-
N
: f N -
"‘ :J’ W
A S
.'\@&‘.\_. - ”
~
L4
"W -
W 4
i
1) .
\ 4 -
-
‘ »
v %
' R 4
. -
.
N
.\‘ )

Ana (laudia Batista Jordao Ribeiro

NOVA ABORDAGEM TERAPEUTICA PARA O COLANGIOCARCINOMA

Do NIS a Radioterapia Metabdlica

Dissertagao de Mestrado em Investigagdo Biomédica, orientada pela Professora Doutora Maria Filomena
Botelho e pelo Professor Doutor José Guilherme Tralhdo, apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra.

Maio de 2014

UNIVERSIDADE DE COIMBRA







Esta cépia da tese é fornecida na condigdo de que quem a consulta reconhece que os direitos de
autor sao pertenga do autor da tese e que nenhuma citagdo ou informagéo obtida a partir dela

pode ser publicada sem a referéncia apropriada.

This copy of the thesis has been supplied on condition that anyone who consults it is understood to
recognize that its copyright rests with its author and that no quotation from the thesis and no

information derived from it may be published without proper acknowledgement.






“Cada um cumpre o destino que lhe cumpre,
E deseja o destino que desgja;
Nem cumpre o que deseja,

Nem deseja o que cumpre.”

Fernando Pessoa






AGRADECIMENTOS

“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos ndo é senao uma gota de agua

no oceano. Mas o oceano seria menor se lhe faltasse uma gota.”

Inicio os meus agradecimentos com esta frase de Madre Teresa de Calcuta,
porque foi para mim uma grande honra fazer parte deste oceano, poder contribuir para
este trabalho de pesquisa e ter podido contar com todos vds, que tornaram possivel
ultrapassar mais uma etapa na minha formagao académica. Assim, ndo poderia deixar de

apresentar os meus sentidos e profundos agradecimentos.

A Professora Doutora Maria Filomena Botelho, diretora da Unidade de Biofisica da
Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, por me ter dado a honra e
oportunidade de fazer parte da sua equipa e deste projeto em particular. Pela

disponibilidade, incentivo e partilha de conhecimentos cientificos, 0 meu muito obrigada.

Ao Professor Doutor José Guilherme Tralhdo, por ter aceite coorientar este

trabalho, pela disponibilidade e simpatia sempre demonstradas.

A Mestre Alexandra Fernandes, pela ideia deste projeto, fundamental para a

execucgao deste trabalho de investigacao.

A Sociedade Portuguesa de Gastrenterologia, por ter cedido as verbas

necessarias para que se pudesse seguir em frente. Bem hajam.

A Doutora Ana Margarida Abrantes, agradeco todas as criticas e também o modo
como me fez pensar, aclarar e transmitir as minhas ideias. A disponibilidade e sugestbes

preciosas para levar a bom termo esta dissertagao.



A Mestre Ana Filipa Brito, meu principal apoio neste projeto, agradeco toda a
confianga que depositou em mim, todo o trabalho que me deu, conselhos, opinides,
partilha de conhecimentos e a aceitacdo pronta das minhas ideias e o esforgo para que
estas pudessem ser postas em pratica, enfim, um sem numero de coisas que me

permitiram crescer, pensar, pensar mais a frente e querer ir mais a frente. Obrigada Ana.

A Mestre Mafalda Laranjo, pela disponibilidade e prontiddo na ajuda com os
ensaios de imunofluorescéncia, pelos conselhos precisos de otimizagdo da técnica e

sobretudo pelo incentivo que me deu ao longo deste trabalho.

A Mestre Kathleen Santos, colega, colaboradora e amiga, pela simpatia e
companheirismo, pelo apoio diario e total disponibilidade sempre demonstrados durante

este longo ano, e também pelas boleias...

Ao Mestre Ricardo Teixo, colega sempre pronto a ajudar, pela disponibilidade
para acompanhar o trabalho laboratorial sempre que necessario, mas sobretudo pela sua

amizade.

A Mestre Ana Cristina Gongalves pela disponibilidade, colaboragéo e empenho na

realizacao dos estudos de citometria de fluxo.

Ao Mestre Jodo Casalta, agradego a paciéncia com que sempre me ouviu € me
esclareceu duvidas, as horas de trabalho despendidas para ajudar na analise estatistica
dos resultados deste trabalho, a sua disponibilidade, amizade e simpatia, sempre

demonstrados.

Aos Mestres Ana Salomé Pires, Ana Catarina Mamede, Sara Ferreira e Fernando
Mendes, pela sua disponibilidade constante, cooperacao, simpatia e incentivos sempre

demonstrados.

VI



A Ana Ferreira, amiga, colega e companheira ja de um outro ciclo de estudos,
agradeco o apoio e alegria constantes. Agradego também os incentivos, partilha de

conhecimentos e discussao de ideias, que mantivemos ao longo deste ano de trabalho.

Aos meus colegas de Mestrado Téania Costa, Telmo Gongalves, Sara Guerra,
Tiago Sales, Susann Schugk, Jodo Encarnagdo, Denise Aniceto e Ana Mogo um
agradecimento especial pelos bons momentos que passamos juntos, pelo
companheirismo e espirito de entre ajuda sempre demonstrados, quer nos momentos

bons quer nos menos bons.

A todos os outros colegas que foram passando ao longo deste ano pelo
laboratério e que de alguma forma contribuiram também para o meu crescimento, em
especial ao Marco Ferreira, pela ajuda preciosa nas Uultimas semanas de trabalho

laboratorial.

A Ana Claudia Caridade por toda a simpatia e disponibilidade sempre

demonstradas.

Ao Professor Doutor Claudio Maia, pela disponibilidade, conselhos e sugestbes
que me permitiram abrir horizontes e abragar este projeto, e sobretudo pela sua amizade.
Também a Sandra e ao Rodrigo, com quem partilhei bons momentos de descontragao,

tdo precisos no decorrer deste ciclo de estudos.

Nao poderia deixar de agradecer sobretudo aos meus pais, pelo apoio e ajuda
incansaveis, incentivo incessante, preocupagido constante e os sacrificios que fizeram
para que eu pudesse alcangar esta meta a que me propus dois anos atras. Também ao
meu irmao e cunhada, pelo amor que nos une e nos torna mais fortes e capazes de

enfrentar a vida.

Vi



A Camila, Mimi, Clarinha, Maria, Manel e Alice, pela companhia e momentos de

relaxamento que me obrigaram a usufruir.

As minhas colegas de casa Patricia Santos, Liliana Geraldes e Lorena Rios por
estarem sempre |a, para me ouvirem, aturarem o mau humor e sempre prontas para
ajudar a ultrapassar as dificuldades, pelo apoio e horas passadas comigo no hospital,

pelas consultas gratis e por todos os bons momentos que passamos juntas.

Por fim, resta-me pedir desculpa se por lapso me faltou referir alguém a quem
certamente também estou agradecida. Mais pessoas me apoiaram e encorajaram
durante este longo ano de trabalho mas nao seria possivel agradecer devidamente a
todos. Assim, deixo apenas um agradecimento profundo aos que acreditaram em mim

desde o inicio.

Vil



INDICE

4 =5 U 1L Xl
2 = 150 2. O X1l
ABREVIATURAS ...t s sssn s snn s e s s s s nn e n e s e e s s s nmnnnns XV
1. INTRODUGAO........ooeeeceereecereeaesee e seesesas e saessesss e esesassesseesesasessesassssssssssasssssessesssnsnsesnens 1
{ I @71 F=Ta To [ {oTox=1 o1 o] 1 o - P 3
R AN oo o F=To [T 4 T =Y = oY U o= 7

S P e B 100 T (=T = o - 9

I I 2 = =T [0 =Y =T o] - RS 10

1.2 Bomba de SO0 € 1000 .....cooiiiiiiiie s 11

1.3 NIS em ColangioCarCiNOMA ........uuiii i e e e e e e e e e e e e e e eeeeneens 14

1.4 Efeitos da RadiaCa0 .........oooouuiiiiii e 18
1.4.1 Espécies Reativas de OXIgENIO .......ccuuuvuiiiiiiiiiiieiiiicie e e e e eeeeeeees 21

1.4.2 Proteina PS3 ... e 23
T1.4.3MOrte CelUlar.......ooeiiiiiiiiiiiieee e 25

0 1= | I 0 1 33
3. MATERIAL E METODOS.........coseetereiereesessesesseessssessssessssessssssssssssssssssssssssssssssssnsssens 37
3.1 CURUIA CelUIAr ...ttt e e e eeeeee 39

3.2 Avaliagao da Express@o de NIS ... 40

3.3 Estudos de Captagédo e Retengao de [0do-131 ......cooiriiiiiiiciii e 42

3.4 Irradiac@o com 10do-13T ... 45

3.5 Avaliacao da Sobrevivéncia Celular ..............oooiiiiiiiiiiiiie e 46

3.6 Determinacéo de Danos causados NODNA ... 48

3.7 Citometria de FIUXO ..ot e e 50
3.7.1 Avaliagao da Viabilidade Celular e Tipos de Morte Celular Induzidos.......... 51

3.7.2 Avaliagao da Expressédo de BAX, BCL-2 e Citocromo C........cccevvvvvvieeeeennnn. 53

3.7.3 Avaliacao do Potencial de Membrana Mitocondrial ...............cccoooiiiiiinnnn..... 54

3.7.4 Avaliacio do Ciclo Celular ...........ccooooiiuiiiiiiii e 55



3.7.5 Avaliagao da Producgéo Intracelular de Espécies Reativas de Oxigénio e de

Defesas AntioXidantes ............uuuiiiiiiiiiiiiii e 56

3.7.5.1 Avaliagao da Producao Intracelular de Peroxidos ..........cccoeeevvvvieeeennnn. 56

3.7.5.2 Avaliacao da Produgao Intracelular de Radical Superoxido .................. 57

3.7.5.3 Avaliacao da Expressao Intracelular de Glutationa Reduzida................ 57

3.8 Avaliacao da Expresséo Intracelular de Superdxido Dismutase ..........cccceeeeee.. 58

3.9 Analise EstatistiCa......ccoooi e 61

4. RESULTADOS ..o sissssss s sssss s s amn e s s s e s s amnn e e e s e s s s mnnn e n e e s 63
4.1 EXPress@o de NIS ... e e e e e e eeanna 65

4.2 Captacao e Retengao de 10d0o-131 ..o e 67

4.3 Efeitos celulares do 10d0o-131 ... 69
4.3.1 Sobrevivéncia Celular ... 69

4.3.2 Vias de Morte Celular.........oooivviiiiiiiiiii 70

4.3.2.1 Viabilidade Celular e Tipos de Morte Celular Induzidos ........................ 70

4.3.2.2 Expressao de BAX, BCL-2 e CitoOCromO C.....ccvvvvueviiiiiiiiieiiiiie e eeeeeeeenns 72

4.3.2.3 Potencial de Membrana Mitocondrial...............eeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeee. 75

4.3.3 CiClO CIUIAN ....ceieiiiiiiiiiiiieeieee e 76

4.3.4 Danos causados NO DNA ... 77

4.3.5 Stresse OXidatiVO .......oooviiiiiiiiiiiii 81

4.3.5.1 Producao Intracelular de Peroxidos ..........ooevueiiiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeee 81

4.3.5.2 Producao Intracelular de Radical SUperoxido..........cccevvvevvveeiinieieeeneennns 83

4.3.5.3 Expressao Intracelular de Glutationa Reduzida...........ccccvvveiiiiivienennnns 84

4.3.5.4 Expressao Intracelular de Superdxido Dismutase ..........ccvvveeeivvivivneennns 86

5. DISCUSSAOD.......courieuereeeriesesseststeessessssessessssseessessesesesssssessenssassssssesesasssnsssnssassssssenens 89
6. CONCLUSOES..........cot it eeraeses e saesae e s e saesaese s e saesas s s s saesas s s e enesaesssesssssnnessssanns 103
7. PERSPETIVAS FUTURAS..... ..t ssssss s ssssn s s s mmnnn s e s 107
BIBLIOGRAFIA ...t s e e e e mmn e e e e e e n e ann 113



RESUMO

O colangiocarcinoma (CC) é uma neoplasia com mau prognéstico que possui uma
taxa de sobrevivéncia diminuta, tornando-se crucial investigar novas opgdes terapéuticas
para este tipo de tumor altamente agressivo. Recentemente foi demonstrado que o CC
apresenta expressdo aumentada de NIS (do inglés sodium iodide symporter), uma
molécula que medeia a captacdo de iodo. E sabido que o NIS possui um papel
preponderante na radioterapia metabdlica com iodo-131 para o tratamento de tumores da
tirdide, sendo também atualmente alvo de investigacdo ativa para o tratamento de
tumores extra-tiroideus. Assim, o objetivo deste trabalho consistiu em avaliar o potencial
terapéutico da radioterapia metabdlica com iodo-131 numa linha celular de CC.

Para tal, foi utilizada uma linha celular humana de CC extrahepatico, a linha TFK-
1. Os estudos foram iniciados pela determinagao da expressao de NIS na linha celular, e
para além disso realizaram-se estudos de captacdo e de retencdo de iodo-131.
Posteriormente as células foram sujeitas a doses de radiagdo entre 0,35 e 60 Gy com
este radioisétopo, para avaliar e caracterizar os efeitos da radioterapia metabdlica ao
nivel da sobrevivéncia celular, danos no DNA, tipos e mecanismos de morte celular
induzidos e alteracdes no ciclo celular.

Verificou-se que as células TFK-1 expressam NIS, aumentando a captagédo apos
irradiacdo. Em concordancia, o iodo-131 é captado e retido por esta linha celular.
Observou-se que o tratamento com iodo-131 induziu danos severos no DNA e um
decréscimo da sobrevivéncia celular, dependentes da dose de radiagéo. O tipo de morte
celular predominantemente induzido foi a apoptose, seguida por uma tendéncia para o
aumento da razao BAX/BCL-2, despolarizagao da membrana mitocondrial e libertagdo de
citocromo c. Apos a irradiagdo, verificou-se um aumento da producédo de radical

superoxido e de peréxidos intracelulares. Observou-se também uma tendéncia para o
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aumento da expressao de superoxido dismutase e de glutationa reduzida. No que se
refere a analise do ciclo celular, ndo se verificaram diferencas relativamente ao controlo.
Desta forma foi possivel concluir que as células TFK-1 expressam NIS, o que
permite a captagdo de iodo-131. Consequentemente, a irradiagdo com iodo-131 induz
danos no DNA, resultando numa diminuicdo da sobrevivéncia e da viabilidade celular
bem como um aumento da morte celular principalmente por apoptose, através da via
mitocondrial. O radical superéxido e os peroxidos intracelulares parecem estar envolvidos
neste processo. Pelo exposto, a radioterapia metabdlica com iodo-131 podera ser uma

opgao promissora para o tratamento do CC.
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ABSTRACT

Cholangiocarcinoma (CC) is a malignancy that has poor prognosis and low
survival rate, being crucial to investigate new therapeutic options for this highly aggressive
type of tumour. Recently, it was shown that CC has increased expression of sodium
iodide symporter (NIS), a molecule that mediates the iodine uptake. It is already known
that NIS has a key role in metabolic radiotherapy, using iodine-131, in the treatment of
thyroid tumours, being also currently under active investigation for the treatment of extra
thyroidal tumours. Thus, the aim of this study was to evaluate the therapeutic efficacy of
metabolic radiotherapy with iodine-131 in a CC cell line.

To this end, a human extrahepatic CC cell line was used, the TFK-1 cell line.
Studies were started by determining the expression of NIS, in this cell line, and
furthermore, iodine-131 influx and efflux studies were performed. Subsequently, the cells
were irradiated with doses of this radioisotope from 0.35 to 60 Gy, in order to evaluate and
characterize the effects of metabolic radiotherapy on cell survival, DNA damages, type
and mechanisms of induced cell death, and cell cycle changes.

It was found that TFK-1 cells express NIS that increases after irradiation.
Accordingly to this result, the iodine-131 is captured and retained by this cell line. It was
observed that the treatment with iodine-131 induces severe DNA damages and a
decrease in cell survival, dependent on the dose. The predominant type of induced cell
death was apoptosis, followed by a tendency to increase of the BAX/BCL-2 ratio,
mitochondrial membrane depolarization, and release of cytochrome c. After irradiation, it
was observed an increase on superoxide anion and intracellular peroxides production. It
was also observed a tendency to increase of superoxide dismutase and glutathione
expression. Regarding the cell cycle, there were no differences compared to the control.

