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RESUMO

Na pratica clinica, o cancro da mama ¢é estratificado em trés grupos: cancros que
expressam recetores hormonais (RH), cancros que sobrexpressam HER-2 e 0s cancros
triplos negativos (TN) que ndo expressam nem RH, nem HER-2. Esta estratificacdo tem
implicacdes diagnosticas e terapéuticas. A recente teoria das células estaminais do
cancro (CSC) refere-se a existéncia de um pequeno grupo populacional de células que
possuem caracteristicas de células estaminais. Ha evidéncias de que as CSC sdo
responsaveis pela progressdo do tumor, por recidivas e pela resisténcia a terapia.

Este trabalho surge com varios objetivos, na perspetiva de comparar as células
tumorais da mama que expressam RH e as TN, nomeadamente, isolar células estaminais
derivadas destes tipos de tumores e células diferenciadas a partir destas, estudar o seu
perfil fenotipico no que concerne a expressao de recetores com relevancia clinica e de
marcadores como a proteina P53 e ALDH e ainda comparar a resposta das linhas
celulares a radioterapia.

Para a realizacdo destes objetivos utilizaram-se as linhas celulares HCC1806 e
MCF7, representativas do cancro da mama TN e do cancro da mama que expressa RH,
respetivamente. Estas células foram estudadas por imunocitoquimica (ICQ) de modo a
conhecer as suas caracteristicas morfoldgicas, avaliar e confirmar a expresséo de RE-a,
de RP, de P53 e de Ki-67. Ambas as linhas celulares foram submetidas ao protocolo de
formacgéo de mamosferas. A primeira geracdo de mamosferas (MS1) foi posteriormente
cultivada em condigOes aderentes (G1). Este procedimento foi repetido mais duas vezes
obtendo-se as respetivas geracdes denominadas por MS2, MS3, G2 e G3. Com estas
populacOes celulares obtiveram-se extratos de proteina total que foram utilizados para

detetar e quantificar varias proteinas: ALDH, RE-a e RE-p, RP, HER-2 e P53. Além
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destes procedimentos, as linhas celulares HCC1806 e MCF7 ainda foram submetidas a
radioterapia e a sua resposta foi avaliada pelo ensaio clonogénico.

A ICQ revelou que estas células apresentam caracteristicas de células tumorais,
sendo a linha celular HCC1806 mais indiferenciada. A avaliacdo da expresséo da
ALDH, um marcador comum para células estaminais, confirmou a obtencdo de CSC
pelo protocolo de formacdo de esferas. Verificou-se também uma diferenca de
expressdo entre a linha MCF7 e a linha HCC1806, em que a Gltima tem uma expressdo
mais elevada o que aponta para uma maior estaminalidade (“‘stemness”) dos tumores
triplos negativos. Os RE-a, RP e HER-2 ndo s&o expressos em HCC1806 e populagdes
derivadas. O RE-B, expresso em ambas as linhas celulares, verificou-se diminuido nas
CSC, nomeadamente, MS1, MS2 e MS3. Nas populagdes derivadas aderentes, G1, G2 e
G2, verifica-se uma sobreposicdo com o fenotipo original. Este perfil de expressdo
também se verificou em relagdo as células da linha MCF7 e populagdes derivadas para
0s marcadores RE-a, RP ¢ HER-2, bem como, para a P53. Os resultados obtidos
apontam para o perfil de sub/desdiferenciacdo das CSC que se traduz por uma perda do
fendtipo caracteristico da célula e, certamente, tem implicacbes no comportamento
clinico dos tumores.

No que concerne a resposta a radioterapia verificou-se uma maior suscetibilidade
e sensibilidade por parte das células triplas negativas. Esta resposta pode, em parte, ser
justificada pelo superior indice proliferativo por parte das células triplas negativas.

Os tumores da mama sé@o um grupo heterogéneo. O isolamento de CSC e a sua
caracterizacdo € mais um patamar decisivo no esclarecimento da génese do cancro e da

previsdo da resposta a terapéutica.
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ABSTRACT

In clinical practice breast cancer is stratified into three groups: cancers that
express hormonal receptors (HR), cancers that overexpress HER-2 and the triple
negative (TN), that do not express RH or HER-2. This stratification has diagnostic and
therapeutic implications. The recent theory of cancer stem cells (CSC) refers to the
existence of a small population of cells having stem cell characteristics. There is
evidence that CSC are responsible for tumor progression, recurrence and resistance to
therapy.

This work comes up with several objectives in the perspective of comparing
breast tumor cells that express HR and TN ones, namely, isolating stem cells derived
from these types of tumors and cells differentiated from the latter, to study their
phenotypic profile regarding clinically relevant receptors and markers such as P53 and
ALDH, and to compare the response to radiotherapy of the cell lines.

To achieve these objectives we used cell lines HCC1806 and MCF7, representing
the TN breast cancer and breast cancer that express HR, respectively. These cells were
studied by immunocytochemistry (ICC) in order to evaluate their morphological
characteristics, assess and confirm the expression of ER-a, PR, p53 and Ki-67. Both cell
lines were subjected to mammosphere formation protocol. The first generation of
mammospheres (MS1) was subsequently grown in adherent conditions (G1). This
procedure was repeated twice to obtain the corresponding MS2, MS3, G2 and G3. With
these cell populations total protein extracts were prepared and used to detect and
quantify various proteins: ALDH, ER-a, ER-B, PR, HER-2 and p53. Moreover, cell
lines HCC1806 and MCF7 were submitted to radiotherapy and their response assessed

by the clonogenic assay.
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ICC revealed these cells have characteristics of aggressive tumor cells, being
HCC1806 the more undifferentiated. Evaluation of the expression of ALDH, a common
marker for stem cells, confirmed the CSC phenotype of cells submitted to the
mammosphere forming protocol. There was also a difference in expression between
MCF7 and HCC1806, wherein the latter has a higher expression which indicates a
greater stemness. ER-a, PR and HER-2 are not expressed in HCC1806 and derived
populations. The RE-B expressed in both cell lines was found to be diminished in the
CSC, namely, MS1, MS2 and MS3. In the derived adherent populations G1, G2 and G3
there is an overlap with the original phenotype. This expression profile was also
observed in MCF7 and derived adherent populations for ER-o, PR and HER-2 as well
as P53. These results point to the profile of dedifferentiation of CSC which translates to
a loss of the phenotypic characteristic and certainly has implications in clinical behavior
of tumors.

Regarding the response to radiotherapy, there was a greater susceptibility by triple
negative cells. This response can, at least partially, be explained by the higher
proliferative index by the triple negative cells.

Breast cancer tumors are a heterogeneous disease. The CSC isolation and
characterization is one decisive step in understanding the origin of cancer and the of

response to therapy.
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O Cancro

O cancro é uma das doencas que mais afeta a nossa sociedade. Esta patologia
caracteriza-se por uma proliferacdo celular descontrolada, que normalmente é regulada
por varios fatores de crescimento e vias moleculares, muitas delas ainda por definir.
Uma das grandes diferencas de crescimento e de proliferacdo das células tumorais
relativamente as células normais € o facto de as primeiras serem capazes de evitar a
apoptose. Estas células tém capacidade de invadir e de se disseminar por varios tecidos
do corpo através do sangue e do sistema linfatico, formando metastases.

O principal fator que leva ao desenvolvimento do cancro sdo mutacdes no DNA
(do inglés, deoxyribonucleic acid). As mutacGes podem levar a ativacdo de oncogenes,
genes que sao responsaveis pela aquisicdo de caracteristicas tumorais. A célula tem uma
maquinaria para corrigir mutagdes que ocorrem no DNA, porém nem sempre estes
processos de reparacdo sdao eficazes podendo levar a um crescimento de uma massa
celular que ndo tem as caracteristicas normais, ou seja, a formacdo de um tumor ou
neoplasia."?

No cancro, varios fatores externos e internos podem influenciar a ocorréncia de
mutacdes no DNA. Entre os fatores externos podemos considerar o tabaco, a exposicao
a quimicos, as infecdes e a radiagdo, enquanto em relagdo aos fatores internos as
mutacdes hereditarias, as mutacfes adquiridas e a exposi¢cdo a hormonas devem ser

tidos em conta.®
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Cancro da mama

O cancro de mama é o segundo mais frequente e comum no mundo. Porém é o
mais frequente entre individuos do genero feminino. Em 2012 estimou-se que 1,67
milhGes de novos casos foram diagnosticados o que representa cerca de 25% de todos
0s tumores.

A figura 1 representa a incidéncia e mortalidade de cancro da mama no ano 2012.
Nas regides desenvolvidas existem cerca de 794000 novos casos e nas regides menos

desenvolvidas existem cerca de 883000 novos casos.*

4
p
~

Cr—

o 25 50 75 100

Figura 1: Representacdo geogréfica da distribuicdo mundial de cancro da mama. A azul
estd representada a incidéncia enquanto a vermelho encontra-se representada a
mortalidade. Dados referentes a 2012. Imagens adaptadas de Ferlay et al., 2013.
Disponivel em http://globocan.iarc.fr, acedido em 09/07/2014.*

O cancro da mama é causa de morte mais frequente nas regides nao desenvolvidas
em comparagdo com outros tumores malignos no sexo feminino, o que corresponde a
14,3%.* Nas regides desenvolvidas é a segunda causa de morte a seguir ao cancro do
pulmao com uma taxa de 15,4%." Estas diferencas parecem estar relacionadas com a
variabilidade dos cuidados de satde disponiveis.*

Em Portugal este cancro é o que mais afeta as mulheres conforme € mostrado pelo

Globocan (dados de 2012) e como representado na figura 2.
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Existem trés fatores principais que podem levar ao desenvolvimento do cancro da
mama, sendo estes genéticos, ambientais e hormonais. Porém em termos gerais
podemos dizer que ha fatores de risco que podem levar ao desenvolvimento desta
doenca como a idade, a etnia ou a raca, o genero, e a historia familiar. Dentro dos
fatores hormonais e ambientais o cancro da mama é influenciado por hormonas
enddgenas do sistema reprodutivo, mediado pela indugdo de fatores de crescimento,

fatores de transcricao, reguladores do ciclo celular e fatores anti-apoptéticos.>®

Breast

Colorectum

Corpus uteri

Cervix uteri

Stomach

Lung

Non-Hodgkin lymphoma
Melanoma of skin
Ovary

Leukaemia

Brain, nervous system
Thyroid

Pancreas

Bladder

M Incidence
Kidney Hl Mortality

0 20 40 60 80
ASR (W) rate per 100,000

Figura 2: Representacdo da incidéncia de diferentes tipos de cancro em mulheres
portuguesas, dados de 2012. Imagem adaptada de Ferlay et al., 2013. Disponivel em
http://globocan.iarc.fr, acedido a 09/07/2014.*

Relativamente ao fator genético, varios estudos tém implicado diversos genes
nesta patologia, no entanto destacam-se dois genes que Sdo comuns em varios casos de
estudo, em familias em que ocorreram quatro ou mais casos de cancro da mama entre
familiares proximos. Estes dois genes, envolvidos no cancro da mama hereditéario,

descritos em 1990, designam- se breast cancer 1, early onset (BRCA1) e breast cancer
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2, early onset (BRCA2).”® Estes genes sd0 supressores tumorais que interagem com
proteinas nucleares. O gene BRCAL situa-se no brago longo do cromossoma 17 e o
BRCAZ2 situa-se no brago longo do cromossoma 13. Geralmente a mutacdo no gene
BRCAL esté associado a risco de cancro da mama e do ovario. A mutacdo no gene
BRCAZ2 esté associada de igual modo a um elevado risco de desenvolvimento de cancro
da mama.® As mutages nestes genes podem ser de diversos tipos, nomeadamente, de
delecdo ou de insercdo de varios locus. As mutagdes nestes genes sdo responsaveis por
cerca de 8% de todos os cancros da mama e por 25 a 40% dos casos de cancro da mama
em doentes até 35 anos de idade e com histéria familiar.’

O prognéstico do cancro da mama ¢é influenciado pela idade, grau histolégico,
expressdo dos recetores hormonais (de estrogénios e de progesterona), bem como a
sobrexpressdo de HER-2, (do inglés human epidermal growth factor receptor 2), sendo

um marcador molecular do cancro da mama.®

Histologia do cancro da mama

Do ponto de vista histolégico, o cancro da mama pode ser classificado em dois
grandes grupos, o in situ e o invasivo. O carcinoma in situ ndo ultrapassa a membrana
basal do epitélio, ao contrario do invasivo que a ultrapassa e tem potencial de
metastizacao.

O carcinoma in situ é ainda subclassificado em ductal, o0 mais comum, e em
lobular.*® O carcinoma invasivo é subdividido em carcinoma invasivo de nenhum tipo
especial (NOS, do inglés not otherwise specified, anteriormente designado por ductal),
lobular, tubular, medular, mucinoso, misto e ainda outros subtipos mais raros. Entre

estes subtipos os mais comuns sdo o carcinoma invasivo NOS e o carcinoma lobular
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invasivo. O carcinoma invasivo NOS representa 70 a 80% dos casos e 0 carcinoma
lobular invasivo representa apenas 5 a 15%.""
Para além deste tipo de classificagdo histologica recentemente tém sido propostas

classificagdes com base em marcadores moleculares.

Marcadores moleculares

Os marcadores moleculares sdo diferentes moléculas encontradas nos tecidos
bioldgicos, inclusivamente a nivel do tumor. Os marcadores sdo importantes uma vez
que podem ajudar a prever o prognostico do cancro da mama bem como a orientacdo
terapéutica. Na pratica clinica esta disseminada a pesquisa de recetores hormonais (RH),
nomeadamente de recetores de estrogénios (RE) e de progesterona (RP) e também a
sobrexpressdo de HER-2."

