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RESUMO

O céncer de endométrio é uma das neoplasias ginecolégicas com maior
incidéncia, classificado como tipo |, estrogeno dependente, e tipo Il, estrogeno nao-
dependente. O tipo | € a forma mais comum, ocorrendo em torno de 75 — 85 % dos
casos de cancer de endométrio. Altos niveis de estrogénio tém sido relacionados ao
aumento do risco de desenvolvimento do cancer de endométrio, pois estimula a
proliferacdo celular e inibe a apoptose. A resisténcia a insulina parece desempenhar
um papel central nesta neoplasia, e as doencgas associadas a resisténcia a insulina
como obesidade, Diabetes Mellitus (DM) tipo |l e Sindrome dos Ovarios Policisticos
(PCOS) também sado consideradas fatores de risco significantes para o
desenvolvimento e progressdo do céncer de endométrio tipo |. Adicionalmente,
pacientes com PCOS podem apresentar um quadro de resisténcia a insulina
independente de obesidade, permanecendo em um estado glicémico normal. Neste
caso, a hiperinsulinemia isolada seria um fator tanto para a promog&o, como
também para a progresséo do cancer. Entretanto, o aumento de niveis séricos de
glicose, a hiperglicemia, também é considerada um fator independente para o
desenvolvimento e progressao do cancer de endomeétrio sendo um elo critico entre o
aumento do risco do desenvolvimento de cancer observado em pacientes com DM
tipo Il. Dessa forma, tratamento utilizando agentes insulino-sensibilizantes, que
atuam diminuindo a resisténcia a insulina e consequentemente reduzindo seus
niveis pode ser uma estratégia interessante para prevenir o cancer e reduzir a
disseminagao metastatica. Os objetivos deste trabalho foram avaliar o efeito da dose
de 0,1 mM de metformina sobre o potencial proliferativo e metastatico das células de
cancer de endométrio, assim como, avaliar o efeito do tratamento a curto e a longo
prazo sobre vias de sinalizagdo intracelular relacionadas ao desenvolvimento e
progresséo do cancer de endométrio quando exposta a um ambiente com diferentes
concentragdes de glicose e niveis elevados de insulina. Por fim, a padronizagao de
um modelo tridimensional (3D) de cocultura de células de endométrio que
permanecesse viavel ao longo de 20 dias de cultivo. O potencial proliferativo foi
determinado pelo método luminescente CellTitle Glo, e o potencial metastatico pelo
o ensaio transwell de migragdo e invasdo. Analises de expressdao do mRNA dos
genes MKI67, mTOR, NOTCH1, NOTCH3 e JAG1 foram realizadas a partir da
técnica de PCR em tempo real. O indice de duplicacdo populacional cumulativo das



células determinou o comportamento de replicagdo da linhagem de cancer de
endométrio ao longo do periodo de tratamento de 20 dias. Em todas os ensaios as
células foram cultivadas em meio contendo concentragdes normais (5,5 mM) ou
altas (17 mM) de glicose, e divididas nos diferentes grupos de tratamento: controle,
insulina, metformina e metformina associado a insulina. A padronizagao do modelo
3D de cocultura de células de endométrio foi realizado utilizando células primarias e
células de linhagem de céancer de endométrio, a Matrigel® foi a matriz extracelular
temporaria utilizada para a construcdo do modelo. Neste estudo, a concentragao de
0,1 mM de metformina inibiu a acdo da insulina, diminuindo a habilidade de
migracdo e invasdo das células de cancer de endométrio independente da
concentragéo de glicose presente no meio. Entretanto, este efeito ndo foi observado
sobre o potencial proliferativo, sendo observada uma reducido da proliferacdo das
células de cancer de endométrio ao serem utilizadas concentracbes maiores de
metformina. Em relagdo aos mecanismos moleculares intracelulares, foi observado
que na presenga de altas concentragcdes de glicose as células de cancer de
endométrio adquirem um gendtipo mais agressivo e apresentam resisténcia ao efeito
da metformina na dose de 0,1 mM durante o tratamento agudo. Além disso, foi
possivel a padronizagdo de um modelo 3D de cocultura de células de céancer de
endométrio que permanecesse viavel ao longo dos 20 dias de cultivo. Contudo,
apesar das células de cancer de endométrio apresentarem resisténcia ao efeito da
metformina na presenca de altas concentragbes de glicose, a dose de 0,1 mM foi
capaz de inibir o efeito da insulina e diminuir o potencial metastatico dessas células,
sugerindo que a metformina ao atuar clinicamente em combinagcdo com seus efeitos
indiretos e diretos pode ser um potencial agente adjuvante na terapia contra o

cancer.

Palavras-chave: adenocarcinoma endometrial tipo I, metformina, hiperinsulinemia,

hiperglicemia.



ABSTRACT

Endometrial cancer is one of the most common gynecological malignancies
worldwide and is classified into a type I, which is estrogen-dependent, and a type |l
estrogen-independent form. The type | is the most common, accounting to 75%-85%
of all cases of endometrial cancer. Elevated estrogen levels have been shown to
increase the risk of endometrial cancer development, as estrogen stimulates
endometrial cell proliferation and inhibits apoptosis. The insulin resistance seems to
play a central role in endometrial carcinogenesis, furthermore, diseases associate
with insulin resistance, as seen in polycystic ovary syndrome (PCOS), and obesity,
as well as type Il diabetes mellitus (DM) are considered as significant risk factors for
the development and progression of type | endometrial cancer. Additionally, PCOS
patients may have an insulin resistance independent of obesity remaining in a
normoglycemic status. At this case, the hypeinsulinemia seems to be the promoter
factor not only for the development but also for the cancer progression. However,
also increased blood glucose levels are contributing to the growth and
carcinogenesis in endometrial cancer and are acting as a critical link between the
observed increased cancer risk in patients with type Il DM. Therefore, the treatment
with insulin-sensitizing agents that act through reducing insulin levels, could offer a
general approach to prevent the development of cancer and reduce metastasis. The
aim of this study was to evaluate the effect of 0.1 mM metformin dose on the
proliferative and metastatic potential of endometrial cancer cells, as well as, analyze
the effects of short and long-term treatment on intracellular signaling pathways
related to endometrial cancer development and progression when exposed to an
environment with different glucose concentrations and high insulin levels.
Additionally, the endometrial three-dimensional (3D) coculture standardization to
remain viable over 20 culture days. The proliferative potential was performed by
using CellTitle Glo assay, and the metastatic potential was performed by using
transwell migration and invasion assay. The mRNA expression of MKI67, mTOR,
NOTCH1, NOTCH3 and JAG1 genes were measured by real time PCR. The
cumulative population doubling rate was evaluated to determine the replication
behavior of an endometrial cancer cell line throughout 20 days of treatment period. In
all assays the cells were cultured in medium containing normal (5.5 mM) or high (17
mM) glucose concentration, and treated in different groups: control, insulin,



metformin or combined treatment. The 3D coculture model was established by using
endometrial primary cells and an endometrium cancer cell line, to the model
construction Matrigel® was used as an extracellular matrix. In this study, the 0.1 mM
metformin dose potently inhibited the insulin action, decreasing the ability of the
endometrial cancer cell line to migrate and invade in a high and normal glucose
environment. On the proliferative potential this effect was not observed, however,
relative cell proliferation sensitivity to metformin was observed in the range between
1 and 5 mM regardless of the present glucose concentration. In the intracellular
molecular mechanisms, it was observed that the high glucose concentration creates
an optimal environment for endometrial cancer cells to exhibit a more aggressive
genotype and resistance to metformin during a long-term treatment. Moreover, the
endometrial 3D coculture model remained viable throughout 20 culture days.
Therefore, despite of endometrial cancer cells show resistance to the metformin
effect when exposed to high glucose environment, the 0.1 mM metformin dose was
able to inhibit the insulin action and decrease the metastatic potential of the cells,
suggesting that metformin is acting clinically in combination with indirectly and direct
effects could emerge as a potential agent in cancer therapy.

Keywords: endometrial adenocarcinoma type 1, metformin, hyperinsulinemia,

hyperglycemia.



ZUSAMMENFASSUNG

Endometriumkrebs ist eine der haufigsten gynakologischen Malignomen
weltweit und wird in einen Typ | eingeteilt, welcher 6strogenabhangig ist, und in eine
Typ-lI-Ostrogen-unabhangige Form. Typ | ist der haufigste Fall und kommt in etwa
fir 75% bis 85% aller diagnostizierten Falle in Frage. Erhohte Ostrogenspiegel
haben gezeigt, das Risiko von Gebarmutterkrebsentwicklung zu erhohen, genauso
wie Ostrogen die Proliferation von Endometriumzellen stimuliert und die Apoptose
hemmt. Die Insulinresistenz scheint eine zentrale Rolle in der endometrialen
Karzinogenese zu spielen und daruber hinaus werden Erkrankungen mit
Insulinresistenz, wie zum Beispiel das polyzystische Ovarialsyndrom (PCOS) und
Adipositas, sowie Typ II-Diabetes mellitus (DM) als signifikantes Risiko angesehen,
Faktoren fur die Entwicklung und Progression von Typ-lI-Endometrium-Krebs zu sein.
Zusatzlich konnen PCOS-Patienten durch eine Fettleibigkeit in einem
normoglykamischen Status eine unabhangige Insulin-Resistenz haben. In diesem
Fall scheint die Hyperinsulinamie der fordernde Faktor zu sein, nicht nur fur die
Entwicklung als auch fur die Tumorprogression. Aber auch erhdhte Blutzuckerspiegel
tragen zum Wachstum und die Karzinogenese in Endometriumkarzinom bei und
dienen als wichtige Verbindung zwischen dem beobachteten erhohten Krebsrisiko
bei Patienten mit Typ-lI-DM. Die Behandlung mit einem Anti-Diabetikum, welches
den Insulinspiegel senken kann, konnte einen allgemeinen Ansatz bieten gegen die
Entwicklung von Krebs und zur Verringerung der Metastasierung. Das Ziel dieser
Studie war es, die Wirkung einer 0,1 mM Metformin-Dosis auf das proliferative und
metastatische Potential von Endometriumkrebszellen bewerten zu kdnnen, sowie die
Analyse der Auswirkungen von kurz- und langfristigen Behandlungen auf
intrazellulare  Signalwege der Endometriumkrebszellen. Ebenso soll der
Zusammenhang der Entwicklung und der Progression von Krebszellen untersucht
werden, wenn sie einer Umgebung mit unterschiedlichen Glucosekonzentrationen
und hohen Insulinspiegeln ausgesetzt werden. Daruber hinaus ist eine endometriale
dreidimensionale (3D) Cokultur zu standardisieren, fur eine viabele Kultur bei 20
Tagen Kultivierung. Das proliferative Potential wurde unter Verwendung des
CellTitle-Glo-Tests durchgefuhrt, und das metastatische Potential wurde unter
Verwendung von Transwell-Migration und Invasion untersucht. Die mRNA-
Expression von MKI67, mTOR, NOTCH1, NOTCH3 und JAG1 Gene wurden durch



real-time PCR gemessen. Die kumulative Populationsverdopplungsrate wurde durch
das Replikationsverhalten einer Endometriumkrebszelllinie durchgehend von 20
Tagen nach einer Behandlungsdauer bestimmt. In allen Assays wurden die Zellen
durch Medien mit normaler (5,5 mM) oder hoher (17 mM) Glucosekonzentration,
sowie in verschiedenen Gruppen behandelt: Kontrolle, Insulin, Metformin und
Insulin+Metformin. Das 3D-Kokulturmodell wurde unter Verwendung von
endometrialen Primarzellen und einer Endometriumkrebszelllinie hergestellt, wobei
die Modellkonstruktion durch Matrigel® als extrazellulare Matrix verwendet wurde. In
dieser Studie hemmte die 0,1 mM Metformin-Dosis die Insulinwirkung stark und
verringerte die Fahigkeit der endometrialen Krebszelllinie, in einer hohen und
normalen Glukoseumgebung zu migrieren und einzudringen. Auf das proliferative
Potential wurde dieser Effekt nicht beobachtet, allerdings reagierte die relative
Zellproliferation empfindlich auf Metformin im Bereich zwischen 1 und 5 mM,
unabhangig von der vorliegenden Glucosekonzentration. In den intrazellularen
molekularen Mechanismen wurde beobachtet, dass die hohe Glukosekonzentration
eine optimale Umgebung fur endometriale Krebszellen schafft, um einen
aggressiveren Genotyp und eine Resistenz gegenuber Metformin wahrend einer
Langzeitbehandlung zu =zeigen. Daruber hinaus blieb das endometriale 3D-
Kokulturmodell Uber 20 Kulturtage lebensfahig. Daher zeigte sich, trotz der
Endometriumkrebszellen, eine Resistenz gegenuber dem Metformin-Effekt, wenn sie
einer hohen Glucoseumgebung ausgesetzt waren. Die 0,1 mM Metformin-Dosis war
in der Lage, die Insulinwirkung zu hemmen und das metastatische Potential der
Zellen zu verringern, was darauf hindeutet, dass Metformin klinisch in Verbindung mit
Insulin wirkt, sowie die indirekten und direkten Effekte als potentieller Wirkstoff in der
Krebstherapie eingesetzt werden kdnnten.

Schlisselbegriffe:  Endometrisches  Adenokarzinom Typ 1, Metformin,

Hyperinsulindmie, Hyperglykamie.
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INTRODUGCAO

Endométrio

O endométrio € a camada mucosa interna que reveste a cavidade uterina.
As oscilagdes hormonais mensais femininas fazem o endométrio passar por estagios
diferentes, remodelando-se por mais de 400 ciclos de regeneracdo, proliferacao,
diferenciagao, secrecédo e descamacéao durante o menacme (Dallenbach et al., 1987,
Gargett et al., 2012).

O endométrio € um o6rgao especializado regulado por horménios esteroides
e peptidicos, que sofre complexas alteragdes a cada ciclo menstrual, diferencia-se e
em um curto periodo torna-se receptivo ao embrido. Este periodo de receptividade
endometrial € conhecido como janela de implantagdo. A atividade ovariana é
controlada principalmente pelos horménios gonadotroficos; o horménio luteinizante
(LH), horménio foliculo-estimulante (FSH) e a gonadotrofina coribnica humana
(hCG). Esses hormoénios tém papéis diferentes sobre o sistema reprodutivo feminino.
O LH e o FSH sao produzidos pela glandula pituitaria anterior e agem sobre os
ovarios, promovendo a produgdo de estrogenio e progesterona. Inicialmente, o
estradiol induz a proliferagado do tecido endometrial seguido pela progesterona que
induz a diferenciacéo e o estabelecimento, entre o 19° ao 24° dia do ciclo menstrual,
de mudancgas estruturais e funcionais que permitem a implantacdo do blastocisto
(Wilcox et al., 1999; Revel, 2012; Radwan et al., 2014).

O endométrio pode ser dividido em duas camadas: a funcional e a basal
(Giudice, 1999). A camada funcional sofre descamacao durante a menstruacéo e se
regenera no ciclo seguinte. A regeneragdo ocorre através da proliferagcdo e
diferenciagdo de células, devido a variagdo dos esteroides circulantes durante o
ciclo. A camada basal é permanente e fornece células que atuam na regeneragéo da
camada funcional depois de cada ciclo menstrual, sendo inativada apds a
menopausa. A migracado das células transitorias da camada basal para a funcional
ocorre nas 48 horas apdés a descamacdo do endométrio e estas células sofrem
pouca influéncia de horménios. Para que ocorra a diferenciacdo das células que
migraram, é necessario a indugdo de um novo padréo de expressédo génica a partir

da progesterona e seu receptor. O crescimento do endométrio pode ocorrer também
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em mulheres apds o parto e na poés-menopausa em tratamentos de reposicéo
hormonal (Harper, 1992; Araujo Jr et al., 2007; Altmae et al., 2014).

O estrogénio exerce controle sobre a fungédo proliferativa das células
epiteliais e estromais do endométrio através da regulacao de fatores de crescimento
como o Fator de Transformac&o do Crescimento a (TGFa), Fator de Crescimento
Epidermal (EGF) e Fator de Crescimento semelhante a Insulina-1 (Insulin like growth
fator-1, IGF-1) (Lessey, 2011). Devido aos baixos niveis de estrogénio, na
menopausa ha inatividade das glandulas e pouco estroma, levando a atrofia do
endométrio. No entanto, mesmo na auséncia de estrogénio, ainda ha expressao do
seu receptor (ER), o qual é responsavel pela agcdo genémica do horménio (Revel,
2012).

O endométrio apresenta comportamentos uUnicos em resposta a ambientes
endocrinos distintos, podendo originar doengas ginecoldgicas como endometriose e
adenomiose, ou sofrer alteracbes que resultam em podlipos, proliferagao tipica,
atipica e neoplasias.

Cancer de endométrio

O carcinoma endometrial origina-se nas células epiteliais do endomeétrio.
Dependendo da regido geografica, pode ser considerado o cancer ginecolégico com
maior incidéncia em mulheres. Nos paises ocidentais, com o aumento da
expectativa de vida e mudangas na dieta, observa-se um aumento da incidéncia
dessa neoplasia (Jama, 2013). De acordo com a American Cancer Society (ACS),
no ano de 2016, 60.050 novos casos foram diagnosticados nos EUA, com
aproximadamente 10.470 mortes relacionadas ao cancer de endométrio (Siegel et
al.,, 2016). De 2006 a 2010, as taxas de mortalidade aumentaram 1,5 % para
mulheres com menos de 50 anos e 2,6 % entre mulheres com 50 anos ou mais (Acs,
2014). Em paises europeus como a Alemanha, aproximadamente 11.550 novos
casos sao diagnosticados por ano, sendo considerado o cancer ginecolégico com
maior frequéncia e a quarta forma mais comum de cancer em mulheres (incidéncia
de 4,8 % em relagéo a todos os tipos de neoplasias femininas) (Rki, 2015) (Figura
1A). Entretanto, no Brasil, o cdncer de endométrio € a segunda forma mais comum

de cancer ginecoldgico (6,74 % dos casos a cada 100 mil mulheres), sendo o cancer
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de colo do utero a forma mais frequente. Em 2014, foi estimado o aparecimento de
5.900 novos casos, e a mortalidade no pais atingiu cerca de 1,33 % no periodo entre
2008 e 2012 (Inca, 2014). Segundo os dados de estimativa 2016 do INCA, esperam-
se para este ano 6.950 novos casos (Inca, 2016) (Figura 1B).

A Incidéncia de cancer em mulheres na Alemanha 2012 B Incidéncia de cincer em mulheres no Brasil 2016
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Figura 1: Incidéncia de cancer em mulheres (A) na Alemanha em 2010, dados
obtidos Cancer in Germany 2011/2012 (Rki, 2015); (B) no Brasil em 2016, estimativa
a cada 100 mil mulheres, dados obtidos de Estimativa INCA 2016 (Inca, 2016).

O cancer de endométrio pode ser dividido em tipo | e tipo Il. O tipo I,
adenocarcinoma endometrioide apresenta maior incidéncia representando 75 - 80 %
dos casos, é dependente de estrogénio, e apresenta maior prevaléncia em mulheres
obesas (70 % das mulheres com cancer de endométrio). Mulheres com
predisposicdo genética a obesidade tendem a ser mais propensas a desenvolver
cancer de endomeétrio tipo I. O cancer de endométrio tipo Il ndo esta relacionado ao
estimulo estrogénico, é seroso e de células claras, mais agressivo, apresentando

alto grau de recidiva e incidéncia de metastases (Garg, K. et al., 2014).

O diagndstico precoce e o tratamento adequado contribuem para uma
sobrevida em torno de 5 anos em aproximadamente 81 % das pacientes (Nicholas,
2014). O tratamento, no entanto, praticamente ndo sofreu alteragdes nos ultimos 40
anos, restringindo-se, principalmente, a cirurgia, podendo ndo ser efetivo em casos

avangados da doenca (Von Gruenigen et al., 2005; Kitchener, 2006; Fader et al.,
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2009; Arsene et al., 2015). Pacientes que apresentam metastases sdo tratadas
também com quimioterapia combinada e terapia enddcrina sistémica. Estas
estratégias apresentam resposta de curta duragdo e estdo associadas a uma
sobrevida de 8 a 16 meses (Dedes et al., 2011).

Altos niveis de estrogénio, doencas relacionadas a resisténcia a insulina,
como obesidade, Diabetes Mellitus (DM) tipo Il e sindrome dos ovarios policisticos
(PCOS) séao fatores de riscos associados ao desenvolvimento e progressdo do
cancer de endométrio, pois estimulam a proliferacdo celular e inibem a apoptose
(Group et al., 2014; Szablewski, 2014; Nead et al., 2015).

Hiperinsulinemia

A resisténcia periférica a insulina resulta em hiperinsulinemia associada com
seus complexos efeitos sobre regulagdo do metabolismo lipidico e proteico, sintese
e modulagdo da producdo de androgénios. As causas sdo 0s complexos
mecanismos genéticos e ambientais (Diamanti-Kandarakis et al., 2006; Castro et al.,
2014) e ocorre em cerca de 50 a 80 % das mulheres com PCOS (Traub, 2011;
Gacaferri Lumezi et al., 2014).