Thus, it was possible to conclude that TFK-1 cells express NIS, which allows

iodine-131 uptake. Consequently, irradiation with iodine-131 induced severe DNA
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damage and caused a decrease in cells survival and viability as well as cell death mainly
by apoptosis, through mitochondrial pathway. Superoxide anion and intracellular
peroxides seem to be involved in this process. So, metabolic radiotherapy with iodine-131

could be a promising option for the treatment of CC.
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1. INTRODUCAO






O cancro é a principal causa de morte em paises desenvolvidos e a segunda
causa de morte em paises em desenvolvimento (1). Em 2012, surgiram cerca de 14,1
milhdes de novos casos e ocorreram cerca de 8,2 milhdes de mortes em todo mundo,
dos quais 57% dos novos casos e 65% das mortes foram verificadas nas regides menos
desenvolvidas. Estes numeros tendem a subir, prevendo-se um aumento do numero de

novos casos para cerca de 22 milhdes nas duas proximas décadas (2).

1.1 COLANGIOCARCINOMA

O colangiocarcinoma (CC) € um tumor raro, com mau prognostico, que resulta da
transformagédo maligna de colangidcitos, células que constituem a parede da arvore biliar
(3-6). De forma semelhante ao que acontece com outros tumores, o CC desenvolve-se
como um processo de transformacao celular em varias etapas (7). Mais especificamente
e como se pode verificar na Figura 1, a transformagdo maligna de colangiécitos
desenvolve-se geralmente no contexto de inflamacéo crénica dos ductos biliares,
independentemente da existéncia de fatores de risco associados, com consequente dano
celular associado com a obstrugao do fluxo biliar (5-7). De facto, durante este processo
de inflamagao cronica, sao libertadas citocinas para o microambiente biliar e ao ativarem
sinais proliferativos auténomos, estas moléculas promovem e mantém o processo de
colangiocarcinogénese (7). Se por um lado, as citocinas levam a aceleragéo do ciclo
celular, favorecendo a acumulagdo de mutagcbes somaticas, por outro, é induzido dano
em proteinas e genes de reparagdo de mismatch de DNA (do inglés deoxyribonucleic
acid), proto-oncogenes e genes supressores tumorais (envolvidos no crescimento celular,
apoptose, neoangiogénese e capacidade de invasao), sendo que os principais genes
alterados durante o desenvolvimento do CC sdao o KRAS, o TP53, o CDKNZ2A e o

CTNNB1 (5-8). Assim, este processo € caracterizado pela acumulagao progressiva de



alteragbes cromossomicas, genéticas e epigenéticas (7). Como resultado final, ocorre
sobreproducédo de citocinas, fatores de crescimento e hormonas que conduzem os
colangiocitos a alteragdes irreversiveis na sua fisiologia celular, como o crescimento
celular descontrolado, elevada capacidade de invasdo e capacidade de metastizagao

(5,7) (Figura 1).

Fatores
de Risco

Inflamag&o Proliferaga Alteragd

me cao eragoes
=2  Cronica/ CZ?:IZr Celular Genéticas/
Colestase reativa Epigenéticas
Colangiécito Colangidcito

Normal Aumento de Proliferagdo == Maligno

Capacidade de invaséo e difusdo

Proliferacao estromal
Neoangiogénese

Desregulacao da Apoptose

Figura 1 Modelo de colangiocarcinogénese. Adaptado de Fava e colaboradores (7).

Sabe-se que o CC é ligeiramente mais comum no sexo masculino e que o risco
de desenvolver esta doenga aumenta progressivamente com a idade, sendo que a
maioria dos doentes tem mais de 40 anos e que o pico de incidéncia ocorre na
septuagésima década de vida (9—-11). Contudo, dados de incidéncia para o CC sao
escassos, uma vez que a maioria dos registos de cancro combina os casos de CC com
outras neoplasias hepatobiliares, como o carcinoma hepatocelular e o tumor da vesicula
biliar (11). Tal deve-se nédo s6 ao facto de o CC ser um tumor raro mas também, em
parte, por representar um grupo heterogéneo de tumores, tendo em conta a sua

localizagdo anatomica. De facto, como demonstrado na Figura 2, o CC pode classificar-



se como intrahepatico (ICC, do inglés intrahepatic cholangiocarcinoma ou CC periférico)
e extrahepatico (ECC, do inglés extrahepatic cholangiocarcinoma), podendo este ultimo
subdividir-se ainda em peri-hilar (ou tumor de Klatskin) e distal (3,10-13).
Aproximadamente 10% dos CCs tem origem no interior dos ductos biliares do
parénquima hepatico (ICC), 50-60% tém origem na bifurcacédo dos ductos hepaticos (CC
peri-hilar) e 20-30% desenvolve-se no ducto biliar distal comum (CC distal), sendo que
mais de 90% dos CCs s&o adenocarcinomas bem diferenciados (8,14). Por outro lado, o
ICC é o segundo tumor primario do figado mais comum, representando cerca de 10 a
20% das neoplasias hepaticas primitivas, pelo que frequentemente, dados estatisticos
sobre este tipo de CC aparecem associados aos do carcinoma hepatocelular

(3,9,10,12,15,16).

= CC intrahepatico

I\

= ECC peri-hilar

]

- ECC distal

Figura 2 Classificagao anatémica do colangiocarcinoma. Adaptado de Cholangiocarcinoma
Defined (17).



Para 2013, foi estimada a ocorréncia de 30 640 novos casos e 21 670 mortes por
carcinoma hepatocelular e ICC, nos EUA (10). Ja na Europa, segundo os dados da
iniciativa Cancer |Incidence in Five Continents, sado diagnosticados por ano,
aproximadamente 50 mil novos casos de tumores hepaticos primarios, dos quais
aproximadamente 20% s&o ICCs (14). A incidéncia do CC no geral (e do ICC em
particular) varia, principalmente, de acordo com a regido geografica, encontrando-se a
mais elevada no sudeste Asiatico e a mais baixa na Australia. De facto, para o ICC, as
taxas de incidéncia s&o tao elevadas como 96 por cada 100 mil habitantes nos homens e
38 por cada 100 mil habitantes nas mulheres do nordeste da Tailandia, como tdo baixas
como 0,2 em 100 mil entre homens e 0,1 por 100 mil entre mulheres na Australia (5,18).
Com efeito, embora a maioria dos casos de CC (aproximadamente 90%) seja esporadico
e nao apresente fatores de risco identificaveis para além da idade, existem alguns fatores
de risco que sdo mais prevalentes em certas regides geograficas e que estdo assim
associados a variabilidade na incidéncia do CC a nivel mundial (3,6,11,14,19). Um dos
fatores de risco melhor conhecidos para o CC no mundo ocidental € a colangite
esclerosante primaria, existindo outros fatores de risco estabelecidos para o CC, como
parasitas de regides endémicas da Asia (Opisthorchis viverrini e Clonorchis sinensis),
quistos nos ductos biliares, hepatolitiase, contaminagdes com toxinas (incluindo
nitrosaminas, dioxina, asbestos, torotraste) e radao (3,5,6,8—11,14,19). Potenciais fatores
de risco menos estabelecidos incluem, nos paises ocidentais a infegado pelo virus da
hepatite C (associado com o ICC mas nado com o ECC), nos paises asiaticos a infegao
pelo virus da hepatite B (associado com o ICC), a cirrose hepatica, a diabetes mellitus, o
alcool e alguns polimorfismos genéticos (3,5,9-11). Contudo, como ja referido,
frequentemente nenhuma destas condigbes € detetada nos doentes afetados por este
tumor altamente agressivo (7).

No que se refere ao progndstico do CC, este é geralmente mau, uma vez que a
taxa de sobrevivéncia a 5 anos ¢ inferior a 5% e que cerca de 75% dos doentes morrem

durante o primeiro ano apés o diagndstico, devido ao estado avangado da doenga que



impede a eficacia de uma remocgao cirurgica (14). Por outro lado, quando esta abordagem
terapéutica é possivel e bem sucedida (isto €, em tumores com margens cirurgicas
negativas), a taxa de sobrevivéncia a 5 anos varia entre 20 e 35% e a taxa de
recorréncia, para 0 mesmo periodo, varia entre 60 e 90% (4,14). Deste modo, devido ao
seu mau prognostico, as taxas de incidéncia e mortalidade para o CC tendem a ser
semelhantes (11).

De forma geral, podemos dizer que enquanto que a incidéncia, a prevaléncia e a
mortalidade por ICC tém vindo a aumentar nos EUA, Europa, Asia e Australia, os valores
referentes ao ECC tém permanecido semelhantes ou até decrescido ligeiramente

(5,10,12,16).

1.1.1 Abordagem Terapéutica

Embora os CCs sejam tumores de crescimento lento que metastizam tardiamente,
0 seu prognéstico € mau, uma vez que a maioria dos casos se encontra em fase
avangada aquando do diagndstico (5,13). Com efeito, os CCs sao neoplasias altamente
letais devido a ndo apresentagdo de sintomas especificos, auséncia de marcadores
tumorais efetivos e a ndo existéncia de estratégias de rastreio o que, em conjunto,
conduz frequentemente a um diagndstico tardio (4,5,9,10,18,19). Além disso, os sinais
clinicos e sintomas associados ao CC dependem da localizagao do tumor. A ictericia sem
dor é o sintoma mais frequente (ocorrendo em mais de 90% dos casos) no ECC, sendo
menos frequente em doentes com ICC. O CC associado a colangite esclerosante
primaria tende a ocorrer em doentes mais jovens (30 a 50 anos), € frequentemente
multifocal e raramente passivel de remocgédo (14). Relativamente ao ICC, este surge
geralmente de novo, na auséncia de doenga hepatobiliar subjacente, apresentando-se
usualmente como uma massa solitaria, discreta e de margens pouco definidas (3,8,9,18).

De facto, os doentes sédo frequentemente assintomaticos, mesmo em estadio avangado,



ou apresentam sintomas nao especificos como dor abdominal, suores noturnos, fadiga,
nauseas e anorexia (3,18,20,21). Assim, embora provavelmente a doenga ja se encontre
em fase avangada, os doentes que apresentem colestase, dor abdominal e perda de
peso devem ser sujeitos a exames complementares no sentido de excluir o diagndstico
de CC (14).

No que diz respeito ao diagndstico, baseado em estudos de imagem e/ou
avaliagdo de enzimas hepaticas, é geralmente acidental ndo existindo testes sanguineos
que permitam o diagndstico inequivoco do CC (21,22). Contudo, testes de fungao
hepatica e marcadores tumorais como o antigénio tumoral 19,9 (CA 19,9, do inglés
carbohydrate antigen 19-9), o antigénio carcinoembrionario (CEA, do inglés
carcinoembryonic antigen) e a a-fetoproteina sao tipicamente usados como indicadores
deste (18,19,21-23). Relativamente aos exames imagiolégicos disponiveis, o que
apresenta maior utilidade para avaliar o CC é a colangiopancreatografia por ressonancia
magnética, que permite obter informagao sobre a extensdo do tumor, a anatomia biliar e
a presenga ou nao de metastases intrahepaticas. Nos casos hipoteticamente operaveis e
para uma melhor escolha do tratamento adequado, a tomografia por emissdo de
positrdes com fluordesoxiglicose-fluor 18 co-registada com a tomografia computorizada
("®F-FDG-PET/CT) devera também ser utilizada, para ajudar no estadiamento, uma vez
que apresenta maior sensibilidade e precisdao para a pesquisa de metastases
ganglionares e a distancia. A fim de realizar um diagnéstico histolégico, sao geralmente
recolhidas biopsias ou amostras citolégicas do ducto biliar através de colangiografia
transhepatica percutdnea ou por colangiopancreatografia endoscopica, consoante a
localizagao do tumor (intrahepatica ou extrahepatica, respetivamente) (19,23,24).

Quanto as opcodes de tratamento para o CC, estas sao limitadas e devem ser
adaptadas a cada caso de acordo com a sua extensdo, com a presencga ou nhao de outras
doencgas hepaticas conhecidas, com o nivel de envolvimento vascular e com a presenca
ou nao de metastases (3). A remocao cirlrgica e a transplantagao hepatica sado as unicas

terapias que oferecem hipotese de cura mas, no entanto, apenas cerca de 30% dos CCs



sdo elegiveis para resseg¢ao cirurgica aquando do diagndstico (3,8,10,12,20,23). Nao
obstante, o prognéstico do CC permanece reservado mesmo apds remogao cirurgica
agressiva, devido a elevada taxa de recorréncia loco regional e ao aparecimento de
metastases a distancia (14).

Para os casos de CC nao operavel, os tipos de tratamento disponiveis incluem a
quimioterapia e a radioterapia (5,6). No entanto, de forma geral as células de CC nao
respondem ou respondem fracamente a estas abordagens, pelo que tém um papel mais
paliativo (5). Para os casos de ICC inoperavel, a quimioterapia paliativa ou
quimioembolizagao/ablagao paliativa sdo as principais opgdes, oferecendo uma modesta
vantagem de sobrevida sobre os melhores cuidados de suporte (9). Recentemente, foi
também equacionada a utilizagdo de terapia fotodindmica para o tratamento do CC,
técnica esta que se baseia na administracdo intravenosa de agentes
fotossensibilizadores que se acumulam preferencialmente nas células tumorais e que séo
posteriormente ativados com fontes de luz de comprimento de onda adequado. A sua
agao como tratamento neo-adjuvante e adjuvante é atualmente alvo de investigacao,
encontrando-se ja demonstrado o seu beneficio a nivel paliativo (13,20,25).

A mortalidade normalmente acontece sob condigbes de caquexia como
consequéncia do desenvolvimento tumoral, faléncia hepatica e sepsis recorrente devido a

obstrucéo biliar (14,20).

1.1.1.1 Quimioterapia

A quimioterapia € um tratamento sistémico utilizado geralmente no cancro, em
que a administragdo de farmacos visa a destruicdo de células tumorais, impedindo o
crescimento e aliviando os sintomas causados pelo desenvolvimento do tumor.
Relativamente a aplicagdo de um regime de quimioterapia no CC e de acordo com
publicacbes cientificas em que foram revistos mais de sessenta e cinco estudos sobre o

seguimento de tumores ndo operaveis, ndo foram observados beneficios ao nivel da



mortalidade. No entanto e mais recentemente, a acdo de farmacos dirigidos a alvos
moleculares, isolados ou em associagao com farmacos quimioterapéuticos convencionais
tem sido investigada, com resultados promissores. Por exemplo, estudos em que foi
avaliada a gencitabina em monoterapia ou combinada com outros citostaticos como a
cisplatina, a oxaliplatina, o docetaxel, a mitomicina C e o 5-fluorouracilo/leucovorina tém

mostrado taxas de resposta superiores a 60% (13).

1.1.1.2 Radioterapia

A radioterapia consiste na utilizagado de radiagao ionizante para fins terapéuticos,
principalmente para o tratamento do cancro. Geralmente, tem como objetivo a destruigao
de células cancerigenas limitando o dano causado ao tecido normal vizinho, permitindo
também reduzir o risco de recorréncia, controlar o crescimento tumoral e aumentar a
sobrevivéncia dos doentes (26). Na pratica, a radiagao ionizante possui energia suficiente
para interagir com a matéria, ceder-lhe energia e, consequentemente, retirar electrbes
das suas orbitais, originando ides. Sao estes ides que, por sua vez, dada a sua grande
reatividade quimica, tém a capacidade de produzir alteragdes bioldgicas no tecido
irradiado. Este tipo de radiagdo pode ter diferentes formas, tais como ondas
electromagnéticas, em que se incluem os raios X e raios gama, ou corpusculares, que
incluem as particulas alfa, particulas beta, neutrbes e protdes (27).

No CC, a radioterapia pode ser utilizada apdés remocgdo cirurgica (terapia
adjuvante), como tratamento antes da cirurgia para redugdo do tamanho do tumor,
tornando-o possivelmente removivel (terapia neo-adjuvante) ou como abordagem
principal, paliativa, no caso de tumores em que a remogao cirurgica ndo € uma opgao. A
radiagcao pode também ser aplicada em regime de quimioradioterapia (geralmente com 5-
fluorouracilo ou capecitabina), mas este geralmente apresenta mais efeitos secundarios

do que a radioterapia (13,14,20).
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Existem trés principais formas de proporcionar irradiagao celular, com a
radioterapia externa, a braquiterapia e a radioterapia metabdlica. A radioterapia externa
ou telerradioterapia consiste no direcionamento de raios de alta energia (geralmente raios
X ou gama) a partir de uma fonte externa (acelerador linear ou fonte de radionuclideos,
como o cobalto-60) para o local do tumor. A braquiterapia consiste na colocagdo de uma
fonte radioativa proxima ou em contacto com o tecido alvo (selada em cateteres ou
sementes) (27,28). A radioterapia metabdlica tem a ver com a administragdo de um
radionuclideo ou de uma molécula marcada com um radionuclideo que vai entrar numa
particular via metabdlica onde ira atuar de forma terapéutica. A radioterapia externa é a
forma mais utilizada no CC, num regime de cinco dias por semana, durante varias
semanas, podendo ser aplicada apods radioterapia intra-operatéria. Contudo, em certos
casos € mais indicada a braquiterapia intraluminal (com stents de iridio-192 ou de
cobalto-60), mas de forma geral, ambas as abordagens tém um papel paliativo (5).

