicador de
proliferagao nas secoes tumorais do endométrio. Na marcagao da expressao da P53, o painel A é referente
a expressao negativa apresentada na secgo controlo da amostra TE-16, o painel B € referente a expressao
negativa apresentada pela seccao tratada com carboplatina da TE-16. Na marcagao da expressao da caspase
3, o painel A ¢ referente a expressao intermédia apresentada na secao tratada com carboplatina da amostra
TE-16, o painel B é referente a expressao intermédia apresentada pela seccao tratada com paclitaxel da
TE-17. Na marcagdo da expressao do Ki67, o painel A é referente a expressao de 30% de proliferagao
celular apresentada na secgao controlo da amostra TE-13, o painel B é referente a expressao de 60% de
proliferagao celular apresentada pela seccao controlo da TE-16. As imagens foram obtidas com uma ampliagao

de 200x. 133
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Lista de abreviaturas e simbolos
ABCG2 - A7P-binding cassette sub-family G member 2

AKT - Protein Kinase B

ALDH - Aldehyde dehydrogenase

ATC - Amplitying trafficking cells

ATCC - American Type Culture Collection
ATP - Adenosine triphosphate

ATRA - Acido Trans-Retindico

BAX - Bcl-2-associated X protein

BCA - Bicinchochonic acid

BCL-2 - B-cell lymphoma 2

BCL-XL - B-cell lymphoma - extra large
BCRPI - Breast cancer resistance protemn |
bFGF - Fibroblast growth factor basic
BRCA - breast cancer gene /2

BrdU - bromodeoxyuridine

BSA - Bovine serum albumin

CAD - (Caspase-activated DNase

(D - Cluster of differentiation

CHUC - Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra
(SC - Cancer stem cells

DEAB - Dietilaminobenzaldeido

DMEM - Dulbecco’s Modified Fagle Medium
DMSO - Dimetilsulfoxido

DNA - Deoxyribonuclerc acid

DOC - 2 5-Dimethoxy-4-chloroamphetamine
DTT - Dithiothreito/

EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid

EGF - Epidermal growth factor
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EGFR - Epidermal Growth Factor Receptor

EMT - Epithelial-Mesenchymal Transition

ER - Estrogen receptor

ERCCI - Exaision repair cross-complementing gene |

ES - Fndometrial spheres

FBS - Fetal Bovine Serum

FDA - food and Drug Administration

FIGO - Federagao Internacional de Ginecologia e Obstetricia
GABA - Gamma-aminobutyric acid

GTPase - guanosine triphosphate

HER2/NEU - Auman Epidermal growth factor Receptor 2
HNPCC - Hereditary Non-Polyposis Colorectal (ancer

JAK/STAT - fanus Tyrosine Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription
K-RAS - Airsten rat sarcoma viral oncogene homolog

LRC - Label-Retaining Cells

LRP - Jow density lipoprotein receptor-related protein

MACS - Magnetic Activated Cell Sorting

MAPK/ERK - Mitogen-activated Protein/Extracellular Signal-regulated Kinase
MDR - Multple drug resistance

MLHI - Mutl homolog |

mRNA - messenger ribonucleic acid

MSC - Mesenchymal Stem Cells-like

MSH2 - MutS protein homolog 2

MSH - MutS homolog 6

MSI - Microsatellite instability

mIOR - Mammalian Target of Rapamycin

MTT - brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
NAD(P) - Micotinamide adenine dinucleotide phosphate

NER - Nucleotide excision repair

NF-kB - Nuclear Factor kappa B
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NICD - NOTCH intracellular domain

NRP2 - Neuropilin-2

PARP - Poly (ADP-nibose) Polymerase

PBS - Phosphate buffer saline

PCR - Polymerase chain reaction

PD-1 - Programmed cell death-/

PDGF-RB - platelet derived growth factor receptor-beta
PD-LI - Programmed cell death-ligand |

Pg-P - Glycoprotein P

PI3K/AKT - Phosphatidylinositol-3-kinase/Protein Kinase B

PI3K/AKT/mTOR - Phosphatidylinositol-3-kinase/Protein Kinase B/mammalian Target of Rapamycin

PI3KCA - phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subumit ajpha

PMSF - Phenylmethanesulfonyl! fluoride

POLe - Polymerase epsilon

PR - Progesterone receptor

PTEN - Phosphatase and Tensin Homolog

PVDF - Polyvinylidene difluoride

RAR - recetor de acido retinoico

Rb - Retinoblastoma

RIPA - tampao de radioimunoprecipitagao

ROS - espécies reativas de oxigénio

RPMI - Rooswell Park Memorial Institute 1640 Medium
RRMI - Ribonucleotide reductase M/

RT-PCR - Real Time - Polymerase Chain Reaction
RT-qPCR - Real Time - quantitative Polymerase Chain Reaction
RXR - recetor de retinoide X

SDS - Sodium dodecy! sulfate

SMO - Recetor smoothened

SP - Side population

SSC - Somatic stem cells
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TACE — 7MF-a converting enzyme
TBST - 7Tris-Buffered Saline Tween-20

TE - Tumor endometrial

TGFB - Transforming Growth Factor-8

TIC - tumor initiating cell

INF - Tumor necrosis factor

TRAIL - 7NF-related apoptosis-inducing ligand

VEGF - Vascular Endothelial Growth Factor
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A Comissdo de Etica para a Satide dos Hospitais da Universidade de Coimbra, na sua
reunido do dia 15 de Dezembro de 2005, apés andlise das propostas mencionadas em

epigrafe, deu parecer favordvel as formulagdes de consentimento informado.