O aumento da concentragao sérica de insulina relaciona-se também a maior
sintese hepatica do IGF-1, reducdo da produgao hepatica de globulina carreadora de
esteroides sexuais (SHBG) e da proteina de ligacdo do fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGFBP-1), além de alteragbes clinicas como perfil
lipidico aterogénico, hipertensdo, DM tipo I, que determinam aumento dos riscos de
doengas cardiovasculares (Dunaif et al., 1987; Goudas et al., 1997; Harborne et al.,
2003; Azziz et al., 2006; Legro et al., 2010; Agapova et al., 2014).

A obesidade, entre as condi¢des clinicas frequentes, parece ser o fator mais
importante para a hiperinsulinemia, estando diretamente relacionada a PCOS e a
DM tipo II. A incidéncia de obesidade em mulheres com PCOS varia de 30 a 75 %, e
em DM tipo Il de 53 % - 86 %, conforme a populagdo estudada (Diamanti-
Kandarakis et al., 2012; Al-Sharafi et al., 2014).



24

Associagéo entre a resisténcia a insulina e o cancer de endométrio ja foi
relatada (Mulholland et al., 2008; Papaioannou et al., 2010; Wang, C. F. et al., 2013).
Os mecanismos para esta associacdo nao estdao bem esclarecidos, mas € possivel
que ocorra de duas formas. De forma indireta, onde os altos niveis de insulina e o
aumento da biodisponibilidade do IGF-1 inibem a sintese hepatica da SHBG. Ambos
horménios atuam aumentando os esteroides livres, causando anovulagdo e
auséncia do antagonista natural do estrogénio, a progesterona. O estrogénio sem
oposicao promove a proliferacdo celular no epitélio endometrial e inibe a apoptose
(Arcidiacono et al., 2012). De forma direta, a hiperinsulinemia promove a proliferagao
e a sobrevivéncia celular através das vias da PI3K/Akt e Ras/MAPK (Mu et al., 2012)
(Figura 2).
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Figura 2: Papel central que a resisténcia a insulina apresenta no desenvolvimento do
cancer de endométrio. Adaptado de Mu et al., 2012 (Mu et al., 2012).

Hiperglicemia

A glicose é um nutriente essencial para manter a homeostase celular. As
células de cancer parecem ser mais sensiveis a diferentes concentragdes de glicose
do que as células normais, devido a sua taxa de consumo de energia mais elevada
(Choi et al., 2013; Han et al., 2015). Uma das mais importantes caracteristicas do
cancer é a capacidade de reprogramagao celular da maquinaria energética por

oncogenes e genes supressores de tumor para inibir a fosforilagdo oxidativa e
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utilizar a glicolise aerdbica para induzir a degradagdo da glicose em lactato
(Piatkiewicz et al., 2011). A maioria das células neoplasicas utilizam glicdlise
aerobica como um meio de produgédo de energia, independentemente se estdo sob
condigdo aerdbica normal ou hipdxica. Alto consumo de glicose e aumento da
glicdlise sado essenciais para gerar precursores tanto catabolicos como anabdlicos
para a sintese de DNA, RNA, proteinas e lipidios para o crescimento de células de
cancer (Piatkiewicz et al., 2011; Han et al., 2015). A hiperglicemia, normalmente
associada com a obesidade, resisténcia a insulina e hiperinsulinemia, também é
considerada um fator independente para o desenvolvimento e progressao do cancer
de endométrio (Becker et al., 2009; Lambe et al., 2011). Transportadores de glicose,
enzimas dlicoliticas e lipogénicas estdo aumentados em endométrio neoplasico
quando comparado com endométrio normal (Krzeslak et al., 2012; Byrne et al.,
2014).

A hiperglicemia, sinal clinico mais proeminente da DM, apresenta-se, muitas
vezes, anos antes da DM clinica ser diagnosticada, sob as formas de glicose em
jejum e ou tolerancia a glicose diminuida. Estas condi¢des podem durar muitos anos
e sao normalmente caracterizadas como "pré-diabetes” (Sciacca et al., 2013).
Diabetes Mellitus e cancer sao condi¢cdes comuns, sendo o diagnostico
concomitante frequente, sugerindo que essas duas doengas compartilham os
mesmos fatores de risco e mecanismos patofisiologicos. Ja em 1932, foi descrita
uma aparente associagéo entre a DM tipo Il e o aumento do risco de cancer (Wilson
et al, 1932), mas foi s6 na ultima década que o acumulo de evidencias
epidemioldgicas significativas sugeriram uma associagdo causal entre a DM e o
cancer (Simon et al., 2010). Alguns tipos de cancer, como por exemplo, figado,
pancreas, coloretal, mama, renal e endometrial, apresentam maior taxa de
prevaléncia e mortalidade em pacientes diabéticos comparados a pacientes nao
diabéticos (Szablewski, 2014). A incidéncia do cancer também aumenta entre os
individuos com pré-diabetes, e a associagdo entre hiperglicemia, incidéncia e
mortalidade de varios tipos de céncer aumenta linearmente com o aumento da
glicemia (Stattin et al., 2007; Zhou, X. H. et al., 2010; Sieri et al., 2013).
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Vias de sinalizacao intracelular

O conhecimento dos mecanismos intracelulares envolvidos no crescimento e
disseminagdo do cancer de endomeétrio € necessario para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas que atuem inibindo alvos moleculares chaves presentes

nessas vias de sinalizagao de desenvolvimento e progressdo do cancer.

O céancer de endométrio tipo | frequentemente apresenta alteragdes na via
de sinalizacdo de [PTEN]J/Akt/mTOR (Oda et al., 2005; Sarmadi et al., 2009;
Slomovitz et al., 2012; Pavlidou et al., 2014), enquanto o cancer de endomeétrio tipo Il
apresenta mutagdes na proteina p53 (Matias-Guiu et al., 2013) e superexpressao do
receptor 2 do fator de crescimento epidermal (HER-2) (Acharya et al., 2005). A
regulacdo aumentada do receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR)
(Niikura et al., 1995; Nishimura et al., 2015), do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) (Holland et al, 2003), a ativacdo de células-tronco e de
mecanismos envolvidos durante a transcrigédo epitelial mesenquimal (EMT) (Hubbard
et al., 2009; Kyo et al., 2015; Makker et al., 2016) sado processos relacionados com o
desenvolvimento e progressdo do cancer de endométrio tipo | e Il. Contudo,
conforme ilustrado na figura 3, a utilizagdo desses mecanismos como biomarcadores
do cancer de endométrio pode ser uma alternativa para o desenvolvimento de alvos

terapéuticos que atuem inibindo a expressdo dos mesmos (Dong et al., 2013).
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Figura 3: Possiveis alvos moleculares terapéuticos para o cancer de endométrio.
Adaptado de Dong e colaboradores, 2013 (Dong et al., 2013).

- Ki67

O antigeno Ki67 que codifica duas isoformas proteicas com pesos
moleculares de 345 e 395 kDa foi originalmente identificado por Gerdes e
colaboradores, no inicio dos anos 80 (Gerdes et al., 1983). A proteina Ki67 possui
uma meia vida de apenas 1 — 1,5 horas e esta presente durante todas as fases
ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose). Durante as fases tardias da mitose,
anafase e telofase, ocorre uma diminuigdo acentuada dos niveis de expresséo de
Ki67 e ndo se encontra presente durante a fase GO. A expressao da proteina Ki67
esta fortemente associada com a atividade proliferativa das populagdes celulares em
tumores, permitindo que seja utilizado como um marcador de agressividade tumoral
em diversos tipos de cancer (Brown et al., 2002; Josefsson et al., 2012; Inwald et al.,
2013; Li, L. T. et al., 2015). Contudo, apesar de ser utilizado em diversos estudos
com cancer de endométrio, o Ki67 ainda n&do & considerado um fator progndstico
para este tecido (Mitsuhashi et al., 2014; Sivalingam et al., 2016). Na figura 4 é
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possivel observar a marcagao imuno-histoquimica da proteina Ki67 em um tecido
endometrial normal (Figura 4A) e tumoral (Figura 4B). Estas imagens foram retiradas
da plataforma online The Human Protein Atlas (http://www.proteinatlas.org).

Figura 4: Imagens de imuno-histoquimica com marcagao positiva para a proteina
Ki67 em tecido endometrial. (A) Tecido normal de paciente com 25 anos (ID: 4876);
coloragdo média positiva nas células glandulares; intensidade alta e quantificagao
<25 %; localizagdo nuclear. (B) Tecido com adenocarcinoma endometrial de
paciente com 65 anos (ID: 4205); coloragao forte positiva nas células tumorais;
intensidade alta e quantificagdo entre 25 — 75 %; localizagdo nuclear. Imagens
retiradas da plataforma online The Human Protein Atlas (http://www.proteinatlas.org).

- mTOR

O alvo da rapamicina (TOR) foi inicialmente descoberto em levedura de
Saccharomyces cerevisiae (Heitman et al., 1991). O homdlogo estruturalmente e
funcionalmente conservado foi posteriormente descoberto em mamiferos,
denominado o alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR). E uma proteina serina
treonina cinase de peso molecular de 289 kDa membro da familia PI3K (Brown et
al.,, 1994; Sabatini et al., 1994). O mTOR é um efetor downstream da via de
sinalizacao da PI3K/Akt e possui dois complexos multiproteicos distintos, o complexo
1 denominado mTORC1, e o complexo 2 denominado mTORC2. O mTORC1 é
sensivel a rapamicina, ativa as proteinas subsequentes da via, S6K1 e 4EBP1, que
estdo envolvidas na tradugdo do mRNA. E ativado por estimulos diversos, tais como

fatores de crescimento, nutrientes, estresse, e por componentes essenciais da via
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de sinalizacdo, PI3K, MAPK e AMPK, e atua sobre o crescimento, sobrevivéncia e
proliferacdo celular. Ja o mTORC2 é considerado resistente a rapamicina. O
complexo 2 ativa a PKC-a e Akt e atua regulando o citoesqueleto de actina. A
desregulacéo de varios elementos da via mTOR, tais como amplificagdo ou mutagao
da PI3K, perda de funcdo do PTEN, superexpressao da Akt, S6K1, 4EBP1 e elF4E
tém sido descrito em diversos tipos de cancer (Zhou, H. et al., 2010; Populo et al.,
2012; Kim et al., 2016) e esta fortemente relacionado ao céncer de endométrio
sendo considerado um alvo terapéutico (Chen et al., 2014; Oda et al., 2015).

- Via de sinalizacao do Notch

O Notch foi descoberto em torno de 100 anos atras por Mohr, durante a
observacdo do fendtipo denteado nas asas de Drosophila melanogaster (Mohr,
1919). Apesar do papel importante da via de sinalizagdo do Notch no
desenvolvimento embrionario, somente nos anos 80 que seu sequenciamento foi
realizado, determinando sua homologia com o EGF (Wharton et al., 1985; Kidd et al.,
1986). Os elementos centrais da via de sinalizagdo Notch em mamiferos consiste
em quatro receptores transmembrana (NOTCH1-4) e 5 ligantes transmembrana:
proteinas DLL1, 3, 4 e proteinas Jagged (JAG1, 2). O receptor e o ligante estdo
normalmente situados em células vizinhas, portanto, o contato célula-célula é
necessario para desencadear o evento de sinalizagdo. A ligagao do ligante ao seu
receptor inicia a clivagem proteolitica do receptor por TACE metaloproteinase e g-
secretase, provocando a liberagdo do dominio intracelular. Quando o dominio
intracelular transloca para o nucleo, ocorre a ativagao transcricional de genes alvos

de Notch (Ranganathan et al., 2011; Capaccione et al., 2013).

A via de sinalizagdo do Notch pode atuar como um oncogene ou como
supressor de tumor, promovendo ou inibindo o crescimento e progressao da célula
tumoral. O resultado da atividade da sinalizacdo do Notch depende da intensidade
do sinal, tempo, tipo de tecido e célula (Andersson et al., 2011; Sasnauskiene et al.,
2014). A superexpressao de genes Notch tem sido encontrada em muitos tumores,
incluindo cancer de mama (Brzozowa-Zasada et al., 2016), colorretal (Vinson et al.,
2016) e melanoma (Bedogni, 2014). A sua sinalizagdo e expressdo tem sido
extensivamente estudada em céncer ginecologico (Jayshree et al., 2009; Rose et al.,
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2010; Sasnauskiene et al., 2014) , estando mais relacionado a agressividade e
progressdao em cancer de endométrio (Mitsuhashi et al., 2012; Liao et al., 2014;
Makker et al., 2016). Nas figuras 5, 6 e 7 é possivel observar a marcagéo imuno-
histoquimica das proteinas NOTCH1, NOTCH3 e JAG1 (as quais foram analisadas
nesta tese) em um tecido endometrial normal e com céncer. Estas imagens foram

retiradas da plataforma online The Human Protein Atlas (http://www.proteinatlas.org).

Figura 5: Imagens de imuno-histoquimica com marcagao positiva para a proteina
NOTCH1 em tecido endometrial. (A) Tecido normal de paciente com 33 anos (ID:
2941); coloragao baixa, intensidade fraca, quantificacdo >75 % e localizagao
citoplasmatica nas células estromais; coloragdo meédia, intensidade moderada,
quantificacao entre 25 — 75 % e localizacao citoplasmatica e nuclear nas células
glandulares. (B) Tecido com adenocarcinoma endometrial de paciente com 77 anos
(ID: 1851); coloragdo média positiva nas células tumorais; intensidade moderada e
quantificagdo >75 %; localizagao citoplasmatica e nuclear. Imagens retiradas da
plataforma online The Human Protein Atlas (http://www.proteinatlas.org).
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Figura 6: Imagens de imuno-histoquimica com marcagao positiva para a proteina
NOTCH3 em tecido endometrial. (A) Tecido normal de paciente com 24 anos (ID:
3364); coloragdo média, intensidade moderada, quantificagédo entre 25 - 75 % e
localizagdo citoplasmatica nas células estromais; coloragdo meédia, intensidade
moderada, quantificagdo >75 % e localizagao citoplasmatica nas células glandulares.
(B) Tecido com adenocarcinoma endometrial de paciente com 70 anos (ID: 2118);
coloragdo média positiva nas células tumorais; intensidade moderada e
quantificacdo >75 %; localizagdo citoplasmatica. Imagens retiradas da plataforma
online The Human Protein Atlas (http://www.proteinatlas.org).

A

Figura 7: Imagens de imuno-histoquimica com marcagao positiva para a proteina
JAG1 em tecido endometrial. (A) Tecido normal de paciente com 39 anos (ID: 3313);
coloracao alta, intensidade forte, quantificacdo >75 % e localizacao citoplasmatica
nas células glandulares. (B) Tecido com adenocarcinoma endometrial de paciente
com 58 anos (ID: 2621); coloragéo alta positiva nas células tumorais; intensidade
forte e quantificagdo >75 %; localizagdo citoplasmatica. Imagens retiradas da
plataforma online The Human Protein Atlas (http://www.proteinatlas.org).
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Metformina

A metformina (1,1-dimethylbiguanide hydrochloride), juntamente com a
fenformina e a buformina, pertence a classe das biguanidas, cujo o composto ativo é
originario da erva medicinal Galega officinallis, também conhecida como arruda-
capraria (Bailey et al., 2004). Esta planta foi utilizada pela primeira vez para o alivio
de poliuria, um sintoma de DM, no antigo Egito e na Europa medieval. Os compostos
foram desenvolvidos como drogas terapéuticas para o tratamento da DM em paises
europeus na década de 1950. No entanto, por causa da toxicidade de acidose
lactica causada por fenformina e buformina, somente a metformina foi aprovada para
o tratamento de DM na Europa em 1958 e, apenas em 1995, nos Estados Unidos.
Atualmente, € o medicamento mais prescrito para pacientes com DM tipo Il por ser
um medicamento barato, seguro e eficiente na restauragdo dos niveis de glicose e
insulina (He et al., 2015).

A metformina € um medicamento anti-hiperglicemico e insulino-sensibilizante
que possui acgdes pleiotrépicas em varios tecidos afetados pela resisténcia a insulina
e hiperinsulinemia, tais como o figado, musculo esquelético, tecido adiposo,
endotélio e ovarios (Palomba et al., 2009; Johnson, 2014).

Acredita-se que a metformina age a partir de dois mecanismos. Primeiro,
agindo na redugao da gliconeogénese inibindo o complexo | da cadeia respiratoria
mitocondrial, conduzindo ao bloqueio da fosforilagado oxidativa e, consequentemente,
diminuindo os niveis de ATP e aumentando os niveis de proteina quinase ativada
pela AMP (AMPK) (Tree et al., 2000; Zhang et al., 2007). Em segundo lugar,
proposto recentemente, reduzindo a gliconeogénese hepatica independente de
AMPK (Foretz et al., 2010) via inibigdo do glicerofosfato desidrogenase mitocondrial,
resultando na alteragdo de estado de Oxido-reducdo celular e diminuicdo da
converséao de lactato e glicerol em glicose (Coughlan et al., 2014).

Em pacientes com DM tipo Il que usavam metformina foi demonstrada uma
diminuicdo significativa na incidéncia de cancer em relagdo aos pacientes que
usavam outros medicamentos anti-hiperglicemia (Evans et al., 2005). Desde entéo, o
numero de estudos epidemioldgicos e experimentais avaliando o possivel efeito da
metformina na prevencdo e tratamento de céncer primario e metastatico

aumentaram rapidamente (Evans et al., 2005). Estudos pré-clinicos e in vitro
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demonstraram que a metformina pode inibir a proliferacdo celular, reduzir a
agressividade celular e interferir no ciclo celular, em linhagem de células de diversos
tumores (Li et al., 2005; Wu et al., 2012; Wurth et al., 2013), incluindo linhagem
celular de cancer de endométrio (Takemura et al., 2007; Cantrell et al., 2010; Shao
et al., 2014; Takahashi et al., 2014). Recentemente, foi sugerido o uso de
metformina como um agente preventivo de carcinoma endometrial (Campagnoli et
al., 2013). A metformina, juntamente com mudanga no estilo de vida, diminui os
fatores de risco relacionados ao cancer de endométrio, inibindo a proliferagao celular
endometrial por meio de agdes diretas e indiretas (Campagnoli et al., 2013).

Os possiveis mecanismos antineoplasicos da metformina estdo
esquematizados na figura 8. Estes incluem: (i) ativacdo da cascata de sinalizagédo da
quinase hepatica B1/AMPK, no qual a metformina ativa a cascata da AMPK que
suprime o alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR) via fosforilagédo, estabilizando
TSC2 (gene supressor tumoral); (ii) inducdo da parada do ciclo celular e/ou
apoptose; (iii) inibicdo da sintese de proteina; (iv) redugédo dos niveis circulantes de
insulina; (v) inibigdo da resposta de dobramento de proteina; (vi) ativagao do sistema
imunolodgico; (vii) erradicagdo de células tronco tumorais (Kourelis et al., 2012; Garg,
S. K. etal., 2014; He et al., 2015).
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Figura 8: Mecanismos de agao antineoplasicos da metformina. Adaptado de Kourelis
e Siegem, 2012 (Kourelis et al., 2012).
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Embora tenha sido utilizada clinicamente por mais de 40 anos, 0 mecanismo
de acdo da metformina n&o esta totalmente elucidado. Diversos estudos
epidemioldgicos e experimentais estdo sendo conduzidos no sentido de esclarecer
os efeitos e vias de acdo da metformina em diversos tipos de cancer, porém seus
resultados continuam controversos (Wurth et al., 2013; He et al., 2015; Kato et al.,
2015; Sivalingam et al., 2016). A metformina € uma terapia conhecida para mulheres
com hiperinsulinemia, no entanto, a fungdo que exerce no tecido endometrial ndo

esta bem esclarecida, bem como os efeitos do tratamento a longo prazo.

Cultura de células endometriais

Cultura celular € um conjunto de técnicas que permitem cultivar ou manter
células isoladas fora do organismo original conservando suas caracteristicas
proprias. O processo de cultura de células foi desenvolvido por Harrison em 1907,
com o objetivo de investigar a origem das fibras nervosas (Harrison et al., 1907). O
meétodo descrito propds cultivar o tecido neural pré-diferenciado de ra em uma gota
de linfa e manter em uma cadmara umida. O protocolo utilizado permitiu o
crescimento e diferenciacdo do tecido, demonstrando que as células de interesse
poderiam ser mantidas fora do corpo e cultivadas in vitro (Harrison, 1990). Ao longo
dos anos, diversas melhorias foram realizadas na técnica de cultura celular, e
ensaios in vitro utilizando o cultivo celular tém sido uma importante ferramenta para
o entendimento de mecanismos basicos fisioldgicos ou patoldgicos intracelulares, e
para o desenvolvimento e avaliagdo de medicamentos (Harnden, 1977; Breslin et al.,
2013; Edmondson et al., 2014; Zhang et al., 2016).