Assim, dado o aumento geral da taxa de incidéncia e a elevada taxa de
mortalidade nestes tumores, torna-se urgente e crucial desenvolver estratégias e técnicas

de tratamento mais eficazes para o CC (3,8,20).

1.2 BOMBA DE SODIO E I0DO

De acordo com artigos publicados recentemente, uma significativa propor¢ao de
CCs expressa um transportador de sodio e de iodo (NIS, do inglés sodium iodide
symporter) ao nivel da membrana plasmatica, o que podera representar um alvo
fundamental para uma nova abordagem terapéutica para o seu tratamento, através de
radioterapia metabdlica com iodo-131 (29,30).

O NIS (ou SLC5A5, membro 5 da familia de transportadores de solutos 5) € uma

proteina plasmatica integral membranar glicosilada que medeia o transporte ativo de iodo
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para o interior da célula. O NIS (que pertence a familia de symporters sddio/solutos)
possui 13 dominios transmembranares, com um terminal extracelular amina e um
terminal intracelular carboxilo (31-35). Como se pode verificar na Figura 3, este
transportador é responsavel pelo co-transporte de dois ides de sddio juntamente com um
ido de iodo, sendo que o gradiente transmembranar de sddio serve de forga motriz para a
captacéo de iodo e que o processo é mantido pela ATPase Na'/K* (31-35). Para que o
NIS esteja completamente funcional permitindo assim a captagédo de iodo, a localizagao

desta proteina na membrana plasmatica parece ser essencial (31,32,34,36).

ATPase

Figura 3 Modelo esquematico da bomba de sédio e de iodo (NIS). Adaptado de Ahn e
colaboradores (37).

Sabe-se que as células foliculares da tirdide apresentam expressao constitutiva
de NIS (32,35,38,39). A sua capacidade para acumular iodo através do NIS, ha muito
forneceu a base n&o apenas para o diagnostico, através da imagem cintigrafica da tirdide
utilizando iodo radioativo, como também passou a ser um meio eficaz de aplicagéo de

doses terapéuticas de iodo-131 para atingir e destruir o tecido tiroideu hiperfuncional,
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como sdo os tumores tiroideus e suas metastases (34). E sabido que o NIS também
transporta efetivamente tiocianato e perclorato para o espacgo intracelular, sendo estes
inibidores competitivos da acumulagéo de iodo (32).

Anteriormente pensava-se que o NIS era apenas expresso pelas células da
tirdide. No entanto, foi ja publicada literatura acerca da expressao de NIS em tecidos n&o-
tiroideus, tendo sido reportada imunomarcagao para NIS em mais de quinze tipos de
tecidos humanos normais, incluindo bexiga, pancreas e préstata (29,38,40-50). Também
ja existe informacédo disponivel relativamente a expressdo deste transportador em
diferentes tipos de tumor, como é possivel verificar na Tabela | (29,30,38,40,41,45,47—

49,51-53).

Tabela | Expressao de NIS em amostras histolégicas de cancro. Adaptado de Wapnir e
colaboradores, Liu e colaboradores e Kim e colaboradores (29,30,48)

Tiréide* 72 80,5
Bexiga 24 42
Colo uterino 11 100
Célon 75 63
Eséfago 15 47
Rim 41 29
Figado 20 20
Ductos Biliares 80 98
Ovario 37 73
Pancreas 11 64
Préstata 34 74
Mama** 17 88
Mama*** 91 76
Estomago 27 59
Endométrio 25 56

* Carcinoma Papilar, ** Carcinoma ductal in situ, *** Carcinoma ductal invasivo

De acordo com Wapnir e colaboradores, bem como outros estudos mais recentes,
0 carcinoma papilar da tiréide, o carcinoma ductal in situ e invasivo da mama, o
adenocarcinoma pulmonar, o carcinoma do colo do utero e o colangiocarcinoma

intrahepatico sdo os tumores que apresentam maior expressao de NIS, nos quais este
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transportador se encontra presente em mais de 75% dos casos analisados (29,30,41,48).

De acordo com Liu e colaboradores, alguns investigadores verificaram que a
expressao endoégena de NIS em tecidos epiteliais ndo-tiroideus é geralmente superior em
células proliferativas face a células nao proliferativas (29). Assim, uma vez que o NIS
permite a captagédo celular de iodo, a sua expressao funcional em células tumorais de
orgaos nao-tiroideus, mas ndo em células normais adjacentes, podera possibilitar o seu
diagnostico e aplicagéo terapéutica de substratos radioativos de NIS, como o iodo (iodo-

123, iodo-124 e iodo-131) e o tecnécio-99m (31).

1.3 NIS EM COLANGIOCARCINOMA

Até a data, existem poucas publicagbes referentes a expressao de NIS pelo CC,
tendo sido reportado pela primeira vez, em 2007, que os colangiocitos malignos
expressam este transportador de iodo. De facto, Liu e colaboradores, que estudaram 20
casos de ICC, verificaram que o NIS se pode localizar no citoplasma (55% dos casos
analisados), membrana plasmatica (10%) ou em ambos os compartimentos celulares
(35%), tendo também verificado que a proteina é expressa pelos colangiécitos normais
do epitélio dos ductos biliares (canais biliares e ductulos). No entanto, a expressao de
NIS encontrada em canais biliares de figado normal € muito baixa, contrastando com a
elevada expressao exibida por colangiécitos em proliferagdo, tanto nos tumores como
nas areas nao tumorais adjacentes aos CCs (29). Mais recentemente, em 2012, Kim e
colaboradores mostraram que mais de 98% dos 60 casos de ICCs por eles estudados
expressam NIS, dos quais 33,3% apresentam padrao citoplasmatico e membranar e 65%
apenas padréao citoplasmatico. Os autores sugerem que dada a significativa proporgédo de
CCs humanos que expressa NIS a nivel celular e especialmente no caso em que o

padrdo de expressao € membranar, esta proteina podera ter alguma fungdo no
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desenvolvimento do tumor. Visto que de acordo com os seus resultados n&o existe
associagao entre o padrao de expressao de NIS e alguns parametros clinicopatolégicos
analisados, como a idade, o sexo, o grau de diferenciagéo e o estadiamento do tumor, o
NIS devera ter também uma fungéo importante no desenvolvimento do tumor e n&o s6 na
progressao e diferenciagao (30).

Uma vez que de acordo com os resultados destes dois estudos o NIS é
sobreexpresso em ICC, esta molécula podera ser um alvo para novos métodos de
diagnostico ou modalidades terapéuticas dirigidas a este tumor, baseados na captacéo e
retencdo de iodo, como a radioterapia metabdlica com iodo-131 (30). No entanto nao
existem estudos, até a data, sobre a expressao desta molécula em CCs extrahepaticos.

A radioterapia metabdlica consiste na administracdo de radiofarmacos que
emitem radiagdo ionizante de elevada energia e se concentram seletivamente nos
érgaos-alvo, pelos quais sdo captados como metabolitos (27,54,55). E, assim, uma
terapia especificamente dirigida, de baixo custo, ampla e facilmente disponivel,
apresentando apenas alguns efeitos colaterais leves e pouco frequentes (34). O iodo-131
€ um dos isétopos que pode ser utilizado nesta modalidade terapéutica. Em termos
moleculares, ao decair, 0 nucleo dos seus atomos radioativos emite particulas {8,
verificando-se que posteriormente, o radionuclideo-filho apresenta mais um protao e
menos um neutrdo (56,57). Estas particulas B~ (radiagdo ionizante) interagem com o
tecido humano durante a sua trajetéria, gragas a sua energia cinética. Por um lado, a sua
interagdo com nucleos da matéria levam a emissao de radiagao de travagem (fenédmeno
denominado desaceleragao dos eletrbes — bremsstrahlung); por outro e mais importante,
€ a sua interagdo com eletrdes atdmicos da matéria. Se a particula 3 colide com um
eletrdo da matéria, estes repelem-se, por terem ambos a mesma carga, sendo que em
muitos casos, esta forca de repulsdo é importante para conduzir o eletrdo para fora da
sua orbita atdomica, ionizando o atomo (58). A penetragcédo de particulas ° do iodo-131
num tecido depende n&o s6 da energia dos seus eletrdbes mas também da densidade

eletrénica do tecido, variando o seu maior alcance entre 0,5 e 1 mm em tecidos moles
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(54,58,59). Tal significa que a energia do eletrdo é absorvida muito perto do local de
penetragdo da radiagdo, garantindo uma elevada dose de radiacéo intracelular apds
internalizagédo do iodo-131 (58—60). Assim, uma vez que virtualmente todas as particulas
B ficam retidas nas células tumorais onde o iodo-131 se concentra, elevadas atividades
podem ser administradas sem danificar o tecido envolvente (61). Em materiais de baixo
numero atdmico (como € o caso do tecido humano), os eletrbes das particulas - perdem
cerca de 33 keV da sua energia para causar uma unica ionizagao, pelo que eletrbes que
possuem uma energia de varias centenas de keV, sdo capazes de causar multiplas
ionizagbes antes de perderem toda a sua energia (58). Em suma, o facto de o iodo-131
ser um emissor de particulas B, que possuem elevada energia, € de ter um tempo de
semi-desintegracao relativamente longo (8,04 dias) que permite causar danos celulares
extremos que levam a morte, aliado ao seu reduzido alcance nos tecidos, que permite a
sua acumulagao ao nivel das células tumorais sem afetar as normais envolventes, fazem
deste um bom radioisétopo para utilizagdo em radioterapia metabdlica (58).

A radioterapia metabdlica com recurso a iodo-131 é ja utilizada ha mais de
cinquenta anos para ablagdo de tecido tiroideu remanescente ou para tratamento de
doencga residual, recorrente ou metastatica, sendo provavelmente o tipo de tratamento
anti-cancerigeno com maior sucesso (54,55,59). De facto, esta forma de terapia é
especificamente eficaz na tirdide uma vez que este é, ja em condigbes fisiolégicas, o
orgao com maior capacidade de retencdo de iodo (contendo normalmente 70 a 90% do
iodo presente no corpo humano, 9 a 10 mg), sabendo-se que as células foliculares
captam aproximadamente 60 ug de iodo por dia da corrente sanguinea, com o objetivo
de sintetizar corretamente hormonas tiroideias (31,58). Tendo em conta que para este
mecanismo fisiolégico € fundamental a expressdo de NIS e que a maioria dos tumores
tiroideus retém expressdao funcional da proteina, substratos radioativos para este
transportador, como o iodo-131, podem ser utilizados para o seu tratamento (31,55,60).
No entanto, uma vez que o processo de organificagdo, importante para a retengdo de

iodo, se encontra reduzido nos tumores, o tempo de semi-vida efetivo do iodo-131 nestes
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(0,5 a 3 dias) é significativamente inferior face ao observado na tirdide normal (3 a 7 dias)
(31,59). Deste modo, para aplicar uma dose de iodo-131 com potencial de tratamento
(superior a 80 Gy), uma elevada atividade (superior a 95 mCi) € frequentemente ingerida,
resultando na captacdo pelo tumor de 0,1 a 27% do iodo-131 administrado (31).
Adicionalmente e ainda que em doses de radiagao significativamente inferiores, durante a
aplicagéo desta terapia também outros érgdos como o estdmago e as glandulas salivares
poderao captar iodo-131, devido principalmente a sua rapida excregao pelo trato
gastrointestinal (31).

Apesar da especificidade de captagao pela tirdide, foi ja demonstrado que o iodo-
131 se pode concentrar ndo sé noutros tecidos normais nao-tiroideus, como também
noutros tipos de tumores que apresentem expressao de NIS, incluindo o carcinoma da
mama, o do estdbmago e o do pulmé&o, nos quais podera também vir a ser uma opgao
terapéutica (32,48). Outra area também atualmente alvo de investigagao, é a indugéo da
expressao de NIS em tumores que ndo expressam esta proteina endogenamente, como
€ o0 caso dos cancros do célon, do figado e da prostata (62—64). De facto, de acordo com
Spitzweg e colaboradores, que induziram a expressdo de NIS numa linha celular de
adenocarcinoma prostatico, o tratamento com iodo-131 permite diminuir a sobrevivéncia
celular em 75%, sendo que nas células controlo o iodo-131 reduziu a sobrevivéncia em
apenas 20%. Através de um modelo in vivo, estes autores verificaram acumulagao de 25
a 30% do iodo-123 administrado, apenas nos tumores NIS positivos, e apds aplicacédo de
uma atividade terapéutica de iodo-131 (3 mCi), observaram uma significativa e
promissora diminuicdo no seu tamanho (64). Mais recentemente, em 2011, Barton e
colaboradores reportaram pioneiramente a indugdo de expressédo de NIS na prostata de
seis doentes com cancro, aos quais aplicaram, posteriormente, radioterapia metabdlica
com iodo-131. No entanto, em dois dos doentes, apenas foi conseguido induzir a
expressao de NIS num dos lados da prostata, pelo que o tratamento apenas com iodo-
131 n&o seria, a partida, totalmente eficaz. Embora nao tenham dados inequivocos sobre

a sua agao terapéutica, uma vez que apenas em dois dos doentes ja tinha sido feito
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follow-up a 2 anos, verificaram através de biopsia, que num dos quatro doentes em que a
expressao de NIS foi conseguida em todo o 6rgao, o tumor desapareceu completamente.
No doente em que a expressao nao foi conseguida em todo o 6rgéo detetaram a
presenga de doenga residual, localizada na zona onde a indugdo de expressdo de NIS
nao foi bem sucedida (65).

Pelo exposto, o tratamento com recurso a iodo-131, anteriormente benéfico
apenas para doengas da tirdide, podera vir a ser alargado a uma vasta gama de tumores
nao-tiroideus, mediante expressdo de NIS (32). No entanto, € de notar que o iodo-131
nao sera organificado, resultando em tempos de retengdo mais curtos do que os
verificados na tirdide. Nestes casos deve simultaneamente prevenir-se a acumulagao
deste radiois6topo na tirdide, ndo s6 para precaver o seu dano, como também para
maximizar a quantidade de iodo-131 disponivel para atuar especificamente junto do

tumor (31).

1.4 EFEITOS DA RADIAGAO

Como forma de radiagao ionizante que sao, as particulas B~ emitidas pelo iodo-
131 interagem com o tecido humano, resultando em alteragdes bioldgicas, sendo que a
eficacia do dano causado se correlaciona positivamente com o valor da transferéncia
linear de energia (LET, do inglés linear energy transfer). O LET € uma medida da energia
transferida para a matéria quando uma particula ionizante viaja através dela, tendo o
valor aproximado de 0,25 keV/um para os eletrdes emitidos pelo iodo-131 (58). O dano
biolégico depende ainda da dose total, racio de fracionamento e radiossensibilidade das
células-alvo ou tecidos-alvo (66).

De facto, a absorgéo de energia da radiagao ionizante pelas células pode induzir

danos devastadores a nivel celular e, em particular, a nivel do DNA, o que em ultimo
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caso pode levar a morte celular (56,57,61,66,67). Com efeito, uma dose de 1 Gy causara
em cada célula aproximadamente cento e cinco ionizagbes, mais de mil danos em bases
de DNA, cerca de mil quebras em cadeia simples e de vinte a quarenta quebras em
duplas cadeias de DNA (68). No entanto, € ainda assim necessaria uma elevada dose de
radiagdo para que uma elevada quantidade de células morra levando, eventualmente, a
faléncia funcional do tecido e/ou érgéo (56,57).

A radiacao ionizante pode atingir diretamente varias moléculas cruciais para a
célula, podendo também ter um efeito indireto, através da formagao de espécies reativas
de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species), derivadas da radidlise da agua

(Figura 4).

Particula B-
H.OH.H OH
0 HO
2 2

Figura 4 Efeitos diretos e indiretos da radiagao sobre a molécula de DNA. Adaptado de Morgan e
colaboradores (69).