Os recetores hormonais influenciam o crescimento e a divisdo das células. No
cancro da mama os recetores hormonais preponderantes sdo o0 recetor de estrogénio
(RE) e o recetor de progesterona (RP). Estes dois tipos de recetores fazem parte da
superfamilia de recetores hormonais nucleares, os quais representam fatores de
transcricdo quando ativados pelo ligando.™

E fundamental identificar a presenca ou a auséncia destes recetores nas células do
cancro da mama. Se um ou ambos os tipos de recetores se encontrarem na célula o
tratamento adjuvante inclui hormonoterapia, prevendo-se boa resposta, com menos

efeitos secundarios que a quimioterapia convencional e um melhor prognéstico.™
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Recetor de estrogénio

Os recetores de estrogénio foram inicialmente descritos em 1962. Ainda no
mesmo ano Greene et al. conseguiram clonar o gene de uma das isoformas. Nos
primeiros estudos detetou-se uma elevada concentracdo de estrogénio no cancro da
mama e em Orgdos alvo desta hormona, o que levou a percecdo de que ha uma
dependéncia dos estrogénios no crescimento e no desenvolvimento do cancro da
mama.™

Os recetores de estrogénio sdo proteinas intracelulares, dos quais existem duas
isoformas, 0 RE-a e o RE-B. O RE-a foi a primeira das isoformas a ser descoberta e,
neste momento, é a mais utilizada na clinica para o diagnéstico e orientacdo do
tratamento do cancro da mama. O RE-a contém cerca de 595 aminoacidos e o gene que
codifica esta proteina encontra-se no braco longo do cromossoma 6, como esta
representado na figura 3.*°

A segunda isoforma do RE, o RE-B, apenas foi descoberta em 1993, quase trés
décadas depois da primeira, tendo sido clonado pela primeira vez em 1996.*® O RE-p
contém cerca de 548 aminoacidos e 0 seu gene encontra-se situado no brago longo do
cromossoma 14, como esta representado também na figura 3.'%%

Existe uma homologia entre as duas isoformas do RE de cerca de 47%. Na
estrutura de ambos existe um dominio central que se liga ao DNA, uma regido funcional
C que se situa apds o dominio central e com cerca de 95% de homologia, um terminal
carboxilico, onde se situa um local de ligacdo hormonal e, ainda, um dominio de ligagédo
do ligando ao recetor, com homologia de 53%.%* A diferenca entre a homologia e as
dimensGes dos dois tipos de RE, em que 0 RE-a apresenta maior dimensao, mostra que

eles terdo fisiologias e afinidades seletivas distintas para os mesmos ligandos.”®> A
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expressdo do RE-B encontra-se associada a cancros da mama mais agressivos.?? Por esse
motivo foi proposto que 0 RE-B podera ser um bom marcador para estes tumores, porém

neste momento esta informacéo ainda é controversa.
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Figura 3: Representacdo dos genes de RE-a ¢ de RE-f3 respetivamente. Imagem retirada
de Herynk et al., 2007.%

Foram realizados alguns estudos com o DNA complementar dos RE e verificou-se
a existéncia de uma alteracdo da estrutura gendmica dos recetores associados ao cancro
da mama. Mais recentemente realizaram-se novos estudos baseados nesta hipétese nao
sendo confirmados os resultados anteriores.**> Pensa-se que a auséncia de RE em
alguns tumores da mama é devido a alteracBes da transcricdo e a fendmenos de
metilagdo no seu gene.?*%"%

A transcricdo do RE regula componentes de vias transdutoras de sinal que
promovem a proliferacéo e a sobrevivéncia das células tumorais da mama. O estrogénio
entra na célula e ao ligar-se ao RE promove a homodimerizacdo ou a heterodimerizagéo

de recetores e, consequentemente, a ligacdo ao DNA atraves do dominio de ligacdo ao

DNA. Esta ativacao vai levar a producéo de fatores de crescimento, como 0 TGF-a (do
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inglés, transforming growth factor alfa) e o IGF (do inglés, insulin-like growth factor),
de recetores de fatores de crescimento tirosina cinase e de intermediarios de sinaliza¢do
celular, podendo também inibir alguns elementos.?*°

Os carcinomas que expressam este marcador sdo cerca de 75% dos casos de
cancro de mama, sendo que cerca de 30 a 40% dos doentes com este carcinoma tém
uma melhor resposta & hormonoterapia.®*** A terapia hormonal comparada com a
quimioterapia classica € menos toxica e o seu efeito supressor pode ser mais duradouro.
Foi provado que a terapia hormonal, como terapia adjuvante apés cirurgia, ajuda a

reduzir o aparecimento de recidivas. Esta terapia tem como objetivo a inibicdo ou o

bloqueio das cascatas de sinalizagdo envolvidas na proliferacio do cancro da mama.™*

Recetor de progesterona

A progesterona influencia o desenvolvimento de varios tecidos, entre eles a
glandula mamaria. A progesterona através dos seus metabolitos ajuda ao
desenvolvimento do cancro e a inibicdo de agentes reguladores, embora ainda ndo esteja
completamente esclarecido como estes séo ativados.*

Os RP foram descobertos em 1970, e verificou-se que apresentam grande
afinidade de ligacdo a progesterona. O gene que codifica 0 RP localiza-se no brago
longo do cromossoma 11, como esta representado na figura 4.3* O gene do qual o RP é
transcrito contém trés locais independentes, sendo possivel a expressdo de assim trés
isoformas, nomeadamente, RP-A, RP-B e RP-C.* As isoformas mais comuns na mama
sdo 0 RP-A e 0 RP-B. O RP-A tem menos 165 aminoacidos no N-terminal ficando com
um peso molecular final de 94 kDa, enquanto a isoforma RP-B tem um peso molecular

de 116 kDa. Outra diferenca entre estas duas isoformas é a sua localizagdo celular, a
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RP-A localiza-se unicamente no nucleo, enquanto o RP-B encontra-se distribuido pelo
nacleo e pelo citoplasma. Estas duas isoformas geralmente sdo sintetizadas na mesma
proporcdo.*® O RP-C é especifico do Gtero.*” Os RP tém como funcdo a ativacéo de
proteinas cinases funcionais tal como a via da MAPK (do inglés, mitogen-activated
protein kinase), da CDK2 (do inglés, ciclin-2 dependent kinase protein) e da caseina
cinase 11.383

Foi demonstrado que cerca de 50% dos carcinomas que expressam RE também
expressam RP. A existéncia de RP nas células tumorais depende da expressdo dos
recetores de estrogénio funcionais.®® Foi também demonstrado que, a nivel terapéutico,

os tumores RE positivos e RP positivos tém melhor prognostico que tumores apenas

expressam RE.*

1h% AT &30 B 33
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Figura 4:4I1:\’epresentagéo do gene das isoformas do RP. Imagem retirada de Graham et
al., 1996.

HER-2

O HER-2 é um marcador molecular do cancro da mama, com implicacGes
terapéuticas na pratica clinica. Foi verificado em estudos que uma sobrexpressdo do
HER-2 é um sinal de carcinogénese mamaria, tendo também um efeito no crescimento

de tumores agressivos e de metastases. Este marcador induz o crescimento de tumores e
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promove a invasdo através dos seus efeitos a nivel das células estaminais normais e
malignas.*?

O HER-2 foi descoberto em 1985, porém a sua importancia e o seu papel na
progressdo do cancro da mama apenas foi descrita dois anos mais tarde.**** As células
normais apenas apresentam uma copia do oncogene HER-2, encontrando-se no brago
longo do cromossoma 17.% A expressio deste gene vai levar & produgdo duma proteina
transmembranar com atividade tirosina cinase que regula o crescimento celular, com um
peso molecular de 185 kDa.*® Em cerca de 25% dos cancros da mama encontra-se uma
amplificagdo deste gene de 2 a 20 vezes. Isto vai levar a um aumento dos recetores de
HER-2 na superficie das células levando a uma excessiva divisdo celular e,
consequentemente, & génese tumoral.*’

O HER-2, também designado por ErbB-2, é um recetor da superfamilia dos
recetores do fator de crescimento epidérmico (EGFR, do inglés, epidermal growth
factor receptor) que, além deste, incluir mais trés isoformas, nomeadamente o ErbB-1,
0 ErbB-3 e 0 ErbB-4.* Todas estas proteinas sdo transmembranares com um dominio
hidrofébico, um dominio citoplasmatico que tem atividade tirosina cinase, € um
dominio extracelular para o ligando. Estes recetores sdo ativados pela ligacdo de um
fator de crescimento que tem, como consequéncia, a dimerizacdo dos recetores e a
ativacéo do dominio intracelular cinase que autofosforila os residuos de tirosina.*®

Os tumores da mama que tém a sobrexpressdo de HER-2 tém uma maior taxa de
recidivas e um pior prognostico, devido as suas caracteristicas patoldgicas, tais como o
tamanho do tumor, o indice de proliferacéo e o grau citonuclear.>*>**2

Quando este recetor estd presente no tumor a escolha da terapéutica recai na
utilizacdo de um anticorpo monoclonal dirigido a proteina, o trastuzumab. Este farmaco

foi aprovado em 1998 pela Food and Drug Administration (FDA), para tratamento de
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metastases, em combinacdo com o paclitaxel e para monoterapia, em doentes que
tenham sido submetidos previamente a quimioterapia.”> Foram obtidos melhores
resultados na utilizacdo desta terapia como primeira linha de tratamento do que quando
foi aplicada apds a quimioterapia.”*>* Assim em 2006 foi aprovada a utilizacdo de
trastuzumab como tratamento de primeira linha com a quimioterapia como tratamento
adjuvante®™. Este anticorpo bloqueia 0 HER-2 e, assim, inibe a proliferagdo celular
induzida por este recetor. Além disso pode ativar a resposta imunolégica promovendo a

ligacdo de células do sistema imunitério a este anticorpo.*’

Classificacdo molecular

Considerando os marcadores expostos, atualmente, na préatica clinica os cancros
da mama séo classificados baseando-se na expressdo destes marcadores. Assim, surgem
trés tipos de cancro da mama, isto €, 0S que expressam recetores hormonais,
nomeadamente, RE e RP, os que sobrexpressam HER-2 e 0s que ndo expressam
nenhum destes marcados e se designam comumente por triplos negativos (TN).

Esta classificacdo é fundamental para adequar o tipo de tratamento. Assim, para
cancros da mama que sobrexpressam o HER-2, tal como referido, o tratamento passa
pela utilizagdo do anticorpo monoclonal, o trastuzumab. No caso dos cancros da mama
que expressam recetores hormonais, utiliza-se maioritariamente a hormonoterapia.
Finalmente, no caso dos tumores triplos negativos, que ndo expressam nenhum destes
marcadores ainda ndo existe um tipo de tratamento dirigido, estando disponivel apenas a

quimioterapia convencional.
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Os cancros da mama triplos negativos apresentam pior prognostico. A resisténcia
a terapéutica é frequente, assim como a existéncia de recidivas e da maior taxa de
mortalidade entre os cancros da mama.

Apesar das mais valias progndsticas e terapéuticas desta classificagdo do cancros
da mama, esta estratificdo ndo é linear em todos os doentes, reconhecendo-se que na
prética clinica, existem doentes que sdo subtratados e outros submetidos a terapéutica
adjuvante desnecessaria.

Assim, ttm-se reunido esforgos para criar uma classificacdo molecular do cancro
da mama. Com base em estudos de expressdo a nivel pos-transcripcional realizados pela
técnica de cDNA microarray, iniciados por Sanford e colaboradores foi possivel dividir
0s cancros da mama em varios subtipos.> %>’

Os grupos que foram criados foram o basal-like, 0 HER-2 positivo, 0 normal
breast like, o luminal subtipo A e o luminal subtipo B.°"***® Esta classificacio
molecular ndo esta disseminada na préatica clinica e esta reservada a ensaios clinicos. No
entanto, esta descrito que esta estratificacdo permite prever os resultados da terapéutica
bem como adequa-la a cada doente, aumentando assim a eficiéncia do tratamento.

O subtipo luminal A do cancro da mama é o mais comum entre 0s seis €
corresponde a 50-60% dos casos de cancro da mama. O luminal A tem um perfil de
expressao caracterizado pela presenca de RE, de RP, de BCL-2 e de citoqueratina
CK®8/18, bem como a auséncia de HER-2 e baixo grau histol6gico. Este subtipo com
expressdao de RE no epitélio luminal que reveste os ductos mamarios e com baixa
expressao de genes envolvidos na proliferacdo celular, constituiu o grupo com melhor
prognostico.

O luminal B a semelhanca do luminal A expressa RE, porém tem um fenotipo

mais agressivo, alto indice de proliferacéo, alto grau histoldgico e pior progndéstico. Por
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estes motivos, tém sido feitos esforgos no sentido de encontrar um novo marcador que
possa distinguir entre estes subtipos, o luminal A e o luminal B. O luminal B expressa
frequentemente EGFR. Os tumores do subtipo luminal B s&o menos frequentes e
correspondem a uma pequena fatia dos casos de cancro da mama, de 10 a 20%.

Outro subtipo de carcinoma da mama que também expressa genes EGFR e
CK®8/18, mas este altimo em menor quantidade, é o subtipo basal-like. O basal-like
representa de 10 a 20% dos cancros da mama. Habitualmente o basal-like expressa
genes como a citoqueratina com alto peso molecular, como por exemplo CQ5 e a CQ17,
a P-caderina, o0 CD44, entre outros. Estes genes localizam-se nas células mioepiteliais
na mama normal. Este subtipo muitas vezes é confundido com os tumores triplos
negativos devido a auséncia de RE, de RP e de HER-2.

O normal breast-like ainda é muito pouco conhecido. Aquilo que se sabe é que
nédo apresenta nenhum marcador molecular e por isso pode ser considerado como parte
dos triplos negativos, ndo responde a quimioterapia neoadjuvante e € um carcinoma

muito raro representando cerca de 5 a 10% de todos os cancros da mama.?

Células estaminais e cancro da mama

As células estaminais sdo células que tém a capacidade de se perpetuarem através
da autorrenovacdo e gerar células maduras de um tecido particular através da
diferenciacéo.”® Sdo igualmente caracterizadas pela capacidade ilimitada de proliferar,
grande plasticidade, podendo dar origem a células idénticas, numa divisdo simetrica, ou
dar origem a uma celula semelhante a progenitora € a uma outra com caracteristicas
diferentes, numa divisdo assimétrica, tal como representado na figura 5.°° Devido a

estas caracteristicas as células estaminais tém sido estudadas como o objetivo de
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utilizagdo para fins terapéuticos em doencas como a doenga de Parkinson, a doenca de
Alzheimer, as doencas musculares degenerativas, a insuficiéncia hepética e cardiaca e o

cancro.
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Figura 5: Esquema representativo dos tipos de divisdo das células estaminais. Imagem
retirada de Yun et al., 2007.%

Existem diferentes tipos de células estaminais, as totipotentes, as pluripotentes, as
multipotentes e as unipotentes. As células estaminais totipotentes tém o potencial de dar
origem a qualquer e a todas as células humanas e podem originar um ser vivo. Esta é
uma caracteristica dos gametas e as primeiras divises celulares no desenvolvimento
embrionario produzem mais células totipotentes. Apos quatro dias de divisdo celular
embrionaria, as células comecam a especializar-se em células estaminais pluripotentes.
As células estaminais pluripotentes, podem dar origem a todos os tipos de tecido e/ou
Orgdo mas, ao contrario das anteriores, ndo podem dar origem a um organismo inteiro.
Exemplos deste tipo de células sdo as que compdem o blastocisto, a endoderme, a
mesoderme e a ectoderme. As células estaminais multipotentes sdo menos plasticas,

mais diferenciadas, e podem dar origem a maultiplos tipos de células dentro de um
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determinado 6rgdo. Finalmente, as células unipotentes sdo as que tém a capacidade de
dar origem a um dnico tipo de tecido.®*

Ao longo dos tempos tem sido reforgada a teoria dos tumores serem organizados
numa hierarquia de populacdes celulares heterogéneas com diferentes propriedades
bioldgicas e que a capacidade de formacdo e de sustentacdo dos tumores reside
exclusivamente numa porgdo minoritaria de células tumorais denominadas de células
estaminais do cancro (CSC) que partilham caracteristicas com as células estaminais®.