Os diferentes tipos de cultivo celular, o cultivo bidimensional (2D) e o cultivo
tridimensional (3D), estdo representados na figura 9. Conforme proposto por
Harrison, no cultivo 2D as células sao tipicamente cultivadas em monocamada sobre
uma superficie plana (Figura 9A), enquanto no cultivo 3D, as células sdo cultivadas
utilizando uma matriz extracelular temporaria ou scaffolds (Figura 9B e C), assim
como, livre de matriz ou scaffold, utilizando o método de flutuagao forgado, o método
de gota em suspenséo, entre outros (Figura 9D) (Edmondson et al., 2014). Embora o
cultivo 2D seja consagrado um método valioso para estudos in vitro e continue

sendo amplamente utilizado, as suas limitacbes tém sido cada vez mais
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reconhecidas. Entretanto, o modelo de cultura 3D permite mimetizar in vitro a
organizagédo de um tecido in vivo, preservando a morfologia celular tridimensional, a
interacdo ceélula-célula e célula-matriz extracelular (Haycock, 2011; Rimann et al.,
2012; Zhu et al., 2012; Imamura et al., 2015).
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Figura 9: Representacdo esquematica do (A) cultivo bidimensional (2D); do cultivo
tridimensional (3D) (B) de células sobre uma matriz extracelular; (C) de células
misturadas com a matriz extracelular; (D) de células em suspens&o. Adaptado de
Edmondson e colaboradores, 2014 (Edmondson et al., 2014).

A pesquisa utilizando o tecido endometrial acompanhou a evolugédo das
técnicas de cultivo celular. Em 1979, Satyaswaroop e colaboradores descreveram o
método de isolamento das células estromais e epiteliais a partir do tecido
endometrial (Satyaswaroop et al., 1979). Desde entdo, diversos estudos foram
realizados utilizando cultivo 2D de células endometriais para a compreensao de
processos relacionados a implantacdo, endometriose, PCOS e carcinoma
endometrial (Hasty et al., 1994; Cantrell et al., 2010; Germeyer et al., 2011; Gargett
et al., 2012; Li, X. et al., 2015). No inicio dos anos 90, diversos pesquisadores
comegaram a desenvolver modelos 3D utilizando células epiteliais endometriais,
demonstrando a habilidade de diferenciacdo dessas células em estruturas
glandulares (Schatz et al., 1990; Uchima et al., 1991; Bentin-Ley et al., 1994). Em
1994, Bentin-Ley e colaboradores, descreveram pela primeira vez um modelo 3D de
cocultura utilizando células estromais e epiteliais de endométrio (Bentin-Ley et al.,
1994). Nas dultimas décadas diversos estudos tém demonstrado diferentes

protocolos de construcdo do modelo 3D de células de endométrio, assim como,
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diferentes estratégias para a arquitetura deste modelo (Park et al., 2003; Wang et
al., 2012; Zhu et al., 2012; Wang, H. et al., 2013; Buck et al., 2015).
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ORGANIZAGAO DA TESE

Esta tese foi divida em trés capitulos:

1.

Proliferacdo e potencial metastatico de células de céncer de
endométrio expostas a concentragées alta e normal de glicose

tratadas com metformina;

Efeito do tratamento com metformina (curto e longo) sobre vias de
sinalizagdo de células de cancer de endométrio quando expostas a
diferentes concentragdes de glicose;

Estabelecimento de um modelo de cocultura de endométrio

tridimensional in vitro.
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Proliferacao e potencial metastatico de células de cancer de endométrio

expostas a concentragoes alta e normal de glicose tratadas com metformina

Objetivo geral

Avaliar o efeito do tratamento com metformina na dose de 0,1 mM sobre a

inibicdo do desenvolvimento e reducdo do potencial metastatico de células de

adenocarcinoma endometrial tipo | em um ambiente com elevados niveis de insulina

quando expostas a condigdes de cultivo com concentragéo alta e normal de glicose.

Objetivos especificos

Avaliar o efeito de 0,1 mM de metformina sobre a habilidade de
migragdo e invasdo de células de cancer de endométrio em um
ambiente com altos niveis de insulina quando expostas a diferentes
concentragdes de glicose no meio;

Determinar o efeito preventivo de 0,1 mM de metformina sobre a
migrag&o e invasdo de células epiteliais primarias do endométrio em
um ambiente com elevados niveis de insulina quando expostas a uma
condigdo com concentragao alta de glicose;

Avaliar o efeito de 0,1 mM de metformina por 72 horas sobre a
reducado da proliferacdo relativa de células de adenocarcinoma de
endométrio tipo | em ambiente com altos niveis de insulina quando
cultivadas com diferentes concentragdes de glicose;

Avaliar o efeito das doses crescentes (0, 0,1, 1 e 5 mM) de
metformina por 72 horas sobre a redugdo da proliferacdo relativa de
células de adenocarcinoma de endométrio tipo | em ambiente com
altos niveis de insulina quando cultivadas com diferentes

concentragdes de glicose.
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Hipotese
O tratamento com a metformina na dose de 0,1 mM diminui o

desenvolvimento e progressédo do cancer de endométrio.
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Método

Delineamento

Foi realizado um estudo experimental in vitro.

Pacientes

As células epiteliais primarias de endométrio foram provenientes de
pacientes (34,1 + 3,4 anos) submetidas a biopsia ou histerectomia no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e na Universidade de Heidelberg, cuja indicagéo foi
independente deste estudo. As pacientes foram informadas que as células
endometriais normalmente sdo descartadas e permitiram, mediante assinatura de
consentimento livre e esclarecido (TCLE 14-0267, Anexo 1), a utilizacdo deste
material na pesquisa. Foram excluidas do estudo pacientes pds-menopausa;
pacientes diabéticas e pacientes com endocrinopatias ou neoplasias.

Isolamento de células epiteliais primarias endometriais (EPe)

O tecido endometrial obtido por bidpsia ou de uteros pos-histerectomia foi
acondicionado em frasco estéril contendo solugéo salina de Hank's (Gibco BRL
Grand Island, N.Y, USA) e solugédo de penicilina/streptomicina 0,5 mg/mL (Gibco
BRL Grand Island, N.Y, USA). O material foi transportado ao laboratério e
acondicionado a 4°C. No laboratério, em capela de fluxo laminar, o material foi
reduzido a fragmentos menores, lavado quatro vezes em solugdo de Hank's. A
amostra foi pesada e, a seguir, submetida a dissociagdo enzimatica durante 2 horas
a 37°C. O meio de dissociagao foi preparado com solugcdo de Hank's e a enzima
colagenase tipo IA (Sigma Chem Co. St Louis, MO, USA) (7,5 mg/g de tecido). O
volume total de meio de dissociagao foi calculado em fungdo do peso do tecido a ser
digerido, mantendo-se uma relagdo de 10 mL de meio para cada 4 g de tecido. O
processo de dissociacdo enzimatica foi realizado em frasco de Erlenmeyer sob
agitacao constante. Apds a dissociagao enzimatica, a agdo da colagenase foi inibida
pela adicdo de igual volume de solugdo de Hank's. O isolamento das células
endometriais foi baseado na modificagdo do trabalho de Satyaswaroop e
colaboradores (Satyaswaroop et al., 1979). O material dissociado foi centrifugado a
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800xg durante 10 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado
suspendido com meio DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium — DMEM e
Ham’'s F12 — Gibco BRL Grand Island, N.Y, USA), uma nova centrifugacao foi feita,
e a suspensao celular foi vertida em filtro de nylon 100 micra (Polylabo, Strasbourg,
Franga) para reter por¢des de tecido ndo digeridas. Para promover a separagao das
células epiteliais das estromais o filtrado passou por um separador celular de 40 ym
(BD Falcon Franklin Lakes, N.J, USA) onde as células estromais passaram e as
epiteliais ficaram retidas. Para a obtencdo das células epiteliais foi realizada uma
lavagem do filtro seguida de uma centrifugagédo. As células epiteliais endometriais
foram suspendidas com meio DMEM/F12 suplementado com 1 % de antibidtico
(penicilina/estreptomicina 0,5 mg/mL) e 5 % de soro bovino fetal.

Linhagem de cancer de endométrio

As células de céancer de endométrio foram provenientes de linhagem celular
de adenocarcinoma endometrial tipo | - Ishikawa (Sigma-Aldrich 99040201-1VL,
Alemanha). As células foram cultivadas com meio MEM (Minimum Essential Medium
Eagle — Sigma Aldrich, Alemanha), suplementado com 5 % de soro fetal bovino, 1%
de antibidtico (penicilina/estreptomicina 0,5 mg/mL), 1% NEAA (Non-Essential Amino
Acid - Sigma Aldrich, Alemanha).

Cultivo celular

Inicialmente as células foram cultivadas em garrafas de cultura (125 cm? -
Greiner Bio-One GmbH, Alemanha) e incubadas em estufa (SANYO, Japan) a 37°C
com atmosfera Uumida e adicdo automatica de 5% de CO,. A diferenciacéo e
proliferacdo celular foi observada a cada 24 horas em microscépio invertido
(Axyover, Carl Zeis Jena, Alemanha) até que a monocamada de células atingisse
aproximadamente 80 % de confluéncia.

As células em cultivo foram liberadas das garrafas com o uso da enzima
tripsina. As células em suspensao, antes da semeadura, foram submetidas a um

teste de viabilidade por coloragdo com azul de Tripan e contagem em
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hemocitdbmetro. Em seguida, as células foram semeadas nos diferentes grupos

(Tabela 1) de acordo com os protocolos dos ensaios a seguir.

Tabela 1: Concentracdo de Estradiol (E;), Insulina e Metformina nos diferentes
grupos.

Grupo E. Insulina Metformina
Controle 10°M

Insulina 10°M 100 ng/mL

Metformina 10°M 0,1 mM
Ins+Met 10°M 100 ng/mL 0,1 mM

Considerando que a concentragdo normal de glicose no plasma humano é
em torno de 5,5 mM de glicose, para a realizagdo dos experimentos cultivando as
células em meios com diferentes concentragdes de glicose foi utilizado dois meios
de cultivo (DMEM/F12 e MEM), sendo o segundo suplementado para ambos
apresentarem os mesmos nutrientes. Neste estudo, para o cultivo em um ambiente
com concentragdo normal de glicose foi utilizado o meio MEM suplementado, o qual
apresenta a concentragcédo de 5,5 mM de glicose. Ja para o cultivo em um ambiente
com concentracdo alta de glicose foi utilizado o meio DMEM/F12, o qual apresenta a
concentragcéo de 17 mM de glicose.

Ensaio de migragao e invasao celular

A capacidade de invasdo e migracao das células epiteliais endometriais foi
avaliada através do método desenvolvido por Boyden, com modificacbes. Os
ensaios de migragcdo e invasdo, baseados no principio de quimiotaxia, foram
realizados através de transwells com fundo constituido por uma membrana com
poros de 5 um, colocados em uma placa de 24 pogos (BD Falcon Franklin Lakes,
N.J, USA). Foram semeados 200 uL com uma densidade de 1x10° células (Ishikawa)
e 2x10* células (EPe) nos respectivos grupos, em meio sem soro, diretamente sobre

a membrana do transwell para o ensaio de migragdo. Para o ensaio de invaséo, a
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mesma quantidade de células foi semeada sobre uma camada de 100 uL de
matrigel® (BD Biosciences Franklin Lakes, N.J, USA) diluida na concentragdo de
50% com meio sem soro. Em cada poc¢o da placa, foram colocados 750 uL de meio
correspondente suplementado com soro. Apds um periodo de 16 horas de
incubagédo em estufa a 37°C, os transwells foram lavados duas vezes em PBS. Em
seguida as células foram fixadas com formaldeido (3,7% em PBS) por dois minutos,
permeabilizadas com metanol 100% por 20 minutos e coradas com solugao de
Giemsa (1 mg/mL de metanol) por 15 minutos. As células que n&o migraram ou
invadiram foram coletadas com um suabe de algod&o, e entdo, as células que
migraram ou invadiram presentes nos transwells foram contadas em microscopio
invertido utilizando o aumento de 600X. A contagem de 4 campos aleatorios de cada
transwell foi realizado de forma cega e os dados estdo representados em
porcentagem em relagéo ao grupo controle.

Ensaio de viabilidade e proliferagao celular

Para avaliar a viabilidade e proliferacdo relativa das células de cancer de
endométrio nos diferentes grupos (Tabela 1) e a sensibilidade das células de cancer
de endométrio a doses crescentes de metformina (0 mM, 0,1 mM, 1mM e 5 mM) foi
utilizado o ensaio luminescente CellTitle Glo (Promega Corp., Madison, WI, USA).
As células foram semeadas em placas multiwell de 96 pogos em uma densidade de
5x10° células em 100 uL de meio de cultura sem tratamento e incubadas em estufa
a 37°C por 16 horas. No dia seguinte, foram adicionados os tratamentos
correspondentes a cada grupo e as células foram tratadas durante 72 horas, sendo
realizada a troca de meio apdés 48 horas. ApOs este periodo, as placas foram
incubadas durante 30 minutos em temperatura ambiente, 100 pL do reagente
CellTitle Glo foi adicionado em cada pog¢o, agitado gentilmente por 2 minutos e
incubado em temperatura ambiente novamente por 10 minutos. A luminescéncia foi
medida por um leitor de microplacas Centro LB 960 Microplate Luminometer
(Berthold Technologies GmbH and Co, BW, Alemanha). Cada experimento foi
realizado em sextuplicatas e o efeito dos diferentes tratamentos foi calculado em
relagdo ao grupo controle e apresentado como fold-change. Os valores de fold-
change maiores que 1 indicam um aumento da proliferagdo, e os valores menores

que 1 indicam uma diminuicao.
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Analise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk com Corregao de Lilliefor foi utilizado para avaliar a
normalidade da distribuicdo das variaveis analisadas. Os dados obtidos foram
representados como média + erro padrdo da média por terem apresentado
distribuicdo normal. Os dados de migragao, invasdo e proliferacdo comparando os
diferentes grupos das células de linhagem de cancer de endométrio foram avaliados
quantitativamente através da Analise de Variancia (ANOVA) unidirecional seguido do
teste post hoc de Turkey. Para a analise dos dados de sensibilidade das células de
cancer de endométrio a diferentes doses de metformina, no qual foi comparado
somente a dose em relagédo ao controle, foi utilizado o teste t-Student. Os dados das
células EPe foram avaliados quantitativamente através do teste Equacdes de
Estimac&o Generalizadas (GEE) seguido do teste post hoc de Bonferroni.

Para todos os testes, as diferengcas encontradas foram consideradas
significativas quando P<0,05. Todas as analises foram feitas através do programa
SPSS 23.0 (Statistical Package for the Social Sciences).

Locais de realizagao

Os experimentos utilizando células EPe foram realizados no Laboratorio de
Biologia Molecular Endodcrina e Tumoral, instalado no Departamento de Fisiologia,
UFRGS, e os experimentos utilizando células de linhagem de cancer de endométrio
e EPe foram realizados no Laboratorio de Endométrio e Implantagdo instalado no
Departamento de Ginecologia Enddcrina e Medicina Reprodutiva, Hospital de
Heidelberg, Alemanha. Ambos laboratorios dispdem da infraestrutura para a
execucao dos procedimentos utilizados neste estudo.
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Resultados
Metformina na dose de 0,1 mM inibe o efeito da insulina sobre a habilidade

de migracao e invaséo das células de cancer de endométrio

A habilidade das células de invadir e migrar foi avaliada através da
modificagdo do método de Boyden (Boyden, 1962). Em 1987, Albini e colaboradores
descreveram este método como sendo o melhor para avaliar o potencial metastatico
de células tumorais através de um material sintético in vitro, pois permite a
comparagao da habilidade de invasdo entre células tumorais e do efeito de
medicamentos sobre esta habilidade (Albini et al., 1987). O presente estudo avaliou
em condi¢gdes com diferentes concentragdes de glicose, a habilidade de migracéo e
invasdo de células de linhagem de cancer de endométrio quando submetidas a um
ambiente com niveis elevados de insulina e ao tratamento com a dose de 0,1 mM de

metformina.

A figura 10 representa a capacidade de migracéo e invasdo das células de
cancer de endométrio quando expostas a um ambiente com altos niveis de glicose.
Em comparacédo ao grupo controle a exposi¢do a insulina aumentou a capacidade
de migracdo das células de cancer em 77 % (P<0,001) e de invasdao em 57 %
(P<0,001). O tratamento isolado com a metformina ndo alterou a migracédo ou
invasdo dessas células comparado ao grupo controle. Entretanto, quando a
metformina na dose de 0,1 mM foi administrada juntamente com a insulina, foi capaz
de inibir a agéo da insulina sobre as células, diminuindo a habilidade de migrar em
47 % (P=0,023) e de invadir em 42 % (P<0,001) comparado ao grupo insulina.
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Figura 10: Habilidade de migracdo e invasdo das células de cancer de endométrio
expostas a um ambiente com altos niveis de glicose. (A) Migracéo; *P=0,023 e
**P<0,001. (B) Invaséo; *P=0,030 e **P<0,001. Média + erro padrdo da média; N=5;
Ins+Met= insulina + metformina.

Quando as células de cancer de endométrio foram cultivadas em meio com
a concentragcdo normal de glicose (Figura 11), o efeito do tratamento com insulina e
metformina sobre a habilidade de migrar e invadir foi significativo, embora mais sutil
se comparado ao ambiente com altos niveis de glicose (Figura 10). A exposigcédo a
insulina também aumentou a capacidade de migracdo e invasdo dessas células,
porém com menor efeito, 3 % (P=0,032) e 10 % (P=0,006) respectivamente,
comparado ao grupo controle. Quando adicionada, a metformina inibiu a acdo da
insulina sobre a capacidade de invasao, suprimindo o efeito do horménio (11 %) em
relacdo ao grupo insulina (P=0,007). Da mesma forma, a metformina administrada
isoladamente diminuiu a capacidade de migracdo em 4 % (P=0,001), mas nao a
capacidade de invaséo (3 %, P=0,069) dessas células comparado ao grupo controle.
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Figura 11: Habilidade de migracdo e invas&o das células de cancer de endométrio
expostas a um ambiente com niveis normais de glicose. (A) Migragao; *P=0,032 e
**P=0,001. (B) Invasédo; **P=0,006. Média + erro padrao da média; N=5; Ins+Met=
insulina + metformina.

Para determinar o efeito do tratamento com metformina, foi avaliada a
habilidade de migragao e invasao das células EPe expostas somente a um ambiente
com concentragdo alta de glicose (Figura 12). O tratamento com a insulina
isoladamente ou em combinagcdo com a metformina nao foi capaz de aumentar a
habilidade de migrar ou invadir dessas células, enquanto o tratamento isolado com a
metformina diminuiu o potencial migratério em 10 % (P<0,001) dessas células

comparado ao grupo controle.
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Figura 12: Habilidade de migracdo e invasdao das células epiteliais primarias
endometriais (EPe) expostas a um ambiente com altos niveis de glicose. (A)
Migracéo; *P<0,001. (B) Invasdo. Média * erro padrao da média; N=5; Ins+Met=
insulina + metformina.

Metformina na dose de 0,1 mM né&o diminui a taxa de proliferacdo das

células de céncer de endométrio

Para determinar se a concentragcdo de glicose presente no meio de cultivo
interfere na resposta do potencial de proliferacdo das células de cancer de
endométrio expostas a um ambiente com elevados niveis de insulina e/ou tratadas
com metformina, células da linhagem celular Ishikawa foram tratadas nos diferentes
grupos, sendo a dose de metformina usada de 0,1mM durante o periodo de 72 horas

em condigdo com concentragao alta e normal de glicose.

Os resultados na figura 13 demonstraram que independente da
concentracédo de glicose presente no meio de cultivo, o tratamento com a insulina
aumentou a proliferagao das células de cancer de endométrio quando comparado ao
grupo controle, apresentando 1,15-fold quando expostas a niveis altos de glicose
(P=0,029), e 1,14-fold quando expostas a niveis normais de glicose (P=0,003).
Entretanto, o tratamento com metformina na concentragdo de 0,1 mM n&o foi
eficiente para diminuir a proliferacdo dessas células comparado ao grupo controle,
tanto em alto quanto em nivel normal de glicose. Além disso, neste periodo de
tratamento, a concentragédo de 0,1 mM de metformina nao foi capaz de inibir o efeito
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estimulatério da insulina sobre o potencial de proliferacio em ambas as

concentracdes de glicose (Figura 13).

A Glicose Alta B Glicose Normal
Proliferacao Relativa Celular Proliferagdo Relativa Celular
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Figura 13: Proliferagdo relativa celular de células de céncer de endométrio. (A)
Células expostas a altos niveis de glicose; *P<0,05. (B) Células expostas a niveis
normais de glicose; *P<0,05 e **P<0,01. Média + erro padrdo da média; N=3;
Ins+Met= insulina + metformina.

A sensibilidade das células de cancer de endométrio submetidas ao
tratamento com diferentes doses de metformina (0 mM, 0,1 mM, 1 mM e 5 mM)
expostas a meio de cultivo com diferentes concentra¢des de glicose foi testada com
a finalidade de determinar a partir de qual dose de metformina neste modelo, no
periodo de tratamento de 72 horas, apresentaria um efeito antiproliferativo.
Conforme demonstrado na figura 14, independente da concentragdo de glicose no
meio celular o potencial de proliferagdo nao foi alterado com a dose de 0,1 mM
durante as 72 horas de tratamento (1,0-fold para altos niveis de glicose e 0,97-fold
para niveis normais de glicose). Entretanto, quando expostas a um ambiente com
altos niveis de glicose, a dose de 1 mM de metformina diminuiu a proliferagdo celular

relativa em 0,08-fold (P=0,037) seguida por redugéo dose-dependente, onde a dose
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de 5 mM reduziu a proliferagcdo em 0,19-fold comparado ao controle (P=0,002). Ja
em uma condigdo com niveis normais de glicose, foi possivel notar um efeito
antiproliferativo levemente mais pronunciado em relagéo ao controle, onde a dose de
1 mM diminuiu o potencial proliferativo em 0,11-fold (P=0,027) e a dose de 5 mM em
0,24-fold (P=0,002).