A interacdo da radiacao ionizante com a matéria viva ocorre em trés fases
sucessivas: fisica, quimica e biolégica (58). Durante a fase fisica, a radiagdo ao interagir
provoca ionizagdo ou excitacdo de atomos ou moléculas celulares, do que resulta a

formacao de ides. Estes ides vao iniciar processos fisico-quimicos que terminam com a
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formacao de espécies radicalares que vao, por sua vez, iniciar sequéncias de reagdes
quimicas que danificam membranas, lipidos, proteinas e o DNA (58,66). De facto, na fase
quimica, estas espécies interagem com outros componentes da célula, resultando na
formacao de radicais livres e agentes oxidantes (58). O principal alvo dos efeitos
induzidos pela radiacdo € o DNA, podendo ocorrer diferentes tipos de danos nesta
molécula, como quebras em cadeia simples, quebras em cadeia dupla, danos numa
unica base, ligagdes cruzadas DNA—proteina e danos multiplos (56,57,66,67,70). Por
ultimo, a fase bioldgica inclui todos os mecanismos subsequentes, ocorrendo alteragbes
das vias metabdlicas da célula (58).

Quando ocorre dano, as células podem ativar os seus préprios mecanismos de
controlo e de reparagéo, que comegam por reagdes enzimaticas, cujo objetivo € reparar o
dano quimico da célula (58,70). Estas reagbes podem durar segundos, dias ou semanas,
sendo que grande parte das lesdes sao reparadas com elevada exatidao (56-58). Deste
modo, a resposta celular a radioterapia depende nao sé do tipo e/ou dose de radiagao e
do estado de proliferagao celular mas também da eficacia dos mecanismos de reparagao
e das defesas antioxidantes (71). No caso concreto do dano no DNA, é desencadeada
uma cascata de sinalizagdo denominada resposta ao dano do DNA (DDR, do inglés DNA
damage response) que, dependendo da extensado do dano, resulta na ativagédo de vias de
reparagéo, paragem transiente (ou permanente) do ciclo celular e/ou indugdo de morte
celular programada (72-74). A DDR é orquestrada por duas proteinas cinase
conservadas, a ataxia telangiectasia mutada (ATM) e a ATM e Rad3 relacionada (ATR)
(72,73). Perante uma quebra na cadeia dupla do DNA, a progressao do ciclo celular é
interrompida promovendo tempo para que o dano seja reparado, através da ativagao dos
checkpoints do ciclo celular, que atingem complexos promotores da sua progressao.
Estes checkpoints existem entre as fronteiras G1/S e G2/M, de forma a prevenir a
replicagdo ou a mitose, respetivamente (75). A ATM é responsavel pela ativagao dos
checkpoints, iniciando a eliminagcao da(s) cadeia(s) quebrada(s) e levando assim a

obtencdo de DNA em cadeia simples, uma reparagcado de dano de DNA intermédio que,
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por sua vez, ativa a ATR (72-74,76). A ATR e a ATM séao responsaveis pela fosforilagao
e ativagao de duas cinases de checkpoint, denominadas CHK1 e CHK2, respetivamente
e, em conjunto, estas quatro proteinas ativam multiplas vias celulares que culminam na
paragem do ciclo celular, reparacdo do dano no DNA e/ou morte celular (72,76,77). Um
alvo crucial da cascata ATM/ATR € a proteina 53 (P53), que pela sua fosforilagdo é
estabilizada e ativada, passando assim a regular positivamente a expresséo de P21, uma
proteina crucial para a inibigdo da entrada na fase S do ciclo celular (72,76,77).

Pelo exposto, a ionizacéo e a excitagdo de moléculas sob a influéncia da radiagéo
pode resultar em efeitos n&o-letais ou letais (58). Os efeitos n&o-letais incluem os danos
genéticos (mutagdes) e a disfungao enzimatica, que habitualmente ndo conduzem a
morte celular (58,66,70). Ja os efeitos letais sdo normalmente causados pelo facto de um
dano na cadeia dupla de DNA ser incorretamente reparado ou, de todo, nao ser reparado

(58).

1.4.1 Espécies Reativas de Oxigénio

A radioterapia pode danificar as células através de ionizagdo direta do DNA e
outros alvos celulares ou pelos efeitos indiretos mediados por ROS, geradas através da
radidlise da agua, ou espécies reativas de nitrogénio. Para além do dano provocado no
DNA nuclear, por exemplo, através de quebras em cadeia simples ou dupla, a exposigao
a radiacao ionizante também pode danificar severamente o DNA mitocondrial, alterando a
expressao de varios genes que codificam proteinas criticas envolvidas no sistema de
fosforilagdo oxidativa, levando a produgdo de mais ROS e a diminuicdo de sintese de
ATP (71).

As ROS sdo moléculas derivadas da radidlise da agua, da recombinagado dos
produtos desta reagdo e do efeito do oxigénio que facilmente podem oxidar outras

moléculas. Sabe-se que baixas a moderadas concentragdes se encontram envolvidas em
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processos celulares fisioldgicos, pelo que a célula tem processos que lhe permitem a sua
redugdo. Em elevadas concentragdes, as espécies radicalares formadas podem produzir
modificagbes quimicas adversas aos componentes celulares (71,78,79). As trés ROS
mais importantes a nivel fisiolégico sao o radical superdxido (O, ), precursor da maioria
das outras ROS, o radical hidroxilo (OH"), a ROS mais reativa, e o peroxido de hidrogénio
(H20,) (78-81). De acordo com a Figura 5, na presenga de oxigénio, a radiagéo ionizante
converte o radical superoxido por dismutagdo espontdnea ou atividade catalitica da
superoxido dismutase (SOD) em perdxido de hidrogénio, que por sua vez origina o
radical hidroxilo, na presenca de ferro reduzido (Fe**) ou de cobre reduzido (Cu*), através

da reagao de Fenton (78,79).

Cadeia transportadora Superoxido Reacdo de Fenton
de electrbes; outros Dismutase (Fe*', cu™)
0,—7—HO;/—7—+H,0,—7—-OH——~H,0
e Radical € Peroxido de e Radlcgl e
Hidroperoxil Hidrogénio Hidroxilo
u Glutationa Peroxidase;
_ Catalase
0, ok
Radical
Superéxido

Figura 5 Vias metabdlicas das espécies reativas de oxigénio. Adaptado de Mori e colaboradores
(82).

No entanto, o dano que as ROS podem causar a uma célula ndo depende apenas
da sua concentragdo intracelular mas também do equilibrio entre ROS e defesas
antioxidantes enddgenas (80). As defesas antioxidantes constituem assim o mecanismo
molecular de defesa contra as consequéncias que advém das elevadas concentragbes
de espécies reativas (predominantemente de oxigénio), incluindo moléculas enzimaticas
e nao enzimaticas (79-81). Sao exemplos de antioxidantes enzimaticos a SOD, a
catalase, a glutationa peroxidase, as tiorredoxinas e as peroxirredoxinas. Ja os nao

enzimaticos incluem algumas vitaminas (A, C, E) e a glutationa (80). E geralmente aceite
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que a glutationa reduzida (GSH) desempenha um papel central na manutengdo da
homeostase redox (71).

Quando o equilibrio pro-oxidante/antioxidante é perdido (a favor da frac¢ao pro-
oxidante), ocorre um processo conhecido como stresse oxidativo, que resulta na
alteragédo e no dano de muitas moléculas intracelulares, incluindo o DNA, o RNA (do
inglés ribonucleic acid), os lipidos e as proteinas (79,80). As modificagdes que as ROS
induzem no DNA incluem a degradagéo de bases, as quebras do DNA em cadeia simples
ou duplas, as modificagbes nas bases puricas e pirimidinicas ou nas ligacbes com as
moléculas de agucar, mutagdes, delegdes ou translocagdes e ligagdes cruzadas com
proteinas, podendo estas comprometer a viabilidade e as fung¢des celulares, bem como,
resultar na iniciagdo de vias de sinalizagao de morte celular (71,79-81).

No entanto, se do ponto de vista da terapéutica a indugao de stresse oxidativo é
desejada, de forma a conseguir induzir morte celular e, assim, regressao da massa
tumoral, deve ter-se em conta que o proprio tecido tumoral pode apresentar stresse
oxidativo constitutivo. Neste caso, as ROS podem ter um efeito contrario, ao impedir a
ativacdo de sinais pro-apoptéticos e/ou ao atuar como moduladores de sinais de

crescimento que, ao ativarem genes especificos, permitem a sua progresséao (71).

1.4.2 Proteina P53

A proteina supressora tumoral P53, também denominada como “guardidao do
genoma”, € uma proteina-chave para a regulagao do ciclo celular, o desenvolvimento e a
diferenciacdo, a amplificagdo de genes, a recombinagdo de DNA, a segregagao
cromossomal, a indugdo da apoptose e a senescéncia celular (83). Em condicbes
fisiolégicas, a P53 é continuamente produzida e na auséncia de estimulos de ativagao, &
degradada de forma a manter niveis basais constantes (84).

Como reguladora da transcricdo, a P53 pode ser ativada por uma grande
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variedade de sinais de stresse citotdxico, incluindo o dano do DNA, a hipéxia e a ativagao
de certos oncogenes. Uma vez ativada, liga-se como homotetramero a sequéncias
especificas nas regides reguladoras de varios genes alvo, desencadeando diversas vias
efetoras como se pode verificar na Figura 6, podendo ainda estimular a expressao de
genes de reducgao do stresse oxidativo (77,84). Dependendo da fase do ciclo celular e do
tipo e extensdo do dano no DNA, a P53 podera modular processos de reparagao de
danos ou ativar a transcrigdo de genes envolvidos na paragem do ciclo celular e/ou morte
celular (72). Consequentemente, a sua ativagaéo apds a irradiagdo pode levar tanto a um

bloqueio na proliferagado como a morte celular (68).

'P53| P53
P_E
P53IP53P

Paragem do Reparacao Inibicao de Arerfi Autorregulacao
ciclo celular do DNA angiogénese SLEE NG da P53

Apoptose

Figura 6 Ativagao de diversos processos celulares pela proteina P53. Adaptado de Delbridge e
colaboradores (84).

No que diz respeito ao cancro, mais de 50% dos tumores humanos apresentam o
gene TP53 mutado e consequente acumulagdo de uma P53 mutada a nivel nuclear, que
nao é reconhecida para degradacéo. Por outro lado, uma vez que a proteina mutada
permanece inativa por ndo ser funcional, deixa de responder a estimulos de regulagao,
resultando em proliferagdo descontrolada (83,84). Especificamente em relagdo ao CC, a
expressao de P53 varia de acordo com a localizagdo do tumor, o que podera dever-se a
diferencas nas suas etiologias, e onde o gene se encontra mutado entre 20 a 80% dos

casos (6).
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1.4.3 Morte Celular

Dependendo da agressividade do tratamento e em resposta ao dano causado no
DNA, as células poderdo reparar o dano e sobreviver normalmente ou, no caso da
reparacgao ser insuficiente, poderdo ainda assim sobreviver (apresentando mutagdes) ou
morrer (85). De facto, o principal objetivo da radioterapia consiste em privar as células
tumorais do seu potencial replicativo e, eventualmente, conduzir a sua morte (86).
Contudo, a radiagdo podera nao induzir a morte celular de uma forma rapida (em fase
pré-mitética) mas sim num tempo relativamente longo apds a irradiagao (fase pos-
mitética), podendo ser necessarias horas, dias ou mesmo semanas de tratamento para
que ocorra morte celular o que, por sua vez, podera acontecer durante semanas a meses
depois de o tratamento ter terminado (68,86).

Como se vé na Figura 7, ao induzir danos severos e irreparaveis, a radioterapia
pode resultar na indugdo de senescéncia, mitose catastrofica e/ou programas de morte
celular, como a apoptose e a necrose (72,85,87—89). Também a autofagia podera estar

envolvida na morte celular induzida por radiagéo (90).

Radiagao ionizante
.A. Dano no DNA

Reparo do
dano no DNA

\ Resposta ao dano no DNA

-
Funcdo dos checkpoints do ciclo ]

b 1
Paragem permanente | Mitose aberrante
do ciclo celular

Permeabilizagao
da membrana

mitocondrial Ativagio de PARP e RIP  +«— |
I
L Desintegracao da
Ativacao de Caspases membrana plasmatica
v Mitose

Desintegracao da
membrana
plasmatica

Catastrofica

Necrose Necro(pto)se
secundaria primaria
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Figura 7 Mecanismos de morte celular induzidos por radiagéo ionizante. PARP: poli adenosina
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difosfato-ribose polimerase; RIP: proteina de interagdo com receptor. Adaptado de Lauber e
colaboradores (72).

A senescéncia consiste num estado de perda irreversivel da capacidade
proliferativa. As células senescentes sédo células viaveis e metabolicamente ativas mas
que perderam a sua capacidade de divisdo. Podem ou nao apresentar alteragcbes
funcionais (como deixar de sintetizar DNA), tornam-se maiores e achatadas e
apresentam um aumento de granularidade (91,92). A senescéncia, induzida em resposta
a radioterapia, ocorre em células tumorais que morrem a posteriori € maioritariamente por
apoptose (86).

A mitose catastréfica € uma forma de stresse celular, consequéncia de uma
mitose desregulada/falhada na qual as células com cromossomas mitoticamente
condensados sdo submetidas a apoptose diretamente durante a fase M do ciclo celular
ou durante uma divisdo aberrante, que resulta em células multinucleadas com
micronucleos, acabando por morrer num ciclo celular subsequente (89,90). Estas células,
que apresentam defeitos nos checkpoints do ciclo celular e mecanismos de reparacgao,
podem sobreviver durante dias, transitar para um estado senescente ou morrer por
apoptose, autofagia ou necrose/necroptose (72,89).

A apoptose € um dos principais mecanismos de morte celular em resposta a
radioterapia (86). Durante este processo de morte celular programada e de acordo com a
Figura 8, as células sofrem variadas alteragdes, incluindo retragdo global e nuclear,
agregacao e condensacdo da cromatina, perda de adesdo e formagcdo de vesiculas
(blebs). Posteriormente, as blebs da&o origem aos corpos apoptéticos, englobando
pequenos fragmentos citoplasmaticos esféricos (como organelos funcionais e fragmentos
de nucleo), envolvidos por membrana celular que se destaca da célula (93,94) (Figura 8).
A fosfatidilserina, um fosfolipido presente no folheto interno da membrana plasmatica, &
exposta no lado exterior dos corpos apoptéticos, sendo que esta localizagdo atua como
sinal que atrai macrofagos que, por sua vez, eficientemente fagocitam os fragmentos

encontrados (93-95).
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Figura 8 Alteracdes celulares decorrentes de Apoptose. Adaptado de Apoptosis, Necrosis &
Autophagy (96).

Os mecanismos de apoptose envolvem uma cascata de eventos moleculares
dependentes de energia, existindo duas principais vias para a sua ativagdo, a via
extrinseca na qual fatores extracelulares atuam através de recetores de morte presentes
na superficie da célula ou através do sistema granzima/perforina e a via intrinseca, em
que determinadas moléculas intracelulares promovem a ativagdo mitocondrial (93,95).

As principais moléculas envolvidas na ativagdo da via mitocondrial pertencem a
familia de proteinas BCL-2. Membros anti-apoptéticos desta familia incluem a BCL-2, a
BCL-XL, a BCL-W, a BFL-1 e a MCL-1, sendo pré-apoptoticas a BAX, a BAD, a BIM, a
BAK, a BMF, a BOK, a PUMA, a NOXA e a BID. Todas estas proteinas exercem os seus
efeitos na mitocondria, induzindo ou inibindo a libertacdo de citocromo ¢ para o citosol
(95,97). De facto e de acordo com a Figura 9, quando estimulada, a proteina proé-
apoptotica liga-se a membrana mitocondrial e induz a formagao de poros, resultando na
perda de permeabilidade seletiva e consequente translocagao de citocromo ¢ e de fatores
de indugao de apoptose (AlFs, do inglés apoptosis inducing factors) para o citosol (95).
Seguidamente, o citocromo c liga-se e ativa o fator ativador de protease apoptotica 1
(APAF-1, do inglés apoptotic protease activating factor 1), formando um complexo

denominado apoptossoma. Este complexo leva a ativagdo da caspase 9 que, por sua
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vez, ativa a caspase 3, uma caspase efetora, culminando na execugado do processo
apoptotico (95,97) (Figura 9). Embora a via intrinseca seja incluida nos mecanismos de
apoptose dependentes de caspase, quando o citocromo ¢ é libertado, pode a apoptose
também ser iniciada independente de caspases, processo este que envolve AlFs que
apo6s saida da mitocOndria, sdo translocados para o nucleo. Consequentemente, ocorre
condensacgéao da cromatina e fragmentagdo do DNA (95).

Quanto a fatores extracelulares, como se pode verificar na Figura 9, a via
extrinseca da apoptose € induzida pela oligomerizagao e ativagao de recetores de morte
pelos seus ligandos. Seguidamente, ligam-se proteinas adaptadoras especificas ao
recetor, resultando na ativagdo do sistema de caspases. Com efeito, a ativagdo da
caspase 8 leva a execugao do processo apoptético pela clivagem direta e ativagéo da
caspase 3 ou a clivagem da BID que, ao ser ativada, é translocada do citosol para a
mitocondria, onde induz a libertagéo de citocromo ¢ (95,97) (Figura 9).