A teoria das células estaminais do cancro postula que os tumores incluem CSC,
células que sdo responsaveis pelo inicio do cancro e do seu desenvolvimento tendo
caracteristicas de células estaminais.*® Esta teoria ndo surge apenas como explicacdo
para a origem do cancro mas também como um possivel alvo terapéutico, como

representado no esquema da figura 6.
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Figura 6: Representacdo da teoria das células estaminais do cancro e a sua possivel
importancia como alvo terapéutico. Imagem retirada de Yun et al., 2007.%

As CSC, que tal como as células estaminais tém a capacidade de renovacéo e de
diferenciacdo, sdo resistentes a apoptose. Estas células ndo sofrem do efeito de
envelhecimento uma vez que elas tém um mecanismo de manter o comprimento dos

telomeros apds uma divisdo celular, adquirindo assim a capacidade de replicacéo
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ilimitada®. Estas células sdo responsaveis pela metastizacdo, resisténcia a terapéutica e
pela recidiva tumoral. No cancro da mama, as CSC correspondem a menos de 3% de
toda a massa tumoral.®

Assim, tem havido um esforgo por parte da comunidade cientifica no sentido de
estudar e de caracterizar estas células, com o proposito de dirigir a terapéutica para elas.
Novas terapias dirigidas a eliminacdo das CSC podem, potencialmente, levar a remisséo
tumoral.®*

Os primeiros estudos que surgiram sobre as células estaminais do cancro
apontaram & semelhanca com as células estaminais normais, no século XX1.°% Rudolf
Virchow sugeria que o cancro era originario da ativacdo do estado de dorméncia de
celulas embrionarias que estariam nos tecidos maduros. Esta conclusdo foi proveniente
das semelhancas entre as células embrionérias e algumas células cancerigenas.®*

Em 1960, foram realizadas as primeiras experiéncias que confirmaram a
existéncia de células estaminais tumorais.®> Em 1997, Bonnet e Dick descreveram uma
subpopulacdo de células imaturas em doentes com leucemia mielobléstica aguda que
eram capazes desenvolver tumores em alguns ratinhos com um sistema imunolégico
comprometido. Estas células foram caracterizadas pela presenca de um marcador de
superficie especifico, 0 CD34 (CD34") e a auséncia do marcador CD38 (CD38). Os
autores, no mesmo trabalho, verificaram que estas eram as Unicas células com tais
capacidades uma vez que realizaram a mesma experiéncia mas com células que
apresentavam um fendtipo CD34°/CD38" e estas ndo foram capazes de iniciar o
desenvolvimento de tumores. A descoberta do fendtipo CD34/CD38" na subpopulagio
de ceélulas leucémicas foi a primeira prova da existéncia de células estaminais tumorais

em doencas malignas hematopoiéticas e foi o inicio de uma extensa pesquisa sobre a

presenca de CSC em tumores sélidos.®’
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A origem das CSC € controversa. Atualmente existem duas teorias que séo
suportadas por evidéncias experimentais. Uma teoria propde que as CSC resultam da
desregulacdo das vias normais de autorrenovacdo e de diferenciacdo das células
estaminais, do que resultam células tumorais com capacidade de autorrenovacao e de
diferenciacdo. O que suporta esta teoria sdo as evidéncias relativas as semelhancas entre
as células estaminais normais e as CSC, sendo que as células estaminais sdo altamente
suscetiveis a mutagdes e a transformacgdes oncogeénicas, devido aos seus tempos de vida
longos.®* Um dos tipos de cancro em que se tem estudado a teoria das CSC é o cancro
da mama. Al-Hajj et al. (2003) acreditavam que as células estaminais do cancro da
mama provavelmente provém de células progenitoras do tecido mamario, devido as
semelhancas entre o perfil da superficie celular das células basais e as putativas células
estaminais do cancro da mama que foram descobertas.®®

A segunda teoria sugere que as células estaminais do cancro da mama se
desenvolveram a partir da transicdo epitelial-mesenquimal (EMT). As células que
tenham sido induzidas a realizar a transicdo epitelial-mesenquimal sdo suscetiveis a
transformacdo e adquirem muitas caracteristicas e comportamentos semelhantes a
células estaminais normais e neoplésticas.** ™

As células estaminais sdo raras e para se estudar as suas propriedades o0s
investigadores tém tentado, com pouco sucesso, identificar e purificar estas células. Os
estudos in vitro tém usado como recurso o isolamento de CSC, através da formacdo de
colonias de esféricas em suspensdo, as chamadas mamosferas, que mantém as
caracteristicas das células estaminais tumorais do cancro da mama, com marcadores
CD44%/CD24™" e capacidade tumorigénica in vivo.™

Vaérios trabalhos recentes tém usado o modelo de mamosferas para estudar as

CSC. E o caso do trabalho de Gangopadhyay et al. (2013) onde os autores descrevem a
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importancia de investigar as inibigdes seletivas dos recetores das vias hedgehog (Hh),
Notch, e Wnt, para reconhecer potenciais alvos terapéuticos. Beug et al. (2009) no seu
trabalho também utilizaram como modelos mamosferas para desenvolver uma técnica
para identificar pequenas moléculas que inibem, especificamente, a proliferacdo das
células estaminais do cancro da mama a partir da indugéo de diferenciagdo.’*"

Um passo marcante para a avaliacao de fatores de prognostico tumoral seria pois a
existéncia de testes para identificacdo de células estaminais tumorais.®® As CSC ja
foram identificadas, de acordo com marcadores especificos, em tumores

hematopoiéticos, de mama, de pulmao, de ovario, de préstata, colorretal e de tumores

cerebrais.

Outros marcadores

P53

A proteina P53 foi descrita pela primeira vez em 1979 como uma proteina
relacionada com a transformacdo celular. Com os primeiros estudos do gene desta
proteina foi descrita a atividade como oncogene uma vez qua a sua expressdao em
tumores de ratinho e humanos era muito superior do que nas células normais.”*" Mais
tarde verificou-se que esta elevada expressao da P53 em células tumorais ndo era uma
expressao real uma vez que a proteina que tinha sido considerada como wild type era
apenas a proteina mutada com uma mutagao missense.”® Por volta dos anos noventa foi
obtido com sucesso 0 primeiro ratinho que ndo expressava a P53, sendo um passo

importante para a demostragdo das propriedades como supressor de tumor.”” Em 1992
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foi obtida uma descricdo da P53 que se mantem até & atualidade por D. Lane™
descrevendo esta proteina como “o guardido do genoma”.”

A P53, que apresenta a estrutura de uma fosfoproteina, é constituida por 393
aminoacidos e tem um peso molecular de 53 kDa, sendo esta a caracteristica que lhe deu
0 nome.” Contém onze exdes e dez intrées. O seu gene encontra-se no braco curto do
cromossoma 17, como esta representado na figura 7.2° A sua estrutura apresenta varios
dominios funcionais, nomeadamente, como o N-terminal, C-terminal, uma regido rica
em prolinas e um dominio central de ligacdo a0 DNA.*#? Este tltimo dominio é o mais
conservado entre as diferentes espécies e entre as diferentes proteinas que pertencem a
familia da P53.% E também neste dominio que encontramos as mutagBes mais
frequentes nesta proteina. A regido rica em prolinas tem como papel manter a
estabilidade da proteina bem como a regulacdo da murine double minute 2 (MDM2, do
ingles, murine double minute 2).2* O N-terminal tem uma atividade de transativacéo e
de interagcdo com varios fatores de transcri¢cdo e o C-terminal est4 relacionado com a
morte celular. O C-terminal regula negativamente o dominio central de ligacdo ao
DNA®®_ Esta regulacéo é produzida como um bloqueio do local de ligacio proteina-
DNA devido a conformacéo da proteina quando esta se encontra inativa. Este bloqueio é
cessado quando a proteina é ativada por uma modificacdo pés-traducional, como a
fosforilacdo. A fosforilagdo ndo é um Unico processo pés-traducional capaz de modular
a P53, podendo esta proteina ser acetilada e ubiquitinada, processos que contribuem
para a regulacdo eficaz do crescimento e da morte celular.®’

A P53 tem varias fungdes bioldgicas, regulando mais de mil proteinas alvo
diferentes. Desta maneira a P53 consegue modular varios processos celulares. As
consequéncias bioldgicas da funcdo da P53 sdo a regulagcdo do ciclo celular, o

desenvolvimento, a diferenciacédo, a amplificacdo de genes, a indugdo de apoptose e a
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senescéncia celular, como representado na figura 8.%% Esta proteina é essencial para
manter a integridade do genoma quando a célula se encontra em situaces de stresse,

bem como para prevenir a proliferacdo celular indesejada.®
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Figura 7: Representacdo esquematica do gene que codifica a proteina P53. Imagem
retirada de Bai et al., 2006. *°

A P53 pode ser estimulada quando na célula temos danos no DNA que podem ser
causados por radiacdo UV, por radiacdo ionizante, por farmacos citotoxicos, por agentes
de quimioterapia e por infecdo por virus. Pode ser estimulada de igual maneira por
efeitos de hipoxia e de expressdo de oncogenes. A ativacdo da proteina vai levar a um
aumento da expressdo desta no nucleo, por ligacdo a sequéncia especifica do DNA e,
por conseguinte, levar & expressdo de certos genes alvo.2®91%?

Em mais de 50% de todos os casos de cancro em humanos a P53 estd mutada, e
dos restantes, grande parte tem a expressao desta proteina inexistente. Ambas as

situacBes tém a mesma consequéncia, ou seja, proliferacdo indesejada das células e a

consequente transformacao de células normais em malignas.®
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Figura 8: Representacdo esquematica das funcbes da P53 quando a célula se encontra
em situacdes de stresse. Imagem adaptada de Bonizzi et al., 2012.%

Vaérios estudos mostram que a P53 se encontra envolvida na regulacdo da
homeostasia, bem como no tipo de divisdo celular das células estaminais.*® A sua
inativacdo ou a perda da sua expressdo pode levar a0 aumento da autorrenovagédo e
reprogramacao das células estaminais. Estes estudos abrem novos horizontes para

possiveis novas terapias.®

ALDH

A aldeido desidrogenase (ALDH) foi descoberta em 1949 no figado.”®* A ALDH
catalisa a oxidacdo dos aldeidos nos seus respetivos acidos numa reagdo quase
irreversivel. A superfamilia da ALDH tem um papel importante na destoxificacdo
enzimatica dos aldeidos enddgenos e exdgenos uma vez que estes podem causar

citotoxicidade, mutagénese e carcinogénese das células.®*
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Desde 1949 tém-se descoberto inimeros tipos de ALDH, sendo distinguidas pelas
suas caracteristicas fisico-quimicas, pelas propriedades enzimaticas, pela localizacéo
celular e pela sua distribuicio nos tecidos.” A ALDH tem vaérias fungdes tais como a
proliferacéo, a diferenciacdo celular, a sobrevivéncia e a resposta ao stresse oxidativo da
célula.*® O genoma humano contém cerca de dezanove genes funcionais da ALDH.
Cinco isoformas funcionais das dezanove, localizam-se na mitocondria.*”

As ALDH podem ser classificadas, pela sua constante de Michaelis (Km), em
ALDH1 e ALDH2, que pertencem ao grupo com baixo Km, e em ALDH3 e ALDH4,
que pertencem ao grupo com elevado Km.*

A ALDH 1 é uma proteina citoplasmatica que se encontra em varios 6rgaos como
o figado, o estdbmago e o cérebro. Tem uma estrutura tetramérica, com um peso
molecular de 54 kDa e 0 seu gene encontra-se no cromossoma 9.1 A ALDH 2 é uma
proteina que se encontra na matriz da mitocondria e estd presente em varios tecidos mas
é expressa em maires quantidades no figado. E uma proteina tetramérica, com um peso
molecular de 50 kDa e 0 gene que a codifica situa-se no cromossoma 12.'%

A expressdo ALDH1 tem sido muito estudada pois, devido a uma das funcdes
desta proteina ser a diferenciacdo, pensa-se que a Sua expressdo possa ser um bom
marcador para distinguir as células normais das células estaminais.*®

Foi demonstrado por Ginestier et al.,(2007) que células humanas normais e
tumorais do epitélio mamario, que tinham uma elevada expressdo de ALDH, tinham
propriedades estaminais. Neste trabalho ainda foi mostrado que uma fracdo de células
do cancro da mama com uma elevada atividade de ALDH tinham a capacidade de se
autorrenovarem e capacidade de originarem um novo cancro qual tinha a mesma

heterogeneidade do tumor original.'%?
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Terapéutica no cancro da mama

A terapéutica de primeira linha para cancros da mama em estadio inicial é a
cirurgia. A cirurgia pode ser radical ou conservadora, sendo selecionada de acordo com
as caracteristicas do tumor, nomeadamente o estadiamento, a focalidade, as dimensoes e
o resultado estético. Na cirurgia conservadora apenas € feita a remocédo do tumor e de
uma margem de tecido saudéavel & volta deste.** O tratamento conservador inclui, na
maioria dos casos, radioterapia (RT) adjuvante, que tém provado que desempenha um
papel fundamental na eficacia do tratamento e no intervalo livre de doenca, 0104105106

Os estudos clinicos mostram que cerca de 30 a 40% dos doentes com cancro da
mama metastizado respondem & hormonoterapia.””*® Os farmacos que interagem com
0s recetores hormonais sdo os moduladores seletivos dos recetores de estrogénios
(SERMS), os inibidores da aromatase, os reguladores seletivos dos recetores de
estrogénios (SERDs) e os analogos da gonadotrophin-releasing hormone (GnRH). O
tamoxifeno é o modulador mais estudado e a terapéutica dirigida com mais impacto na
abordagem terapéutica. Os inibidores da aromatase reduzem o0s niveis de estrogénios
circulantes e sdo classificados em inibidores esterdides irreversiveis, como € o caso do
exemestano e em inibidores n&o esterdides, como o letrozol e o anastrazol.**%’

O tratamento sistémico do cancro da mama incluiu citostaticos classicos e novas
moléculas dirigidas a alvos moleculares. A aplicacdo atual da quimioterapia incluiu a
terapéutica adjuvante e neoadjuvante e, no contexto de doenga avangada, quimioterapia
paliativa.'%®

A radioterapia € um dos tratamentos mais utilizados no tratamento de cancro. A
radioterapia ndo é uma terapia dirigida ou seletiva, deste modo, & necessario ajustar a

dose para que esta radiacdo afete apenas o tumor e cause 0s menores danos possiveis
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aos tecidos e érgdos préximos No caso do cancro da mama podem ser utilizados dois
tipos de radioterapia, a radioterapia externa ou a radioterapia interna. A radioterapia
externa é uma técnica ndo invasiva que se baseia no fornecimento de um ou varios
feixes de raios-X de alta energia tendo como alvo o tumor. Os feixes sdo apontados para
a area onde se encontra o tumor, destruindo as células tumorais e se este tratamento for
bem planeado os tecidos a volta serdo conservados. Existe também a radioterapia
interna que se baseia na implantacdo de fontes radiativas, de forma permanente ou
temporaria em contacto direto com o tumor.'%°

A radioterapia encontra-se frequentemente associada a intensos e condicionantes
efeitos secundarios, porém tem sido uma ajuda indispensavel no tratamento de quase
todos os tumores, seja como terapia adjuvante seja como neoadjuvante. No cancro da
mama esta terapia € importante uma vez que reduz a extensdo da cirurgia e ajuda a
evitar a mastectomia total."° No contexto do tratamento conservador do cancro da
mama, a radioterapia € um adjuvante aplicado na maioria das doentes submetidas a
cirurgia conservadora. Este procedimento, quando indicado, demonstrou ter eficacia
semelhante a cirurgia radical. A radioterapia pode ainda ser utilizada para ajudar a
aliviar sintomas de doentes com metéastases, sendo utilizada como terapia
pa“ativallll,108,112

Ao longo dos tempos esta terapia tem sido melhorada, a partir dos avangos
tecnoldgicos, de novas metodologias para se distribuirem as doses e de um maior

109 A eficacia do efeito da

conhecimento sobre a area da oncologia e da radiobiologia.
radioterapia ¢ medida pela razéo entre os danos obtidos no tumor e os danos provocados
nos tecidos saudaveis adjacentes. Por isso € essencial o estudo dos parametros

biolégicos tais como a cinetica da proliferagdo celular, a hipoxia tumoral, a

radiossensibilidade intrinseca das células e a quantidade de células estaminais do cancro
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presentes. Estes fatores sao importantes para se perceber a resposta das células tumorais

a radiacéo utilizada.'*®
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OBJETIVOS






Este trabalho pretende avaliar diversas perspetivas considerando as células
tumorais da mama que expressam recetores hormonais e as células tumorais da mama
triplas negativas.