Com os nossos melhores cumprimentos.

O PRESIDENTE DA COMISSAO DE ETICA
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Ppef. Deator José Joaquim Sousa Barros
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Consentimento
Para a colheita de tecido fresco e/ou plasma e seu armazenamento

Eu
Tendo em conta os esclarecimentos prestado de acordo com a Lei n® 12/2005
de 26 de Janeiro, autorizo que, nos Servicos de Ginecologia e de Anatomia
Patolégica dos "Hospitais da Universidade de Coimbra" (HUC), seja colhido
tecido fresco do meu organismo e/ou sangue (plasma) e que estes sejam
congelados, por um periodo de vinte anos, contados a partir deste
consentimento. '

Sei que o material colhido serd utilizado com o dnico objectivo de
investigagdo bdsica ou aplicada, sem fins lucrativos; sei que a investigacéio em
Medicina e Biologia Molecular no futuro poderd proporcionar melhores
cuidados de diagndstico ou tratamento a doentes. A investigacdo ndo me traz
directamente quaisquer riscos ou beneficios.

Os responsdveis pelo banco sdo os Servigos de Ginecologia e de Anatomia
Patoldgica dos HUC.

Sei que ndo sofro qualquer dano por dar este consentimento e o material
colhido serd armazenado com garantia de seguranga, garantindo a privacidade
e a confidencialidade das pessoas participantes.

Os resultados obtidos com a investigacdo realizada neste material ndo me
serdo comunicados.

Data / /

A Doente

O Médico

Banco de Tumores: modelo 1
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Consentimento

pirs base de dados pesresin

Eu
tendo em conta os esclarecimentos prestados de acordo com a Lei n°
67/98 de 26 de Outubro, autorizo que, nos Servigos de Ginecologia e de
Anatomia Patoldgica dos "Hospitais da Universidade de Coimbra" (HUC),
construam uma base de dados que tem como (nico objectivo o
armazenamento de informagdo obtida através da investigagdo realizada
com o material bioldgico que anteriormente colheram do meu organismo.
Os dados serdo armazenados pelo periodo correspondente dquela
investigagdo - vinte anos contados a partir daquela recolha. Os dados sdo
recolhidos com o dnico objectivo de servirem a investigagdo bdsica ou
aplicada, sem fins lucrativos, que se pretende realizar, e que no futuro
poderd proporcionar melhores cuidados de diagnéstico ou tratamento a
doentes.

Os dados da minha histéria clinica apenas serdo integrados nesta base,
quando se tornem indispensdveis para esta investigagdo.

Qualquer comunicagdo ou utilizagdo dos meus dados para outras
investigagdes apenas serd realizada, apés completa e irreversivel
anonimizagdo dos dados.

Sei que ndo sofro qualquer dano por dar este consentimento e os dados
serdo conservados com garantia de seguranga da minha privacidade e
confidencialidade.

Sempre que achar conveniente terei direito a solicitar a sua eliminagdo,
nos termos da Lei.

Data / /

A Doente

O Médico

Banco de Tumores: modelo 2
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COMISSAOQ NACIONAL
DEFROTECCACO DEDADNS

Para;
Presidente do Conselho de
Adwministra¢iio do Hospital da
Universidade de Coimbra
Praceta Mata Pinto
3000 - 075 COTMBRA
N/Ref. 02.02
Proc. n. ® 938/2006
Of. no 615\{ 18/09/2007

Assunto: Legalizagiio de tratamentos automatizados de dados pessoais,

Com referéncia ao assunto em cpigrafe, fica(m) V. Exa(s). devidamente
notificado(s) para todo o contelido da Autorizacio desta CNPD n.° 1692/2007, proferida
em 17 de Setembro p. p-. cuja copia se ancxa,

Com os mclhores cumptimentas,
N

A Secretiria da C.N.P.D,

M

4

{1sabel Cristina Cruz)

RC
Rua de Sio Bento, 145 - 3.7 . {200-82] LISBOA — Telefone: 213 928 200 - Liax: 213 976 832
H-mail: gera] @cupd.pr Internet: hitpffwww.enpd.pt
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T COMISSAO NACIONAL

DEFROTECCAQ DE DADOS

Processo n.° 938/06
AUTORIZAGAO N.° [§Gd /2007

Os Hospitais da Universidade de Coimibra, notificou um tratamento de dados pessoais
com a finalidade efectuar estudos cientificos na area da saide.

Os HUC, no ambito da prestacdo de cuidados de saude, possuem material bioldgico e
pretendem constituir um banco de material biclégico com a finalidade de desenvolver
estudos de investigac3o cientifica.