A apoptose, tanto pela via intrinseca como pela extrinseca, pode ser iniciada pela
agao de P53 (73,93,95). Deste modo, quando um dano é encontrado no DNA, a P53 (na
forma de mondmero) impede a progressao do ciclo celular na fase G1, dando tempo a
célula para reparar o dano (95). Se a lesao for irreparavel, a P53 forma entdo um
pentdmero e induz a apoptose através do aumento da expressdo de PUMA, de NOXA,

de BID e de BAX, alterando assim o racio BAX/BCL-2 (73,84,95) (Figura 9).
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Figura 9 Vias de ativagao da Apoptose. Adaptado de MacFarlane e colaboradores (98).

A evasao a apoptose € uma das principais alteracbes que a célula sofre no
processo de transformac&o maligna, resultando na perda do balango entre a divisao
celular e a morte celular. Esta desregulagdo do processo apoptético deve-se
principalmente a alteragdes do balango entre as proteinas pré e anti-apoptoéticas (a favor
das anti-apoptoéticas), a diminuicdo da ativagdo das caspases e a falha nas vias de
sinalizagdo através dos recetores de morte. Consequentemente, as células tumorais
recebem sinais de morte aos quais n&do respondem, continuando a proliferar (83).
Relativamente ao CC, a evasado ao processo apoptético deve-se principalmente a
sobreexpresséo de proteinas anti-apoptéticas da familia BCL-2 (5).

Contrariamente a apoptose, a necrose € geralmente considerada uma forma de
morte celular nao programada, acidental, incontrolada e causada por dano quimico ou

fisico, sendo frequentemente associada a desintegracdo da membrana plasmatica e
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colapso celular (99-101). Como mostrado na Figura 10 ocorrem, neste processo,
alteragbes dramaticas em parametros cruciais para o metabolismo e para a estrutura
celular, muitas vezes iniciadas apds perda de energia. As alteragcbes sofridas pelas
células que entram num processo de morte por necrose incluem o aumento de volume
celular e dos organelos, ruptura da membrana plasmatica com consequente perda do
conteudo intracelular e, finalmente, lise celular. Adicionalmente, s&o iniciadas reacodes

inflamatérias em resposta a necrose (99,100).
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Figura 10 Alteracdes celulares decorrentes de Necrose. Adaptado de Apoptosis, Necrosis &
Autophagy (96).

Contudo, a morte celular necrética pode também ser um processo controlado e
programado — a necroptose (100,101). De facto, tem sido demonstrado que a ativacéo da
P53 influencia a permeabilidade da membrana lisossomal que, por sua vez, resulta em
acidificagdo do meio intracelular e libertacdo de varias enzimas que podem promover a
necrose (68). Em células epiteliais tumorais que revelam limitada indugdo da apoptose
em resposta a radioterapia ou quando a irradiagao ¢é feita numa elevada e Unica dose, o
dano induzido no DNA podera estimular também este tipo de morte (100,101).

Por fim, a autofagia € um processo catabdlico celular para degradacédo de
proteinas e outros elementos subcelulares, através de protedlise lisossomal, existindo

trés tipos principais: a macroautofagia, microautofagia e a autofagia mediada por
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chaperones (102-104). No entanto, ndao existe muita evidéncia de que os ultimos dois
tipos referidos apresentem uma funcéo na biologia tumoral (104). Como se pode ver
esquematizado na Figura 11, na macroautofagia (posteriormente referida como autofagia)
sao formados autofagossomas, estruturas rodeadas por dupla membrana que envolvem
organelos e macromoléculas citoplasmaticas, posteriormente entregues e degradadas em

lisossomas (102,103).

O O o ©

Normal Inducao Formacao de Fusao com
Autofagossomas Lisossomas

Figura 11 Processo de Autofagia. Adaptado de Apoptosis, Necrosis & Autophagy (96).

Para além da sua fungédo basal, a autofagia pode ser induzida em resposta a
radiagao, resultando na sobrevivéncia ou na morte celular (103,105,106). Com efeito, a
autofagia pode ser vista como um mecanismo de sobrevivéncia que adapta as células as
condi¢cdes de stresse, fornecendo precursores metabdlicos para a renovacgéo e para a
manutencéo celular através da reciclagem de componentes celulares (105). Por outro
lado, a ativagdo da autofagia quando o material citoplasmatico ou organelos sao
consumidos para além do ponto critico para a sobrevivéncia celular, pode resultar em
morte, acompanhada de vacuolizagdo maci¢a do citoplasma (103,105). Na maioria dos
casos nao é bem claro se a autofagia representa um modo ativo de morte ou de tentativa

desesperada de sobrevivéncia (103).

31






2. OBJETIVOS






O CC apresenta uma taxa de sobrevivéncia diminuta, devido a reduzida
percentagem de casos em que a sua remogao cirurgica € uma opgao, bem como a baixa
eficacia das principais terapias alternativas, como a quimioterapia e radioterapia
convencionais. Assim, urge investigar novas opgdes terapéuticas para este tipo de tumor
altamente agressivo. Existem evidéncias de que o ICC apresenta sobreexpressao de NIS
que, por sua vez, medeia a captacéo celular de iodo. Uma vez que do ponto de vista
celular os CCs sao semelhantes, independentemente da sua localizagdo, este tumor
podera ser elegivel para terapéutica com substratos radioativos para o NIS, como a bem
sucedida radioterapia metabdlica com iodo-131, muito utilizada para tratamento de
tumores da tiréide.

Deste modo, o principal objetivo deste trabalho consiste no estudo do potencial
terapéutico da radioterapia metabdlica com iodo-131 no colangiocarcinoma, utilizando
uma linha celular humana de colangiocarcinoma extrahepatico. Para tal serdo usadas

diferentes metodologias, representando metas para este trabalho:

* Analisar a expressao e localizagdo de NIS na linha celular TFK-1;

e Avaliar o influxo e efluxo celular de iodo-131 na linha celular TFK-1;

e Avaliar o efeito do iodo-131 na sobrevivéncia celular, na linha celular TFK-1;

* Analisar o tipo de morte celular induzido pelo iodo-131 na linha celular TFK-1;

* Estudar o efeito do iodo-131 na expresséao proteica de BAX, BCL-2 e citocromo

¢, na linha celular TFK-1;

* Analisar alteragbes no potencial de membrana mitocondrial induzidas pelo

iodo-131 na linha celular TFK-1;

* Estudar alteragdes no ciclo celular induzidas pelo iodo-131 na linha celular

TFK-1;
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Estudar alteracbes ao nivel do DNA induzidas pelo iodo-131 na linha celular

TFK-1;

Determinar alteragbes induzidas pelo iodo-131 ao nivel da produgao
intracelular de espécies reativas de oxigénio e defesas antioxidantes, na linha

celular TFK-1.



3. MATERIAL E METODOS






O NIS, proteina mediadora da captacéo de iodo, € fundamental para o sucesso da
radioterapia metabdlica com recurso a iodo-131, utilizada para tratamento de doengas da
tirdide. Este transportador &, atualmente, alvo de investigagéo ativa para o tratamento de
tumores nao-tiroideus, uma vez que a sua expressao se encontra aumentada em alguns
tipos de cancro, tais como o CC. Esta constatacdo podera abrir a possibilidade de uma
nova abordagem terapéutica para este tipo de tumor altamente agressivo.

Assim, para avaliar o efeito anticancerigeno da radioterapia metabdlica com iodo-
131 no CC, foram realizados estudos in vitro, utilizando culturas celulares e todas as

metodologias adequadas a esta técnica.

3.1 CULTURA CELULAR

A cultura celular refere-se ao cultivo de células dispersas, em monocamada ou em
suspensao, podendo ter origem a partir de uma linha celular, cultura primaria ou tecido.
De modo a evitar contaminagdes por microrganismos, a manutengao celular deve ser
feita em ambiente estéril e utilizando técnicas assépticas.

Para a realizagao dos estudos in vitro, foi utilizada uma linha celular humana de
colangiocarcinoma extrahepatico, designada TFK-1. Apds a sua recec¢ao, a linha celular
foi descongelada e propagada em cultura aderente de acordo com as indicagdes do
fornecedor, a Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), tendo
sido mantida em incubadora Binder a 37°C, numa atmosfera humidificada com 95% de ar
e 5% de CO..

Relativamente ao meio de cultura, utilizou-se o meio Roswell Park Memorial
Institute Medium, RPMI-1640 (R4130, Sigma Aldrich®), suplementado com 5% de soro

bovino fetal (FBS do inglés Fetal Bovine Serum; F7524, Sigma Aldrich®), 1% de
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antibiético (15240, Gibco®) e piruvato de sdédio (11360, Gibco®) numa concentragao de
400 mM, tendo-se acertado o pH para 7,4.

Para as experiéncias realizadas e tendo em conta que a linha celular referida foi
mantida em cultura aderente, foi necessario preparar suspensdes celulares. Assim, apés
remogao do meio de cultura procedeu-se a lavagem das células com uma solugéo salina
de tampéao fosfato (PBS, do inglés phosphate buffered saline) constituida por 137 mM de
cloreto de sddio (S7653, Sigma Aldrich®), 2,7 mM de cloreto de potassio (P9333, Sigma
Aldrich®), 10 mM de fosfato monossédico (S5011, Sigma Aldrich®) e 1,8 mM de fosfato
monopotassico (P0662, Sigma Aldrich®), com pH 7,4. Posteriormente, removeu-se o
PBS e incubou-se com tripsina-EDTA a 0,25% (25200, Gibco®) durante 2 a 3 minutos a
37°C, de modo a destacar as células dos frascos. De seguida, inativou-se a tripsina com
meio de cultura. Para a contagem de células em camara de neubauer, diluiram-se 20 pL
de suspenséo celular em igual volume de azul tripano (T0776, Sigma Aldrich®) e fez-se a
contagem num microscopio invertido (Nikon, Eclipse TS 100) com ampliagdo de 100X.
Por fim, adicionou-se meio de cultura a suspensao celular, com o intuito de obter a

concentragao celular pretendida para cada ensaio.

3.2 AVALIAGAO DA EXPRESSAO DE NIS

Para avaliar a expresséo e a localizagao de NIS a nivel celular, recorreu-se a
técnica de imunofluorescéncia. De forma geral, através de técnicas de microscopia de
fluorescéncia é possivel visualizar moléculas especificas que se tornam fluorescentes na
presenga de luz excitatéria, o que permite quantificar e localizar macromoléculas,
pequenos metabolitos e ides. A imunofluorescéncia consiste na utilizagdo de anticorpos
marcados com fluorocromos, com o intuito de visualizar a distribuicdo de certas proteinas

numa célula ou para tornar visiveis organelos especificos, filamentos ou regides
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membranares bioquimicamente distintas, em células previamente fixadas. Devido a sua
grande especificidade e relativa facilidade de utilizagao, a microscopia de fluorescéncia &,
atualmente, o método de microscopia de luz mais utilizado na investigagdo biomédica
(107).

Para este ensaio foram utilizadas 1 x 10° células TFK-1 em quatro pogos de uma
placa de 12 pogos, nos quais se colocou previamente uma lamela autoclavada. No dia
seguinte, em duas das lamelas, fez-se irradiagdo com iodo-131 com uma dose de 20 Gy.
Para tal, em 500 uL de meio de cultura, adicionou-se a atividade correspondente (1,036 x
10° Bq) durante 5 minutos, posteriormente decantou-se o meio, fez-se uma lavagem com
PBS e por fim adicionou-se novo meio de cultura sem radiofarmaco. Duas horas apds a
irradiagcao, removeu-se 0 meio de cultura de todas as lamelas e adicionaram-se 400 pL
de paraformaldeido (4005, Merck) a 4% em PBS durante 10 minutos. Apds a remogao
desta solugdo, fizeram-se trés lavagens com 500 pyL de uma solugdo de PBS-BA
(constituida por PBS, 0,02% de BSA (A7906, Sigma Aldrich®) e 0,02% de azida de sodio
(71290, Sigma Aldrich®)), durante 5 minutos cada. De seguida e apenas numa das
lamelas de cada condigao (controlo e 20 Gy), permeabilizaram-se as células com 500 pL
de Triton X-100 (K34979403, Merck) a 1% em PBS-BA durante 10 minutos e fez-se uma
nova lavagem com 500 uL de PBS-BA. Posteriormente, adicionou-se o anticorpo primario
anti-NIS (NIS (N-15), sc-48055, Santa Cruz Biotechnology, inc), numa diluicado de 1:40
em PBS-BA, tendo incubado em camara huamida, overnight a 4°C. No dia seguinte,
realizaram-se trés lavagens com 500 uyL de PBS-BA e adicionou-se o anticorpo
secundario (Alexa Fluor® 488 rabbit anti goat 1gG, A-11078, Life Technologies™), numa
diluicdo de 1:250 em PBS-BA, que incubou em camara humida durante uma hora e meia,
a temperatura ambiente. Apds trés lavagens com 500 yL de PBS-BA, incubou-se com
Hoechst 33342 (B1153, Sigma Aldrich®) numa diluicdo de 1:1000 em PBS-BA, durante
10 minutos. Seguiram-se mais trés lavagens com 500 yL de PBS-BA e por fim,
colocaram-se as lamelas sobre laminas, utilizando meio de montagem ProLong® Gold

antifade reagent with DAPI (P36931, Life Technologies™). Apés secagem do meio de
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montagem (pelo menos 24 horas) e selagem com verniz, as laminas foram observadas
ao microscopio de fluorescéncia Leica DM 4000 B, equipado com lampada de halogéneo
de 100W e sistema de epifluorescéncia integrado, com filtros de excitagdo a 480/40 nm
(para detecao de fluorescéncia verde) e 360/40 nm (para detegéo de fluorescéncia azul).
Adquiriram-se imagens com ampliagdo de 400X, com a camara Leica DFC 480 acoplada
ao microscopio com o software dedicado Leica Application Suite e, posteriormente, foram
analisadas com o software Imaged, de modo a quantificar a expressao de NIS total e

membranar.

3.3 ESTUDOS DE CAPTAGAO E RETENGAO DE I0DO-131

O iodo-131 € um isétopo radioativo do iodo, muito utilizado para o tratamento de
doengas da tiréide através da bem sucedida radioterapia metabdlica, apresentando
vantagens que incluem a facil aplicagdo, a seguranga e a eficacia terapéutica para além
do baixo custo (58,59,108). O seu periodo de semi-desintegragao (T4.,) fisico € de 8,04
dias (58,59,61). No que diz respeito aos organismos vivos, deve ser tido em conta que o
T4, biolégico do iodo na tirdide € de cerca de 120 dias, pelo que o T4, efetivo do iodo no
corpo humano é de cerca de 7,6 dias (58). O iodo-131 decai para xénon-131 por emissao
de particulas B°, emitindo também raios gama (y) de varias energias (37,58,60,61). Como
se pode verificar na Tabela Il, as particulas B~ sdo emitidas com varias energias, tendo a
mais frequente energia da ordem dos 606 keV, energia maxima para o xénon-131
estavel. Os raios y emitidos pelo iodo-131 possuem, principalmente, energias de 364, 637

e 284 keV, de acordo com a Tabela Il (55,59,61).
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Tabela Il Propriedades fisicas do lodo-131. Adaptado de Wyszomirska e colaboradores (58).

\

248 2,1

Beta menos 334 74
606 89,3

812 0,7

80 2,6

284 6,1
Gama 364 81,2
637 7,3

723 1,8

Para determinar o perfil de captagao e retencdo de iodo-131 pela linha celular
TFK-1, foram realizados estudos de influxo e efluxo com este radioisotopo.

No que diz respeito aos estudos de captagao, foram preparados frascos de 25
cm?, cada um dos quais com 2 x 10° células por mililitro de meio. Apds repouso de 60
minutos a 37°C, para recuperacgao do stresse induzido pela agéo da tripsina, adicionou-se
a suspensdo celular o radiofarmaco em estudo numa atividade igual a 9,25 x 10° Bq por
mililitro de suspenséo celular. Apdos 5, 30, 60, 90 e 120 minutos de incubagéo com o iodo-
131, foram retiradas amostras de 200 yL da suspensédo celular para dois microtubos
contendo 500 uL de PBS gelado cada, de modo a que cada estudo fosse realizado em
duplicado. De seguida, com o intuito de separar o pellet do sobrenadante, as amostras
foram centrifugadas a 5600 G durante 60 segundos. Recolheu-se o sobrenadante para
tubos devidamente identificados, seguindo-se uma lavagem dos pellets com 500 uL de
PBS gelado e centrifugacao, para obter uma completa rentabilizagdo dos sobrenadantes.
Através da contagem da radioatividade de ambas as fragbes (pellet e sobrenadante) no
contador de pogo (Capintec, Inc. CRC, 25W) traduzido em contagens por minuto (CPM),
foi possivel quantificar a percentagem de captagao do iodo-131 pelas células, segundo a

equacao seguinte, e tragar uma curva de captagao ao longo do tempo.
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CPMpellet

x 100
CPMpellet + CPMsobrenadante

% Captagdo =

Equacgao 1 Calculo da percentagem de captagao.