Translacionando para a prética clinica, os cancros da mama hormonodependentes
apresentam uma evolugdo mais indolente, com terapéutica dirigida disponivel, a
hormonoterapia adjuvante. Pelo contrério, os cancros da mama triplos negativos ndo
possuem terapéuticas dirigidas e, apesar de apresentarem boas taxas de resposta
patoldgica a quimioterapia convencional, tém recidivas precoces evoluindo para maior
resisténcia as terapéuticas.

Tendo em conta a importancia das CSC na progressao tumoral, a resisténcia a
terapéutica e a consequente recidiva, constituiu o principal objetivo deste trabalho o
isolamento de CSC de cancros da mama e obtencdo de populagdes derivadas, com vista
a sua caracterizacdo molecular, tendo em conta o fenétipo da linha celular que Ihes deu
origem.

Além disto, pretendeu-se avaliar a resposta a terapéutica das linhas celulares alvo
de estudo, focando na radioterapia, uma das terapéuticas primordiais em adjuvante e
neoadjuvante do cancro da mama, de modo a comparar o perfil de resposta de células

que expressam recetores hormonais com células triplas negativas.
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METODOS






Cultura de células

Para este estudo utilizaram-se duas linhas celulares humanas de cancro da mama,
anteriormente obtidas na American Type Culture Collection (ATCC). A linha celular
MCF7 é comumente utilizada em estudos relacionados com o cancro da mama. Esta
linha expressa os recetores hormonais, nomeadamente RE e RP, mantendo varias das
caracteristicas do epitélio mamario.*****>° A linha celular HCC1806 foi estabelecida a
partir de um carcinoma escamoso acantolitico, de estadia TNM IIB, grau 2. Esta linha
celular é caracteristica do cancro da mama triplo negativo.'***’ Estas linhas foram
propagadas em cultura aderente numa incubadora HeraCell 150 com uma atmosfera
hdamida com 95% de ar e 5% de CO, a uma temperatura de 37°C. Para cada linha foi
utilizado o meio apropriado de acordo com a recomendacéo do fornecedor. Assim, para
a linha celular MCF7 utilizou-se 0 meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM; Sigma D-5648, E.U.A.) suplementado com 10% de soro bovino fetal
(FBS, do inglés Fetal Bovine Serum; sigma F-7524, E.U.A.), 100mM de piruvato de
sodio (GIBCO 11360. U.K.), e 1% de solucgdo antibidtica e antimicotica composta por
penicilina, streaptomicina e anfotericina B (GIBCO 15240, U.K.). Para a linha celular
HCC1806 utilizou-se o meio de cultura Rooswell Park Memorial Institute (RPMI —
1640; sigma R — 4130, E.U.A.), suplementado com 5% de FBS, 400mM de piruvato de
sodio e 1% de solucdo antibidtica e antimicotica composta por peniciling,
streaptomicina e anfotericina B (GIBCO 15240, U.K.).

O perfil molecular distinto das duas linhas celulares a nivel da expressdo de

recetores membranares esta representado na tabela 1.
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114,118;119

Tabela 1: Perfil de expressao de recetores hormonais.
HCC1806

Ambas as linhas celulares foram mantidas em condi¢Oes aderentes. Para a
realizacdo dos varios estudos foi necessario destacar as células dos frascos e preparar as
suspensoOes celulares. Para isso as culturas de células foram lavadas com uma solugédo
salina de tampdo fosfato (PBS, do inglés Phosphate Buffer Saline) constituida por
137mM de NaCl, 2,7mM de KCI, 10mM de Na;HPO, e 1,8mM de KH,PO, a pH de 7,4
e incubadas com 2mL de uma solucéo de tripsina com EDTA a 0,25% (GIBCO 25200,
U.K.) durante cerca de cinco minutos a temperatura de 37°C para que ocorra a
separacdo celular. Posteriormente e com o objetivo de inativar o efeito da tripsina
adicionam-se 5mL de meio de cultura da respetiva linha celular, centrifugando-se a
suspensdo celular a 200G durante 5 minutos (Heracus Multifuge 1L-R). Apds a

centrifugacdo o pellet foi suspenso num volume conhecido de meio de cultura.

Viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada antes da realizacdo das experiéncias
utilizando o método de exclusdo do azul de tripano. Este método distingue as células
vivas, ndo coradas, das células mortas que ficam coradas de azul As células que
possuem a membrana celular comprometida permitem a entrada do corante ficando

coradas de azul, o que significa que sdo ndo viaveis. As células vivas, por seu lado, sdo
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capazes de seletivamente regular a permeabilidade membranar, pelo que estas células
tém a capacidade de excluir o azul de tripano do seu interior mantendo-se brancas ou

brilhantes.

Figura 9: Esquema dos quatro campos do hemocitometro ou cdmara de Neubauer.

A contagem das células realizou-se utilizando um hemocitdmetro ou camara de
Neubauer, figura 9, e um microscépio invertido (Nikon, Eclipse TS 100) com
ampliacdo de 100x. VVolumes iguais de suspensdo celular e de solugéo de azul de tripano
0,002% em PBS foram homogeneizados e transferidos para o hemocitometro.
Contaram-se as células no microscopio nos quatro quadrantes dos cantos do
hemocitometro. A percentagem de células vidveis é determinada com a seguinte

equacéo:

S células vivas
% Viabilidade celular = — - — x 100
células vivas + células mortas

Caracterizacao imunocitoquimica

As linhas celulares HCC1806 e MCF7 foram caracterizadas morfologicamente

por citoquimica e também por imunocitoquimica de modo a avaliar a expressdo da
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proteina P53, proteina associada a carcinogénese anteriormente descrita, e do Ki67, um
marcador da proliferagdo celular.

Para tal, foram preparadas suspensfes celulares que foram centrifugadas a
1300rpm durante 3 minutos na centrifuga Shandon Cytospin Il Cytocentrifuge, que
permite a obtencdo de l&minas com células dispersas. Posteriormente as ldminas foram
coradas para com hematoxilina e eosina (H&E) e com a coloragéo de papanicolau.

O restante material foi posteriormente centrifugado de modo a obter um pellet de
cada uma das linhas celulares, numa Heraeus Sepatech Labofuge Ae Centrifuge a
1500rpm durante 5min, para inclusdo em parafina, permitindo assim o seguimento da
técnica de imunocitoquimica, realizada numa Ventana Marker Platform Bench Mark
ULTRA IHC/ISH.

A anélise imunohistoquimica foi realizada em secGes de parafina fixadas em
formalina. Foi utilizada a técnica do complexo avidina-biotina peroxidase. O anticorpo
utilizado para avaliar a P53 foi o p53 DO-7 com uma diluicdo de 1:50 (DAKO). O
anticorpo utilizado para avaliar o Ki67 foi o0 MIB-1 com uma dilui¢éo de 1:50 (DAKO).

As amostras foram observadas num microscopio de luz, Nikon Eclipse 50i, e as
imagens foram obtidas pela cdmara Nikon-Digital Sight DS-Fil.

A expressdo da P53 foi classificada de acordo com a escala da Tabela 2. A

expressao de Ki67 foi avaliada pela percentagem de expresséo.

Tabela 2: Relacéo entre os valores e percentagens de expressao da P53

Valor Percentagem
0 Sem expressao
1 1a25%

2 26 a 50%

3 51 a 75%

4 76 a 100%
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Isolamento de células estaminais do cancro

Tém sido propostas varias técnicas para isolar potenciais células estaminais do
cancro da mama, incluindo a cultura de células em condi¢cdes ndo aderentes e nédo
diferenciantes para formar colonias de células esféricas em suspensdo designadas por
mamosferas.®2*%

A formacédo de mamosferas foi descrita por Dontu (2003)** e Mani (2008)* e o
procedimento que se pretende utilizar neste estudo esta de acordo com o destes autores
com ligeiras modificacdes, que serdo expostas de seguida.

As linhas celulares foram mantidas em condi¢fes ndo aderentes em frascos de
cultura de baixa aderéncia (TC-flasche, Sarsted, E.U.A.), previamente revestidos com
uma solucdo de poli-hema, em meio de cultura DMEM-F12 (D8900; Sigma, E.U.A.)
sem FBS durante cinco dias, de modo a adquirir caracteristicas de indiferenciacdo. O
meio de cultura DMEM-F12 utilizado foi suplementado com putrescina (Sigma PS780,
E.U.A)), 1% de insulina/transferrina/selenium-A (GIBCO 51300, E.U.A.), 1% solucdo
antibidtica composta por penicilina, streaptomicina e anfotericina B(GIBCO 15240,
U.K.) e 1% de metilcelulose (Sigma M7027, E.U.A.), de forma a obter uma solucao
viscosa que impede a agregacao celular. Posteriormente, de dois em dois dias apds o
inicio do protocolo, foram adicionados ao meio 10ng/mL de factor de crescimento
endotelial (EGF, do inglés endotelial growth factor; Sigma, E94, E.U.A.), e 10ng/mL de
fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF, do inglés basic fibroblast growth
factor; Sigma, F0291,E.U.A.).

Assim, as mamosferas obtidas através das linhas celulares, MCF7 e HCC1806,
apos o processo descrito foram designadas de MCF7-MS1 e HCC1806-MS1,

prospectivamente. Apos este procedimento as MCF7-MS1 e HCC1806-MS1 foram
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cultivadas em condigdes de cultura standard como descrito anteriormente, no meio de
cultura recomendado para cada linha celular, suplementado com 5% de FBS, sendo
passadas a designar-se de MCF7-G1 e HCC1806-G1. Quando as culturas atingiram 85 a
90% de confluéncia as células foram submetidas de novo ao protocolo de formacéo de
mamosferas de forma a obter a segunda geracdo de mamosferas, pelo que se passaram a
designar por MCF7-MS2 e por HCC1806-MS2, prospectivamente. Estas foram de novo
cultivadas em condigdes de cultura standard em meio suplementado com 5% de FBS e
as células obtidas foram designadas por MCF7-G2 e HCC1806-G2. O procedimento foi
repetido uma ultima vez de modo a obter as mamosferas finais MCF7-MS3 e
HCC1806-MS3 que posteriormente deram origem as MCF7-G3 e as HCC1806-G3. As
culturas celulares MCF7-MS1, MCF7-MS2, MCF7-MS3, HCC1806-MS1, HCC1806-
MS2, HCC1806-MS3, MCF7-G1, MCF7-G2, MCF7-G3, HCC1806-G1, HCC1806-G2

e HCC1806-G3 foram usadas para os estudos de western blot descritos de seguida.

Western blot

Para verificar a expressao da ALDH, da P53, de RE-a, de RE-f, de RP, e de HER-
2 recorreu-se a técnica de western blot que permite detetar proteinas especificas numa
determinada amostra homogeneizada de tecido ou, como neste caso, de extrato celular.

Esta técnica separa as proteinas da amostra por eletroforese em gel, que pode ser
feita através do seu ponto isoelétrico, do peso molecular, da carga elétrica ou uma
combinacdo destes fatores. Contudo, o tipo mais comum de eletroforese em gel usado
emprega géis de poliacrilamida e solugdes desnaturantes com dodecil sulfato de sodio
(SDS) de forma a separar as proteinas nativas ou desnaturadas pelo comprimento do

polipeptideo, isto é, 0 SDS é um detergente que confere carga negativa as proteinas
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permitindo a sua separacdo mediante o seu peso molecular através do eletrédio positivo
do gel de poliacrilamida. Quando uma diferenca de potencial é aplicada ao longo do gel,
as proteinas migram ao longo deste a diferentes velocidades. As proteinas de menores
dimensdes migram mais rapido através do gel, pelo que migram para o fundo do gel,
enquanto as proteinas de dimensdes maiores migram mais lentamente ficando no topo
do gel. As proteinas foram entdo transferidas para uma membrana de nitrocelulose ou de
difluoreto de polivinilideno (PVDF), onde foram analisadas e detetadas, utilizando
anticorpos especificos para a proteina alvo. Durante esta etapa, o anticorpo primario foi
introduzido na amostra, com o objetivo de marcar as proteinas com antigénios. Uma vez
marcadas as proteinas, estas podem ser facilmente identificadas, com recurso a um
anticorpo secundario que se vai ligar especificamente ao anticorpo primario. O western
blot raramente apresenta falsos positivos. Esta técnica foi utilizada para determinar a
expressdo das proteinas ALDH, de P53, dos recetores de estrogénio a e B, do recetor de
progesterona, e de Her-2.

Para realizar os estudos foram preparados extratos celulares das células MCF7,
HCC1806, MCF7-MS1, MCF7-MS2, MCF7-MS3, HCC1806-MS1, HCC1806-MS2,
HCC1806-MS3, MCF7-G1, MCF7-G2, MCF7-G3, HCC1806-G1, HCC1806-G2 e
HCC1806-G3.

Para a obtencdo dos extratos totais de proteina, as células foram lavadas
gentilmente com PBS por trés vezes e homogeneizadas em solucdo RIPA (tampdo de
radioimunoprecipitacdo) suplementado com complete mini (cOmplete, Mini, EASYpack,
30 Tab, Roche, Canada) e DTT na concentragdo de 1mM e colocou-se o conteldo num
microtubo eppendorf®. Apds agitacdo em vortex, as amostras foram submetidas a
sonicagdo com uma amplitude de 35% (Sonicador VibraCell, modelo VC50 Sonic and

Materials inc. USA) trés vezes durante 10 segundos cada. Posteriormente, as amostras
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foram centrifugadas durante 15 minutos a 14000G, & temperatura de 4°C e 0s
sobrenadantes foram transferidos para novos microtubos eppendorf® que foram
guardados a -80°C. Todo este processo se realizou mantendo o material biolégico em
contacto com gelo para manter uma temperatura baixa.

Para a determinacdo da quantidade de proteina foi utilizado o método de BCA
(BCA™ protein assay kit, Pierce). De seguida as amostras foram descongeladas e
homogeneizadas por vortex e desnaturadas & temperatura de 100°C durante 5 minutos,
apos solubilizacdo em solugdo desnaturante constituida por 100mM de tris, 100mM de
glicina, SDS a 4%, 8mM de ureia e azul bromofenol a 0,01%).