A Glicose Alta B Glicose Normal
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Figura 14: Sensibilidade das células de céncer de endométrio ao tratamento dose-
dependente de metformina. (A) Células expostas a um ambiente com altos niveis de
glicose; *P=0,037 e **P=0,002. (B) Células expostas a um ambiente com niveis
normais de glicose; *P= 0,027 e **P=0,002. Média * erro padrdo da média; N=3;
Ins+Met= insulina + metformina.
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Discussao

O carcinoma endometrial € uma das neoplasias ginecoldgicas mais
frequentes em mulheres dependendo da regido geografica (Acs, 2014; Inca, 2014;
Rki, 2015; Siegel et al., 2016), sendo que um numero consideravel de pacientes
sofre recorréncia da neoplasia e/ou formagdo de metastases, piorando o
prognostico. Cerca de 30% dos casos de cancer endometrial ndo séao
diagnosticados até que surjam metastases locais a distancia (Bing et al., 2014). As
metastases envolvem migracéo e invasao de células e dependem da interagdo com
a matriz extracelular, mediadas por fatores produzidos pelas células tumorais e o
estroma circundante. Além disso, a proliferacdo anormal de células neoplasicas
também é um evento fundamental para a progressdo do tumor (Yesilkanal et al.,
2014).

A glicose € um nutriente essencial para manter a homeostase energética
celular sendo a concentragdo normal de glicose no plasma humano em torno de 5,5
mM. Entretanto, o aumento dos niveis de glicose e a hiperglicemia s&o fatores que
contribuem para o crescimento e desenvolvimento do cancer de endométrio (Lambe
et al., 2011) sendo considerado um fator determinante no aumento do risco de
cancer em pacientes com DM tipo Il (Szablewski, 2014). Além disso, a
hiperinsulinemia, a qual também é considerada um fator de risco, pode estar
presente em uma condicdo de resisténcia a insulina independente de obesidade,
como em alguns casos de pacientes com PCOS. Demonstrando que apesar de um
estado normoglicémico, somente a condigdo hiperinsulinémica pode per se ser um
fator promotor para a iniciagédo e progresséo do cancer (Moran et al., 2011; Mu et al.,
2012).

Considerando o aumento das pesquisas sobre a metformina na terapia do
cancer, assim como em pacientes com DM tipo Il e a expansao de sua utilizagao
para a populacédo ndo-diabética (Evans et al., 2005; Kourelis et al., 2012; Sarfstein et
al., 2013; Pernicova et al., 2014), este estudo investigou o efeito de uma dose,
considerada baixa para estudos in vitro (Dowling et al., 2012), de metformina sobre o
desenvolvimento e progressao do cancer de endométrio. Com o objetivo de avaliar a
metformina como um agente terapéutico atuando na prevengao e/ou tratamento do

adenocarcinoma endometrial tipo |, células epiteliais de cancer de endométrio e
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células EPe foram cultivadas em meios com diferentes niveis de glicose, expostas a

um ambiente com concentracao elevada de insulina e tratadas com metformina.

Altos niveis de glicose parecem constituir um ambiente propicio para que
células de cancer apresentem resisténcia ao efeito do tratamento com a metformina
(Menendez et al., 2012; Sinnett-Smith et al., 2013; Zhuang et al., 2014). No presente
estudo, foram avaliadas a acdo da insulina e o efeito do tratamento com a
metformina sobre o potencial metastatico de células de cancer de endométrio
guando expostas a um ambiente com meio contendo concentragdes alta e normais
de glicose. Foi demonstrado que independente da concentragéo de glicose presente
no meio, a insulina atua aumentando a habilidade de migracao e invasao das células
de cancer de endomeétrio, entretanto, apresentando efeito mais pronunciado quando
cultivadas em um ambiente com altos niveis de glicose. A dose de 0,1 mM de
metformina foi eficiente para diminuir a acdo da insulina quando realizado tratamento
simultdneo em ambas condi¢gbes de concentragdo de glicose. Quando expostas a
um ambiente com niveis normais de glicose foi possivel observar que a metformina
isoladamente atuou diminuindo a habilidade de migragcédo dessas ceélulas comparado
ao controle. Este efeito ndo foi observado quando as células foram expostas a meio
com altos niveis de glicose. E possivel que este efeito isolado da metformina nao
tenha sido observado porque as células de cancer de endométrio apresentaram
resisténcia ao efeito da baixa dose de metformina na presenga de um ambiente com

altos niveis de glicose.

Para avaliar esta resisténcia das ceélulas de céncer induzida pelos altos
niveis de glicose no meio, e determinar a eficiéncia do tratamento com metformina
na dose de 0,1 mM, foi realizado o mesmo experimento utilizando células EPe. Os
resultados demonstraram que a exposi¢cdo ao ambiente com niveis elevados de
insulina ndo alterou a migragdo e a invasdo das células primarias. Entretanto, o
tratamento com a metformina isoladamente diminuiu a habilidade de migragcéo das
células EPe comparado ao controle, mas nao houve alteracdo quando administrado
em conjunto com a insulina. E possivel que as células primarias endometriais nao
possuam habilidade de migragdo e invasdo como as ceélulas de cancer, e que o
periodo de incubacdo de 16 horas do ensaio provavelmente ndo tenha sido
suficiente para a insulina ativar vias de sinalizac&o intracelulares que estimulasse o

potencial migratério e invasivo dessas ceélulas. Porém, a metformina isoladamente foi
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suficiente para inibir o potencial migratorio inerente a técnica, ou seja, inerente ao
principio de quimiotaxia do ensaio, corroborando com as evidéncias que um
ambiente com altos niveis de glicose interfere no efeito da metformina sobre células
de cancer. Recentemente, Jianjun Han e colaboradores relataram um aumento da
capacidade de adesado e invasao em duas linhagens de cancer de endométrio
relacionado aos niveis de glicose presente no meio, sugerindo que o metabolismo
da glicose pode ser um alvo promissor para a estratégia terapéutica no tratamento
do céncer de endométrio (Han et al., 2015).

Este estudo € um dos primeiros a demonstrar que a metformina apresenta
um efeito inibitério sobre o potencial metastatico de células epiteliais de cancer de
endométrio, enquanto que o efeito do tratamento com metformina na inibigcdo da
habilidade de migragdo e invasao ja foi relatado de forma dose-dependente em
outras neoplasias, como de ovario (Wu et al., 2012), de préstata (Kato et al., 2015) e
de osteosarcomas (Chen et al., 2015).

Além do possivel efeito antimetastatico da metformina, diversos estudos tém
sugerido que a metformina possa ser um agente antiproliferativo para células de
cancer de endométrio (Cantrell et al., 2010; Wu et al., 2012; Mitsuhashi et al., 2014,
Takahashi et al., 2014; Kato et al., 2015). Cantrell e colaboradores, 2010, relataram,
pela primeira vez, que a metformina potencialmente inibe o crescimento de duas
linhagens de cancer de endométrio (apresentando um ICsg - half maximal inhibitory
concentration de 1 mM de metformina) apés 72 horas de tratamento em um
ambiente com niveis normais de glicose (Cantrell et al., 2010). Takahashi e
colaboradores, demonstraram que apds 48 horas de tratamento com doses
crescentes de metformina em meio com niveis normais de glicose, 5 mM ou doses
maiores de metformina reduzem significativamente o numero de células de cancer
de endomeétrio viaveis (ICsp 4 6,78 mMM de metformina) (Takahashi et al., 2014). O
efeito antiproliferativo da metformina foi relatado também em outros tipos de tecido.
Wu e colaboradores, demonstraram que a metformina reduz a proliferacdo de
células de cancer de ovario em condigdes dose dependente e tempo dependente de
tratamento in vitro (ICso de 16,67 mM de metformina) e in vivo (Wu et al., 2012). Kato
e colaboradores, avaliaram os efeitos da metformina sobre a proliferacdo de trés
linhagens diferentes de células de céncer de prostata utilizando dois ensaios

diferentes (ensaio colorimétrico e contagem celular), e demonstraram que o numero
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de células de céancer de préstata viaveis diminuiu significativamente apdés o
tratamento com a metformina (ICso de 5 mM de metformina) no periodo de 48 horas
(Kato et al., 2015). Entretanto, o presente estudo observou que a insulina aumentou
a proliferagao relativa da linhagem epitelial de cancer de endométrio, porém sem
alguma alteragao sobre o potencial proliferativo ao adicionar 0,1 mM de metformina,
independente da concentragéo de glicose presente no ambiente. Essa diferenga em
relagdo aos resultados encontrados na literatura pode ser devido as altas
concentragbes de metformina utilizadas nestes estudos, as quais variam de 1 mM
até 20 mM. Essas sao doses de metformina superiores as doses terapéuticas
utilizadas em pacientes com DM tipo I, as quais resultam em niveis plasmaticos que
atingem em torno de 0,01 mM podendo chegar ao maximo em 0,04 mM (Owen et
al., 2000; He et al., 2015). Quando nesse estudo, foram utilizadas doses mais altas
de metformina, 1 mM e 5 mM, foi possivel observar uma diminuicdo do potencial de
proliferagdo em ambas condi¢gdes de concentragdo de glicose. Contudo, o efeito foi
um pouco mais pronunciado em uma condigdo com niveis normais de glicose. E
importante destacar que esses achados foram realizados na presencga de estradiol,
um importante fator para doengas endometriais proliferativas, o qual n&o foi utilizado
nos estudos sobre céncer de endométrio presentes na literatura (Cantrell et al.,
2010; Wu et al., 2012; Mitsuhashi et al., 2014; Takahashi et al., 2014; Kato et al.,
2015).
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CAPITULOII

Efeito do tratamento com metformina (curto e longo) sobre vias de
sinalizagao de células de cancer de endométrio quando expostas a diferentes
concentragoes de glicose

Objetivo Geral

Avaliar o efeito do tratamento curto (72 horas) e longo (20 dias) com
metformina na dose de 0,1 mM sobre vias de sinalizagdo de células de linhagem de
cancer de endométrio expostas a meio de cultura com concentragéo alta e normal

de glicose.

Objetivos especificos

- Avaliar o efeito da metformina na dose de 0,1 mM sobre a expressao
génica de MKI67, mTOR, JAG1, NOTCH1 e NOTCH3 em células de
linhagem de céncer de endométrio apdés 72 horas e 20 dias de
tratamento quando expostas a meio de cultura com elevados niveis
de insulina e cultivadas em condicdo com altas concentragdes de
glicose;

- Avaliar o efeito da metformina na dose de 0,1 mM sobre a expressao
génica de MKI67, mTOR, JAG1, NOTCH1 e NOTCH3 em células de
linhagem de céncer de endométrio apdés 72 horas e 20 dias de
tratamento quando expostas a meio de cultura com elevados niveis
de insulina e cultivadas em condicdo com concentragdo normal de

glicose;
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Hipotese
A dose de 0,1 mM de metformina € eficiente para alterar vias de sinalizacao

intracelular de desenvolvimento e progressao do cancer de endométrio.
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Método

Delineamento

Foi realizado um estudo experimental in vitro.

Linhagem de cancer de endométrio

As células de céancer de endométrio foram provenientes de linhagem celular
de adenocarcinoma endometrial tipo | - Ishikawa (Sigma-Aldrich, Alemanha). As
células foram cultivadas com meio MEM, suplementado com 5 % de soro fetal
bovino, 1% de antibidtico (penicilina/estreptomicina 0,5 mg/mL), 1% NEAA.

Cultivo celular

O cultivo das células de linhagem de céncer de endométrio foi realizado
conforme descrito no capitulo | e de acordo com o plano de trabalho a seguir (Figura
15).
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Linhagem de cancer de endométrio

| |

Glicose Alta Glicose Normal
72 horas 20 dias 72 horas 20 dias
Controle Controle
Insulina Insulina
Metformina Metformina
Ins+Met Ins+Met
& 0

Extra¢do de RNA
Sintese de cDNA
gRT-PCR dos genes alvos

Figura 15: Plano de trabalho do capitulo II.

ApOs as células serem liberadas da garrafa de cultura e submetidas ao teste
de viabilidade, as células de linhagem de cancer de endométrio foram semeadas em
placas multiwell de 6 pocos na concentracdo de 1x10° células/mL para os
experimentos com tratamento curto, durante 72 horas, e na concentragdo de 1x10*
células/mL para os experimentos com tratamento longo, durante 20 dias.
Inicialmente as células foram semeadas com meio correspondente a concentragao
de glicose sem tratamento por 16 horas. No dia seguinte, o meio foi trocado e
adicionado os respectivos grupos de tratamento (Tabela 2), sendo realizada a troca
de meio a cada 48 horas.
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Tabela 2: Concentracdo de Estradiol (E;), Insulina e Metformina nos diferentes
grupos.

Grupo E. Insulina Metformina
Controle 10°M
Insulina 10°M 100 ng/mL
Metformina 10°M 0,1 mM
Ins+Met 10°M 100 ng/mL 0,1 mM

Extracao de RNA total

Apos os diferentes tempos de tratamento, as células foram lavadas duas
vezes com 1 mL de PBS e lisadas diretamente nas placas com solugdo de fenol e
isotiocianato de guanidina (Trizol, Gibco BRL, Gaithersburg, MD) usando 1 mL de
trizol/10cm?. A solucdo contendo o lisado de células foi transferido para tubos de
microcentrifuga e incubada por 5 minutos a 15-30°C. Foram adicionados 0,2 mL de
cloroférmio por mL de trizol e as amostras agitadas vigorosamente por 15 segundos.
A seguir, foram incubadas por 2-3 minutos a 15-30°C e centrifugadas a 12000 x g
por 15 minutos a 4°C. A amostra foi separada em fase orgénica (fenol-cloroférmio),
interface e fase aquosa contendo o RNA. A fase aquosa foi transferida para tubos
novos e identificados, onde o RNA foi precipitado com a adi¢gao de alcool isopropilico
(0,5 mL/mL de trizol). As amostras foram armazenadas a -20°C por 24 horas ou
incubadas a 15-30°C por 10 minutos e centrifugadas a 12000 xg por 10 minutos a
4°C. O RNA precipitado foi lavado com etanol 75%, adicionando 1mL de etanol/mL
de Trizol. As amostras foram agitadas em um vortex e centrifugadas a 12000 xg, 5
minutos a 4°C. O sobrenadante foi vertido e o precipitado seco a temperatura
ambiente por 10 minutos. O RNA foi dissolvido em agua ultrapura tratada com DEPC
(diethylpyrocarbonate) e incubado por 10 minutos a 60°C. Apods este procedimento o
RNA foi quantificado e as amostras armazenadas para posterior sintese de cDNA.
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Quantificagdo do RNA

A quantificagdo da concentragdo de RNA de cada grupo de tratamento das
amostras foi realizada por meio do fluorimetro QuBit™ (Invitrogen®, EUA) segundo
o protocolo especifico Qubit Quantitation Platform, com reagentes do kit Quant-itTM
(Invitrogen®, EUA), utilizando-se 1 pyL de RNA diluido 1:20 para cada 190 uL de
working solution em cada leitura. Este aparelho utiliza sondas (dyes) avancadas que
emitem sinais fluorescentes somente quando se ligam a moléculas especificas,
mesmo na presenga de nucleotideos livres ou acidos nucleicos degradados. Esse
sistema fluorimétrico de quantificacdo fornece dados mais sensiveis e especificos
em relagdo a quantidade de RNA, DNA ou proteinas, mesmo em baixas

concentragoes.

Sintese do cDNA

A sintese do cDNA foi realizada a partir de 1 ug de RNA total, utilizando-se
um oligonucleotideo (primer) complementar a cauda poli-A caracteristica do RNAm
(SuperScript 1l First-Stand Synthesis System, Invitrogen, CA), produzindo um cDNA
mais puro, exclusivamente a partir do RNAm. O RNA foi inicialmente desnaturado a
65°C por 5 minutos juntamente com o primer e os desoxinucleotideos trifosfatados
(dNTPs). Em seguida, adicionou-se uma mistura contendo tamp&o Tris-HCI 20 mM
pH 8,4 com KCI 50 mM, cloreto de magnésio 25 mM 10 mM e ditiotreitol (DTT) 0,1 M
sendo incubado por 2 minutos a 42°C. Em seguida as amostras foram incubadas
com a enzima transcriptase reversa a 42°C por 50 minutos. Apds nova desnaturagao
a 70°C por 15 minutos, as amostras foram incubadas com a enzima Rnase H de E.
coli por 20 minutos a 37°C para destruir o RNA ndo transcrito. A reagao de sintese
do cDNA totalizou um volume de 20 pL que foi armazenado a -20°C até a
amplificacdo por PCR.

gRT-PCR

A quantificacdo dos genes de interesse (Tabela 3) foi realizada a partir do
sistema de detecgdo de sondas TagMan® (Applied Biosystems) e analisadas no
equipamento PCR real time 7500 Fast (Applied Biosystems).
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Tabela 3: Primers para analise da expressao do mRNA dos genes alvos.

Primer * UniGene

MKI67 Hs01032443_m1
mTOR Hs00234508_m1
JAGT Hs01070032_m1
NOTCH1 Hs01062014_m1
NOTCH3 Hs01128541_m1
RPLO** Hs99999902_m1

*Life Technologies ** Gene normalizador

As condi¢gdes de reagao foram: desnaturagao inicial a 94 °C por 2 minutos,
50 ciclos a 94 °C por 50 segundos e a 60 °C por 45 segundos, utilizando o método
quantitativo ACt onde o aumento do sinal fluorescente esta associado com um
aumento exponencial do produto da qPCR. Para fazer a comparagao dos grupos, foi
realizado o calculo do fold change ((2*(- AACt)), que consiste no valor da expressao
do gene normalizado (2*(-ACt)) na amostra do grupo experimental dividido pela
expressado do gene normalizado (2*(-ACt)) na amostra do grupo controle, para cada
gene. Os valores de fold-change maior que 1 indicam um aumento de expressao
génica. Os valores de fold-change menor que 1 indicam uma diminuigdo de

expressao génica.

indice de duplicagdo populacional (IDP) e indice de duplicagio
populacional cumulativo (IDPC)

Para avaliar o comportamento de replicagdo da linhagem de céncer de
endométrio ao longo do periodo de tratamento de 20 dias com os tratamentos pré-
estabelecidos (Tabela 2), as células foram semeadas em placas de 24 pocos na
densidade de 1x10* células/mL com meio sem tratamento por 16 horas. No dia
seguinte, os respectivos tratamentos foram adicionados e apds 72 horas de
tratamento as células foram liberadas do po¢o com o uso de tripsina, coradas e
contadas em hemocitbmetro para determinar a densidade celular. Em seguida, a

populacdo celular de cada grupo foi semeada novamente na densidade de 1x10*
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células/mL com meio sem tratamento por 16 horas, recebendo tratamento no dia
seguinte (Figura 16). Apos as contagens, foi determinado o IDP conforme descrito
por Filippi-Chiela e colaboradores (Filippi-Chiela et al., 2015), utilizando a equagéao
IDP = [log N(t)-logN(to)])/log 2, onde N(t) € o numero final de células por pogo e N(to)
€ 0 numero de células que foram semeadas. O IDPC é a soma das duplica¢gdes
populacionais (DPs) em um intervalo de tempo. Os dados estdo representados
graficamente em fungdo do tempo de cultura. Foram realizados trés experimentos

independentes, onde cada experimento foi executado em ftriplicatas.

g 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
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— troca de meio

Figura 16: Algoritmo do protocolo de execugdo do ensaio para determinar o indice
de duplicacdo populacional cumulativa.

Analise da rede de interagao entre vias de sinalizagao celular

A avaliagdo da rede de interagcao entre a via de sinalizacdo de Notch e a via
PIBK/AKT/mTOR foi realizada através da plataforma online String (http://string-
db.org/). A plataforma String integra em seu sistema diferentes plataformas publicas
de informagdes validadas com funcionalidades diretas ou indiretas e de associagdes/
interagcbes de gene/proteinas (Von Mering et al., 2005). A rede foi construida
associando ag¢des moleculares entre os genes NOTCH1, NOTCH3, JAG1T e mTOR

utilizando o alto nivel de 0,7 de confianca e no maximo 10 interacdes.
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Analise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk com correcédo de Lilliefor foi utilizado para avaliar a
normalidade da distribuicdo das variaveis analisadas. Os dados obtidos foram
representados como média + erro padrdo da média por terem apresentado
distribuicdo normal. Os dados de expressdao do mRNA dos experimentos com
concentragbes altas de glicose durante o periodo de 20 dias e 72 horas de
tratamento, e dos experimentos em niveis normais de glicose durante 72 horas de
tratamento nos diferentes grupos foram avaliados quantitativamente através da
Analise de Variancia (ANOVA) unidirecional seguido do teste post hoc de LSD. Os
dados de expressdo do mRNA dos genes nos experimentos com nivel normal de
glicose durante 20 dias de tratamento e os dados de crescimento celular estdo
representados de forma descritiva.