Relativamente aos estudos de retengao, foram também preparados frascos de 25
cm? com 2 x 10° células por mililitro de meio, cada, aos quais se adicionaram 9,25 x 10°
Bqg de iodo-131 por cada mililitro de meio. Apés uma hora de incubagéo, as suspensdes
celulares foram centrifugadas a 470 G durante 5 minutos a 4°C. De seguida, decantou-se
0 sobrenadante e adicionaram-se 2,5 mL de meio de cultura sem radiofarmaco. Apés 1,
5, 30, 60, 90 e 120 minutos da adigao do novo meio, seguiu-se o protocolo anteriormente
descrito para os estudos de captagdo. Pela contagem da radioatividade de ambas as
fragdes (pellet e sobrenadante), foi possivel quantificar a percentagem de retengao de
iodo-131 pelas células e calcular a percentagem de efluxo do radiofarmaco, segundo as

equacbes 2 e 3:

CPMpellet

x 100
CPMpellet + CPMsobrenadante

% Retengdo =

Equacgéao 2 Calculo da percentagem de retengéo.

% Efluxo = 100 — % Retencdo

Equacao 3 Calculo da percentagem de efluxo.
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3.4 IRRADIAGAO COM IODO-131

Para a realizagdo de cada ensaio (excepto para os estudos de
imunofluorescéncia, de captacao e de retencéo) as células foram submetidas a radiagao
interna por exposigéo a iodo-131 (Iba Molecular) 24 horas apds a sua contagem e adigao
aos frascos de cultura, com doses e tempos previamente calculados, através da

equacao:

In2

_ AoTl/ZemtE
B In2 M

Equacéao 4 Dose absorvida pelas células por irradiagao interna.

onde D é a dose absorvida (Gy), Ay a atividade inicial da fonte radioativa (mCi), T4, o
periodo de semi-desintegragdo (s), t o tempo de irradiacédo (s), E a energia média por
desintegracao (eV) e M a massa da amostra submetida a irradiagao (Kg). As constantes
especificas da radiagéo utilizadas sao valores tabelados.

Assim, mediram-se os valores de atividade no calibrador de dose (Capintec, Inc.
CRC — 25W) de acordo com as Tabelas lll e IV e pipetou-se o volume correspondente
para cada frasco de cultura a irradiar. Apés incubagéo de 5 minutos, decantou-se o meio
de cultura e fez-se uma lavagem com PBS, que também se decantou. A cada frasco,
adicionou-se o volume de meio necessario a manutencdo celular e colocou-se
novamente na incubadora a 37°C e 5% de CO,. Para cada experiéncia foram também

utilizadas células controlo n&do sujeitas a irradiagao.
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Tabela lll Condigdes utilizadas para a irradiagao celular em frascos de cultura de 75 cm?,
contendo 7 mL de meio.

7,4x10l 1

1,887 x 10° 5

7,4 x 10° 10 75
1,48 x 10° 20
4,329 x 10° 60

Tabela IV Condig¢des utilizadas para irradiagéao celular em frascos de cultura de 25 cm?, contendo
3 mL de meio.

1,073 x 10! 0,35

5,18 x 10* 1,7
1,073 x 10° 3,5
2,035 x 10° 6,6
3,219 x 10° 10 25
6,29 x 10° 20
9,25 x 10° 30
1,85 x 10° 60

3.5 AVALIAGAO DA SOBREVIVENCIA CELULAR

O ensaio clonogénico permite determinar a sobrevivéncia celular através da
capacidade que uma unica célula possui de crescer e formar uma coldnia, apés
submissdo a um tratamento, como a exposicédo a radiagao ionizante (109,110). Esta
técnica é considerada o gold standard para a avaliacdo dos efeitos das radiacao
(109,111).

Para este ensaio foram utilizadas 1,5 x 10° células da linha celular TFK-1,
plaqueadas em frascos de 25 cm? tendo sido posteriormente irradiadas com iodo-131
(com todas as doses da tabela lll), excepto os frascos destinados a controlo. Apds este

procedimento, para cada condigao foi feita a distribuigdo por placas de 6 pogos, com um
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numero conhecido de células, que variou entre as 500 e as 2500 por pogo, de modo a
optimizar cada condigao.

Ao quinto dia, o meio foi mudado e doze dias apds a irradiagao, procedeu-se a
coloragao, visualizagdo e contagem das colénias formadas. Para tal, apés decantar o
meio de cultura, lavaram-se as células com 2 mL de PBS. Seguidamente, foram
adicionados 2 mL de metanol (32213, Sigma Aldrich®) a cada pogo para fixar as
coldnias, durante 5 minutos, procedimento que foi repetido uma vez. Apdés secagem das
placas, adicionaram-se 2 mL de corante violeta de cristal (M12128, Sigma Aldrich®)
(0,5% dissolvido em metanol), tendo sido removido 5 minutos depois. Por fim, apds
lavagem em agua tépida, as placas foram deixadas a secar. O numero de colénias foi
posteriormente contado, o que permitiu o calculo da eficacia de plaqueamento (PE) e do

fator de sobrevivéncia, através das equacgdes 5 e 6:

L numero de colénias contadas
Eficacia de Plaqueamento (%) = —; — x 100
numero de colénias semeadas

Equacgéao 5 Calculo da eficacia de plagueamento.

. PE das amostras tratadas
Fator de Sobrevivéncia (%) = x 100
PE das amostras controlo

Equacgao 6 Calculo do fator de sobrevivéncia.
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3.6 DETERMINAGAO DE DANOS CAUSADOS NO DNA

Uma vez que o DNA é considerado um dos alvos principais da radiagao ionizante,
a estimativa do dano nele causado pode ser utiizada como marcador de
radiossensibilidade (112).

O ensaio cometa € um método simples, sensivel, rapido e versatil para a detegao
de danos do DNA, que perante condi¢bes alcalinas (pH 12,3) permite a detecao de
quebras em cadeia simples e dupla, bem como os locais labeis alcalinos (pH = 13) (112—
114). O protocolo desta técnica inclui um passo de lise em que é utilizada uma solugao
de elevada concentragdo salina, com o objetivo de remover membranas celulares,
histonas, citoplasma, nucleoplasma e promover a disrupgdo dos nucleossomas,
permanecendo intacto apenas o nucleoide, que contem o DNA superenrolado. As
quebras presentes no DNA resultam em relaxamento local de zonas superenroladas,
libertando loops de DNA, pelo que durante a eletroforese, o DNA quebrado é arrastado
na dire¢cdo do anodo formando um “cometa”, com uma cabega (que corresponde a
distribuicdo do DNA intacto) e uma cauda (que corresponde a distribuicdo do DNA
danificado), visualizados através de fluorescéncia. Neste ensaio, o tamanho e a forma da
cauda refletem a extenséo dos danos causados no DNA (113,114).

Para este ensaio foram utilizadas 1,5 x 10° células da linha TFK-1, plaqueadas em
frascos de 25 cm? e posteriormente irradiadas com iodo-131 (com doses de 0,35; 3,5;
6,6; 20 e 60 Gy), excepto os frascos destinados a controlo. Quarenta e oito horas apos a
irradiacdo, prepararam-se suspensées celulares com 5 x 10* células por mililitro em 2 mL
de meio, cada. A partir da suspenséo inicial do frasco controlo, foram preparadas duas
novas suspensodes, uma destinada ao controlo propriamente dito e outra destinada ao
controlo positivo da técnica. A suspensdo para controlo positivo foi exposta a 20 nM de
peréxido de hidrogénio (121076, Panreac) durante 15 minutos a temperatura de 4°C,

apdés os quais se centrifugou a 1300 G durante 5 minutos, e se ressuspendeu num
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volume igual ao inicial. Preparou-se posteriormente uma solugdo de agarose de baixo
ponto de fusdo (ABPF) a 1% (A9414, Sigma Aldrich®) e, para cada condi¢do, num
microtubo, adicionam-se iguais propor¢des da suspensao celular e da agarose ABPF,
agitou-se e espalhou-se 1 mL sobre laminas (Star Frost) pré-cobertas com uma fina
camada de agarose de ponto de fusdo normal (APFN) a 1% (A2790, Sigma Aldrich®)
solidificada. De seguida, cobriu-se com uma lamela, deixou-se arrefecer a 4°C e apds 20
minutos, retirou-se a lamela da agarose. Posteriormente, as laminas foram incubadas
overnight numa solugéo de lise alcalina a 4°C, preparada de fresco e constituida por 2,5
M de cloreto de sédio (S7653, Sigma Aldrich®), 100 mM de EDTA (E4884, Sigma
Aldrich®), 10 mM de trizima base (T1503, Sigma Aldrich®), 10% de DMSO (41640,
Sigma Aldrich®) e 1% de Triton X-100 (K34979403, Merck). No dia seguinte, as laminas
foram submergidas em tamp&o de eletroforese, preparado de fresco e constituido por 300
mM de hidréxido de sddio (C294798, Merck) e 1 mM de EDTA (E4884, Sigma Aldrich®)
com pH = 13, tendo-se deixado em equilibrio durante pelo menos uma hora. A
eletroforese foi realizada num uUnico passo de 15 minutos, com uma diferengca de
potencial de 25V e corrente de 1A. Apds o seu término, as laminas foram embebidas em
solugdo de neutralizagdo, 400 mM de trizima base (T1503, Sigma Aldrich®), durante 5
minutos, tendo-se repetido este passo trés vezes. De seguida, as laminas foram
submergidas em metanol (32213, Sigma Aldrich®) durante 10 minutos e foram deixadas
a secar até a camada de agarose nao ter espessura (pelo menos até ao dia seguinte).
Posteriormente, dispensaram-se algumas gotas de brometo de etidio (161-0433, Bio-
Rad) na concentracéo de 25 ug/mL sobre as Iaminas neutralizadas, ficando abrigadas da
luz durante 20 minutos a temperatura ambiente. Por fim, as laminas foram lavadas em
agua ultrapura.

A visualizagao das laminas e a aquisigdo de imagens foi feita num microscopio de
fluorescéncia invertido (Motic AE31 equipado com sistema de epifluorescéncia Motic
AE31 EF-INV-II) com ampliagdo de 100X e com filtro de excitagdo a 546 nm com uma

lampada de mercurio de 100 W, sendo que a emissao de fluorescéncia foi monitorizada a
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580 nm no refletor com um filtro a 590 nm. A captura de imagens foi feita com camara
Moticam 5000 Cooled acoplada a computador dedicado com o software Motic Images
Advanced v3.2 (Microscope World) e a sua analise foi realizada com recurso ao software
CometScore™ v1.5, de modo a calcular os parametros de area do cometa, comprimento

de cauda, percentagem de DNA na cauda e momento da cauda.

3.7 CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo permite analisar detalhadamente células individuais ou
outras particulas biolégicas suspensas em meio liquido. Esta tecnologia multiparamétrica
permite analisar simultaneamente varias caracteristicas fisicas e quimicas dessas
particulas, sendo um método rapido, sensivel e reprodutivel. Através desta técnica as
particulas, acopladas a anticorpos conjugados com diferentes fluorocromos, sao
direcionadas para atravessarem os feixes de lasers de comprimentos de onda
especificos. A medida que milhares de particulas, por segundo, passam pelos feixes dos
lasers, as moléculas fluorescentes sdo excitadas, sendo que a luz gerada viaja através
de varios filtros e espelhos, antes de ser recolhida e amplificada por tubos
fotomultiplicadores. Por fim, o sistema eletronico converte a luz em sinal digital, que é
visualizado no ecrd de um computador (115,116). A citometria de fluxo € uma tecnologia
versatil, estando disponivel para uma vasta gama de ensaios incluindo (mas nao restrito
a) analise de ciclo celular, proliferagdo e morte celular. Outras vantagens da técnica sao
possibilitar a analise de todo o tipo de fluidos bioldgicos e tecidos e de permitir
descriminar subpopulagdes, pois apesar de a analise ser feita em milhares a milhdes de
células de cada vez, cada célula é analisada individualmente (115).

No contexto deste trabalho, a técnica de citometria de fluxo foi utilizada para

avaliar os efeitos do iodo-131 na linha celular TFK-1 a nivel da viabilidade celular e tipos

50



de morte celular induzidos, expressao proteica de BAX, BCL-2 e citocromo ¢, bem como
as alteragdes induzidas no potencial de membrana mitocondrial, ciclo celular e niveis de
peroxidos intracelulares, de radical superéxido e de glutationa reduzida.

Para estas avaliagdes foram utilizadas 5 x 10° células por cada marcagdo a
efetuar, plaqueadas em frascos de 75 cm?ou de 25 cm® Todas as moléculas foram
avaliadas 48 horas apods irradiagdo com as doses da Tabela Il, excepto os frascos
destinados a controlo. Adicionalmente, os niveis de ROS e GSH foram avaliados também
2 horas apos irradiagdo com doses de 20 Gy e 60 Gy. Deste modo, para se proceder a
marcagao com anticorpos monoclonais ou sondas especificas, comegou-se por destacar
as células dos frascos e seguidamente, as suspensodes celulares resultantes, juntamente
com o0 meio e solugdo de lavagem (PBS) guardados, foram centrifugadas a 1300 G,
durante 5 minutos. Apds descartar o sobrenadante, ressuspenderam-se os pellets em 1
mL de PBS por cada marcagao a efetuar e distribuiram-se pelos tubos de citometria,
tendo em conta que para cada molécula e condigao em analise foram feitos duplicados.

O nGmero de eventos obtidos através do programa CellQuest™ (BD Diagnostics),
correspondente ao nimero de células contadas pelo citémetro, foi de 1 x 10°. Para a
andlise e a quantificacdo da informagao foi utilizado o programa Paint-a-Gate™ 3.02,

Machintosh Software (BD Diagnostics), que corre em computador dedicado.

3.7.1 Avaliacao da Viabilidade Celular e Tipos de Morte

Celular Induzidos

A viabilidade celular e os tipos de morte induzidos numa determinada populacéo
celular, podem ser analisados através da existéncia ou ndo de marcagdo com certos
corantes e/ou anticorpos. Neste trabalho, a opgao foi a dupla marcagdo com anexina V
(AV) e iodeto de propideo (IP). A fosfatidilserina € um fosfolipido membranar que em

condi¢des fisioldgicas se encontra no folheto interno da bicamada fosfolipidica. Quando
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uma célula entra num processo de morte por apoptose, este fosfolipido € translocado
para o folheto externo, ficando exposto ao reconhecimento e ligagdo da AV, que possui
grande afinidade por ele (117,118). Por outro lado, o IP tem a capacidade de entrar na
célula e intercalar-se na dupla cadeia de DNA, mas apenas em células cuja integridade
membranar se encontra comprometida (caracteristica que se associa a células em
processo de morte por necrose) (117,119). Assim, de acordo com a Tabela V e em
termos de padrao de marcagao com AV/IP, as células viaveis sao duplamente negativas,
as células em apoptose inicial sdo positivas apenas para a AV, enquanto que as células
em necrose sao positivas apenas para o IP. Células duplamente marcadas poderao

encontrar-se em apoptose tardia ou necrose.

Tabela V Padrées de marcagéo com anexina V e iodeto de propideo para os diferentes grupos de
células.

Células Viaveis

Células em Apoptose Inicial

Células em Apoptose Tardia/ Necrose

Células em Necrose

De modo a proceder a sua marcagao, cada suspensao celular foi submetida a
centrifugacao (1300 G, durante 5 minutos). Apds decantagdo do sobrenadante, foi feita a
marcacao de acordo com as instrucbes do kit de detecdo de morte celular da
Immunostep (kit Immunotech). Assim, ressuspendeu-se o pellet em 100 uL de tampao de
ligagao frio, constituido por 0,1 M de Hepes (H7523, Sigma Aldrich®), 1,4 M de cloreto de
sodio (S7653, Sigma Aldrich®) e 25 mM de cloreto de calcio (C4901, Sigma Aldrich®) e
adicionaram-se 2,5 uL de AV acoplada a isotiocianato de fluoresceina (FITC, do inglés
fluorescein isothiocyanate) (kit Imnmunotech da Immunostep) e 1 uL de IP (kit Inmunotech

da Immunostep). Incubou-se durante 15 minutos no escuro e apds esse tempo,
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adicionaram-se 400 yL de tampao de ligagdo. As suspensdes celulares foram depois
guardadas a 4°C até analise no citometro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson)
equipado com um laser de argon e os comprimentos de onda de excitagao de 525 e 640
nm para a AV-FITC e para o IP, respetivamente. Os resultados foram expressos em
percentagem de células identificadas em cada uma das subpopulagbes e basearam-se

na positividade e/ou negatividade de marcagao para a AV-FITC/IP.