Para a realizacdo da eletroforese polimerizaram-se os géis de acrilamida que
foram colocados no sistema de corrida com tampé&o apropriado composto por 25mM de
tris, 192 mM de glicerina a pH 8.3 e SDS (Bio-Rad 161-0772) e procedeu-se a
disposicao das amostras e do padréo de pesos moleculares (NZYColour Protein Marker
I1, nzytech). Depois de terminada a eletroforese, os géis foram colocados em contacto
direto com as membranas de PVDF (membrana de fluoreto de polivinilideno; Bio-Rad,
EUA) previamente ativadas em metanol. O sistema de transferéncia foi preparado e a
reacdo ocorreu a uma diferenca de potencial de 100V, em tampdo CAPS na
concentracdo de 100mM, e de pH de 11 (N-cyclohexyl-3-aminopropanesulfonic acid)
(Sigma C233362500). Terminada a transferéncia, as membranas foram imediatamente
bloqueadas com solucdo de TBST-BSA a 5% (Tris-Buffered Saline Tween-20) (Acros
Organics code:233362500), a temperatura ambiente. Cerca de 1 hora depois,
incubaram-se as membranas, durante a noite, a temperatura de 4°C sob agitacéo
constante, com o0s anticorpos primarios adequados.

Para a detecdo da ALDH utilizou-se o anticorpo monoclonal anti-ALDH % H-8

preparado em ratinho (SC-166362, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), que detetou uma
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banda de 55 kDa. Para a detecdo da P53 utilizou-se o anticorpo anti-p53 DO-7
preparado em ratinho (SC-7698, Santa Cruz Biotechnology, Inc.),que detetou a banda
de 53 kDa. Para a detecdo do recetor de estrogénio o utilizou-se 0 anticorpo monoclonal
anti- recetor de estrogénio a preparado em ratinho (ab1104, abcam®), que detetou a
banda de 68 kDa. Para a detecdo do recetor de estrogénio § nos extratos da linha celular
HCC1806 utilizou-se o anticorpo policlonal anti- recetor de estrogénio p X-24
preparado em coelho (SC-133554, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), que detetou a banda
de 56 kDa. Para a detecdo do recetor de estrogénio P nos extractos da linha celular
MCEF7 utilizou-se o anticorpo monoclonal anti- recetor de estrogénio 3 B-1 preparado
em coelho (SC-390243, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), que detetou a banda de 56
kDa. Para a detecdo do recetor de progesterona utilizou-se um anticorpo monoclonal
anti-recetor de progesterona SP2 preparado em coelho (ab27161, abcam®), que detetou
duas bandas a de 95 kDa e a de 120 kDa. Para a detecdo do HER-2 utilizou-se um
anticorpo monoclonal anti-Erb2 3B5 preparado em ratinho (ab16901, abcam®) que
detetou a banda de 190 kDa.

No dia seguinte, efetuaram-se lavagens, com TBS-T a 1%, e incubaram-se as
membranas com o anticorpo secundario apropriado, sob agitacdo constante e a
temperatura ambiente, durante cerca de 1 hora. Depois deste periodo de tempo, as
lavagens foram repetidas, como mencionado. As membranas foram, depois, incubadas
com substrato enzimatico (ECF Western Blotting Reagent Pack, Amersham
Biosciences, Reino Unido) durante aproximadamente cinco minutos e reveladas por
leitor de fluorescéncia (Typhoon FLA 9000, Suécia).

Para normalizar os resultados do western blot, realizaram-se dois procedimentos.
Para as proteinas ALDH, P53 e RH voltaram-se a incubar as membranas com um

anticorpo anti-B-actina. A actina € uma proteina gue se encontra em todas as células. Ao
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guantificar esta proteina obtivemos a quantidade que se encontra na amostra em analise.
A actina tem um peso de 48 kDa. Porém para a proteina HER-2 as condi¢fes de corrida
da eletroforese ndo proporcionam a retencdo desta proteina no gel, por isso recorreu-se a
técnica de ponceau. Esta técnica consiste em corar a membrana antes do bloqueio e
adquirir uma imagem que permite normalizar a quantidade de proteina.

Dependendo do peso molecular da proteina tivemos de adequar as condi¢bes da
técnica de forma a obter os melhores resultados possiveis. Os pardmetros que foram
sujeitos a otimizacdo foram, a percentagem de acrilamida no gel utilizado para a
eletroforese, o tempo e a diferenca de potencial a que a eletroforese foi realizada e o
tempo que demorou a transferéncia. Para a P53, ALDH, RE o e  foram utilizadas as
mesmas condi¢fes uma vez que 0s seus pesos moleculares séo similares. Assim foram
utilizados géis de acrilamida a 10%, com uma eletroforese com dois passos em que
primeiro passo foi realizado com uma diferenga de potencial de 80V durante vinte
minutos e o segundo passo com uma diferenca de potencial de 160V durante uma hora e
vinte e cinco minutos. A transferéncia por sua vez decorreu durante uma hora com a
diferenca de potencial de 100V. Para o RP foram utilizados géis de acrilamida a 10%,
com uma eletroforese com dois passos, 0 primeiro dos quais com uma diferenca de
potencial de 100V durante cinco minutos e 0 segundo passo com uma diferenga de
potencial de 150V durante uma hora e trinta minutos. A transferéncia, por sua vez,
decorreu durante uma hora e meia. Para 0 HER-2 foram utilizados géis de acrilamida a
8%, com a eletroforese com dois passos em que primeiro foi realizado com uma
diferenga de potencial de 100V durante cinco minutos e 0 segundo passo com uma
diferenca de potencial de 150V durante uma hora e quarenta e cinco minutos. A

transferéncia por sua vez decorreu durante uma hora e meia.
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Resposta a radioterapia

Para avaliar e comparar a acdo da radioterapia nas duas linhas celulares de
adenocarcinoma da mama, as MCF7 e as HCC1806, as culturas celulares foram sujeitas
a diferentes doses de radiacdo de 0, de 2, de 4, de 6, de 8 e de 10 Gy.

Prepararam-se suspensfes celulares das linhas celulares em estudo numa
concentracdo de 0,5x10° células/mL, com o volume necessario para realizar as
experiéncias pretendidas. As suspensdes foram transferidas para microtubos eppendorf®
consoante a quantidade necessaria para cada condicdo. Foi preciso ter em atencdo o
facto de o volume de suspensédo celular perfazer o volume méaximo do microtubo, de
modo a ndo conter ar aquando da irradiagdo. Foram realizados controlos em todos 0s
ensaios, ou seja, células que passaram por todos 0s passos da experiéncia excetuando a
irradiacdo. Para obter uma irradiacdo com dose homogénea em todo o volume e de
modo reprodutivel e fidvel, foi utilizada uma caixa de irradiagdo em acrilico com
paredes de 1 cm de espessura, com dimensbes e referéncias para posicionamento
gravadas em relevo e em tudo compativeis com as condi¢fes habituais de operagdo do
acelerador linear para as quais foi utilizado, especialmente desenhada. Assim, foi
possivel garantir condi¢cdes de posicionamento e de acondicionamento reprodutiveis,
bem como a homogeneidade da dose administrada. Esta caixa foi construida no
Departamento de Fisica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de
Coimbra, e foi igualmente utilizada em tomografia computorizada (TC) de modo a
realizar estudos de dosimetria. As dimensdes da caixa de irradiacdo e do campo de
irradiagdo (40cm x 40cm) e a distancia da fonte dos feixes ao centro da caixa permite
calcular o tempo necessario para haver a administracdo da dose pretendida. Este tempo

é medido em unidades de monitor (UM, do inglés Monitor Units). A figura 10 mostra
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nos estudos de TC para o planeamento tridimensional, bem como o perfil de dose de
radiagdo administrado. O acelerador linear utilizado para a irradiacéo foi um acelerador
Varian Clinac 600C (Varian, California, EUA), com raios-X de 4MV, utilizado na

rotina clinica de tratamento de radioterapia externa'?

. O procedimento de irradiagéo foi
executado por um Engenheiro Fisico com formagdo adequada. Para iniciar a sessdo de
irradiacdo colocou-se a caixa de irradiacdo vazia sobre o tampo da mesa de tratamento e
distribuiram-se os microtubos eppendorf® com as diferentes linhas celulares, preparados
previamente para as varias doses de radiacdo, mantendo os respetivos controlos fora da
sala. Para assegurar a homogeneidade de dose recebida pelas células, os microtubos
eppendorf® foram submersos em &gua, & temperatura de 37°C, com a caixa de irradiacéo
posicionada com o seu eixo longitudinal paralelo ao eixo central do feixe. Preparada a
caixa com as amostras iniciou-se a sesséo de tratamento. Assim, a dose foi administrada
em duas fases, a primeira fase consistiu na irradiacdo com a gantry a 90° e a segunda
fase na irradiacdo com a gantry a 270°, perfazendo assim a dose pretendida. Apos estas
duas irradiaces retiraram-se da caixa os microtubos eppendorf® com a condicdo
irradiada, permanecendo o0s restantes, e assim sucessivamente. Para finalizar, retiram-se
os ultimos microtubos eppendorf® da caixa de irradiacdo, retirando também toda a agua
que a preenchia.

Os microtubos eppendorf® foram submetidos a doses Gnicas de 2, de 4, de 6, de 8
e de 10 Gy de Raios-X, a excec¢do dos controlos.

De modo a avaliar a resposta celular a radioterapia realizou-se 0 ensaio
clonogenico, um teste de viabilidade celular geralmente utilizado para avaliar os efeitos
da radiacdo. Este ensaio avalia a sobrevivéncia pela capacidade de proliferacdo celular e

pela capacidade das células formarem colonias, sendo possivel avaliar o resultado da
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agressao celular induzida pela radiacdo uma vez que sdo quantificadas as células que

permanecem Vviaveis e sdo capazes de originar colonias.

Dose (% Dose Prescrita)

‘Posuocao'
Figura 10: Planeamento realizado para irradiacdo das células: (A) representacao frontal,
(B) representacao lateral e (C) representacdo tridimensional da caixa de irradiacdo. A
distribuicdo de dose encontra-se representada pela escala de cor, variando de um

minimo de 95% (azul) a um maximo de 105,3% (vermelho); (D) perfil de dose
administrada ao longo da espessura da caixa.

Apbs a irradiacdo plaqueou-se o numero pretendido de células de cada linha
celular em placas (Starstedt AG & Co, Alemanha, Nimbrecht) de 6 pogos, perfazendo
cada poco como respetivo meio até 3 mL e incubaram-se a temperatura de 37°C em
atmosfera com 5% de CO2, tal como indica a figura 11.

Ao quinto dia de incubacdo mudou-se 0 meio de cada pog¢o das placas e por fim
ao décimo segundo dia efetou-se a cloracdo com violeta de cristal. Para corar as
colobnias descartou-se 0 meio das placas, lavando de seguida com PBS e adicionaram-se
cerca de 2mL de metanol (32213, Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA), durante dez
minutos, para permitir que as coldnias se fixassem. De seguida descartou-se o metanol e
adicionou-se o corante violeta cristal a 0,5% diluido em metanol deixando atuar cinco
minutos. Apds este tempo aspirou-se o0 corante e lavaram-se as placas em agua tépida,

agitando levemente.
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Figura 11: Esquema representativo do semear das células nas placas de 6 pocos de

acordo com a dose a que foram irradiadas.

Deixaram-se as placas secar totalmente e procedeu-se a contagem das colonias

para, desta forma se poder calcular a eficiéncia da placa (EP) e o fator de sobrevivéncia

(FS) pelas seguintes equacGes respetivamente:

numero de colénias

feciencia daplaca (EP) = 0 alas plaquedas

efeciéncia da placa das células tratadas

Factor de subrevivéncia(FS) = — -
efeciéncia da placa com células controlo

x 100 (%)

Apbs se obterem os resultados, foi possivel desenhar uma curva de sobrevivéncia

celular, relacionando o FS e a dose de radiagdo administrada. Assim foi possivel avaliar

a resposta de cada linha celular as diferentes doses de irradiacdo administrada.

Os resultados experimentais relativos aos ensaios clonogénicos foram ajustados a

um modelo linear-quadratico para a obtencdo de curvas dose-resposta, utilizando o

software OriginPro versdo 8.0, segundo a equacao:
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SF = ¢~aP=BD*

onde D representa a dose em Gy e a e B correspondem aos parametros do modelo.
Porém quando o B ¢ de valor igual a zero os dados adquam-se melhor a um modelo se
um s6 alvo e um sé toque, sendo caracterizado por uma curva de sobrevivéncia
exponencial em que o calculo da sobrevivéncia é feito com a equagdo a seguir

apresentada:

SF =¢e Do

onde Dy representa a dose letal média.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com recurso ao software IBM® SPSS®, versio
20.0. A analise descritiva de varidveis quantitativas foi feita com recurso a medidas de
tendéncia central, de dispersdo e de localizacdo. Para a realizacdo de andlise
comparativa, foi inicialmente testada a normalidade dos valores quantitativos utilizando
o teste de normalidade de Shapiro-Wilk.

A comparagéo dos valores obtidos nas condigdes testadas por Western Blot com o
controlo foi realizada utilizando o teste t de Student para uma meédia corrigido por
Bonferroni, considerando o valor de normalizacéo 1,

A comparacdo dos fatores de sobrevivéncia e da percentagem de células em
proliferacdo entre linhas celulares ou condigdes experimentais foi realizada com recurso

ao teste ANOVA de um fator (teste paramétrico, utilizado em condic¢Oes de normalidade
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da distribuicdo e homogeneidade de variancias) ou ao teste de Kruskal-Wallis (teste ndo
paramétrico, utilizado nos restantes casos). Utilizou-se a corre¢do de Bonferroni nas
comparagBes maltiplas.

A anélise comparativa dos fatores de sobrevivéncia e da proliferacdo celular com
o controlo foi feita utilizando o teste t de Student para uma média, comparando 0s
valores obtidos com o valor 1, com correcdo de Bonferroni.

Considerou-se um erro tipo | de 0,05 para todas as comparagoes.
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Citoquimica e imunocitoguimica

A imunocitoquimica é uma técnica que consiste na analise de uma amostra de
células com a aplicacdo de anticorpos especificos para 0s componentes que se
pretendem observar com a coloracdo. Esta técnica é vantajosa porque permite para além
da identificacdo os componentes que se encontram nas células, avaliar a sua localizacdo
na célula, nuclear ou citoplasmatica e, assim, perceber a funcdo na qual poderdo estar
envolvidas.'® Esta técnica, ao longo do tempo, tem sido utilizada em varios estudos do
cancro da mama para a classificacdo dos diferentes tipos e sua estratificacdo
clinica. 2!

Realizou-se a imunocitoquimica nas duas linhas celulares que se encontram em
estudo neste trabalho, a linha celular MCF7, que esta descrita como caracteristica de
cancro da mama que expressa recetores hormonais e a linha celular HCC1806, linha
com caracteristicas de cancro da mama triplo negativo.