Para todos os testes, as diferengcas encontradas foram consideradas
significativas quando P<0,05. Todas as analises foram feitas através do programa
SPSS 23.0 (Statistical Package for the Social Sciences).

Locais de realizagao

Os experimentos deste capitulo foram realizados no Laboratorio de
Endométrio e Implantagao instalado no Departamento de Ginecologia Enddcrina e
Medicina Reprodutiva, Hospital de Heidelberg, Alemanha.
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Resultados

Resisténcia das células de cancer de endométrio ao tratamento longo com

metformina na dose de 0,1 mM em meio de cultura com concentracio alta de

glicose:

- sobre via de proliferacdo e crescimento celular

Considerando que a metformina apresenta dois mecanismos de ag¢ao, atua
indiretamente, sistemicamente, e diretamente, sobre vias de sinalizacdo celular, o
presente estudo avaliou em condigbes com diferentes niveis de glicose a expressao
do marcador de proliferacdo Ki67 e do fator promotor de cancer, mTOR, em células
de linhagem de cancer de endométrio submetidas a meio de cultura com
concentragcdes elevadas de insulina e ao tratamento curto (72 horas) e longo (20
dias) com metformina na dose de 0,1 mM. Os valores foram expressos em fold
change (FC).

A figura 17 representa a expressdao do mRNA do marcador de proliferagcao
MKi67. Em uma condicdo com concentragcédo alta de glicose no meio, quando as
células de cancer de endométrio foram tratadas apenas com insulina ou metformina,
durante 72 horas, ndo foi encontrada diferenga estatistica na expressdo do mRNA
do marcador de proliferacdo MKi67, apresentando um nivel de expressao de 1,42-
fold (P=0,250) e 1,63-fold (P=0,08), respectivamente, comparado ao grupo controle.
Contudo, quando realizado o tratamento concomitante, houve um aumento de 1,05-
fold na expressédo do marcador de proliferagédo (FC=2,05; P<0,007) comparado ao
grupo controle (Figura 17A). Entretanto, quando as células foram cultivadas durante
20 dias (Figura 17B), a insulina aumentou 0,98-fold (FC=1,98; P=0,05) a expressao
de MKi67, e o tratamento com a metformina isoladamente aumentou a expressao do
marcador de proliferagdo 1,7-fold comparado ao controle (FC=2,7; P=0,002)
enquanto quando administrados em conjunto, houve um aumento 1,0-fold
comparado ao controle (FC=2,0; P=0,05). Em uma condi¢do com niveis normais de
glicose no meio, provavelmente em razdo do numero amostral pequeno, nao foi

possivel observar diferenga entre os grupos (Figura 17C,D).



65

MKI67
A Glicose Alta B Glicose Alta
72 horas 20 dias
*
3,5 ok 3,5 o
[ 1 *
3 3
2,5 2,5
@ @
oo a0
§ 2 5 2 I
£ -~
(&) (&)
1,5 15
E N 3
. N .
0,5 0,5
0 : N 0 N
Controle Insulina Metformina Ins+Met Controle Insulina Metformina Ins+Met
Glicose Normal Glicose Normal
C 72 horas D 20 dias

1,5 1,5

Fold Change
-

Fold Change
b
:fij
I: ii‘ R

0,5 0,5

0
Controle Insulina Metformina Ins+Met Controle  Insulina Metformina Ins+Met

0

Figura 17: Expresséao relativa do mRNA de MKi67 nos diferentes grupos e tempos
de tratamento. (A) Condigcdo com concentragbes altas de glicose e tratamento
realizado durante 72 horas; N=7; **P=0,007. (B) Condigdo com concentragdes altas
de glicose e tratamento realizado durante 20 dias; N=7; *P=0,05 e **P=0,002. (C)
Condi¢cdo com niveis normais de glicose e tratamento realizado durante 72 horas;
N=3. (D) Condigdo com niveis normais de glicose e tratamento realizado durante 20
dias; dados descritivos N=1. A expressdo do mRNA de MKi67 foi normalizada pelo
gene normalizador RPLO e expressa em fold-change. Média + erro padrdo da
meédia; Ins+Met= insulina + metformina.

Considerando os resultados de expressdo génica do marcador de
proliferagdo celular Ki67, nos quais o tratamento longo com metformina na dose de
0,1 mM em um meio de cultura com altas concentragbes de glicose, apresentou
maior expressao comparado aos outros grupos em relagdo ao controle, o indice de
duplicagdo populacional cumulativa (IDPC) dessas células ao longo do periodo de
20 dias de tratamento foi determinado. Com este ensaio € possivel verificar o padrao
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de crescimento e resposta das células aos diferentes tratamentos realizados de
forma aguda e cronica. A forma aguda € determinada a partir do DP, o qual
considera o numero de vezes em que a populacdo celular duplicou em cada
intervalo de 72 horas de tratamento. Ja a forma crdénica, € determinada a partir da
soma dos DPs ao longo dos 20 dias de tratamento, o IDPC, e demonstra o perfil de
resposta de uma populacao isolada.

A figura 18 representa o efeito do tratamento sobre o numero total de vezes
em que as células de linhagem de cancer de endométrio duplicaram a cada 72 horas
e os dados estao representado de forma descritiva da média de trés experimentos
individuais executados em triplicata. Nas primeiras 72 horas de tratamento, as
células tratadas com insulina isoladamente e tratadas concomitantemente com
insulina e metformina apresentaram maior densidade celular (Figura 19),
apresentando um indice de duplicacdo de 3,13 vezes e 2,97 vezes,
respectivamente, seguido pelo grupo controle 2,93 vezes. Ja as células tratadas
isoladamente com metformina, apresentaram o menor crescimento celular, IDP de
2,84 vezes comparado aos outros grupos. Entretanto, ao longo do tempo, o padrao
de duplicacdo das células de cancer de endométrio alterou, onde nos dois ultimos
pontos de contagem as células tratadas com metformina e insulina isoladamente

apresentaram maior IDP comparado aos outros grupos.
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Indice de duplicagdo populacional
Dia 0 4 8 12 16 20
Controle 0,00 2,93+0,21 2,98 £0,96 3,32+0,37 2,91+0,29 2,32+0,21
Insulina 0,00 3,13+0,27 3,44 +0,70 3,40+0,26 3,08 +0,04 2,40+0,22
Metformina 0,00 2,84+0,36 3,61+0,52 3,27+0,31 3,27+0,17 2,52+0,26
Ins+Met 0,00 2,96+0,43 3,50+0,65 3,09+0,23 2,98+0,14 2,31+0,26

w

Duplicagdo populacional (vezes)
~

0 4 8 12 16 20
Figura 18: indice de duplicagdo populacional (IDP) representando o numero total de
vezes em que a populacdo celular duplicou em um espaco determinado de tempo.
Contagem realizada a cada 72 horas de tratamento ao longo do periodo de 20 dias
de cultivo. Dados descritivos representados em média * erro padrdo. N=3. Ins+Met=
insulina + metformina.

Densidade Celular
Dia 0 4 8 12 16 20
Controle 10000 77933 109400 106133 78467 50933
Insulina 10000 90733 131533 109067 84867 54067
Metformina 10000 75933 136267 100800 97867 59333
Ins+Met 10000 84533 134000 87467 79867 51400
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Figura 19: Densidade relativa celular nos diferentes grupos em cada intervalo de
tratamento. Dados descritivos representados em média + erro padrdo. N=3.
Ins+Met= insulina + metformina.
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Ao ser avaliado o efeito do tratamento de forma crénica, ou seja, ao longo do
periodo de 20 dias, utilizando o IDPC, foi observado que inicialmente, nos trés
primeiros pontos, as células tratadas com insulina apresentaram maior padrdo de
crescimento celular comparado aos outros grupos (Figura 20). Entretanto, quando
foram avaliadas as células tratadas isoladamente com metformina, foi observado
que inicialmente apds 72 horas de tratamento, estas células apresentaram menor
crescimento comparado aos outros grupos, sendo modificado este padrdo a cada
nova contagem ao longo do tempo de tratamento. No segundo ponto (dia 8), as
células tratadas com metformina ja apresentaram um IDPC de 6,45 vezes em
relagéo a 5,92 vezes das células do grupo controle. No proximo ponto (dia 12), essa
populagao celular apresenta maior IDPC comparado tanto as células controle quanto
as células que receberam tratamento concomitante. Contudo, nos dois ultimos
pontos (dia 16 e dia 20), as ceélulas tratadas isoladamente com metformina
ultrapassaram o IDPC de todos os outros grupos de células, incluindo as células
tratadas com insulina. Apresentando um IDPC de 15,50 vezes, seguido pelas células
tratadas com insulina (15,34 vezes), as células que receberam tratamento

simultaneo (14,68 vezes) e as células do grupo controle (14,49 vezes).

indice de duplicagdo populacional cumulativo
Dia 0 4 8 12 16 20
Controle 0,00 2,93+0,21 592+1,17 9,24+1,52 12,04 £1,51 14,49 +1,40
Insulina 0,00 3,13+0,27 6,57 +0,98 9,97+1,23 1290+1,18 15,34 £0,99
Metformina 0,00 2,84+0,36 6,45+ 0,87 9,72+1,19 12,94 +1,13 15,50 +0,89
Ins+Met 0,00 2,96 +£0,43 6,47 £+ 1,08 9,56+1,31 12,33+1,33 14,68 £ 1,09

Dla
——eControle = - @lnsulina = = eMetformina ++++--@ns+Met

Figura 20: indice de duplicacdo populacional cumulativo (IDPC) representando a
soma do numero total de vezes em que a populagéo celular duplicou em um espaco
determinado de tempo. Contagem realizada a cada 72 horas de tratamento ao longo
do periodo de 20 dias de cultivo. Dados descritivos representados em média £ erro
padrao. N=3. Ins+Met= insulina + metformina.
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Portanto, foi possivel observar que ndo somente o marcador de proliferagcao
celular Ki67 encontra-se mais expresso nas células tratadas com a dose de 0,1 mM
de metformina durante 20 dias em uma condigdo com altos niveis de glicose, como
também, foi possivel observar que o indice de duplicagdo populacional cumulativo
dessas células e a densidade celular encontra-se maior comparado aos outros

grupos.

Ao ser avaliada a expressao relativa do mRNA de mTOR foi observado que
os dados encontrados apresentam padrdao de expressao similar aos dados de
expressao do marcador de proliferacdo Ki67. O mTOR esta relacionado ao
crescimento e sobrevivéncia celular, e é definido como um alvo intracelular direto ou
indireto, via AMPK, da metformina. Em uma condicdo com altos niveis de glicose,
nao foi possivel observar uma diferenca estatistica de expressdo do mRNA de
mTOR entre os grupos quando as células foram tratadas durante o periodo de 72
horas. Contudo, o grupo tratado com insulina apresentou a expressao de 1,3-fold
(P=0,758 em relagdo ao controle), enquanto as células tratadas com metformina
isoladamente apresentaram uma expressdo de 1,7-fold (P=0,448). Quando a
insulina e a metformina foram administradas em conjunto, foi verificado uma
expressdo de 2,9-fold (P=0,07 em relagdo ao grupo controle) (Figura 21A).
Entretanto, quando as células foram cultivadas durante o periodo de 20 dias (Figura
21B), o tratamento isolado com a metformina aumentou a expressdao do mRNA de
mTOR comparado ao grupo controle (FC=2,78; P=0,027). As células tratadas com
insulina isoladamente (FC=1,95) e tratadas concomitantemente com insulina e
metformina (FC=2,19) ndo apresentaram um aumento de expressao estatistico em
relagdo ao grupo controle (P=0,222 e P=0,129 respectivamente). Em uma condigéo
com niveis normais de glicose no meio, provavelmente em razdo do numero
amostral pequeno, ndo foi possivel observar diferengca entre os grupos (Figura
21C,D).
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Figura 21: Expresséo relativa do mRNA de mTOR nos diferentes grupos e tempos
de tratamento. (A) Condicdo com altas concentragbes de glicose e tratamento
realizado durante 72 horas; N=4. (B) Condi¢do com altas concentragdes de glicose e
tratamento realizado durante 20 dias; N=7; *P=0,027. (C) Condigdo com niveis
normais de glicose e tratamento realizado durante 72 horas; N=3. (D) Condigdo com
niveis normais de glicose e tratamento realizado durante 20 dias; dados descritivos
N=1. A expressdo do mRNA de mTOR foi normalizada pelo gene normalizador
RPLO e expressa em vezes. Média + erro padrao da média; Ins+Met= insulina +
metformina.

- sobre via de progressao do cancer

Considerando que alteragdes na via de sinalizagdo de Notch tém sido
correlacionadas com a progressao de diversos tipos de céncer, incluindo cancer de
endomeétrio, incialmente foi avaliada a interacdo entre a via de sinalizacdo de Notch
e a via PISBK/AKT/mTOR através da plataforma online String. Em seguida, foi
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avaliada, em condigbes com concentragdes altas e normais de glicose, a expressao
genica dos receptores transmembrana NOTCH1 e NOTCH3 e do ligante
transmembrana JAG7 em células de linhagem de cancer de endomeétrio quando
submetidas a meio de cultura com concentragcbes elevadas de insulina e ao

tratamento curto e longo com a dose de 0,1 mM de metformina.

A rede de interagdes entre os genes da via Notch e da via PI3BK/AKT/mTOR
executadas pela plataforma String esta representada na figura 22. A rede foi
construida associando agbes moleculares entre os genes/proteinas NOTCH1,
NOTCH3, JAG1 e mTOR utilizando o alto nivel de 0.7 de confianga e no maximo 10
interagdes. Existe interagdo entre as duas vias analisadas (Figura 22A), sendo a
acao molecular de ligacdo presente diretamente entre NOTCH1 e mTOR (Figura
22B).

REPJ

NOTCH3

RICTOR FKBP1A

<
N
RPTOR
Legenda i
Tipgs de agbes:  Efeitos das agoes: RPS6KB1
ligagao -
catdlise ~__. positivo d
reagdo — negativo —
inibi¢do «— inespecifico - —

ativagdao
modificagao postranslacional «
regulagao transcricional

Figura 22: Rede de interagdo entre as vias de sinalizagdo de Notch e
PI3K/AKT/mTOR construida a partir da plataforma online String, (A) utilizando até 10
interacdes. (B) utilizando interacdo direta entre NOTCH1. NOTCH3, JAG1 e mTOR.

Ao ser avaliada a expressdo relativa do mMRNA dos receptores
transmembranas NOTCH1, NOTCH3 e de seu ligante transmembrana JAG1, foi
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observado um padrédo de expressdo semelhante entre esses genes. Em condigbes
com altas concentragbes de glicose no meio, ndo foi possivel observar uma
diferencga estatistica de expressdo do mRNA de NOTCH1 entre os grupos quando as
células foram tratadas durante o periodo de 72 horas. O grupo tratado com insulina
apresentou a expressao de 2,36-fold (P=0,156 em relagdo ao controle), enquanto as
células tratadas com metformina isoladamente apresentaram uma expressao de
2,64-fold (P=0,090). No grupo tratado com insulina e metformina, foi verificado uma
expressdo de 2,71-fold (P=0,077 em relacdo ao controle) (Figura 23A). Entretanto,
os experimentos cronicos em que as células de cancer de endométrio foram
cultivadas durante 20 dias (Figura 23B), o tratamento isolado com a metformina
aumentou o nivel de expressdo do receptor transmembrana NOTCH1 (FC=3,40)
comparado ao grupo controle (P=0,022). As células tratadas com insulina
isoladamente (FC=2,18) e tratadas concomitantemente com insulina e metformina
(FC=2,71) ndo apresentaram um aumento estatisticamente significante em relagéo
ao grupo controle (P=0,238 e P=0,094 respectivamente). Em uma condi¢do com
niveis normais de glicose no meio, nédo foi possivel observar diferengca entre os
grupos tratados durante 72 horas (Figura 23C). Entretanto, os resultados dos niveis
de expressao do mRNA de NOTCH1 nas células cultivadas durante o periodo de 20
dias, demonstram que as células que foram tratadas com a insulina isoladamente
apresentaram 3,78-fold de expresséo, enquanto as células tratadas com 0,1 mM de
metformina isoladamente apresentaram 3,55-fold. Contudo, as células que
receberam o tratamento com insulina e metformina apresentaram 4,81-fold de

expresséo (Figura 23D).
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Figura 23: Expresséo relativa do mRNA de NOTCH1 nos diferentes grupos e tempos
de tratamento. (A) Condicdo com concentracbes altas de glicose e tratamento
realizado durante 72 horas; N=6. (B) Condicdo com concentragdes altas de glicose e
tratamento realizado durante 20 dias; N=7; *P=0,022. (C) Condigdo com niveis
normais de glicose e tratamento realizado durante 72 horas; N=3. (D) Condigdo com
niveis normais de glicose e tratamento realizado durante 20 dias; dados descritivos
N=1. A expressdao do mRNA de NOTCH1 foi normalizada pelo gene normalizador
RPLO e expressa aumento em fold-change. Média £ erro padrao da meédia;
Ins+Met= insulina + metformina.

Na figura 24 é possivel observar a expressdo do mRNA do receptor
transmembrana NOTCH3. Quando as células de cancer de endométrio foram
cultivadas em uma condigdo com altos niveis de glicose e tratadas durante o periodo
de 72 horas, nao foi possivel observar uma diferenca estatistica sobre expressao de
NOTCH3 em relagdo ao controle quando as células foram tratadas com insulina ou
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metformina isoladamente, apresentando 2,20-fold (P=0,198) e 2,59-fold (P=0,095)
de expressao, respectivamente. Entretanto, quando as células foram tratadas com
insulina e metformina, houve um aumento no nivel de expressdo de NOTCH3
(FC=3,01; P=0,038) comparado ao grupo controle (Figura 24A). Durante o periodo
de 20 dias de tratamento representado na figura 24B, as células tratadas
isoladamente com metformina apresentaram um aumento da expressao de NOTCH3
(FC=2,78; P=0,027) comparado ao grupo controle, entretanto, ndo foi possivel
observar um aumento significativo sobre a expressédo deste gene quando as células
foram tratadas apenas com insulina (FC=1,95; P=0,222) e com insulina e metformina
(FC=2,19; P=0,129). Em uma condi¢cdo com niveis normais de glicose, ndo foi
possivel observar diferenca entre os grupos quando as células foram tratadas
durante 72 horas (Figura 24C). Contudo, os dados demonstrativos dos niveis de
expressdo do mRNA de NOTCHS3 nas células cultivadas durante o periodo de 20
dias, demonstraram que as células que foram tratadas com a insulina isoladamente
apresentaram 3,32-fold de expresséo, enquanto as células tratadas com 0,1 mM de
metformina isoladamente apresentaram 2,71-fold. Contudo, as células que
receberam o tratamento com insulina e metformina apresentaram 3,46-fold (Figura
24D).
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Figura 24: Expresséo relativa do mRNA de NOTCH3 nos diferentes grupos e tempos
de tratamento. (A) Condigdo com altos niveis de glicose e tratamento realizado
durante 72 horas; N=6; *P=0,038. (B) Condicdo com concentragdes altas de glicose
e tratamento realizado durante 20 dias; N=7; *P=0,027. (C) Condigdo com niveis
normais de glicose e tratamento realizado durante 72 horas; N=3. (D) Condigdo com
niveis normais de glicose e tratamento realizado durante 20 dias; dados descritivos
N=1. A expressdao do mRNA de NOTCH3 foi normalizada pelo gene normalizador
RPLO e expressa em fold-change. Média + erro padrdo da média; Ins+Met= insulina

+ metformina.

Os dados de expressdo do mRNA do ligante transmembrana JAG1 estéo
representados na figura 25. Independente da condigdo da concentragao de glicose e
tempo de tratamento, ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos.

Contudo, o padréao de expresséo deste gene foi semelhante ao padréo de expressao
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dos receptores transmembrana NOTCH1 e NOTCH3 representados nas figuras 23 e

24 respectivamente, porém de forma menos intensa.
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Figura 25: Expressao relativa do mRNA de JAG1 nos diferentes grupos e tempos de
tratamento. (A) Condigdo com concentragdes altas de glicose e tratamento realizado
durante 72 horas; N=6. (B) Condigdo com concentragbes altas de glicose e
tratamento realizado durante 20 dias; N=7. (C) Condigdo com niveis normais de
glicose e tratamento realizado durante 72 horas; N=3. (D) Condigdo com niveis
normais de glicose e tratamento realizado durante 20 dias; dados descritivos N=1. A
expressdo do mRNA de JAGT foi normalizada pelo gene normalizador RPLO e
expressa em fold change. Média + erro padrao da média; Ins+Met= insulina +
metformina.
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Discussao

O comportamento celular € modulado pelo ambiente, o qual pode gerar
alteragbes sobre a expressdo de varios genes envolvidos na fisiologia celular,
alterando a sintese de proteinas, que podem ter um impacto negativo. A
compreensao dos mecanismos intracelulares envolvidos na fisiopatologia do cancer
de endométrio € essencial para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas que
atuem sobre vias de sobrevivéncia, crescimento, proliferacdo, motilidade e apoptose
celular. Estudos demonstraram que células de cancer de endométrio, muitas vezes,
apresentam alteragcdes na fosfatase do cromossomo 10 da via de sinalizagéo
[PTEN)/AKYmTOR, principalmente devido a inativagdo ou mutagbes no PTEN,
amplificagdo da subunidade catalitica da PI3K e superexpressao do mTOR (Oda et
al., 2005; Velasco et al., 2006; Gadducci et al., 2011).