3.7.2 Avaliacao da Expressao de BAX, BCL-2 e Citocromo ¢

Existem muitas moléculas envolvidas no controlo da ativacdo das vias de
apoptose, incluindo as caspases, as proteinas anti- e pré-apoptoticas. De facto, enquanto
as proteinas anti-apoptéticas como a BCL-2 s&o responsaveis pela inibicdo da
permeabilizagdo da membrana externa da mitocéndria (inibindo a apoptose), ao interagir
com este organelo, as pro-apoptéticas como a BAX podem ativar a apoptose,
desencadeando a libertagcdo de citocromo ¢ que, por sua vez, ativa as caspases
(120,121). Estimulos como o dano no DNA podem resultar no aumento da expressao de
BAX e/ou diminuicdo da expressao de BCL-2, culminando na indugdo do processo
apoptotico (121).

Para a avaliagdo da expressao proteica de BAX, BCL-2 e citocromo c, iniciou-se o
procedimento pela centrifugagdo das suspensdes celulares (1300 G, durante 5 minutos).
Apos decantar o sobrenadante, adicionaram-se 100 pL de solugédo A (solugao fixante do
Intracell Kit, Immunostep) ao pellet e incubou-se durante 15 minutos no escuro, a
temperatura ambiente. Posteriormente, adicionaram-se 2 mL de PBS, centrifugou-se a
1300 G, durante 5 minutos e, por fim, decantou-se o sobrenadante. Adicionaram-se entao
100 pL de solugao B (solugdo permeabilizante do Intracell Kit, Immunostep) e 2,5 yL de
anticorpo anti-BAX (sc-20067 PE, Santa Cruz Biotechnology, inc) juntamente com 2,5 pL

de anti-BCL-2 (sc-509 FITC, Santa Cruz Biotechnology, inc) ou apenas 2,5 uL de anti-
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citocromo ¢ (sc-13561 FITC, Santa Cruz Biotechnology, inc). Apds incubagao durante 15
minutos no escuro e a temperatura ambiente, adicionaram-se 2 mL de PBS e repetiu-se a
centrifugacdo e decantagdo do sobrenadante. Por fim, ressuspenderam-se todos os
conteudos dos tubos em 400 puL de PBS e guardaram-se a 4 C até analise no citdmetro
de fluxo. Na aquisi¢ao foram utilizados comprimentos de onda de excitagdo de 585 nm
para a BAX e de 530 nm para a BCL-2 e citocromo c¢. Os resultados obtidos foram
expressos como média de intensidade de fluorescéncia (MIF), tendo-se calculado

posteriormente a razao BAX/BCL-2.

3.7.3 Avaliacao do Potencial de Membrana Mitocondrial

Durante a apoptose, o gradiente eletroquimico através da membrana mitocondrial
sofre uma redugao abrupta, devido a formagao de poros pela BAX dimerisada ou pela
BID, BAK ou BAD ativadas, seguindo-se a libertagao de citocromo ¢ para o citoplasma
(117). Por citometria de fluxo, é possivel analisar a perda de potencial de membrana
mitocondrial através da utilizacao da sonda 5,5’,6,6’-tetracloro-1,1’,3,3-
tetraetidilbenzimidazolcarbocianina (JC-1). Em células vivas e intactas, que possuem um
potencial de membrana elevado (superior a -140 mV), a sonda € captada pela
mitocondria carregada e sofre agregacéo (agregados J), resultando em fluorescéncia
laranja/vermelho. Ja em células apoptdticas, em que o potencial de membrana
mitocondrial se dissipa, esta sonda permanece localizada no citoplasma, na forma
monomeérica, apresentando fluorescéncia verde (122,123). Deste modo, a razéo entre a
fluorescéncia vermelha e a verde fornece uma estimativa do potencial de membrana
mitocondrial (117).

De forma a marcar as suspensodes celulares, adicionou-se 1 uL de JC-1 numa
concentragao de 5 mg/mL (T4069, Sigma Aldrich®) dissolvido em DMSO (41640, Sigma

Aldrich®) e incubou-se durante 15 minutos no escuro, a 37°C. Posteriormente,
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adicionaram-se 2 mL de PBS a cada tubo e centrifugou-se (1300 G, durante 5 minutos).
Apos decantagédo do sobrenadante, ressuspendeu-se em 400 uL de PBS e guardou-se a
4°C. A detecao foi feita em citdmetro de fluxo com comprimento de onda de excitagédo de
490 nm e os resultados obtidos, analisados em termos de MIF para os agregados e

mondémeros, tendo-se calculado posteriormente a razdo entre eles.

3.7.4 Avaliacao do Ciclo Celular

O crescimento celular é determinado pela capacidade que uma célula possui de
iniciar/completar um ciclo celular e dividir-se, pelo que uma célula cuja proliferagdo se
encontra inibida, devera encontrar-se parada numa das fases do ciclo. Utilizando o IP, um
corante que se intercala em acidos nucleicos de cadeia dupla, € possivel medir,
proporcionalmente, o conteudo de DNA de células individuais, 0 que permite calcular a
percentagem de células em cada uma das fases do ciclo celular: GO, G1, G2/M e S,
podendo ainda detetar-se um pico pré-GO (caracteristico da entrada das células em
apoptose) (117).

Para marcacdo das suspensdes celulares foi utilizada a PI/RNase solution, de
modo a impedir a ligacéo inespecifica do IP ao RNA. Assim, comegou-se por centrifugar
os tubos a 1300 G, durante 5 minutos e posteriormente, decantou-se o sobrenadante.
Adicionaram-se 200 pL de etanol a 70% com o tubo em agitacdo no vértex e apods
incubacao de 30 minutos no escuro a 4°C, adicionaram-se 2 mL de PBS. As células
foram entdo centrifugadas a 1300 G, durante 5 minutos. Depois de decantar o
sobrenadante, adicionaram-se 200 puL de PI/RNase solution (kit Immunostep) e incubou-
se durante 15 minutos no escuro, a temperatura ambiente. As suspensdes celulares
foram guardadas a 4C até andlise no citdmetro de fluxo, realizada utilizando o
comprimento de onda de excitacdo de 488 nm. Os resultados foram expressos em

percentagem de células identificadas em cada uma das fases do ciclo celular.
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3.7.5 Avaliacado da Producao Intracelular de Espécies

Reativas de Oxigénio e de Defesas Antioxidantes

Para avaliar os efeitos da radiacdao, além do crescimento e divisdo celulares,
também a atividade fisiolégica das células e o nivel de stresse a que sao sujeitas sao
parametros importantes. Em cultura, o stresse celular mais importante é o stresse
oxidativo, causado por radicais e ides gerados durante a produgcdo de energia pela
mitocondria. As ROS sao moléculas quimicamente reativas que contém oxigénio, tais
como ibes de oxigénio, radicais livres e peroxidos, diretamente associadas ao
metabolismo energético e stresse oxidativo. Para protegdo contra as ROS sdo muito

importantes as defesas antioxidantes, como é o caso da GSH (117).

3.7.5.1 Avaliagao da Producgao Intracelular de Peréxidos

A diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH,-DA) € uma sonda comummente
utilizada para a detecdo semi-quantitativa de algumas ROS. A DCFH,-DA é captada e
hidrolisada a 2’-7’-diclorodihidrofluoresceina, permanecendo aprisionada no interior das
células. Este analogo nao fluorescente da fluoresceina é entdo oxidado a 2’-7’-
diclorofluoresceina pelas ROS, tornando-se fluorescente. Nestas circunstancias, a
fluorescéncia observada é proporcional a concentragdo intracelular de peroxidos,
incluindo o peréxido de hidrogénio (124).

Para esta marcagédo, comegou-se por adicionar aos tubos com a suspensio
celular, 1 yL de DCFHx-DA a 1 mM (35848, Sigma Aldrich®) dissolvido em DMSO
(41640, Sigma Aldrich®), tendo-se incubado durante 45 minutos no escuro, a 37°C.
Posteriormente, adicionaram-se 2 mL de PBS e centrifugou-se (1300 G, durante 5

minutos). Apos ressuspensido em 400 yL de PBS, os tubos foram guardados a 4°C até a
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sua aquisicdo. A analise foi feita no citometro de fluxo com excitagdo no comprimento de

onda de 504 nm e os resultados obtidos, analisados em termos de MIF.

3.7.5.2 Avaliagao da Producao Intracelular de Radical Superéxido

A sonda dihidroetidina (DHE) reage com o radical superdxido, resultando na
formacao de etidio que, por sua vez, se intercala no DNA, promovendo fluorescéncia
nuclear. A oxidacdo de DHE ¢é relativamente especifica, uma vez que a reagao
praticamente n&o ocorre na presenga de outras ROS, pelo que esta sonda é
frequentemente usada para a detegao intracelular de radical superéxido (124).

Para esta marcagéo, adicionaram-se as suspensoées celulares 5 uL de DHE a 1
mM (D7008, Sigma Aldrich®) dissolvido em DMSO (41640, Sigma Aldrich®) e incubou-se
durante 15 minutos a temperatura ambiente e no escuro. Apds adicionar 2 mL de PBS,
procedeu-se a centrifugagdo (1300 G, durante 5 minutos) e decantar do sobrenadante.
Posteriormente, ressuspendeu-se o pellet resultante em 400 yL de PBS e guardou-se a
4°C até a sua aquisicdo no citometro de fluxo. A detegao foi feita com comprimento de

onda de excitagdo de 620 nm, tendo os resultados obtidos sido expressos como MIF.

3.7.5.3 Avaliagao da Expressao Intracelular de Glutationa Reduzida

A glutationa reduzida € um agente redutor intracelular importante, na medida em
que protege as células do dano provocado por radicais livres e por reduzir o peroxido de
hidrogénio ou peroxidos orgénicos. Para medir os seus niveis intracelulares podem ser
utilizados corantes como o alaranjado de mercurio, que através da sua ligagdo a grupos
sulfidril, forma adutos fluorescentes. Esta sonda, que emite uma intensa fluorescéncia
vermelha quando excitada, € frequentemente utilizada uma vez que reage mais
rapidamente com a GSH do que com os grupos sulfidril de outras proteinas, permitindo

um bom grau de especificidade, sob condigdes controladas (125).
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Para proceder a marcagao das suspensdes celulares, comegou-se por adicionar
aos tubos de citometria 1 yL de alaranjado de mercurio (M7750, Sigma Aldrich®) numa
concentragao de 10 mM, diluido em DMSO (41640, Sigma Aldrich®). Apds incubagao
durante 15 minutos a 37°C e no escuro, adicionaram-se 2 mL de PBS e centrifugou-se a
1300 G durante 5 minutos. Cada amostra foi entdo ressuspendida em 400 uL de PBS e
guardada a 4°C até a analise no citometro de fluxo. A detecgéao foi feita a comprimento de

onda de excitagao de 620 nm e os resultados obtidos, analisados em termos de MIF.

3.8 AVALIAGAO DA EXPRESSAO INTRACELULAR DE

SUPEROXIDO DISMUTASE

A superoxido dismutase, que catalisa a dismutagdo do radical superdxido em
peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular, € uma das enzimas antioxidantes mais
importantes (123). O kit utilizado neste trabalho baseia-se na determinagédo da atividade
da SOD através de um método colorimétrico, tendo em conta a produgao de um corante
de formazano pela redugcdo de um sal de tetrazolio, resultante da agcdo do radical
superoxido. A taxa de redugéo com oxigénio relaciona-se linearmente com a atividade da
xantina oxidase, inibida pela SOD (126).

Para este ensaio foram utilizadas 1,5 x 10° células da linha TFK-1, plaqueadas em
frascos de 25 cm?, tendo sido posteriormente irradiadas com iodo-131 (com doses de
0,35;1,7; 3,5; 6,6; 20 e 60 Gy para avaliagao as 48 horas e de 20 e 60 Gy para avaliagao
2 horas apos a irradiacéo), excepto os frascos destinados a controlo. Apds 2 ou 48 horas
de repouso, efetuaram-se extratos celulares, de modo a isolar as proteinas das células.
Assim, comecgou-se por recolher o meio de cada frasco e lavaram-se trés vezes com

PBS, recolhendo também este para os tubos correspondentes. Centrifugou-se a 1300 G,
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durante 5 minutos, decantaram-se os sobrenadantes e fez-se uma nova lavagem com
PBS, seguida de nova centrifugagdo e posterior decantagdo. Posteriormente,
adicionaram-se aos frascos 200 uL de tamp&o de ensaio de radioimunoprecipitagcao
(RIPA, do inglés radioimmunoprecipitation assay buffer) constituido por 150 mM de
cloreto de sédio (S5886, Sigma Aldrich®), 50 mM de trizima base (T1503, Sigma
Aldrich®), 5 mM de EGTA (E4378, Sigma Aldrich®), 1% (V/V) de Triton X-100
(K34979403, Merck), 0,5% (m/V) de deoxicolato (30970, Sigma Aldrich®) e 0,1% (m/V)
de dodecil sulfato de sédio (SDS, L3771, Sigma Aldrich®). De seguida, com a ajuda de
um raspador soltaram-se as células da superficie de cada frasco e com as suspensodes
celulares resultantes ressuspenderam-se os respetivos pellets, recolhendo por fim para
microtubos. Posteriormente, sonicaram-se as amostras trés vezes, durante 10 segundos
cada, a uma amplitude de 35% (sonicador Vibra cell da Sonic and Materials inc., modelo
VC50 de 240V, 50W e 20KHz). De seguida, centrifugaram-se a 14 000 G, a 4°C, durante
15 minutos e transferiram-se os sobrenadantes para novos microtubos, tendo-se
guardado as amostras a -80°C. Todo o procedimento foi realizado em gelo para potenciar
a inativagao de proteases.

Para a quantificagdo de proteinas foi utilizada uma técnica colorimétrica, baseada
no método do &cido bicinconinico (BCA™ protein assay kit, Pierce Biotechnology),
sensivel na gama de proteinas entre 20 e 2000 pg/mL, em que é utilizada uma reta
padrdo que relaciona a absorvancia obtida na leitura de cada amostra com a
concentragcao de proteina nelas contida. Com essa informagéo obteve-se o valor da

concentracao de proteinas de cada amostra através da seguinte equagéo:

A =cle

Equacao 7 Lei de Beer-Lambert.
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onde A4 €& a absorvancia obtida no leitor ELISA em cada pogo, ¢ € a concentragao da
amostra, / é o comprimento da amostra ao qual a luz atravessa e € é o coeficiente de
absorgdo molar do complexo que exibe cor, neste caso o complexo entre o cobre
reduzido pelas proteinas numa solucgdo alcalina, de Cu?** a Cu*, e duas moléculas de
acido bicinconinico.

Assim, comegou-se por descongelar as amostras e preparar as solugdes de RIPA
numa diluigdo de 1:9, BCA numa diluicdo de 50 de solugéo A para 1 de solugéo B do kit e
padrdes de BSA (BCA™ protein assay kit, Pierce Biotechnology). De seguida e de acordo
com o kit, adicionaram-se o0s reagentes e amostras nas respetivas quantidades numa
placa de 96 pogos e agitou-se durante 30 segundos. Incubou-se a 37°C durante 30
minutos e mediu-se a absorvancia a 540 nm, utilizando um espectrofotometro ELISA
(Biotek® Synergy HT).

Para a determinacdo da expressao de SOD propriamente dita, recorreu-se ao
SOD Determination Kit (19160-1KT, Sigma Aldrich®). Para tal, comegou-se por preparar
a solugdo de trabalho de water-soluble tetrazolium (WST, composta por 19 mL de
solugao tampéao e 1 mL de solugdo WST) e enzima (composta por 2,5 mL de tampao de
diluicdo e 10 pL de solugéo de enzima). De seguida, adicionaram-se a cada pogo de uma
placa de 96 pogos, 20 yL de amostra (em duplicado), 200 uL de solugao de trabalho de
WST e por fim 20 yL de solugao de trabalho de enzima. Incubou-se a 37°C durante 20
minutos e mediu-se a absorvancia a 450 nm, utilizando um espectrofotometro ELISA
(Biotek® Synergy HT).