Através da coloracdo com hematoxilina e eosina (H&E) convencional e em cell
block e da coloracdo de papanicolau da linha celular HCC1806 observaram-se células
com grande variabilidade na forma e no tamanho, algumas delas multinucleadas, com
aumento da relacdo nucleo/citoplasma, de contornos nucleares irregulares e
pleomorfismo nuclear de moderado a severo, com nucleos hipercromaticos ou de
cromatina aberta e maltiplos nucléolos proeminentes. Observaram-se ainda células com

fendtipo em anel de sinete, evidenciando-se também indice mitdtico elevado, como se

pode observar nas imagens da figura 12.

81



Figura 12: Imagens de ¢
B e C: coloracdo de H&E em cell block, 400x. D: coloracdo de papanicolau, 400x.

As células da linha celular MCF7 submetidas a coloracdo de H&E e de
papanicolau estdo representadas na figura 13. Estas células apresentaram grande
variabilidade na forma e no tamanho, com aumento da relagdo nucleo/citoplasma,
contornos nucleares irregulares e pleomorfismo nuclear de moderado a severo, com
nucleos de cromatina aberta e atividade nucleolar evidente. Verificou-se também que o

indice mitotico destas células era elevado.
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Figura 13: Imagens de citoquimica das células MCF7. A: coloracdo de H&E, 200x. B:

coloracdo de H&E em cell block, 400x. C: coloracdo de papanicolau, 200x. D:
coloracéo de papanicolau, 200x.

Para além das coloracdes para a visualizacdo da morfologia e para caracterizacao
das diferentes linhas celulares foi avaliada a presenca do marcador Ki-67, importante
indicador da proliferagdo celular. A imunomarcacdo com Ki67 na linha celular
HCC1806, que se pode observar na figura 14-A foi positiva de forma intensa e difusa a
nivel nuclear em cerca de 80-90% das células.

Relativamente a imunomarcacdo com Ki67 da linha celular MCF7 esta também
foi positiva de forma intensa e difusa a nivel nuclear em cerca de 70 a 80% das células,

como se pode observar na figural4-B.
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células HCC1806, 200x. B: células MCF7, 200x.

Avaliou-se também a expressdo da proteina P53 nas linhas celulares HCC1806 e
MCF7 como representado na figura 15. A imunomarcagcdo com P53 nas células
HCC1806 revelou auséncia de marcagdo nuclear como se pode observar na figura 15-A.
Enquanto a imunomarcacdo com P53 nas células da linha MCF7 revelou marcacéo
nuclear intensa e difusa em cerca de 90% das células como se pode observar na

figural5-B.

Figura 15: Imagens de imnunocitoquimica para a marcacdo para a proteina P53. A:
células HCC1806, 200x. B: células MCF7, 200x.

Tendo em conta a estratificacdo clinica do cancro da mama pretendeu-se também

avaliar a expressdo dos recetores hormonais de estrogénio o e de progesterona nas

84



linhas celulares alvo deste estudo. Assim, na figura 16 estd representada a marcacéao
para 0 RE-a. Como se pode observar na figura 16-A as células HCC1806 revelaram
negatividade para a imunomarcacao do recetor de estrogénio. Em contraste, na figura
16-B pode observar-se que a imunomarcacao para estes recetores na linha celular MCF7

revelou positividade nuclear intensa e difusa em cerca de 80-90% das células.

Figura 16: Imagens de imnunocitoquimica para a marcacdo do RE-a. A: células
HCC1806, 200x. B: células MCF7, 200x.

No que concerne ao recetor de progesterona a expressao estd representada na
figura 17. As células HCC1806 também revelaram negatividade para a imunomarcacao
deste recetor, 0 que se pode apreciar na figura 17-A. As células MCF7 sdo positivas
para o0 recetor de progesterona, sendo que a imunomarcagdo para 0S recetores de
progesterona revelou positividade nuclear intensa e difusa em cerca de 50% das células,

como se pode constatar na figura 17-B.
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Figura 17: Imagens de imnunocitoquimica para a marcacao do recetor de progesterona.
A: células HCC1806, 200x. B: células MCF7, 200x.

Isolamento de CSC

As duas linhas celulares de cancro da mama em estudo, as MCF7 e as HCC1806,
foram submetidas ao protocolo de formacdo de mamosferas como descrito e foi possivel
obter todas as geracdes de CSC denominadas sequencialmente por MS1, MS2 e MS3 e
as geracgoes derivadas das anteriores denominadas por G1, G2 e G3. Todas as geracdes
ndo aderentes, as MS1, as MS2 e as MS3, representam col6nias esféricas em suspensao
de morfologia idéntica. A figura 18 mostra as imagens de microscopia Otica das células
MCF7 (figura 18-A) e das células HCC1806 (figura 18-B, bem como as CSC MS1
obtidas a partir de cada uma das linhas celulares, a figura 18-C para as MCF7-MS1 e a

figura 18-D para as HCC1806-MS1.
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Figura 18: Imagem das linhas celulares e das respetivas mamosferas MS1. A: células da

linha celular MCF7, 100x. B: células da linha celular HCC1806, 100x. C: CSC MCF7-
MS1, 100x. D: CSC HCC1806-MS1, 100x.

Expressao de proteinas em CSC

A avaliacdo da expressdo das proteinas descritas de seguida foi realizada nas
linhas celulares de origem, as MCF7 e as HCC1806 bem como nas populacdes celulares
suas derivadas, nomeadamente, as popula¢fes de mamosferas das vérias geracbes como
as MCF7-MS1, as MCF7-MS2, as MCF7-MS3, e as respetivas células derivadas como
as MCF7-G1, as MCF7-G2, as MCF7-G3 referentes a linha celular MCF7. Em relacéo
a linha HCC1906, os estudos realizaram-se sobre as mesmas populagdes, as HCC1806-

MS1, as HCC1806-MS2 e as HCC1806-MS3 no caso das varias geragdes de
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mamosferas e as HCC1806-G1, as HCC1806-G2 e as HCC1806-G3 referentes as
respetivas células derivadas.

A aldeido desidrogenase (ALDH) pertence a familia das oxiredutases que €
responsavel pela catalisacdo dos aldeidos em &cidos. A expressdo aumentada desta
proteina verificou-se ser um marcador relevante de células estaminais. Existem varias
isoformas desta proteina, sendo a mais relevante, no contexto das células estaminais do
cancro (CSC) da mama, a isoforma ALDH 1. Pensa-se que esta proteina pode estar
envolvida no inicio do processo de diferenciagdo das CSC.'* O gene da ALDH 1
encontra-se no cromossoma 9, tem uma estrutura tetramétrica com um peso molecular

de 54 kDa."®” A ALDH 2 tem um peso molecular de 56 kDa.
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Figura 19: Expressdo da ALDH, nas células MCF7 e nas células HCC1806. Os
resultados representam a razdo entre a expressdo da ALDH e da B-actina, normalizados
para a linha celular MCF7. Os resultados expressam a média e o erro padrdo de pelo
menos 3 experiéncias. As diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao
controlo estdo assinaladas com * em que * representa p<0,05, ** representa p<0,01 e
*** representa p<0,001.

Neste trabalho foi possivel comparar a expressdo da ALDH entre as duas linhas
celulares, a linha celular MCF7 e a linha celular HCC1806, e verificou-se que existe

uma maior expressdo desta proteina nas células HCC1806, sendo este aumento trés
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vezes superior a expressdo nas células MCF7, com significado estatistico (p=0,004),
como se encontra demonstrado na figura 19.

Apos se ter verificado que ambas as linhas celulares expressam esta proteina
procedeu-se a avaliacdo das populacdes obtidas a partir destas células. Nas mamosferas
derivadas de MCF7 verificou-se um aumento, com significancia estatistica, da
expressdo da ALDH em todas as gera¢fes comparativamente com as células MCF7 de
origem, sendo que para as MCF7-MS1 se obteve um p=0,006, para as MCF7-MS2 se
obteve um p=0,042 e para as MCF7-MS3 se obteve um p=0,024. Foi possivel verificar
que em todas as geracOes aderentes derivadas das mamosferas ndo houve diferencas de

expressao relativamente a linha celular MCF7 de origem (figura 20).
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Figura 20: Expressdo da ALDH nas células da linha MCF7 e suas populacdes derivadas
MS1, MS2 e MS3, G1, G2 e G3. Os resultados representam a razao entre a expressao da
ALDH e da B-actina, normalizados para a linha celular MCF7.0s resultados expressam
a média e o erro padréo de pelo menos 5 experiéncias. As diferencas estatisticamente
significativas em relacdo ao controlo estdo assinaladas com * em que * representa
p<0,05, ** representa p<0,01 e *** representa p<0,001.

Nas populacOes obtidas a partir da linha celular HCC1806, observaram-se

resultados semelhantes aos anteriores, como se pode comprovar na figura 21. Existe um
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aumento da expressdo da proteina ALDH nas mamosferas, com significado estatistico
em relagdo a linha celular HCC1806 de origem, nomeadamente, nas mamosferas
HCC1806-MS1 com p<0,001, nas mamosferas HCC1806-MS2 com p=0,036 e nas
mamosferas HCC1806-MS3 com p=0,006. Na figura 21 pode ainda apreciar-se que as
populacdes celulares com fendtipo aderente derivadas das mamosferas, expressam

niveis da proteina ALDH idénticos a linha celular HCC1806 de origem.
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Figura 21: Expressdao da ALDH nas células da linha HCC1806 e suas populacdes
derivadas MS1, MS2 e MS3, G1, G2 e G3. Os resultados representam a razdo entre a
expressdo da ALDH e da B-actina, normalizados para a linha celular HCC1806.0s
resultados expressam a média e o erro padrdo de pelo menos 7 experiéncias. As
diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao controlo estdo assinaladas com
*em que * representa p<0,05, ** representa p<0,01 e *** representa p<0,001.

A proteina P53, conhecida como o “guardido do genoma”, encontra-se envolvida
em varias fungdes na célula tal como a regulacdo do ciclo celular, a indugdo da morte
por apoptose, a senescéncia celular e a recombinagéo de DNA. A auséncia da expressao

da P53 ou a sua mutacdo na maioria das vezes encontra-se associada a carcinogénese.
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Esta proteina contém 393 amino&cidos, contendo trés dominios funcionais, sendo o seu
peso molecular de 53 kDa.”

A anélise por western blot confirmou a auséncia de expressdo da P53 na linha
celular HCC1806 e nas populagfes celulares derivadas desta linha celular também néo
se detetou proteina nas referidas condi¢cBes experimentais. A figura 22 mostra um
imunoblot representativo destes resultados em que se utilizou a linha celular MCF7

como controlo positivo.

MCF7 |[HCC1806| H-MS1 | H-MS2| H-MS3| H-G1 | H-G2 | H-G3

B-actin (47 kDa) - L I [ R I I

Figura 22: Imunoblot representativo da expressao da P53 nas células da linha HCC1806
e suas populacdes derivadas MS1, MS2 e MS3, G1, G2 e G3.

Pode-se observar uma diminuicdo de expressdo da P53 nas mamosferas derivadas
da linha celular MCF7, com resultados estatisticamente significativos para as
mamosferas MCF7-MS1 com p=0,018 quando comparada com as células de origem. Na
populacdo aderente derivada das mamosferas pode-se observar uma expressdo
semelhante a expressdo de P53 nas células MCF7 de origem como se encontra
representado na figura 23.

Até agora foram identificados e estudados dois tipos de recetores de estrogénio, a
isoforma o ¢ a isoforma . Estes recetores no cancro da mama tém um importante papel
no crescimento e na progressdao do tumor. Ambos tém uma estrutura muito similar
diferindo apenas num dominio. O RE-a contém 595 aminoacidos, sendo o seu peso
molecular de 66 kDa. O RE-B contém 530 aminoacidos, sendo o seu peso molecular de

55 kDa.??
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Figura 23: Expressdo da P53 nas células da linha MCF7 e suas populacdes derivadas
MS1, MS2 e MS3, G1, G2 e G3. Os resultados representam a razéo entre a expresséo da
P53 e da B-actina, normalizados para a linha celular MCF7. Os resultados expressam a
média e o erro padrdo de 4 pelo menos experiéncias. As diferencgas estatisticamente
significativas em relacdo ao controlo estdo assinaladas com * em que * representa
p<0,05, ** representa p<0,01 e *** representa p<0,001.

Ao avaliar a expressdo do recetor de estrogénio-o nas células da linha MCF7 e da
linha HCC1806 observou-se auséncia de expressao desta proteina nas células HCC1806
e nas suas derivadas, aderentes e em suspensao, tal como é visivel na figura 24. Na
mesma imagem podemos ver uma banda corresponde a expressao deste recetor na linha

celular MCF7, o que constituiu um controlo positivo da experiéncia.

MCF7 | HCC1806 | H -MS1| H-MS2| H-MS3| H-G1 | H-G2 | H-G3

RE-a (66 kDa)

B-actin (47KkDa) - - r -
T L

Figura 24: Imunoblot representativo da expressdo da RE-a nas células da linha
HCC1806 e suas populacdes derivadas MS1, MS2 e MS3, G1, G2 e G3.

Na linha celular MCF7 foram realizados estudos em todas as populacgdes celulares
e comparadas as populagdes ndo aderentes observou-se uma diminuicdo da expressdo

do RE-a, com resultados estatisticamente significativos, para as mamosferas MC7-MS1
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em que p<0,001, para as mamosferas MCF7-MS2 em que p<0,001 e para as
mamosferas MCF7-MS3 em que p<0,001. As duas primeiras geracOes das populagdes
de células aderentes derivadas das mamosferas MCF7-G1 e MCF7-G2, em comparagao
com a linha MCF7 de origem tém uma expressdo similar do RE-o. Porém a ultima
geracgdo aderente derivada das mamosferas, a MCF7-G3 tem um aumento de expresséo

com, significancia estatistica (p=0,012), tal como a evidenciado na figura 25.

MCF7 | MS1 | MS2 | MS3 | Gl | G2 |G3

RE-a (66 kDn) T — — —

f-actin (47kDa)

P ——— L
2.59
2.0

1.5

Expressdo da proteina RE-u

Figura 25: Expressdo do RE-a em MCF7 e suas populagdes derivadas MS1, MS2 e
MS3, G1, G2 e G3. Os resultados representam a razéo entre a expressédo do RE-a e da
B-actina, normalizados para a linha celular MCF7.0s resultados expressam a média e 0
erro padréo de 4 pelo menos experiéncias. As diferencas estatisticamente significativas
em relacdo ao controlo estdo assinaladas com * em que * representa p<0,05, **
representa p<0,01 e *** representa p<0,001.

No estudo do RE-B foi, a semelhanga dos anteriores, avaliada a sua expressao nas
células da linha MCF7 e da linha HCC1806. Foi constatado que a expressao desta
proteina nas duas linhas celulares tem uma tendéncia para ser similar, tal como mostra a

figura 26.
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Figura 26: Expressdao do RE-B nas células da linha MCF7 e da linha HCC1806. Os
resultados representam a razéo entre a expressdo do RE-B e da B-actina, normalizados
para a linha celular MCF7. Os resultados expressam a média e o erro padrdo de pelo
menos 6 experiéncias. As diferengas estatisticamente significativas em relacdo ao
controlo estdo assinaladas com * em que * representa p<0,05, ** representa p<0,01 e
*** representa p<0,001.