Os dados a recolher s#o: nimero de processo, quatre primeiras iniciais do nome,
servico requisitante, data da colheita & material bioldgico.

A CNPD ja se pronunciou na sua Deliberagdio n.® 227/2007 sobre ¢ enguadramento
legal, os fundamentos de legitimidade, os principios orientadores para o correcto
cumprimento da Lei de Proteccdo de Dados, bem como as condi¢des gerais aplicaveis
a0 tratamento de dados pessoais para a finalidade de estudos cientificos.

No caso em aprego, a notificagéo enquadra-se apenas parcialmente no ambito
tipificado pela referida Deliberacio. De facto, o presente tratamento consiste na
criacfio de um bicbanco com o objective futuro de permitir a realizagio de ostudos de
investigacéo.

Para o processamento da informacBo com vista a criagio e manutencio deste
tratamento de dados, sera necessario obter o consentimento expresso e prévio e
garantir o direito de informacao ao titular.

Assim, mantendo-se a fundamentacio daquela Deliberagfio, importa atender ao
disposto nos artigos 18° e 19° da Lei n.° 12/2005, de 26 de Janeiro, designadamente
no que respeita as exigéncias especificas do conteldo do consentimento ( n.® 5 do
art.e 189,

$¢ nestas condigdes a recolha de dados pessoais sera licita para esta finalidade (art.”
5% n.°1 al. a) e b) da Lei 67/98).

Rua de Sio Bento, 148 - 3.° — 1200-821 LISBOA — Tilefone: 213 928 400 - Fax: 213 976 832
E-mail: geral@cnpd. pt Internet: http://www.cnpd.pt
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§ CormssionacionAL
DEFROTECCAQ DE DAIXE

O fundamento de legitimidade terd de ser, pelos motivos constantes na referida
Deliberag@o e dos aqui expostos, o consentimento do titular dos dados.

Importa ainda realgar que, nos termos do n.® 11 do referido artigo 19° da Lei n.®
12/2005, qua as amostras devem ser cedificadas, devends os cddigos ficar
armazenados separadamente, mas sempre em instituicdes publicas.

Deve o responsdvel garantir, também, o cumprimento do n.° 15 do ja citado artigo 19°,
no que respeita 2 informac8o ao titular quando ocorra qualquer das situaldes ai
previstas.

No gue respeita a0s estudos que venham a ser elaborados com base no banco de
amostras existentes constituem tratamentos de dados auténomos, pelo que, nos
terrmos do disposto no artigo 27° da LPD, tém de ser notificados de per si e
obtido o respactivo consentimento do titular. ‘

Assim, tendo em atenco o disposto nas disposicées combinadas dos artigos 28°,
n.*1, alinea a) e 30° da Lei n.° 67/98, de 26 de OQutubro, as disposigdes citadas da Lei
n.° 12/2005 e as condigdes e limites fixados na referida Deliberacéo, que se dao aqui
por reproduzidos e que também fundamentam esta decigdo, autoriza-se o tratamento
de dados pessoais nos seguintes termos:

Responséavel pelo tratamento: Hospitais da Universidade de Coimbra

Finalidade: constituir um banco de material biclégico com a finalidade de desenvoiver

estudos de investigagdo cientifica.

Categoria de Dados pessocais tratados: numero de processo, quatro primeiras

iniciais do nome, servigo requisitante, data da colheita e material bielégico.

Entidades a quem podem ser comunicados: N&o ha.

Formas de exercicio do direito de acesso e rectificacdo: junto do responsavel.

Porque ha tratamento de dados de satide, o direito de acesso devera ser exercido, nos

termos do n° 5 do artigo 11° da Lei 67/98, isto &, par intermeédio de médico escolhido
elo titular dos dados, que pode ser, a solicitacBio do titular o médico/investigador e no

exercicio do direito de rectificacfio deste tipo de dados, devera o titular, de igual modo,

Rua de 340 Bento, 148 - 3.° — 1200-821 LISROA — Tolefone: 213 928 400 - Lax: 213976 832
E-mnail: geral@cnpd.pt Intcrnet: http://www.mpd.pé

St °d £80.c8 eLad 1SEeded ceggderia S008d OUN WOD:=0 +3:11 lep2-1n0-27




G0d

s-5°d

T106 HJI/4L "ON ¥1:0T L0. OT/2T

COMIESAONACIONAL

DE FROTECCAO DE DADOS

exercé-lo directamente junto do médico/investigador, uma vez que o conhecimento
destes dados esta limitado a estas pessoas.

Interconexdes de tratamentos: No ha.

Transferéncias de dados para paises terceiros: Nao ha

Dos termos e condicbes fixados na Deliberagiio n.°227/2007 e na presente
Autorizacdo decorrem obrigacSes que o responsavel deve cumprir. Deve,
igualmente, dar conhecimento dessas condicdes a todos os Intervenientes no
circuito de informacso.
Lisboa,

Eduardo Campos

Helena Delgado Anténio

OOV~

Luis Barrodo (Relator)
%‘&w%ﬁ“rk

Vasco Almeida

T el ol

Luis Lingnau da Silveira (Presidente)
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