Diversos autores sugeriram que a metformina pode atuar na preveng¢ao e no
tratamento de diferentes tipos de cancer, porém muitos detalhes sobre a acido da
metformina e dos mecanismos moleculares envolvidos ainda n&o estdo bem
esclarecidos (Sarfstein et al., 2013; Shao et al., 2014; He et al., 2015; Kato et al.,
2015). Uma importante revisdo publicada em 2014, (Pernicova et al., 2014) com o
objetivo de discutir e analisar as potenciais implicagbes das recentes descobertas
sobre os mecanismos de acdo da metformina, sumarizou as possiveis acgdes
propostas na literatura. Acredita-se que o efeito antitumoral da metformina é
exercido pela combinagao dos efeitos indiretos (sistémicos) e diretos. A influéncia do
efeito sistémico parece ser secundaria as agdes diretas da metformina nos tecidos
alvos sensiveis a insulina. Sistemicamente, a metformina reduz os niveis de glicose
e insulina, o que pode diminuir o crescimento e progressdao do tumor mediado pela
acao da insulina. Os possiveis efeitos anti-inflamatérios interpostos pela metformina
também podem reduzir o risco de cancer. Diretamente, a metformina pode inibir o
mTORC1 em varios niveis de regulagdo. Baixa carga de energia em células de
cancer tratadas com metformina ativa a AMPK, a qual ativa o gene supressor
tumoral TSC2, resultando na inibicdo do mTORC1, contendo o crescimento e
proliferacdo celular. A metformina pode também diminuir a sinalizacdo downstream
entre os receptores de IGF-1 e insulina, através da diminuigdo dos niveis de insulina
e da fosforilaggo AMPK-dependente do IRS-1, consequentemente, inibindo a
sinalizagado da via PI3K/AKT/mTOR. Além disso, tem sido sugerido que a AMPK
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pode atuar na inibicdo das células de cancer através de numerosos outros
mecanismos, incluindo supressdo da sintese de acidos graxos. Contudo, a
metformina pode inibir o mMTORC1 independentemente da fosforilacdo da AMPK,
através da inativagdo direta do complexo Ragulator, resultando na inibicdo de RAG
GTPases e dissociagcdo do mTORC1 do ativador RHEB (Pernicova et al., 2014). Em
células de cancer de endométrio, devido a elevada prevaléncia de mutagdes no
PTEN levando a expressao constitutiva da Akt, 0 mecanismo de agdo da metformina
atuando através da ativacdo da AMPK ou independentemente, parece ser uma
estratégia atraente para a prevengao e tratamento desta neoplasia.

Considerando os achados no capitulo anterior, onde um ambiente com altos
niveis de glicose conferiu maior resisténcia para as células de cancer de endométrio,
e a concentracdo de 0,1 mM de metformina foi capaz de reduzir a acdo da insulina
sobre o potencial metastatico destas células, sem diminuir a proliferacdo (De Barros
Machado et al., 2016), motivou no presente capitulo, ser investigado o efeito
intracelular desta dose de 0,1 mM de metformina sobre vias de proliferagdo e
crescimento celular, assim como sobre vias de progressdo do cancer de endométrio
quando realizado o tratamento a curto e a longo prazo na presenga de diferentes
niveis de glicose. Neste estudo, foi considerado que com o tratamento curto, durante
72 horas, normalmente utilizado nos estudos experimentais, € possivel avaliar o
efeito agudo do tratamento, e, no tratamento longo, durante 20 dias, é possivel

avaliar o efeito crénico do tratamento sobre as células.

O efeito do tratamento intracelular sobre a proliferacdo e crescimento celular
pode ser avaliado pela expressao relativa do mRNA de MKi67 e mTOR. A expressao
de Ki67 é fortemente associada ao crescimento e proliferagdo tumoral. O fato de
estar presente durante todas as fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose) e
nao na fase de repouso (G0) faz do Ki67 um excelente marcador para determinar a
fracdo do crescimento de uma populacdo celular sendo amplamente utilizado na
rotina anatomopatologica de investigagado tumoral (Li, L. T. et al., 2015). Entretanto,
apesar da quantificagcdo da expressdo de Ki67 ser util e facilmente utilizada como
um biomarcador tumoral, para cancer de endométrio ainda ndo estd bem
estabelecido (Sivalingam et al., 2016). Ja o mTOR possui papel fundamental no
crescimento e metabolismo celular. A ativagdo exagerada da sinalizacdo de mTOR,



79

conforme descrito por Hanahan e Weinberg, esta associada ao crescimento,
angiogénese e metastase tumoral (Hanahan et al., 2011).

O impacto do uso da metformina no crescimento tumoral tem sido avaliado
in vivo utilizando estudos com janela pré-cirurgica, onde a expressao do marcador
de proliferagdo Ki67 é mensurada no tecido, antes e depois do tratamento com
metformina, em pacientes aguardando cirurgia para retirada do cancer de mama
(Hadad et al., 2011; Bonanni et al., 2012; Niraula et al., 2012), prostata (Joshua et
al., 2014) e endométrio (Laskov et al., 2014; Mitsuhashi et al., 2014; Schuler et al.,
2015). Os estudos com pacientes com cancer de endométrio relatam que o uso da
metformina durante 2 a 4 semanas antes da cirurgia reduziu a expressao de Ki67
em tumores endometriais (Laskov et al., 2014; Mitsuhashi et al., 2014; Schuler et al.,
2015). Porém, nestes estudos, nao foi possivel atribuir essas mudangas ao uso da
metformina devido a auséncia de grupo controle. Recentemente, Sivalingam e
colaboradores, publicaram um estudo onde eles avaliaram o efeito pré-cirurgico da
dose maxima de metformina utilizada clinicamente durante o periodo de 7 a 30 dias
em pacientes com cancer de endométrio. Neste estudo, as analises n&do foram
realizadas somente entre o tecido pré- e pods-tratamento, mas também foi
comparado com um grupo controle ndo tratado. Os autores observaram que houve
uma reducao da expressao de Ki67 nos pacientes que fizeram o uso da metformina.
Entretanto, a redugdo da fosforilagdo da via PI3K/AKT/mTOR observada foi
demonstrada tanto no grupo tratado com metformina como no ndo tratado
(Sivalingam et al., 2016).

Contudo, ndo se sabe se as doses de metformina utilizadas em pacientes
diabéticos sao suficientes para apresentar um efeito antineoplasico in vivo. Em
estudos experimentais in vitro, concentragcdes dezenas de vezes maiores do que as
utilizadas clinicamente s&o necessarias para inibir a via PISK/AKT/mTOR em células
de linhagem de cancer (Cantrell et al., 2010; Zakikhani et al., 2010; Sarfstein et al.,
2013). Cantrell e colaboradores, avaliaram o efeito de doses crescentes de
metformina (0,01 — 5 mM) em duas linhagens de cancer de endométrio, expostas a
meio de cultura com niveis normais de glicose e sugeriram que a metformina induz a
fosforilagdo da proteina AMPK e p70S6K, sendo a segunda proteina um alvo
downstream da via do mTOR (Cantrell et al., 2010). Entretanto, esses dados n&o
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estdo apresentados de forma estatistica e somente € possivel perceber alguma
diferenca a partir da concentracdo de 2 mM de metformina.

No presente estudo, foi observado que o perfil da expressao relativa do
MRNA do marcador de proliferacédo MKi67 e do mTOR foi similar. Em um ambiente
com concentragdo alta de glicose, ao ser avaliado o efeito do tratamento de forma
aguda (72 horas), foi observado que o tratamento com a insulina aumentou, sem
atingir significancia estatistica, os niveis de expressdo de MKi67 e mTOR (42 % e 30
%, respectivamente) enquanto o tratamento isolado com a metformina aumentou
também ndo significativamente 63 % e 70 % a expressao desses genes. Porém,
quando a insulina e a metformina foram administradas em conjunto, a expresséo do
gene MKi67 foi potencializada de forma acentuada, atingindo significdncia. Quando
avaliado o efeito agudo sobre a densidade celular, foi observado que o tratamento
com a insulina atuou estimulando a proliferagdo das células de cancer de
endométrio, enquanto, diferentemente dos niveis de expressdo génica, as células
tratadas apenas com metformina apresentaram uma densidade celular 3 % menor
que as células controle, e 17 % menor que as células tratadas com insulina. E, que
quando administrada com a insulina, a metformina foi capaz de inibir a acao
proliferativa da insulina, diminuindo 7 % a densidade celular. Entretanto, esta
discordancia nos resultados pode ter sido consequéncia de eventos intracelulares
pos-traducdo, sendo necessario a realizagdo de uma analise de expressao proteica
para a confirmacéo dos dados de expresséo génica. Além disso, no capitulo | ndo foi
possivel observar este efeito inibitério da dose de 0,1 mM de metformina sobre a
acao proliferativa da insulina, mas é preciso considerar que 0s ensaios
experimentais utilizados apresentam principios diferentes, e os dados de densidade
celular estao representados de forma descritiva.

Entretanto, ao ser avaliado o efeito do tratamento crénico ao longo de 20
dias, foi observado que a insulina continuou ao longo do tempo estimulando a
proliferacdo e crescimento celular. No entanto, o tratamento com a metformina
isoladamente na concentragdo de 0,1 mM aumentou fortemente a expressdo dos
marcadores de proliferacdo e crescimento celular, em 170 e 178 %,
respectivamente, sugerindo que as células de cancer de endométrio ndo somente
foram resistentes a essa dose de metformina, como também responderam com um

aumento acentuado da proliferagdo e agressividade celular. Para confirmar este
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efeito sobre a expressdo do mRNA, foi avaliado o padrao de crescimento e resposta
das células ao longo de 20 dias nos diferentes tratamentos utilizando o protocolo
para a determinacdo do IDP. Este protocolo permite avaliar o efeito de um
determinado tratamento sobre uma populagéo especifica celular, pois ao longo das
contagens e semeaduras, as células que nao resistem ao tratamento morrem. Os
dados encontrados corroboram com os dados de expresséo génica, onde as células
tratadas isoladamente com a metformina no final dos 20 dias de cultivo
apresentaram maior indice de duplicagao populacional e cumulativo comparado aos
outros grupos, seguido pelas células tratadas com insulina. Foi possivel observar
que ao longo das passagens parece ocorrer uma selegcdo de células resistentes ao
tratamento com metformina, e que a dose de 0,1 mM de metformina nao foi eficiente
para inibir a proliferacado celular, e paradoxalmente, aumentaram drasticamente a
proliferagdo. Contudo, quando administrados em conjunto, o efeito de resisténcia
das células ao tratamento ocorre de forma mais branda comparado ao efeito isolado
da insulina e do tratamento com metformina, nos desafiando a inferir que na
presencga de insulina as estratégias e mecanismos utilizados pelas células de cancer
de endométrio sdo mais restritos comparado aos utilizados em resposta ao
tratamento isolado com a metformina. Para entender estes mecanismos e

estratégias, serdo necessarias mais analises.

Foi observado que a via de crescimento celular PI3SK/Akt/mTOR apresenta
interagdo com a via Notch, e ao serem avaliados os efeitos dos tratamentos sobre a
via do Notch foi observado um padrao similar de expressdo dos marcadores de
proliferacdo e crescimento celular. Mitsuhashi e colaboradores, avaliaram por imuno-
histoquimica a expressao dos receptores transmembranas NOTCH1 e NOCTH3, e
de seus ligantes JAG1 e DLL4 em tecido endometrial neoplasico e normal, e
demonstraram que o tecido tumoral apresenta maior expressdo dessas proteinas
(Mitsuhashi et al., 2012). Por outro lado, Lio e colaboradores, observaram que
SHARP1 (Enhancer-of-split and hairy-related protein 1), um fator basico de
transcricdo que atua como supressor tumoral, inibiu a migragéo e invasao de células
de céncer de endométrio a partir da regulagdo da sinalizagdo do NOTCH1,
sugerindo que a superexpressado da via do Notch confere fendtipo mais agressivo
para estas células (Liao et al., 2014).
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Em uma condi¢do com niveis normais de glicose no meio, devido ao baixo
numero amostral ndo foi possivel concluir e sugerir os efeitos dos tratamentos.
Entretanto, Han e colaboradores recentemente avaliaram, em duas linhagens de
células de céancer de endométrio, o efeito de diferentes concentragbes de glicose
sobre a expressao de proteinas relacionadas a via de sinalizagcdo de crescimento,
proliferagdo e progressdo celular. Foi demonstrado que ambiente com altas
concentragbes de glicose ativa a via de sinalizacdo da Akt/mTOR/S6 e a via da
MAPK, assim como, aumenta a expressdo de snail o qual atua regulando a
expressao de E-caderina, aumentando a motilidade e habilidade de invasao celular,
sugerindo que a hiperglicemia isoladamente contribua para o desenvolvimento e

progressao do cancer de endométrio (Han et al., 2015).

E fundamental avaliar o efeito intracelular in vitro de concentracdes de
metformina utilizadas clinicamente, pois a concentracdo de metformina encontrada
no tecido endometrial equivale a 20 % da concentragdo encontrada no plasma,
correspondendo a concentracbes 400 vezes menores das concentracbes que
demonstraram efeito in vitro (Mitsuhashi et al., 2014). Neste estudo, altas
concentragdes de glicose constituiram um ambiente propicio para que as células de
cancer de endométrio apresentassem resisténcia ao efeito a longo prazo do
tratamento com a dose de 0,1 mM de metformina e expressassem um gendtipo mais
agressivo. Demonstrando, portanto, a importancia de alvos terapéuticos que atuem
no metabolismo da glicose como potenciais estratégias para a prevengao e
tratamento do céncer de endométrio. A dose d6tima de metformina com efeitos
antineoplasicos ainda ndo esta definida para estudos clinicos (Sivalingam et al.,
2016), entretanto, uma possivel explicagao para resultados in vivo tdo promissores &
a atuacdo em conjunto dos mecanismos indiretos e diretos da metformina, onde ao
diminuir os niveis séricos de glicose e insulina o ambiente celular torna-se mais

favoravel para a atuagdo da metformina diretamente na célula.
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CAPITULO llI

Estabelecimento de um modelo de cocultura de endométrio

tridimensional in vitro

Objetivo Geral

Construcdo de um modelo de cocultura de endométrio tridimensional viavel

durante 20 dias de cultivo.

Objetivos especificos

- Padronizar um modelo 3D de cocultura primaria de endométrio que

permaneca viavel durante 20 dias de cultivo;

- Padronizar um modelo 3D de cocultura de células de linhagem de cancer
de endométrio que permaneca viavel durante 20 dias de cultivo.
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Hipotese
E possivel o desenvolvimento de uma camada endometrial em uma matriz

extracelular temporaria, que permanega viavel durante 20 dias de cultivo.
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Método

Delineamento

Foi realizado um estudo experimental in vitro.

Pacientes

As células epiteliais primarias de endométrio foram provenientes de
pacientes (33,6 + 4,3 anos) submetidas a histerectomia no Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA), cuja indicacao foi independente deste estudo. As pacientes
foram informadas que as células endometriais normalmente sdo descartadas e
permitiram, mediante assinatura de consentimento livre e esclarecido (TCLE 14-
0267, Anexo 1), a utilizagdo deste material na pesquisa. Foram excluidas do estudo
pacientes pds-menopausa, pacientes diabéticas e pacientes com neoplasias.

Isolamento das células endometriais estromais e epiteliais

O protocolo de dissociagcdo do tecido endometrial foi realizado conforme
descrito no capitulo |. Entretanto, apds o isolamento, as células estromais foram
suspendidas com meio DMEM suplementado com 1 % de antibidtico
(penicilina/estreptomicina 0,5 mg/mL) e 10 % de soro bovino fetal, enquanto as
células epiteliais foram suspendidas com meio DMEM/F12 suplementado com 1 %
de antibidtico (penicilina/estreptomicina 0,5 mg/mL) e 5 % de soro bovino fetal.

Linhagem de cancer de endométrio

As células epiteliais de cancer de endométrio foram provenientes da
linhagem celular de adenocarcinoma endometrial tipo | - Ishikawa (Sigma-Aldrich,
Alemanha). As células foram cultivadas com meio MEM, suplementado com 5 % de
soro fetal bovino, 1% de antibidtico (penicilina/estreptomicina 0,5 mg/mL), 1% NEAA
(Non-Essential Amino Acid - Sigma Aldrich, Alemanha).
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Cultivo celular

Inicialmente as células foram cultivadas separadamente em garrafa de
cultura (125 cm? - Greiner Bio-One GmbH, Alemanha) e incubadas em estufa
(SANYO, Japan) a 37°C com atmosfera umida e adicdo automatica de 5% de CO..
A diferenciacao e proliferagao celular foi observada a cada 24 horas em microscopio
invertido (Axyover, Carl Zeis Jena, Alemanha) até que a monocamada de células
atingisse aproximadamente 80 % de confluéncia.

Construgcao do modelo 3D de cocultura de endométrio

As células em cultivo foram liberadas das garrafas com o uso da enzima
tripsina. As células em suspensao, antes da semeadura, foram submetidas a um
teste de viabilidade por coloragdo com azul de Tripan e contagem em
hemocitobmetro. O protocolo de construgdo do modelo 3D de endométrio foi
adaptado dos estudos de Park e colaboradores e Zhu e colaboradores, representado
esquematicamente na figura 26 (Park et al., 2003; Zhu et al., 2012). Inicialmente, as
células estromais (2x10° céls./mL) foram misturadas, utilizando meio sem soro, com
uma matriz extracelular temporaria Matrigel® (Matrigel® Matrix Growth Factor
Reduced, BD Biosciences, USA), depositadas em uma placa de cultivo de 24 pogos
(285 pl/pogo), e incubadas a 37°C para promover a solidificagdo. Apds o periodo de
2 horas, as células epiteliais primarias ou de linhagem de cancer de endométrio na
concentragdo de 1x10° céls./mL em um volume de 100 pl foram semeadas no topo
do complexo matriz-célula e incubado por 16 horas. No dia seguinte, foi adicionado
meio DMEM/F12 sem soro suplementado com 1% de antibiotico, e o modelo de
cocultura 3D foi cultivado durante o periodo de 20 dias, sendo realizada a troca de
meio a cada 48 horas. A morfologia, diferenciagdo e crescimento celular foi
observado a cada 24 horas em microscopio invertido (Axyover 25, Carl Zeis Jena,
Germany).
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Figura 26: Representagdo esquematica da construgdo do modelo tridimensional de
cocultura de endométrio.

Imuno-histoquimica

A técnica de imuno-histoquimica foi utilizada para a demonstracdo da
arquitetura do modelo de cultura de endométrio 3D. Para imunofluorescéncia o
modelo 3D foi desenvolvido em uma camara de 8 pogos (Nunc Lab-Tek Chamber
Slides system — Sigma-Aldrich, Alemanha). Marcadores de citoesqueleto especificos
foram utilizados para demonstrar a presenca de células epiteliais (anticitoqueratina)

e células estromais (antivimentina).

O modelo 3D foi inicialmente fixado com formalina por 5 minutos em
temperatura ambiente, apds este periodo foram realizadas duas lavagens com 5%
de BSA (Albumina de soro bovino - Sigma-Aldrich, Alemanha). As células foram
permeabilizadas com solugdo de 0,2% Triton-PBS por 10 minutos e lavadas
novamente duas vezes. Apos, as células foram incubadas com anticorpos
anticitoqueratina e antivimentina diluidos 1:200 (Abcam, USA) por 16 horas a 4°C.
No dia seguinte, as células foram lavadas com PBS e incubadas com Hoechst
(1:2000; Abcam, USA) por 30 minutos em temperatura ambiente. Apos nova
lavagem, a coloragdo da imunofluorescéncia foi visualizada usando microscopio
confocal (Olympus, Jap&o). As imagens foram analisadas utilizando o software
FluoView (Olympus).
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Locais de realizagao

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biologia Molecular
Endocrina e Tumoral, instalado no Departamento de Fisiologia, UFRGS, e no
Laboratério de Endométrio e Implantagao instalado no Departamento de Ginecologia
Endocrina e Medicina Reprodutiva, Hospital de Heidelberg, Alemanha.
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Resultados

Na literatura encontra-se diferentes protocolos de realizagdo de modelos 3D
de cocultura de células de endometriais, os quais utilizam diferentes componentes e
matrizes extracelulares (Park et al., 2003; Wang et al., 2012; Zhu et al., 2012; Wang,
H. et al., 2013; Buck et al., 2015). Neste capitulo é descrito como o modelo de
cocultura de endométrio, viavel por 20 dias de cultivo, utilizando Matrigel® como

matriz extracelular temporaria, foi estabelecido.