Nas populacBes celulares derivadas da linha celular MCF7 observou-se uma
diminuicdo da expressdo do RE-P nas varias geracdes de mamosferas comparativamente
a linha celular que lhes deu origem, nomeadamente, para as mamosferas MCF7-MS1
em que p=0,006, para as mamosferas MCF7-MS2 em que p=0,018 enquanto nas
mamosferas MCF7-MS3 se verifica uma tendéncia semelhante mas sem significado
estatistico. Por outro lado, as gerac6es derivadas do fendtipo aderente apresentaram uma
expressao idéntica a linha celular original, como se pode observar na figura 27.

Observou-se que a expressao do RE- na linha celular HCC1806 apresentava uma
diminuicdo nas geracfes de mamosferas comparativamente a sua linha de origem com
significancia estatistica para as trés geracfes, nomeadamente, para as mamosferas
HCC1806-MS1 em que p=0,012, para as mamosferas HCC1806-MS2 em que p<0,001
e para as mamosferas HCC1806-MS3 em que p<0,001. Na comparacdo da linha de
origem com as suas derivadas aderentes observou-se uma expressdo, sem diferencas da

linha celular HCC1806, como é demonstrado na figura 28.
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Figura 27: Expressao do RE-B nas células da linha MCF7 e suas populagGes derivadas
MS1, MS2 e MS3, G1, G2 e G3. Os resultados representam a razao entre a expressao
do RE-B e da p-actina, normalizados para a linha celular MCF7.0s resultados
expressam a meédia e o erro padrdo de 5 pelo menos experiéncias. As diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao controlo estdo assinaladas com * em que *
representa p<0,05, ** representa p<0,01 e *** representa p<0,001.
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Figura 28: Expressdo do RE-f nas células da linha HCC1806 e suas populacdes
derivadas MS1, MS2 e MS3, G1, G2 e G3. Os resultados representam a raz&o entre a
expressdo do RE-B e da B-actina, normalizados para a linha celular HCC1806.0s
resultados expressam a média e o erro padrdo de 6 pelo menos experiéncias. As
diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao controlo estéo assinaladas com
*em que * representa p<0,05, ** representa p<0,01 e *** representa p<0,001.
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O recetor de progesterona (RP) faz parte da superfamilia dos recetores nucleares,
a semelhanca dos recetores de estrogénio. A ativacdo daquele recetor pode levar a
maturagdo do epitélio da mama bem como pode auxiliar ao crescimento tumoral. Este
recetor tem duas isoformas, a isoforma A com um peso molecular de 99 kDa e a
isoforma B com um peso molecular de 82 kDa.'?®

Para a linha celular HCC1806 ndo foi detetada expressdo quantificavel deste

recetor hormonal, como é possivel observar na figura 29.

MCF7 |HCC1806] H-MS1 | H-MS2 | H-MS3 | H-G1 | H-G2 | G3

RP (120kDa) : TR CEANY
b

Figura 29: Imunoblot representativo da expressdo da RP nas células da linha HCC1806
e suas populac@es derivadas MS1, MS2 e MS3, G1, G2 e G3.

Relativamente a expressdo de RP obteve-se, uma diminuicdo da sua expressao,
com significancia estatistica nas para mamosferas MCF7-MS1 em que p<0,001, para as
mamosferas MCF7-MS2 em que p<0,001 e para as mamosferas MCF7-MS3 em que
p=0,006. As populacgdes aderentes derivadas de mamosferas MCF7 tém uma expressao

semelhante a linha de origem, como é representado na figura 30.
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Figura 30: Expressdo do RP nas células da linha MCF7 e suas populacfes derivadas
MS1, MS2 e MS3, G1, G2 e G3. Os resultados representam a razao entre a expressao
do RP e da B-actina, normalizados para a linha celular MCF7.0s resultados expressam a
meédia e o erro padrdo de 4 pelo menos experiéncias. As diferencas estatisticamente
significativas em relacdo ao controlo estdo assinaladas com * em que * representa
p<0,05, ** representa p<0,01 e *** representa p<0,001.

O HER-2 é um marcador molecular do cancro da mama, com implicacdes
terapéuticas na pratica clinica, descrito em 1985 e que se encontra no braco longo do
cromossoma 17. Tem um peso molecular de 185 kDa. No estudo do HER-2 ndo foi

observada expressao na linha celular HCC1806 como esta demonstrado na figura 31.

MCF7 |HCCI806| H-MS1 | H-MS2 | H-MS3 | H-G1 | H-G2 | H-G3

Ponceau
(245-75kDa) |

Figura 31: Imunoblot representativo da expressdo da RE-a nas células da linha
HCC1806 e suas populacdes derivadas MS1, MS2 e MS3, G1, G2 e G3.

Na linha celular MCF7 verificou-se uma diminuicdo da expressdo deste recetor,

com significancia estatistica nas mamosferas MCF7-MS1 em que p=0,036, nas
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mamosferas MCF7-MS2 em que p=0,006 e nas mamosferas MCF7-MS3 em que
p=0,036. As populagdes aderentes derivadas de mamosferas MCF7 tém uma expressao

semelhante a linha de origem, como é representado na figura 32.

MCF7 | MSI1| MS2 | MS3 | GI | G2 | G3
(190kDa) . o - .
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Figura 32: Expressdo do HER-2 nas células da linha MCF7 e suas populacdes derivadas
MS1, MS2 e MS3, G1, G2 e G3. Os resultados representam a razdo entre a expressao
do HER-2 e do Ponceau, normalizados para a linha celular MCF7.0s resultados
expressam a média e o erro padrdo de 5 pelo menos experiéncias. As diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao controlo estdo assinaladas com * em que *
representa p<0,05, ** representa p<0,01 e *** representa p<0,001.

Resposta a radioterapia

Para avaliacdo da resposta a radioterapia foram utilizadas as linhas celulares
HCC1806 e MCF7 e foram comparados os resultados. Perante os resultados dos ensaios
clonogénicos calculou-se o fator de sobrevivéncia (FS) para cada dose de radiacdo.
Seguidamente, no sentido de obter uma curva dose-resposta, os dados obtidos foram

ajustados ao modelo mais adequado (figura 33).
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Figura 33: Curva de dose-resposta a radiacdo para as nas células das linhas MCF7 e
HCC1806, obtidas com ensaio clonogénico. Os resultados expressam a média e 0 erro
padréo de 6 experiéncias.

O modelo que melhor se adequa aos dados experimentais obtidos com a linha
MCF7 é o modelo de um s6 alvo e um sé toque, uma vez que se obtém um valor nulo
para 3 quando aplicado o modelo linear-quadratico. Para esta linha celular foi obtido um
valor Dg (dose letal média) de 4,54+0,35Gy.

Para a linha celular HCC1806, o modelo mais indicado para obter a curva dose-
resposta € o modelo linear-quadratico. Por este modelo foi possivel obtermos o valor de
B de 0,008+0,011Gy 2 ¢ o valor de a, 0,290+0,099Gy *. Assim a razdo entre estes dois
parametros, o/p, é de 35,32Gy.

A dose que reduz a sobrevivéncia para 50%, DLs, foi também obtida para as duas
linhas celulares, com um valor de 3,148Gy (intervalo de confianga a 95% [1,11;3,78])
para as células MCF7 e de 2,247Gy (intervalo de confianca a 95% [2,57;3,91]) para as

células HCC1806.
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Comparando as duas linhas celulares, verificamos que as células da linha MCF7
apresentam um FS significativamente inferior as células da linha HCC1806 para as

doses de 6, de 8 e de 10Gy (p<0,001).
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DISCUSSAO






Este trabalho centra-se na comparacao de dois tipos de cancro da mama, 0 cancro
da mama que expressa recetores hormonais e o cancro da mama triplo negativo.
Pretendeu-se contribuir para o esclarecimento do perfil molecular deste tipo de cancro
da mama, particularmente, no que concerne a populagdes com propriedades de CSC in
vitro.

O cancro da mama que expressa recetores hormonais, neste trabalho, foi
representado pela linha celular MCF7, amplamente descrita na literatura e utilizada
como modelo de vérios estudos sobre o cancro da mama.*?*****3! Na prética clinica, as
doentes com este tipo de cancro tém uma menor resposta patolégica completa a
quimioterapia sendo a hormonoterapia uma terapia adjuvante dirigida disponivel.

O cancro da mama triplo negativo foi representado pela linha celular HCC1806
caracterizada como um cancro da mama pouco diferenciado.’*’ Este tipo de cancro tem
um mau prognostico devido a falta de terapias dirigidas, a sua agressividade e a
capacidade de formar metastases e recidivas precoces. Porém este grupo de tumores é
mais sensivel a radioterapia e & quimioterapia.

Numa fase inicial e de modo a confirmar esta estratificagdo foram realizados
estudos de imunocitoquimica. As células MCF7 caracterizaram-se por apresentarem
elevado indice de proliferacdo, elevada expressdo do recetor de estrogénio e expressao
do recetor de progesterona. As células HCC1806 caracterizaram-se por uma maior
indiferenciacdo e auséncia de expressdo dos recetores de estrogénio e de progesterona.
Morfologicamente ambas as linhas celulares apresentaram uma grande variabilidade na
forma e no tamanho celular com aumento da relacdo nucleo/citoplasma, contornos
nucleares irregulares e pleomorfismo nuclear. Ambas as linhas celulares apresentaram

indice mitdtico elevado. Porém, as células triplas negativas HCC1806 apresentaram
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ainda células multinucleadas, com nucleos hipercromaticos e com atividade nucleolar
evidente, caracteristicas habitualmente associadas a elevada malignidade.

Ao longo das Ultimas décadas, as CSC tém sido alvo de varios estudos para
melhor compreensdo do seu papel na carcinogénese e no desenvolvimento dos tumores.

Os tumores ndo sdo constituidos por células iguais entre si, pois parecem existir
varias populagdes celulares. Entre os diferentes tipos de celulas encontramos uma
populagdo reduzida que parece estar envolvida em processos essenciais para a
sobrevivéncia do cancro tal como a sua génese, progressdo, metastizacdo e recidivas.
Estas sdo as células estaminais do cancro. A sua denominacdo advém do facto de estas
demonstrarem as duas grandes caracteristicas das células estaminais presentes nos
tecidos, a capacidade de autorrenovacdo e a elevada capacidade de proliferagdo. Varios
sdo os estudos que se tém feito sobre estas células. Foi demonstrado que estas células
sdo resistentes as terapéuticas, tendo-lhes sido atribuida a responsabilidade nédo sé pela
resisténcia a terapéutica como também pela recidiva dos tumores.

Tendo em conta estas especificidades tornou-se urgente caracterizar e conhecer o
fendtipo molecular, o metabolismo e a respostas destas células as terapéuticas
disponiveis, assim como, contribuir para desenvolver novas terapéuticas dirigidas. O
isolamento desta populacdo de células e a sua propagacdo in vitro seria de extrema
conveniéncia. No entanto, a auséncia e o desconhecimento de marcadores celulares que
caracterizassem a populacdo de CSC e a reduzida percentagem desta populacdo de
células no tumor levantaram barreiras aos estudos. Em 2003 Dontu et al. desenvolveram
um sistema de cultura in vitro de células humanas do epitélio mamario que permitiu a
propagacao destas células num estado de desdiferencicdo, baseado na sua capacidade de
se desenvolverem em condi¢des ndo aderentes. Estas células foram denominadas de

mamosferas.’*? Mais tarde em 2005 Ponti et al. utilizando o protocolo descrito por
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Gabriella Dontu, confirmou a possibilidade de se isolarem e propagarem células com
caracteristicas de células estaminais do cancro da mama.®

Neste projeto, as linhas celulares de cancro da mama MCF7 e HCC1806 foram
submetidas ao protocolo de formacdo de mamosferas, o que resultou na obtencdo de
colonias esféricas em suspensdo. Foi possivel obter células em suspensdo com
caracteristicas estaminais em trés diferentes geracBes sucessivas, submetidas
sequencialmente a protocolo de subdiferenciacdo e respetivas populagdes derivadas
aderentes, que de algum modo refletem uma nova diferenciacdo na condigéo nativa, isto
é, aderente.

As proteinas, membros da familia ALDH tém um papel importante na
destoxificacdo enzimatica dos aldeidos enddgenos e exdgenos das células. De igual
modo tém um papel importante na formacdo de moléculas que sdo fundamentais em
processos celulares, tais como o acido retindico e o &cido aminobutirico. Porém, as
isoformas 1 e 2 da ALDH exibem funcbes adicionais ndo enzimaticas, incluindo a
capacidade de se ligarem a algumas hormonas, bem como diminuir os efeitos da
radiacdo ultravioleta na cérnea. De igual modo podem desempenhar um papel essencial
relacionando com a autoprotecdo, com a diferenciacéo e com a expansdo celular.”® Nas
células estaminais a caracteristica de autoprotecdo € importante para que exista a
manutenc¢do da populagdo nos tecidos e no 6rgdo, assegurando o tempo de vida Util da
estrutura em questdo. A ALDH envolve-se neste mecanismo de autoprotecéo pelo seu
papel na via de sinalizacdo do &cido retindico e na oxidacao intracelular dos aldeidos.
Assim esta proteina tem sido utilizada como um marcador das CSC.'* Ginestier e
colaboradores apresentaram em 2007 um estudo sobre células normais e células
tumorais do cancro da mama em que verificaram que a atividade destas proteinas esta

relacionada proporcionalmente com o comportamento caracteristicos das células
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estaminais, designado frequentemente na literatura pela expressdo stemness,
nomeadamente, maior capacidade de autorrenovacdo e de carcinogénese.’”® Mais
recentemente Nalwoga e colaboradores (2010) verificaram que a elevada expressdao da
ALDH 1 se encontrava associada aos cancros da mama com pior prognostico tal como o
basal-like, fenétipo molecular sobreponivel ao dos tumores triplos negativas.™

Neste trabalho avaliou-se a expressdo das proteinas ALDH 1 e 2 através da
técnica de western blot. Observou-se que, em ambas as linhas celulares, houve um
aumento da expressdo da ALDH na populacdo de mamosferas em todas as suas
geragdes, MS1, MS2 e MS3, comparativamente a linha de origem. Este aumento foi
sempre acompanhado por uma diminuicdo da expressdo da proteina nas geragdes
aderentes G1, G2, e G3, obtidas a partir de MS1, MS2 e MS3, respetivamente,
igualando o nivel de expressdo da linha celular que lhes deu origem.

As mamosferas, obtidas pelo protocolo de Dontu e Ponti, ttém sido consideradas
CSC.1%2%2 Neste estudo, este facto e o sucesso do procedimento realizado foi
confirmado pela expressdo de ALDH, atualmente descrita como sendo um marcador de
CSC.

As populacbes de células G1, G2 e G3, de fenotipo aderente, obtidas por
diferenciacdo das trés geraces de mamosferas, em que a expressao da proteina ALDH
retoma o0s niveis basais, evidenciam a capacidade de diferenciacdo e de génese de um
tecido pela divisdo assimétrica que caracteriza as CSC. A hierarquia organizacional das
CSC é responsavel pela heterogeneidade dos tumores. As CSC exibem capacidade de
autorrenovacdo mas também de diferenciacdo. A divisdo assimétrica propicia a
manutencdo de um grupo de células com propriedades de CSC, capaz de revelar esta
capacidade em geracdes sucessivas e, por outro lado, contribuir para a diferenciacéo de

diversos tipos celulares com diferentes caracteristicas.
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A comparacgdo do nivel de expressdo basal entre as células MCF7 e HCC1806
revela informagdo de grande interesse. A linha celular HCC1806, com caracteristicas de
cancro da mama triplo negativo, tem uma expressdo trés vezes superior as células
MCF7, caracteristicas de cancro da mama que expressa recetores hormonais. Sabendo

102,133

que a expressao de ALDH é diretamente proporcional a agressividade do cancro e

ja foi correlacionada com a capacidade de metastizacdo™’

, compreendem-se as
caracteristicas de maior malignidade observadas nos estudos de citoquimica. As células
ALDH" estdo aumentadas nos cancros da mama basais, sobreponivel ao fenétipo triplo
negativo e, ap6s quimioterapia neoadjuvante, indiciando recidivas a terapéutica.’®
Assim, este resultado translaciona-se para a préatica clinica, em que os tumores triplos
negativos surgem associados a maior probabilidade de metastizacdo inicial e a um
aumento de recidivas ap6s os tratamentos convencionais."*® Os cancros da mama triplos
negativos tém uma boa resposta a quimioterapia convencional, no entanto, recidivam
precocemente. Especula-se o papel preponderante das CSC nesta resposta, admitindo-se
uma maior expressao de ALDH nas células com este fenétipo, que podem justificar a
recorréncia pds-tratamento. Em contraste, o cancro da mama que expressa recetores
hormonais mostra um melhor progndstico, com menor capacidade de formar metastases
e menos recidivas.

Em trabalhos anteriores (Carvalho, 2010) verificou-se que o perfil fenotipico dos
recetores hormonais, em modelos animais de metastizacdo baseados nas células
HCC1806 e MCF7, ndo foi sempre consistente com o perfil das células que Ihes deram
origem.*®” Pode especular-se a importancia das CSC nesta resposta em ratinhos Balb-c
nu/nu. Lower e os seus colegas em 2005 verificaram discordancias de expresséo de RH

entre o tumor primario e a metastase do cancro da mama, concluindo que o tratamento

para uma metéstase ndo pode ser determinado com base nas caracteristicas do tumor
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que Ihe deu origem. Surge assim a hipotese, que se pretendeu verificar neste trabalho,
de que as CSC, bem como células diferenciadas obtidas a partir de CSC, poderiam
exibir um fendtipo distinto da linha celular que Ihes deu origem.

Neste trabalho foi avaliada, por western blot, a expresséo dos recetores hormonais
de estrogénio a, de estrogénio 3 ¢ de progesterona, bem como, do recetor HER-2, uma
tirosina cinase membranar e um oncogene, que se encontra expresso em cerca de 20%
dos cancros da mama. Este recetor, quando ativado e sobrexpresso, d& a célula sinais de
proliferacdo e anti-apoptoticos. Atualmente o HER-2 é utilizado como alvo terapéutico
quando € sobrexpresso. Esta terapia quando utilizada como adjuvante junto com a
quimioterapia diminui em cerca de 50% os riscos de recorréncia do cancro da mama
bem como de metéastases. O trastuzumab, a primeira terapia que tem como alvo o HER-
2, € bem tolerada pelos doentes, com niveis de toxicidade menores comparativamente
com a quimioterapia convencional, ja que os seus efeitos sdo apenas sentidos no seu
alvo.'®

O recetor de estrogénio, no cancro encontra-se envolvido em mecanismos de
crescimento e de progressdo do mesmo. A maioria dos cancros da mama expressa este
recetor. Existem dois tipos diferentes do RE, 0 RE-a e o RE-f, sendo que o primeiro ¢ o
que tem relevancia clinica, quer diagnostica quer terapéutica. E sugerido que o RE-o
pode estar envolvido na inibicdo do processo de apoptose. O RE-B pode ter funcdo de
supressor tumoral.

Neste trabalho foi medida a expressdo de ambos os RE por western blot. Nas
células HCC1806 verificou-se a ndo expressao do RE-a. A auséncia de expressao deste
recetor por esta linha celular corroborou o que se observou nos estudos de
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imunocitoquimica e tal como descrito anteriormente™” a auséncia de RE € um dos

fatores pelo qual a hormonoterapia ndo afeta o cancro da mama triplo negativo.
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Verificou-se também que as varias geracdes de mamosferas e de derivadas aderentes
também ndo expressam este recetor.

Na linha MCF7 comprovou-se a expressao do RE-a quer por western blot, quer
por imunocitoquimica. No que concerne as CSC, nomeadamente, em MS1, em MS2 e
em MS3, verificou-se uma diminuicdo de expressdo deste recetor seguido de um
aumento nas geragdes derivadas aderentes, as G1, as G2 e as G3.

A nivel de expressdo do RE-B observaram-se niveis de expressdo similares em
ambas as linhas celulares. Esta premissa pode constituir uma surpresa relativamente as
células triplas negativas, porém deve ter-se em conta que na estratificacdo clinica dos
tumores da mama € 0 RE-a que é considerado. Além disto existem estudos sobre a
implicacdo que a expressdo desta proteina possa ter no prognostico, na agressividade e

sobre a possibilidade de ser um alvo terapéutico para o cancro triplo negativo.*****! Os

estudos sobre RE-P indicaram que este recetor tem pelo menos mais duas isoformas*® e
os diferentes niveis de expressdo das isoformas do RE-B correlacionados com a
expressdo ou a auséncia do RE-a podem ter implicagdes no progndstico do cancro da
mama.*®

Tanto nas células HCC1806 como nas MCF7, verifica-se o mesmo perfil de
expressao do RE-B, verificando-se 0 mesmo nas populagdes celulares derivadas, em que
nas células MS1, MS2 e MS3 existe uma diminui¢do da expressdo de RE-B, e nas
populacOes derivadas aderentes, G1, G2, e G3, existe uma expressao similar a linha de
origem.

Esta progressdo verificou-se também para as células MCF7 e populacbes suas
derivadas no que concerne a expressdo do recetor de progesterona e do HER-2. O

protocolo de mamosferas induz, na pratica, uma sub/desdiferenciacdo no sentido da

perda do fenotipo caracteristico da célula. Esta diminuicdo da expressdo de recetores
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hormonais e de HER-2 nas CSC pode significar a regressdo do fen6tipo destas células,
inerente as caracteristicas de estaminalidade (ou stemness) destas células.

Além disto, varios estudos referem a existéncia de interacGes entre as vias de
sinalizacdo dos RE e do HER-2. Lattrich (2007) mostra que ndo s6 0 RE-a se encontra
envolvido com o HER-2.2*? O seu estudo refere que quando em cancros da mama que
expressam recetores hormonais se induz a sobrexpressdo da proteina RE-p existe um
aumento da expressao de HER-2. Estes dados bibliograficos poderdo também justificar
um perfil de expressdo semelhante entre 0 RE-a, o RE-f ¢ o HER-2.

Por outro lado Diessner e colaboradores (2014) desenvolveram recentemente
estudos na linha MCF7 e em células estaminais que confirmam a diminuicdo de
expressdo de HER-2 e colocaram a hipétese de esta diminuicdo se dever a
internalizacdo dos recetores, em resposta a ativacéo dos préprios.**

Porém, o que se verificou neste trabalho é que as mamosferas de cada linha
celular apenas se diferenciaram em células com caracteristicas similares as da respetiva
linha celular que Ihes deu origem. Al-HAjj, et al. (2003) verificou que CSC com um
fenétipo CD44*/CD24 """ injetadas em ratinhos exibem o mesmo fenétipo do qual Ihes
deu origem. Existem diferentes tipos de células estaminais, como foi referido
anteriormente neste trabalho®, e estes dados suportam a hipétese de que as CSC
poderdo relacionar-se mais com as células estaminais unipotentes, isto €, que
apresentam a capacidade de dar origem a um tipo de tecido.

Relativamente as células HCC1806 e as populagdes suas derivadas ndo se detetou
expressdo quantificavel de RP e de HER-2. A auséncia de RP nas células HCC1806 foi
corroborada pelos estudos de imunocitoquimica. A auséncia de HER-2 nestas células e
nas populacbes suas derivadas é suportada tambeém por outros estudos publicados

recentemente. No estudo de Diessner et al. (2014) verifica-se que ndo existe expressao
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de HER-2 na linha HCC1806. Esta auséncia de expressdo reforca a hipdtese de as
células triplas negativas, com caracteristicas de indiferenciacéo e elevada expressao de
ALDH manterem um fenétipo de mais préximo das CSC.**?

A P53 é uma proteina supressora tumoral com a funcdo principal de levar a célula
a apoptose. Esta proteina responde ao stresse celular como o stresse oxidativo, a
hipoxia, os danos no DNA e a ativacdo de oncogenes. A ativacdo da P53 pode levar a
paragem do ciclo celular nas fases G1 ou G2 e a apoptose. Assim podemos afirmar que
a P53 é um mediador importante na manutencéo da integridade do genoma. Por causa
das suas funcbes e da sua importancia na regulagdo celular, a perda da sua funcéo
encontra-se associada a progressdo tumoral e a piores progndsticos.*** Assim a mutacéo
ou a auséncia de expressdo desta proteina encontra-se diretamente relacionada com a
resposta a terapéutica e a um pior prognastico.

Neste trabalho quando avaliada a expressao desta proteina verificou-se que a linha
MCF7 expressa P53. Ao contrério, na linha HCC1806 ndo se obteve expressdo na linha
original nem nas diferentes geracdes de mamosferas nem nas respetivas geracdes
derivadas aderentes. Os resultados do western blot foram corroborados pelos estudos de
imunocitoquimica que mostram que as células HCC1806 ndo tem expresséo da proteina
P53 enquanto em 90% nas celulas MCF7 se encontrou desta proteina.

Em outros estudos com a mesma linha, mas utilizando diferentes técnicas como a
sequenciacdo de DNA ou a anéalise de polimorfismos (SSCP do inglés, single-strand
conformation polymorphism analysis) foi confirmada a existéncia do gene da P53 wild-
type e a sua expressdo.** Por sua vez a linha celular HCC1806 é descrita como uma

linha que n&o expressa P53.*4°

O facto de esta linha ndo expressar a P53 € consistente
com o comportamento clinico mais agressivo dos cancros da mama triplos negativos

uma vez que a P53 é essencial no processo de apoptose.
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Nas vérias geragdes de mamosferas da linha celular MCF7 observou-se uma
diminuicdo da expressdo da P53 enquanto nas geracGes com fendtipo aderentes se
observou um aumento atingindo valores de expressdo sobreponivel a linha de origem. A
diminuicdo da expressdo da proteina P53 pode estar relacionada com as caracteristicas
de celulas estaminais, nas quais 0s mecanismos de apoptose ndo se encontram
diminuidos. Esta diminuicdo da expressdo também pode estar relacionada com a
agressividade do tumor. A baixa expressdo de P53 nas CSC pode ser um dos fatores que
explica a resisténcia ao tratamento levando a que existam recidivas precoces.

Atualmente a radioterapia € uma das terapias mais usadas em todos os tipos de
cancro. Sabe-se que a radioterapia é utilizada em 50% dos doentes com cancro, embora
a taxa de resposta a esta terapia dependa de cada caso, tendo uma taxa variavel a nivel
da resposta. A dose que é administrada depende da sensibilidade do tumor e dos tecidos
que o rodeiam.** A sensibilidade do tumor depende das suas caracteristicas
moleculares. A capacidade de agressdo ja depende da capacidade do tumor para
desenvolver metateses e/ou recidivas ap6s o tratamento. Por isso é importante saber as
respostas que os diferentes tumores tém quando sujeitos a uma dose de radiacgéo.

Perante os resultados obtidos pelos modelos matematicos podemos verificar que a
linha celular MCF7 é mais resistente a radiacdo que a linha HCC1806. Nas células
MCF7 podemos observar uma diminuicdo linear do fator de sobrevivéncia o que sugere
que a linha celular tem um bom mecanismo de sobrevivéncia as agressdes provocadas
pela radioterapia. Em outros estudos a linha MCF7 tem um comportamento diferente,
seguindo o modelo quadratico com um 0=0,215+0,080 ¢ $=0,160+0,074."% Na linha
HCC1806 a dose letal que obtivemos foi de 2,247 Gy, existindo estudos com valores
aproximados. Para doses mais elevadas o fator de sobrevivéncia desta linha celular

diminui comparativamente ao controlo.
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Estes resultados sdo corroborados com o DLsy (dose letal para 50% da
populacdo), sendo que o DLsy para a linha MCF7 é de 3,148 Gy e 0 DLsy para
HCC1806 é de 2,247 Gy, mostrando novamente que as células MCF7 sdo mais
resistente a radioterapia.

A linha celular HCC1806 apresenta, comprovadamente, um indice proliferativo
superior ao da linha celular MCF7, o que foi comprovado por estudos de
imunocitoquimica com o marcador Ki-67. Este facto podera estar relacionado com a
maior sensibilidade a radioterapia, uma vez que células com maior atividade mitética, e
nomeadamente em fase M do ciclo celular, sdo mais sensiveis as lesdes induzidas por
radiacdo ionizante.

Considerando as células triplas negativas, o grupo minoritario de células que
permanece quiescente, escapando aos efeitos da radiacdo e sendo responséavel por
recidivas precoces.

Este trabalho possibilitou diversas evidéncias considerando a comparacdo de
celulas com recetores hormonais versus células triplas negativas. O perfil
imunocitoquimico aponta para uma maior agressividade das triplas negativas. A
expressdo de ALDH foi particularmente notdria nas diversas geracGes de mamosferas
de ambos os tipos celulares, apontando para um fenétipo stem-cell like. A expresséo de
P53 aponta para uma inibicdo apoptética nas células TN que também € maior na
populacdo de CSC derivadas das células com RH. Os RH e 0 HER-2 mantém um perfil
sobreponivel nas CSC em relacdo a populacdo de origem, ndo se constatando aquisicao
da expressdo nas CSC. As células TN respondem mais favoravelmente a doses menores

de RT, concordante com a expressao P53
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CONCLUSOES






Este estudo experimental in vitro permitiu concluir varios aspetos, alguns deles

que podem ter uma implicacdo clinica no que concerne ao cancro da mama.

1. Os estudos de imunocitoquimica corroboraram que as MCF7 expressam RH e

as HCC1806 n&o expressam.

2. As células HCC1806, triplas negativas, ttm um fenotipo mais indiferenciado e
caracteristicas de maior malignidade, confirmado pelas caracteristicas morfoldgicas e

pelos estudos moleculares.

3. Foi possivel obter CSC a partir do protocolo de formacdo de mamosferas, para

ambas as linhas celulares.

4. A avaliacdo molecular mostrou que as CSC adquirem um fendtipo de maior

indiferenciacdo no que concerne a marcadores como a P53 e os recetores de superficie

que se encontram diminuidos.

5. As células diferenciadas a partir de CSC recuperam o fenétipo da linha celular

original o que relaciona estas células com as células estaminais unipotentes.

6. As HCC1806, células triplas negativas, sao mais sensiveis a radioterapia que as

células que expressam recetores hormonais.
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