Como ilustrado na figura 27 as células epiteliais e estromais endometriais
primarias apresentam morfologia diferentes, o que é compativel com a fungédo que
desempenham. Quando cultivadas diretamente no plastico da placa de cultivo, as
células epiteliais apresentam morfologia cuboide, em verticilo, proliferam em torno
de um centro comum, formando agrupamentos (clusters). O cultivo com células
epiteliais apresentou uma pureza de 97 % (Figura 27A). Por outro lado, as células
estromais apresentam morfologia caracteristica de fibroblastos, sao fusiformes e
estreladas, e apresentaram uma pureza de 99 % (Figura 27B). O cultivo das células
isoladamente nao ultrapassou o periodo de 7 dias, pois as células epiteliais apds
este periodo apresentavam muitos vacuolos e um aumento da contaminagcdo com

células estromais.

Figura 27: Morfologia caracteristica das células (A) epiteliais (B) estromais
endometriais primarias.
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Inicialmente, foi padronizado o modelo 3D de cocultura utilizando células
primarias de endométrio. O protocolo de construgdo do modelo foi adaptado dos
estudos de Park e colaboradores e Zhu e colaboradores (Park et al., 2003; Zhu et
al., 2012). No presente estudo, foram misturadas as células estromais somente com
a matriz hidrogel Matrigel®, finalizando uma concentracdo de 90 %. O modelo de
cocultura 3D de células primarias de endométrio nos diferentes dias de cultivo esta
representado na figura 28.

Figura 28: Organizagdo morfoldgica do modelo de co-cultura tridimensional
utilizando célula endometriais primarias ao longo de 20 dias de cultivo. (A) Dia 1 de
cultivo. (B) Dia 5 de cultivo. (C) Dia 15 de cultivo. (D) Dia 20 de cultivo. Imagem
registrada por microscopio invertido.

No dia 1 de cultivo, as células encontram-se aderidas na matriz, porém
ainda na morfologia circular, sem apresentar grau de diferenciagao (Figura 28A). No

dia 5 de cultivo, as células apresentam maior grau de diferenciagéo invasdo na



91

matriz extracelular (Figura 28B). No dia 15 de cultivo, as células epiteliais formam
estruturas complexas de células agregadas (Figura 28C), as quais € possivel
observar a formagao desde o dia 8 de cultivo. No dia 20 de cultivo, as células
permanecem viaveis, proliferando, houve um aumento no numero das estruturas
complexas, sendo possivel a visualizagdo de uma organizagdo celular ao redor
destas estruturas, sugerindo a presenga de estruturas glandulares contendo a
formagdo de um lumen internamente (Figura 28D). Em razdo do modelo ser
constituido por uma camada espessa e concentrada de Matrigel®, a observacéo das
células estromais somente foi possivel com a mudanca do foco do microscépio, que
permite a visualizacdo das camadas internas do modelo. Entretanto, as células
estromais apresentam-se diferenciadas desde o dia 1 de cultivo, proliferando e

permanecendo viaveis durante os 20 dias de cultivo.

A coloragdo com marcadores de citoesqueleto especificos para cada tipo
celular foi realizada para a confirmacdo da correta arquitetura do modelo
tridimensional utilizando células epiteliais e estromais de endométrio. A
imunofluorescéncia foi visualizada utilizando microscopio confocal. Conforme
ilustrado na figura 29, no protocolo utilizado somente foi possivel a marcagdo dos
nucleos celulares. Entretanto, apesar da ndo marcacao especifica do citoesqueleto,
€ possivel observar mais claramente o padrdo de organizagao celular das estruturas
complexas formadas pelas células epiteliais, sugerindo fortemente que neste modelo
a formagdo de estruturas glandulares a partir das células epiteliais primarias foi
possivel, exibindo uma formagao apropriada de contato célula-célula e célula-matriz
extracelular. Contudo, ndo foi possivel observar se as estruturas foram compostas
somente por células epiteliais, assim como, ndo foi possivel, neste protocolo,
confirmar a correta arquitetura do modelo 3D de cocultura com o padrao estrutural

proposto.
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Figura 29: Imunofluorescéncia do modelo tridimensional de cocultura utilizando
célula endometriais primarias no dia 20 de cultivo. Para a marcagado das células
epiteliais foi utilizado o anticorpo primario anti-citoqueratina e o anticorpo secundario
especifico marcado com o fluoréforo Cy3 (verde). Para a marcagdo das células
estromais foi utilizado o anticorpo primario anti-vimentina e o anticorpo secundario
marcado com o fluoréforo rodamina (vermelho). Os nucleos foram marcados com
Hoechst (azul).

Para a construcdo do modelo 3D de cocultura de cancer de endométrio
considerando que nao foi possivel visualizar a marcagao de imunofluorescéncia para
a confirmacdo da arquitetura do modelo primario, optou-se por diminuir a
concentragédo final da mistura de células estromais com a Matrigel® para 50 %.
Entretanto, ao realizar o protocolo de marcagdo em uma concentracao final de 50 %,
a matriz extracelular de hidrogel diluiu-se completamente, perdendo a estrutura
tridimensional do modelo. Diversas tentativas foram realizadas, utilizando estratégias
diferentes, como utilizagdo de anticorpo conjugado, incubacgéo a 37°C, entre outras.
Contudo, conforme ilustrado na figura 30, pode-se observar a arquitetura registrada
em microscopio invertido do modelo 3D de cocultura de cancer de endométrio. Para
a construcdo deste modelo, foi utilizada células estromais primarias e células
epiteliais de linhagem de céncer de endométrio. No dia 1 de cultivo, as células
estromais apresentam-se diferenciadas e as células epiteliais de céncer de
endométrio ja formam pequenos agrupamentos (clusters) (Figura 30A). No dia 5 de
cultivo, as células epiteliais organizam-se em estruturas complexas de aglomerados
celulares ocorrendo algumas jungdes iniciais destas estruturas (Figura 30B). No dia
15 de cultivo, observa-se que as estruturas complexas formadas pelas células
epiteliais se encontram conectadas (Figura 30C), sendo visualizado de forma mais

expressiva no dia 20 de cultivo (Figura 30D). E possivel observar que as células
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estromais também continuaram proliferando ao longo dos 20 dias cultivo,
apresentando uma morfologia bem alongada, fusiforme, onde seus filamentos em

alguns prontos tocam o filamento das outras células estromais.

Figura 30: Organizagdo morfolégica do modelo tridimensional de cocultura de cancer
de endométrio ao longo de 20 dias de cultivo. (A) Dia 1 de cultivo. (B) Dia 5 de
cultivo. (C) Dia 15 de cultivo. (D) Dia 20 de cultivo. Imagem registrada por
microscopio invertido.
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Discussao

O tradicional modelo de cultura bidimensional € uma boa ferramenta para
estudar a fungdo bioldgica de células endometriais, porém apresenta muitas
limitagbes. Com a cultura celular tradicional 2D, as células perdem suas
caracteristicas estruturais, pois tornam-se planas, ndo conseguem manter jungdes
intercelulares e perdem a sua polaridade. Considerando a grande complexidade dos
tecidos in vivo, modelos alternativos de culturas tornam-se importantes para
entender a morfologia e fungao de tecidos adultos e de processos patologicos. Com
essa finalidade, modelos de cultura 3D podem ser mais proximos das situagdes
fisiologicas e patologicas, pois além de recriarem melhor a arquitetura tecidual,
possibilitam que as células se organizem tridimensionalmente, a partir da interagéo
entre célula-matriz extracelular. Além disso, também proporcionam a oportunidade
de cultivar diferentes tipos celulares em modelos de cocultura, onde é possivel a
avaliacdo da comunicacdo entre os tipos celulares, processo essencial que
coordena a diferenciacao, proliferacdo, morfologia e entre outras fungdes celulares
(Zhu et al., 2012; Breslin et al., 2013; Edmondson et al., 2014).

Nos ultimos anos, uma grande variedade de modelos de cultura 3D foi
padronizado como ferramenta experimental, onde foram utilizados diversos
protocolos e matrizes extracelulares para a construgdo destes modelos (Park et al.,
2003; Wang et al., 2012; Zhu et al., 2012; Wang, H. et al., 2013; Buck et al., 2015).
Considerando a importancia deste modelo para a pesquisa biomédica e
principalmente para estudos utilizando drogas anticancer, neste capitulo, foi
padronizado um modelo 3D de cocultura de células endometriais que permanecesse
viavel ao longo de 20 dias de tratamento. Para a construgdo do modelo, foi utilizado
o protocolo adaptado dos estudos de Park e colaboradores e Zhu e colaboradores.
Entretanto, no primeiro estudo os pesquisadores utilizaram uma combinagdo de
colageno com Matrigel® (4:1) para a formagdo da matriz extracelular temporaria
(Park et al., 2003), enquanto no segundo estudo os pesquisadores utilizaram
diferentes concentragdes de Matrigel® (Zhu et al., 2012).

A Matrigel® € o nome comercial de uma matriz extracelular de hidrogel,
derivada da membrana basal de sarcoma de ratos Engelbreth-Holm-Swarm. Esta
matriz € composta basicamente por laminina (60%), colageno IV (30%) e

proteoglicanos, além de fatores de crescimento (Bd_Biosciences). No presente
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estudo, foi utilizada a Matrigel® com fatores de crescimento reduzidos, e foi
observado que foi possivel a formacdo de estruturas celulares complexas pelas
células epiteliais tanto em uma concentragédo de 90 % quanto em uma concentragcéo
de 50 % de Matrigel®. Zhu e colaboradores, demonstraram que a concentragao de
Matrigel® utilizada para a construgdo do modelo, interfere na formagao de estruturas
multicelulares. Em modelos utilizando uma concentracao de 10 % de Matrigel®, as
células epiteliais ndo se organizam de forma agregada, porém a partir de uma
concentracdo de 20 %, as ceélulas epiteliais primarias ja formam estruturas
multicelulares. Para a linhagem de céncer de endométrio RL95-2, observou-se que
as ceélulas se organizam de forma agregada somente a partir da concentragao de 50
% de Matrigel® (Zhu et al., 2012).

Ao longo do cultivo percebeu-se que essas estruturas celulares complexas,
formadas pelas células epiteliais, sugeriam a formag&o de glandulas com a presenca
de um lumen internamente. Durante a formacédo de glandulas, as células epiteliais
devem se organizar ao redor de um unico lumen com a sua superficie apical voltada
para este lumen. Trés mecanismos tém sido associados com a formagao do espaco
luminal: esvaziamento (lumen é formado pela separacdo da membrana de células
glandulares), cavitagdo (o lumen é formado pela morte das células centrais por
apoptose ou autofagia) e contato focalizado (o lumen é formado pela repulsdo do
contato célula-célula) (Bryant ef al., 2008; Mailleux et al., 2008; Eritja et al., 2013). A
diferenciagdo de células epiteliais endometriais em estruturas glandulares
polarizadas ja foi demonstrada em modelos 3D utilizando diferentes composigdes de
matrizes extracelulares de hidrogel (Schatz et al., 1990; Bentin-Ley et al., 1994;
Eritja et al., 2010; Zhu et al., 2012). Porém, no presente estudo, até o momento, n&o
foi possivel a padronizagao do protocolo de marcacao por imunofluorescéncia para
confirmacéo da correta arquitetura e formacgéo glandular. No modelo 3D construido
com células endometriais primarias utilizando a concentragcéo de 90 % de Matrigel®,
somente foi possivel a marcacdo dos nucleos celulares. E possivel que apesar de
altas concentracbes de Matrigel® contribuirem para a formagdo glandular, a
capacidade de penetracdo do anticorpo para marcacao celular fique limitado,
conforme demonstrado por Eritja e colaboradores, ao utilizar células endometriais de
ratos (Eritja et al., 2010). Uma opg¢éo seria a marcagéo dos diferentes tipos celulares
antes da construgdo do modelo 3D a partir da transfecgdo com uma proteina
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fluorescente, entretanto, a limitagdo deste protocolo seria o tempo de cultivo do
modelo 3D. Provavelmente, até que ocorresse a formagao das estruturas celulares
especializadas pelas células epiteliais, durante a proliferacdo celular a marcacao
prévia seria perdida. Contudo, neste estudo, se optou por utilizar uma concentragao
de 50 % de Matrigel® para a construgdo do modelo de cancer endometrial 3D.
Apesar de diversas alteragdes terem sido realizadas no protocolo de marcacéo, nao
foi obtido sucesso. Uma possivel alternativa para futuras analises, € a utilizacdo do
protocolo proposto por Pinto e colaboradores para estudos com células de cancer de
mama. Neste protocolo, os pesquisadores propdéem a formacao de uma estrutura em
sanduiche utilizando o modelo 3D de cocultura com Matrigel® entre duas camadas
de um gel aquoso utilizado para processamento histolégico, HistoGel (Thermo
Scientific, USA), seguido de um congelamento rapido. Apoés, é realizado os passos
do protocolo de rotina de formagcdo de blocos de parafina, e as analises séo
realizadas conforme analises de imuno-histoquimica de tecido em blocos de parafina
(Pinto et al., 2011).

N&o ha duvidas que o sistema de cultura 3D e de cocultura sdo uma grande
promessa para a pesquisa sobre diferenciacdo tecidual, implantacdo embrionaria,
biologia celular do cancer, eficiéncia de medicamentos sobre alvos moleculares e
muitas outras analises. Entretanto, ainda existem muitos obstaculos que devem ser
superados antes que esses modelos 3D propostos possam ser amplamente
utilizados na pesquisa e industria farmacéutica, sendo a tecnologia empregada e os
custos as principais preocupagdes (Edmondson et al., 2014; Gu et al., 2016). No
presente estudo, foi estabelecido um modelo de cocultura de células endometriais
que permanece viavel durante 20 dias, sendo possivel a utilizacdo deste modelo nas
condi¢cdes experimentais propostas nos capitulos | e |l para futuras analises.
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DISCUSSAO CONCLUSIVA

A metformina tem sido utilizada em pacientes com DM ha mais de 40 anos.
Entretanto, na ultima década estudos clinicos e epidemiolégicos comegaram a
apontar uma associagao entre a diminuicdo do desenvolvimento de diferentes tipos
de cancer em pacientes diabéticos que faziam o uso do medicamento comparado
aos pacientes que n&o faziam o uso de metformina ou utilizavam outros
medicamentos. Contudo, esta associacédo ainda n&o esta bem definida, assim como
0s mecanismos moleculares envolvidos ndo estdo bem esclarecidos. A maioria dos
estudos clinicos e epidemiolégicos apresentam uma metodologia fraca, enquanto os
estudos experimentais utilizam doses de metformina muito superiores as doses
terapéuticas preconizadas. Por isto, discute-se se o efeito avaliado esta relacionado
a citotoxidade da metformina ou seriam os efeitos antiproliferativos, antimetastaticos
e apoptdticos desejados. Considerando esses fatos, esta tese visa avaliar o efeito de
uma dose de metformina mais similar a dose utilizada clinicamente, sobre fatores de

risco envolvidos no desenvolvimento e progressao do cancer de endométrio.

Inicialmente a proposta deste trabalho foi avaliar o efeito da metformina nos
parametros propostos somente em uma condi¢do de cultivo com alta concentracao
de glicose. Entretanto, ao longo do trabalho nossos resultados demonstraram que
em um ambiente com altos niveis de glicose as células de cancer de endométrio nao
respondiam ao tratamento com a metformina conforme esperado. Para a
compreensao desses dados, foi adicionado avaliagdes em condi¢cdes de cultivo com
concentragcbes de glicose no meio consideradas similares a concentragbes
plasmaticas normais. Contudo, nossos resultados demonstram que a dose de 0,1
mM de metformina apresenta efeito sobre o potencial metastatico das células de
cancer de endométrio, entretanto esta dose n&o apresenta efeito sobre a
proliferacdo celular. Ao avaliarmos os mecanismos moleculares intracelulares, nao
foi possivel observar um efeito positivo da dose de 0,1 mM de metformina sobre vias
de proliferagdo e progressao do cancer de endométrio durante o tratamento cronico
e agudo, sendo observado um gendtipo agressivo adquirido durante o tratamento

cronico.

Assim, na presenga de altas concentragdes de glicose as células de cancer

de endométrio adquirem um gendtipo mais agressivo e apresentam resisténcia ao
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efeito da metformina na dose de 0,1 mM. Nossos resultados reforcam a
possibilidade do uso da metformina como potencial agente adjuvante na terapia
contra o cancer, pois demonstram a importancia do uso de alvos terapéuticos que
atuem no metabolismo da glicose como potenciais estratégias para a prevengao e
tratamento do céancer de endométrio. A metformina € um grande candidato, pois in
vivo atua indiretamente diminuindo os niveis séricos de glicose e insulina, tornando o

ambiente mais favoravel para sua atuagéo diretamente nas células.

Adicionalmente, com o objetivo de mimetizar in vitro o ambiente patolégico
do cancer de endométrio, o protocolo de constru¢ao de um modelo 3D de cocultura
de células endometriais que permanece viavel ao longo de 20 dias de cultivo foi
padronizado, o que possibilitara a utilizacdo deste modelo em futuras analises. O
conhecimento adquirido a partir da combinagédo da genética do tumor, do ambiente
celular e da interagao entre as células pode determinar a eficiéncia de um possivel
tratamento preventivo ou adjuvante, assim como, o entendimento destes

mecanismos pode levar ao desenvolvimento de novas terapias.
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PERSPECTIVAS

Os resultados do capitulo |l dessa tese estdo incompletos, sera necessario
aumentar o numero amostral das analises de expressao génica dos experimentos
em condigbes de cultivo com concentragbes normais de glicose, além da
confirmacéo dos dados a partir da analise proteica. Também pretendemos avaliar o
indice de duplicagdo populacional cumulativo apés o tratamento agudo com
metformina em condigdes com niveis normais de glicose. Adicionalmente,
objetivamos avaliar se as células de cancer de endométrio respondem ao efeito das
doses de 0,5 mM e 1 mM de metformina de maneira diferente. Pretendemos realizar
todas as analises até junho de 2017. Objetivamos utilizar o modelo 3D de cocultura
de céancer de endométrio primario (utilizando células de pacientes com cancer de
endométrio) e linhagem celular, para analises utilizando os mesmos parametros
experimentais avaliados nessa tese, onde iremos comparar com os resultados

obtidos utilizando cultivo 2D.

Os resultados encontrados até o momento permitiram a criagdo de novos
qguestionamentos nesta linha de pesquisa. Paralelamente, estamos avaliando se
diferentes concentracbes de estradiol interferem no efeito da metformina. Assim
como, temos como perspectiva a realizagdo de rastreamento génico e protedbmico
para avaliar de forma mais ampla a diferenca de expressdo em vias de sinalizagao

intracelulares entre tecido endometrial normal e tecido endometrial tumoral.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: EFEITO DA METFORMINA SOBRE A PROLIFERAGAO CELULAR E
NIVEIS EXPRESSAO DA IL-8 E IL-18 EM UM MODELO DE CELULAS ENDOMETRIAIS
BIDIMENSIONAL E TRIDIMENSIONAL

Prezada paciente,

Estamos realizando um estudo com células endometriais (camada interna do utero)
para avaliar o efeito do uso de um medicamento, a fim de caracterizar proteinas que
auxiliam na implantacdo do embrido no utero materno. O medicamento que sera usado se
chama METFORMINA e ele atua diminuindo a resisténcia dos tecidos a insulina. Como a
senhora ira realizar a cirurgia de histerectomia (retirada do utero), gostaria de convida-la
para participar do estudo. Caso aceite, sua participacdo no estudo consistira em permitir que
apos o término da cirurgia sejam coletadas células do utero removido. Cabe salientar que as
células endometriais sdo sempre descartadas apds a cirurgia, entdo, este estudo nao trara
nenhum maleficio a sua saude. Os resultados deste estudo nado trardo beneficios diretos
para a senhora. Porém, no futuro, essas avaliagbes poderdo auxiliar no diagndstico e
tratamento de doengas relacionadas a infertilidade.

O seu nome sera mantido em sigilo, sendo divulgado os resultados em conjunto com
outros participante utilizando cédigos. A divulgacao sera apenas para fins cientificos.

Vocé podera interromper a participacdo neste estudo a qualquer momento, sem que
haja prejuizo no seu atendimento meédico. Vocé néo tera custos com sua participagao.

Qualquer duvida que surja ao longo do estudo basta entrar em contato com o
pesquisador responsavel Edison Capp (Laboratério de Ginecologia e Obstetricia Molecular,
telefone 3359 7625), ou com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) pelo telefone 3359 8304
(Segunda a Sexta das 8 as 17 hrs).

Este termo contém duas vias, ficando uma com a senhora e a outra com o
pesquisador.

Eu, , concordo em participar do
estudo acima nomeado, e afirmo que fui adequadamente informada sobre o protocolo em
questdo, podendo me retirar do estudo quando assim desejar, sem prejuizo qualquer do
tratamento de minha doencga.

Paciente:

Assinatura do pesquisador:

Nome do pesquisador:

Porto Alegre, de de
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Abstract. In order to improve our understanding of the
potential preventive and therapeutic role of metformin, the
present study aimed to investigate the capability of low-dose
metformin in the efficient inhibition of cancer development and
the reduction of the metastasis of endometrial adenocarcinoma
type I and primary endometrial epithelial cells (¢€EPs), with the
drug acting as a treatment in a hyperinsulinemic environment
exposed to high and normal glucose conditions. The Ishikawa
endometrial adenocarcinoma cell line and primary eEPs were
exposed to an environment with high (17 mM) or normal
glucose (5 mM) and treated with insulin, low-dose metformin
(0.1 mM) or a combined treatment. Metastatic potential
was assessed by migration and invasion assays, and relative
cell proliferation was determined. Metformin at a low dose
potently inhibited the insulin action, decreasing the ability of
the endometrial cancer (EC) cell line to migrate and invade
in a high and normal glucose environment, and decreasing
the migration ability of the primary eEPs. In the EC cell
line, the insulin treatment increased the proliferation, without
any subsequent reduction of proliferation by the addition of
0.1 mM metformin; however, relative cell proliferation sensi-
tivity to metformin was observed in the range between 1 and
5 mM regardless of the glucose concentration present. Overall,
metformin at 0.1 mM is not efficient enough to decrease the
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proliferation in an EC cell line. However, at this concentra-
tion, metformin can inhibit the insulin action in endometrial
epithelial cancer cells, demonstrating an anti-metastatic effect
in high and normal glucose environments.

Introduction

Endometrial cancer (EC) is one of the most common
gynecological malignancies worldwide (1) and is classified into
estrogen-dependent type I and estrogen-independent type II
forms. The type I form is the most common, accounting
for 75-85% of all cases of EC (2). Unopposed estrogen has
been shown to increase the risk of EC development, as
estrogens stimulate endometrial cell proliferation and inhibit
apoptosis (3). Additionally, diseases associated with insulin
resistance, such as obesity, type II diabetes mellitus and
polycystic ovary syndrome (PCOS), are considered significant
risk factors for the development and progression of type I
EC (4-6). Insulin resistance is a condition in which target
tissues have decreased sensitivity to insulin, and blood insulin
levels consequently increase to maintain normal glucose
levels. The chronic hyperinsulinemic state has been found to
exert direct and indirect effects that contribute to EC develop-
ment (7). A large body of evidence has suggested that women
with diabetes possess a stronger association with neoplastic
processes (5), and furthermore, diabetic patients with cancer
experience increased mortality compared with normoglycemic
individuals (8). Finally, a meta-analysis study has shown that
women with diabetes have a two-fold risk for EC (9). Insulin
resistance appears to play a central role in endometrial carci-
nogenesis. Therefore, treatment with insulin-sensitizing agents
that act through reducing insulin levels could offer a general
approach to prevent the development of cancer and reduce
metastasis (10,11).

Metformin, an anti-hyperglycemic and insulin sensitizing
agent, is the most commonly used drug for treating type II
diabetes mellitus, as well as off-label insulin resistance
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(as observed in women with PCOS) (12). In recent years,
numerous studies have indicated that metformin could be
effective as a cancer therapy, along with its traditional role in
treating diabetes (13-15). Metformin use can prevent malignant
transformation indirectly via systemic changes (improving
hyperglycemia, hyperlipidemia and hyperinsulinemia) and
via direct effects, such as suppression of mammalian target of
rapamycin via 5' adenosine monophosphate-activated protein
kinase activation, leading to reduced protein synthesis and
cell proliferation (16,17). A meta-analysis of 18 observational
studies showed that metformin therapy is associated with an
overall 27% reduction in the risk of developing any type of
cancer in patients with type II diabetes (18). A retrospective
study showed that metformin use is additionally associated
with less recurrence and improved overall survival in EC
patients; although, when recurrence took occurred, it was not
delayed compared with that in the control (19). However, the
majority of these previous studies possessed methodological
weaknesses and/or insufficient data. Additionally, experimental
studies revealed that metformin is an effective antiestrogenic
agent, inhibiting cell proliferation and leading to growth arrest,
as well as inducing apoptosis in EC (17,20-22). Furthermore,
recent findings have suggested that metformin is important in
suppressing the migration and invasion of cancer cells, which
could prevent metastasis (23-25). However, in these studies
metformin action was observed at high supra-pharmacological
concentrations and without estradiol addition, an important
factor in endometrial proliferative disorders.

The present study investigated the capability of low-dose
metformin (0.1 mM) to inhibit the development of cancer and
reduce the metastatic potential of endometrial adenocarci-
noma type I in vitro using the Ishikawa cell line in the high
and normal glucose environments. Finally, the study evaluated
the efficiency of low-dose metformin to prevent EC using
normal uterine endometrial epithelial cells (eEPs) exposed to
high glucose concentrations.

Materials and methods

Isolation and culture of primary eEPs. The primary eEPs
were isolated from endometrial biopsies (between March and
August 2015) taken from healthy, regularly cycling women
(34.1£3 .4 years old) undergoing laparoscopic surgery for benign
reasons. Informed consent was obtained and the study protocol
was approved by the the Clinical Hospital of Porto Alegre
(Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil) and the University
of Heidelberg (Heidelberg, Germany). Exclusion criteria were
hormonal stimulation within the preceding 3 months, endocri-
nopathies, cancerous lesions and irregular menstrual bleeding.
Human endometrial tissues were digested with collagenase
type la (Gibco, Karlsruhe, Germany) for 2 h. Thereafter, the
cells were washed, centrifuged (800 x g, room temperature) and
separated using a 40-um filter. The stromal cells passed through
the filter and the epithelial cells were retained. Epithelial cells
were recovered from the filter by backwashing with Dulbecco's
modified Eagle's medium (DMEM)/F12 (Gibco; Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA).

Cell culture. The Ishikawa human endometrial adenocarci-
noma cell line was purchased from Sigma-Aldrich (Merck
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Millipore, Darmstadt, Germany; European Collection of Cell
Culture authenticated). Ishikawa cells were grown in minimal
essential medium (MEM; Sigma-Aldrich; Merck Millipore)
supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS; HyClone;
Thermo Fisher Scientific Inc.), 1% penicilin-streptomycin
(Gibco; Thermo Fisher Scientific Inc.), 1% non-essential amino
acids (Sigma-Aldrich; Merck Millipore) and 5 pg/ml bovine
insulin (Sigma-Aldrich; Merck Millipore), while the primary
eEPs were maintained in DMEM/F12 supplemented with 5%
FBS and 1% penicillin-streptomycin at 37°C in a humidified
atmosphere with 5% CO,.

For the experiments in a high glucose environment, the
cells were cultured in various conditions with DMEM/F12
medium containing 17 mM glucose, and for the experiments
in a normal glucose environment, the cells were cultured
with MEM containing 5.5 mM glucose. The media for all
conditions were supplemented with 10-® M estradiol. The
different conditions included: a) Control group, medium only;
b) insulin group, medium plus 100 ng/ml insulin; ¢) metformin
group, medium plus 0.1 mM metformin; and d) insulin plus
metformin group, medium plus 100 ng/ml insulin and 0.1 mM
metformin. All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich
(Merck Millipore).

Migration and invasion analysis. To assess the ability of
cellular motility in the different conditions, Transwell filters
(6.5 mm in diameter; 5-um pore size; Corning Inc., Corning,
NY, USA) were used. The cells were harvested as aforemen-
tioned and suspended in serum-free medium. The Transwell
filter was coated with 100 ml medium for the migration assay
or with 100 pl Matrigel (1:1 dilution; Corning Matrigel Growth
Factor Reduced; Corning Inc.) for the invasion assay. There-
after, the primary eEPs (1x10* in 200 pl) or Ishikawa cells
(2.5x10° in 200 ul) were added with the individual treatment
conditions into the Transwell chamber. Medium containing
5% FBS was added to the lower well, then the Transwells
were incubated for 16 h. Non-migrated/invading cells were
removed with a cotton swab, and migrated/invading cells were
fixed in 3.7% paraformaldehyde in phosphate-buffered saline,
permeabilized with 100% methanol and stained with Giemsa.
Cell migration/invasion, repeated five times, was quantified by
blinded counting of the number of migrated/invaded cells in
each insert in four different areas. Data are expressed as the
percentage compared with the control group.

Cell proliferation assays. The CellTiter Glo Luminescent assay
(Promega Corporation, Madison, WI, USA) was used to eval-
uate the relative cell proliferation of Ishikawa cells exposed to
high and normal glucose conditions. The cells were seeded into
96-well plates at a density of 5,000 cells/well in 100 p1 drug-free
medium overnight. The cells were then treated with the indicated
treatment (control, insulin, metformin or insulin plus metformin)
for 72 h. After this period, the plates were equilibrated at room
temperature for 30 min, and 100 ul of CellTiter Glo reagent
was added in each well, mixed for 2 min and incubated at room
temperature for 10 min. The luminescence was detected by a
Centro LB 960 Microplate Luminometer (Berthold Technolo-
gies GmbH and Co. KG, Bad Wildbad, Germany).

In order to evaluate the sensitivity of the epithelial
carcinoma cells to varying doses of metformin in high and
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Figure 1. Migration and invasion of the Ishikawa cell line in a high glucose environment during 16 h of incubation. The insulin treatment increased the
ability to migrate and invade. The metformin treatment was able to inhibit the insulin effect. (A) Migration assay in a high glucose environment; “P=0.023
and “P<0.001. (B) Invasion assay in a high glucose environment; “P=0.030 and “P<0.001. Mean =+ standard error of the mean. Ins, insulin; Met, metformin.

A Migration Ishikawa normal glucose
120

r

% Control

Control Insulin Metformin Ins+Met

- i
o r T
105
75
r
45
30 1
15
0+

B Invasion Ishikawa normal glucose

120
1

Ins+Met

8

g

Control Insulin Metformin

Figure 2. Migration and invasion of the Ishikawa cell line in a normal glucose environment during 16 h of incubation. The insulin treatment increased the
ability to migrate and invade. The metformin treatment was able to inhibit the insulin effect. (A) Migration assay in a high glucose environment; “P=0.032 and
“P=0.001. (B) Invasion assay in a high glucose environment; “P=0.006. Mean + standard error of the mean. Ins, insulin; Met, metformin.

normal glucose conditions, the Ishikawa cells were seeded
into 96-well plates at a density of 5,000 cells/well in 100 ul
drug-free medium overnight. The cells were then treated with
increasing doses of metformin (0,0.1, 1 and 5 mM) for 72 h. A
CellTiter Glo Luminescent assay was performed as aforemen-
tioned. The effect of the different treatments was calculated as
a fold-change compared with the control group. Each experi-
ment was performed in sextuplicate and repeated three times.

Statistical analysis. Quantitative data are represented as the
mean + standard error of the mean of at least three indepen-
dent experiments. SPSS version 23 (IBM SPPS, Armonk, NY,
USA) was used to perform a one-way analysis of variance and
Turkey's post-hoc test, a generalized estimating equation test
or Student's t-test, as appropriate. P<0.05 was considered to
indicate a statistically significant difference.

Results

Low-dose metformin inhibits the insulin effect on the migra-
tion and invasion in the EC cell line. The present study
examined the effect of a hyperinsulinemic environment
with or without metformin treatment on the migration and

invasion ability of Ishikawa cells when exposed to a high or
normal glucose environment. In a high glucose environment,
insulin exposure increased the migration by 77% (P<0.001)
and the invasion capability by 57% (P<0.001) in the Ishikawa
cells compared with the control. While metformin alone did
not confer any change in the migration and invasion capa-
bilities of the Ishikawa cells in a high glucose environment
when compared with the control, the metformin co-treatment
(insulin plus 0.1 mM metformin) markedly attenuated
the insulin effect, leading to a decrease in the migration
ability by 47% (P=0.023) and in the invasion ability by 42%
(P<0.001), therefore reducing the insulin effect (Fig. 1). In
the normal glucose environment, however, the insulin and the
metformin effects were less dominant compared with those
in the high glucose environment. While the insulin exposure
of the Ishikawa cells only slightly increased the migration
and invasion ability by 3% (P=0.032) and 10% (P=0.006),
respectively, compared with the control, the metformin
co-treatment almost completely abolished the insulin effect
on the invasion potential, as the metformin co-treatment
inhibited the insulin effect on the invasion ability to a control
rate (Fig. 2). Metformin alone on the other hand significantly
decreased the capability of the Ishikawa cells to migrate by
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Figure 3. Migration and invasion of the primary eEPs in a high glucose environment during 16 h of incubation. The metformin treatment decreased the migra-
tion effect. (A) Migration assay in a high glucose environment. (B) Invasion assay in a high glucose environment. Mean + standard error of the mean. "P<0.001.
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Figure 4. Relative cell proliferation of the Ishikawa cell line in a (A) high glucose and a (B) normal glucose environment. The insulin treatment increased the
proliferation in the two glucose conditions and metformin at 0.1 mM was not able to reduce the proliferation. Mean =+ standard error of the mean. “P=0.05.

Ins, insulin; Met, metformin.

4% (P=0.001) and non-significantly decreased their ability to
invade by 3% (P=0.069) compared with the control.

Low-dose metformin is effective in primary eEPs. To inves-
tigate the efficiency of metformin treatment, the effect of
metformin on normal eEPs was analyzed. When the primary
eEPs were cultured in a high glucose environment, insulin
alone or in combination with metformin did not change the
migration or invasion potential after 16 h. However, metformin
alone inhibited the migration potential significantly by 10%
(P<0.001) and the invasion capacity non-significantly by 4%
(P=1.000) compared with the control (Fig. 3).

Low-dose metformin does not decrease the proliferation of
the EC cell line. To determine if the glucose environment
affects the proliferation potential of epithelial cancer cells,
Ishikawa cells were treated using the four treatment conditions
(control, insulin, metformin and insulin plus metformin) for
72 h in media containing high or normal glucose. As shown
in Fig. 4, insulin treatment increased the proliferation of the
Ishikawa cells by 1.15-fold in the high glucose condition
(P=0.029) and by 1.13-fold in the normal glucose condition
(P=0.003) compared to the control group. However, treatment

with 0. mM metformin did not have a significant effect on
Ishikawa cell proliferation compared with the control group
in the 72 h, either in a high or normal glucose environment.
Furthermore, in this treatment period, 0.1 mM metformin
in combination with insulin was not able to inhibit the
stimulatory insulin effect on the proliferation potential in high
glucose and even lead to an enhanced proliferation potential
in the normal glucose condition compared with the control
(1.40-fold; P<0.001).

Metformin decreases EC cell line proliferation in a
dose-dependent manner. In order to test the sensitivity of the
EC cell line to metformin at different concentrations in a high
and normal glucose environment, the proliferation of Ishikawa
cells treated with metformin (0, 0.1, 1 and 5 mM) in medium
containing high and normal levels of glucose for 72 h was
measured (Fig. 5). Independent of the glucose concentration
in the medium, the proliferation potential was unchanged at
0.1 mM during 72 h (1.0-fold with high glucose and 0.97-fold
with normal glucose relative to the control), while reduced
proliferation was noted with 1 mM metformin (0.92-fold
with high glucose; P=0.037), followed by a further reduction
with increasing metformin concentration (0.81-fold at 5 mM
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Figure 5. Sensitivity of the Ishikawa cell line to metformin in a (A) high glucose and in a (B) normal glucose environment. The Ishikawa cell line was cultured
in the presence of varying concentrations of metformin for 72 h. (A) "P=0.037 and “"P=0.002; (B) "P=0.027 and “P=0.002. The relative cell proliferation
sensitivity of the Ishikawa cell line to metformin was in the range of 1 and 5 mM in the two glucose environments. Mean + standard error of the mean.

with high glucose; P=0.002). In a normal glucose condition, a
slightly more pronounced effect was noted compared with that
in the high glucose environment (0.89-fold for 1 mM, P=0.027,
and 0.79-fold for 5 mM, P=0.002).

Discussion

Considering the increasing level of metformin research in
cancer therapy, as well as in patients with type II diabetes
mellitus, thus extending its use to the non-diabetic population,
the present study investigated the effectiveness of low-dose
metformin in EC development and prevention. In order to
analyze metformin as a cancer prevention agent and/or cancer
progression treatment in endometrial adenocarcinoma type I
eEPs and endometrial epithelial cancer cells were exposed to
metformin in either a high glucose or normal glucose medium
with or without insulin substitution.

Glucose is an essential nutrient that supports cellular
energy homeostasis. The normal serum glucose level is
usually maintained at ~5.5 mM. However, increased blood
glucose levels and hyperglycemia contribute to growth and
carcinogenesis in EC (26), and act as a critical link between
the observed increased cancer risk in patients with type II
diabetes (5). Furthermore, in conditions such as PCOS, insulin
resistance can be obesity-independent. Despite a normogly-
cemic state, the associated hyperinsulinemia is believed to be
a promoting factor not only for cancer initiation, but also for
cancer progression (7,27).

Several studies have suggested that high glucose levels create
an optimal environment for cancer cells to exhibit a resistance
to metformin (28-30). The current study evaluated the insulin
action and the metformin efficiency on the metastatic potential
of EC cells when exposed to a high and normal glucose envi-
ronment. The findings showed that insulin treatment in each
glucose condition increased the migration and invasion ability
of the endometrial epithelial cancer cells, however, this effect
was more pronounced in the high glucose environment. In addi-
tion, low-dose metformin effectively attenuated the effects of
insulin action in high and normal glucose conditions, leading
to a less profound effect. Notably, the results in the normal
glucose environment showed a decrease in the ability of the
cells to migrate when treated with metformin compared with

the control group. However, a significant difference could not
be found between the metformin and control groups in a high
glucose environment, but compared with the normal glucose
environmen, a tendency of cancer cell resistance was present
when exposed to high glucose levels. By contrast, insulin alone
or in combination with metformin showed no effect on primary
eEPs exposed to high glucose conditions with regard to their
migration or invasion potential after 16 h. We assume that
primary eEPs do not have the metastatic potential observed in
cancer cells. Furthermore the short incubation of 16 h may not
be long enough for the insulin to activate the invasion potential
of these cells. However, metformin alone was able to reduce the
inherent migration capability of the eEPs. These results support
the evidence that a high glucose environment interferes in the
metformin effect on cancer cells.

To the best of our knowledge, the present study shows for
the first time the ability of metformin to inhibit the metastatic
potential of endometrial epithelial cancer cells, while the
metformin efficiency in the inhibition of migration and invasion
has already been reported in a dose-dependent manner in other
types of cancer cells, including ovarian (23) and prostate (31)
cancer cells, and osteosarcoma (32). Recently, Han e al reported
an increased ability of adhesion and invasion in two EC cell
lines, suggesting that targeting glucose metabolism may be a
promising therapeutic strategy for the treatment of EC (33).

Besides the potential anti-metastatic effect of metformin,
several studies have indicated that metformin may be a useful
anti-proliferation agent for EC cells. Cantrell et al showed for
the first time that metformin potently inhibits growth in two
EC cell lines [half maximal inhibitory concentration (ICs,) of
1 mM metformin] after 72 h of treatment in a normal glucose
environment (17). Takahashi ef al demonstrated that after 48 h of
treatment with increasing concentrations of metformin in normal
glucose conditions, =5 mM metformin significantly reduce
the number of viable cells (ICs, of 6.78 mM metformin) (21).
Furthermore, the metformin inhibitory proliferation effect has
been reported for certain other types of cancer. Wu et al showed
that metformin inhibits the proliferation of ovarian cancer
cells in a dose- and time-dependent manner in vitro (IC, of
16.67 mM metformin) and in vivo in a nude mouse model (23).
Kato et al examined the effects of metformin in prostate cancer
cell proliferation using the MTS assay and cell counting.
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The number of viable cells of three prostate cancer cell lines
decreased significantly after incubation with metformin (ICs, of
5 mM metformin) for 48 h (31). However, in the present study,
in the Ishikawa endometrial epithelial cancer cell line, it was
observed that the insulin treatment increased cell proliferation,
without any reduction in proliferation by the addition 0.1 mM
metformin regardless of the glucose concentration present. This
apparent discrepancy may result from the high micromolar
metformin concentrations used in the previous studies, which
are much greater than the steady-state levels in the patients'
plasma. The present study observed the relative cell proliferation
sensitivity to metformin in the EC cell line in the range between
1 and 5 mM in each glucose environment, although this was
more pronounced in the normal glucose condition. Moreover,
these findings were in the presence of estradiol, an important
factor in endometrial proliferative disorders, but not used in the
published endometrial studies.

In addition, the epidemiological and laboratory studies
remain controversial. Numerous details of the action of
metformin remain to be identified, and the risk of harm must be
considered when designing novel metformin-based therapies.
The knowledge gained from the combination of tumor genetics,
patient metabolic profiles and the cellular environment will
assist in determining the tumor preventative or treatment effi-
ciency of metformin. We expect to improve the understanding
of the mechanisms linking glucose metabolism, hyperinsu-
linemia and metformin treatment with EC development and
progression. According to the present findings, it is indicated
that metformin at 0.1 mM is not efficient enough to decrease the
proliferation in 72 h of treatment in an EC cell line. However,
in this concentration, metformin can inhibit the insulin effect
by decreasing the high cellular invasion and migration potential
in high and normal glucose environments, demonstrating an
anti-metastatic effect of metformin in endometrial epithelial
cancer cells. Nevertheless, further investigations are necessary
to improve the knowledge of metformin as an effective targeted
therapy in cancer, as well as a long term treatment to be efficient
in the inhibition of target genes and proteins connected to the
development and progression of cancer.
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