A atividade inibitéria da SOD foi quantificada tendo por base que a absorvancia a
450 nm é proporcional a quantidade de radical superéxido contida em cada pogo. Assim,
os valores de absorvancia obtidos foram posteriormente relacionados com a
concentragcao de proteina total presente em cada amostra, obtendo-se valores de

atividade de SOD por concentragéo de proteina (ug/uL).
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada com recurso ao software IBM® SPSS® v. 20.0
(IBM Corporation, Armonk, New York, USA). A avaliagdo da normalidade de distribuigao
das variaveis quantitativas foi feita de acordo com o teste de Shapiro-Wilk. Foram
utilizados testes paramétricos no caso de se verificar uma distribuigdo normal e testes
nao paramétricos no caso contrario.

Na avaliagcdo da viabilidade celular, da razdo BAX/BCL-2, do citocromo c, do
potencial de membrana mitocondrial, do ciclo celular, de ROS e de defesas antioxidantes,
as diferentes condigdes de irradiacéo (doses de radiagao) foram comparadas utilizando o
teste ANOVA de um fator (no caso de distribuigdo normal e homogeneidade de
variancias) ou o teste de Kruskal-Wallis (caso contrario). As comparagdes das diferentes
condi¢gdes com o controlo para a avaliagao de potencial de membrana mitocondrial, ROS
e defesas antioxidantes foram realizadas de acordo com o teste t de Student para uma
média. Todas as comparagbes multiplas foram realizadas segundo a correcédo de
Bonferroni.

Na avaliacdo dos resultados do ensaio cometa foram consideradas as medicoes
de area do cometa, comprimento da cauda, percentagem de DNA na cauda e momento
da cauda. As comparagdes destes paradmetros entre as condigdes consideradas foram
realizadas segundo o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com comparagbes
multiplas segundo corregcao de Bonferroni.

Nos estudos de imunofluorescéncia, a comparagédo da MIF entre condigdes com e
sem permeabilizagédo foi efetuada segundo o teste de Kruskal-Wallis, com corregao de
Bonferroni para as comparagdes multiplas.

Na analise do ensaio clonogénico, os valores experimentais obtidos foram

ajustados ao modelo linear quadratico utilizando o software OriginLab v. 8.0:
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SF = e~@PBD?

onde SF representa o factor de sobrevivéncia determinado no ensaio clonogénico, D
representa a dose de radiagao a que a populacao celular foi exposta e a e  representam
parametros do modelo linear-quadratico. Foram ainda determinadas a razédo a/f e a
dose necessaria para reduzir o SF para 0,5.

Na analise da captacdo de iodo-131, os valores experimentais obtidos foram

ajustados a um modelo exponencial utilizando o software OriginLab v. 8.0:

Captagio (%) = A- (1 — e~ (2t/Tson)

onde A representa a captagdo maxima obtida (steady state) e Tsoy representa o tempo
que demora a ser atingida metade da captagdo maxima.
Na analise da retencao de iodo-131, os valores experimentais obtidos foram

ajustados a um modelo exponencial utilizando o software OriginLab v. 8.0:

Retengio (%) = A + (100 — A) e~In ()t/Tso%
onde A representa a retengdo de iodo em equilibrio (steady state) e Tsoy representa o
tempo que demora a ser atingido o valor de retengao correspondente a metade do efluxo

maximo (considerando Efluxo = 100 — Reteng&o).

Foi considerado um erro tipo | de 0,05 para todas as comparagdes.
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4. RESULTADOS'

! Os resultados apresentados ao longo deste capitulo foram obtidos em coautoria com a
Mestre Alexandra Fernandes.






O objetivo geral deste trabalho de investigagado consistiu em avaliar o potencial
terapéutico da radioterapia metabdlica com iodo-131 numa linha celular de
colangiocarcinoma. Os métodos descritos no capitulo anterior foram assim utilizados com
o intuito de verificar se a utilizagdo deste radiofarmaco pode representar uma nova

abordagem terapéutica para este tumor.

4.1 EXPRESSAO DE NIS

O NIS é um transportador fundamental para a captacéo de iodo e em particular de
iodo-131, sendo que para ser funcional, € necessario estar expresso ao nivel da
membrana celular. Deste modo, comecgou-se por avaliar, por imunofluorescéncia a
expressao deste transportador de iodo na linha celular TFK-1.

As imagens da figura 12 dizem respeito aos padrées de marcagao obtidos com
esta técnica, representando a expressao basal da proteina, total (imagens A a C) e a
nivel membranar (imagens D a F), bem como a expressao apds irradiagédo com iodo-131

com uma dose de 20 Gy, total (G a l) e a nivel membranar (J a M).
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Figura 12 Imagens ilustrativas da expressao de NIS na linha celular TFK-1, total (A, G- NIS; B, H
— Hoechst;, C, | — Merge) e a nivel membranar (D, J — NIS; E, L — Hoechst, F, M — Merge), obtidas
com ampliagéo de 400X.

O grafico da figura 13 representa os resultados de imunofluorescéncia obtidos
para a linha celular TFK-1. De referir que por questdes experimentais, os resultados
referentes a irradiacdo com iodo-131 com uma dose de 20 Gy s&o preliminares,

representando duas experiéncias independentes.
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Figura 13 Expressao total e membranar de NIS na linha celular TFK-1. Os resultados expressam
a média e o desvio padrdao da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de 4 experiéncias
independentes, num total de 60 campos aleatdrios, para a condigao controlo. No que respeita as
células irradiadas com 20 Gy, os resultados apresentados sao preliminares e referem-se a 2

experiéncias independentes, num total de 60 campos aleatérios. As diferengas significativas estéao

*k*k

assinaladas com ***, que representa p<0,001.

Através da analise do grafico da figura 13, verifica-se que a irradiagdo com iodo-
131 parece induzir um aumento de expressao de NIS na linha celular TFK-1, quer a nivel
total quer membranar. Nas células controlo verifica-se que a expressao de NIS ao nivel
da membrana celular é significativamente inferior a expressao total desta proteina
(p<0,001). Duas horas apos a irradiagao, verifica-se uma tendéncia para o aumento tanto
da sua expressao total como da sua expressdo membranar. De facto, apds irradiacao, a
expressao de NIS a nivel membranar parece corresponder aproximadamente a totalidade

da proteina.

4.2 CAPTAGAO E RETENGAO DE I0DO-131

Foram realizados estudos de captagao e de retengéo de iodo-131 na linha celular

TFK-1. Os graficos da figura 14 apresentam os resultados obtidos ao longo de duas
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horas de ensaio, para a captagao (figura 14 A) e para a retencao (figura 14 B) do

radiofarmaco em estudo.
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Figura 14 Perfis de captagédo (A) e de retencédo (B) de iodo-131 pela linha celular TFK-1. Os
resultados expressam a média e o desvio padrao de pelo menos 4 experiéncias independentes
realizadas em duplicado.

De acordo com o grafico A da figura 14, verifica-se que o iodo-131 é captado pela
linha celular TFK-1, sendo que aos 46,8 segundos, a captagdo atinge metade da
captacdo maxima, cujo valor é de 1,09% e se verifica 1,12 minutos apds o inicio do
estudo. Posteriormente, a captagdo permanece aproximadamente constante.

Através da observagado do grafico B, € possivel verificar que o radiofarmaco em
estudo é retido pelas células TFK-1, atingindo metade da retengdo minima aos 11,34
minutos apos o inicio do ensaio e cujo valor minimo é de 61,78%. Verifica-se ainda que a
percentagem de retencdo de iodo-131 se mantém posteriormente aproximadamente

constante.
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4.3 EFEITOS CELULARES DO IODO-131

Com o intuito de testar a eficacia da radioterapia metabdlica com iodo-131,
avaliaram-se os seus efeitos ao nivel da sobrevivéncia celular, bem como a ativacao de
vias de morte celular, possiveis alteragbes no ciclo celular, danos causados no DNA e

inducao de stresse oxidativo.

4.3.1 Sobrevivéncia Celular

Para avaliar o efeito da radioterapia metabdlica com iodo-131 na sobrevivéncia
celular, foram realizados ensaios clonogénicos. O grafico da figura 15 expressa o fator de
sobrevivéncia calculado em relagdo as culturas controlo, obtido para as condigcbes

estudadas, na linha celular TFK-1.
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Figura 15 Analise da sobrevivéncia celular através do ensaio clonogénico, em resposta a
irradiagdo com iodo-131, na linha celular TFK-1. As culturas celulares foram submetidas as doses
de irradiagao referidas no ponto 3.5 e a formagao de coldnias foi quantificada doze dias mais
tarde. O grafico expressa o logaritmo das médias de fator de sobrevivéncia em relagdo ao controlo
e respetivos desvios padrao de 10 experiéncias independentes, para cada exposigao.
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Através da observagao da figura 15 consegue-se constatar que a irradiagédo com
as diferentes doses de iodo-131 testadas induziu alteragdes significativas no que respeita
a capacidade de formagéao de coldnias na linha celular TFK-1.

Pela analise do grafico podemos constatar que, de forma geral, a medida que se
aumenta a dose de radiagdo, ocorre uma diminuigdo gradual e significativa da
capacidade de formagao de coldnias na linha celular TFK-1. De facto, quando irradiadas
com doses de 3,5 Gy, 20 Gy e 60 Gy, a sua sobrevivéncia diminuiu para cerca de 72%
(p<0,001), 39% (p<0,001) e 32% (p<0,001), respetivamente. Verificou-se ainda que a
dose letal média, ou seja, a dose necessaria para diminuir a sobrevivéncia celular em

50% para as células TFK-1 & de 6,94 Gy.

4.3.2 Vias de Morte Celular

Apos verificar que o tratamento com iodo-131 diminui a sobrevivéncia celular das
células TFK-1, pretendeu-se avaliar a viabilidade celular e os tipos de morte induzidos, a
expressdao de BAX, de BCL-2 e de citocromo ¢, bem como possiveis alteracbes do

potencial de membrana mitocondrial nesta linha celular.

4.3.2.1 Viabilidade Celular e Tipos de Morte Celular Induzidos

A viabilidade celular em resposta ao tratamento com iodo-131, foi avaliada por
citometria de fluxo, através da dupla marcagao com AV-FITC e IP. O gréfico da figura 16
representa as diferentes populagdes identificadas (células viaveis, células em apoptose
inicial, células em apoptose tardia/necrose e células em necrose) para cada uma das

condicdes testadas.
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Figura 16 Analise da viabilidade celular, 48 horas apds irradiagao com iodo-131, na linha celular
TFK-1. Os resultados estao representados na forma de percentagem de células viaveis (V), em
apoptose inicial (Al), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e em necrose (N). Os resultados
expressam a média e o desvio padrao de 6 experiéncias independentes para cada uma das
condigdes testadas. As diferengas significativas estdo assinaladas com *. A utilizagdo de *
representa p<0,05, ** representa p<0,01 e *** representa p<0,001.

De acordo com a figura 16, é possivel constatar que a medida que se aumenta a
dose de radiagao, a percentagem de células TFK-1 viaveis decresce sendo a apoptose o
tipo de morte celular que maioritariamente se verifica. De facto, embora com a menor
dose testada (1 Gy) estas células tenham mantido aproximadamente 81% de viabilidade,
ao aumentar a dose de radiagéo para 5 Gy, 10 Gy, 20 Gy e 60 Gy, a viabilidade celular
diminuiu para cerca de 71%, 67%, 64% e 61%, respetivamente, apresentando significado
estatistico, relativamente ao controlo, para as condi¢des de 10 Gy (p<0,05), de 20 Gy
(p<0,01) e de 60 Gy (p<0,001). Verificaram-se ainda diferengas significativas entre as
condi¢cdes de 1 Gy e 20 Gy (p<0,05) e as condi¢des de 1 Gy e de 60 Gy (p<0,01). Ja a
populagéo de células em morte celular por apoptose, em fase inicial, aumentou com a
dose de radiagao para cerca de 19%, 24%, 28% e 31%, para as doses de 5 Gy, de 10
Gy, de 20 Gy e de 60 Gy respetivamente, apresentando significado estatistico
relativamente ao controlo, também para as condigées de 10 Gy (p<0,05), 20 Gy (p<0,01)
e 60 Gy (p<0,001). Ainda respeitante as células em apoptose inicial, verificaram-se

diferencas significativas entre as condigbes de 1 Gy e de 60 Gy (p<0,05). No que se
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refere as populagdes de células em apoptose tardia/necrose e em necrose, ndo se
verificaram diferengas significativas entre o controlo e as varias condigbes testadas,
embora se verifique uma ligeira tendéncia para o aumento da percentagem de células

nestas populagdes celulares.

4.3.2.2 Expressao de BAX, BCL-2 e Citocromo ¢

Com o intuito de determinar a relagdo entre a expressdo da proteina pro-
apoptotica BAX e a anti-apoptotica BCL-2, bem como a expressao de citocromo c,
utilizou-se a técnica de citometria de fluxo. Os graficos da figura 17 representam os
valores de BAX (A), BCL-2 (B) e razdo BAX/BCL-2 (C), obtidos em cada uma das
condi¢cdes testadas. O grafico da figura 18 apresenta os valores de expressao de

citocromo c obtidos em cada uma das condi¢cdes testadas.
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Figura 17 Analise da expressdo de BAX (A), BCL-2 (B) e razao entre a BAX e a BCL-2 (C), 48
horas apos irradiagcdo com iodo-131, na linha celular TFK-1. Os resultados apresentados séao
expressos como MIF (graficos A e B) ou razao (grafico C) para cada uma das doses testadas,
exprimindo a média e o desvio padrdao de 4 experiéncias independentes. As diferencas
significativas em relagdo ao controlo estdo assinaladas com *. A utilizagao de * representa p<0,05
e ** representa p<0,01.

De acordo com os resultados obtidos e apresentados nos graficos A e B da figura
17, verificou-se uma tendéncia para o aumento progressivo da expressao da proteina
BAX e diminuigdo gradual da BCL-2, a medida que se aumenta a dose de radiagao,
excepto para a condicdo de 60 Gy. Para esta condicdo a tendéncia dos resultados
inverte-se, verificando-se um aumento de expressdo de BCL-2 e diminuicdo da
expressao de BAX para valores aproximados aos verificados na condi¢gao controlo. Para
a BAX verificou-se, face ao controlo, um aumento significativo de expresséo apoés
irradiacdo com 20 Gy (p<0,05), bem como uma diminuigdo significativa entre as
condi¢cdes de 10 Gy e de 60 Gy (p<0,01) e entre 20 Gy e 60 Gy (p<0,01). Para a BCL-2
verificou-se, em relagdao ao controlo, uma diminui¢ao significativa de expressao apos
irradiacdo com iodo-131 com uma dose de 20 Gy (p<0,05). Pela analise dos graficos A e
B da figura 17 é também possivel verificar que a expresséo da BAX é sempre superior a
da BCL-2. Tendo em conta os resultados obtidos na condigdo controlo, ou seja, uma

maior expressao de BAX relativamente a BCL-2 (graficos A e B) e um valor de razao
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BAX/BCL-2 (grafico C) superior a 1, verifica-se que nas condigbes basais, as células
TFK-1 possuem uma maior expressao da proteina BAX relativamente a BCL-2.

No que diz respeito a razdo BAX/BCL-2, através da figura 17 C observa-se ainda
que, relativamente ao controlo, o tratamento com iodo-131 tende a induzir um aumento
progressivo da razao BAX/BCL-2 para todas as condigbes testadas, excepto para a
condicdao de 60 Gy, sendo estatisticamente significativo para a condicdo de 20 Gy
(p<0,05). Para a dose de radiagdao de 60 Gy, que apresenta uma razdao BAX/BCL-2
ligeiramente inferior a verificada no controlo, obteve-se um resultado significativamente

inferior ao observado ap6s irradiagédo com 10 Gy (p<0,05) e com 20 Gy (p<0,01).
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Figura 18 Analise da expressao de citocromo c, 48 horas apds irradiagdao com iodo-131, na linha

celular TFK-1. Os resultados apresentados séo expressos como MIF e exprimem a média e o

desvio padrao de 4 experiéncias independentes, para as diferentes doses testadas. As diferengas
significativas em relagédo ao controlo estao assinaladas com **, que representa p<0,01.

Relativamente a expressao de citocromo c, representada na figura 18, € possivel
observar uma tendéncia para o aumento da sua expressao com a dose de radiagdo. De
facto, verifica-se para todas as doses de irradiagdo, uma tendéncia para o aumento
progressivo da expressao desta proteina, que é significativo entre as condigbes de 1 Gy

e de 60 Gy (p<0,01) e entre 5 Gy e 60 Gy (p<0,01). Enquanto que apds irradiagdo com
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doses de 1 Gy e de 5 Gy, a sua expressao ¢ inferior a observada na condi¢gao controlo,
verifica-se que para uma dose de 10 Gy a expressao de citocromo ¢ é semelhante a
verificada no controlo e que para doses de iodo-131 superiores (20 Gy e 60 Gy), esta
proteina parece encontrar-se sobrexpressa, no entanto sem significado estatistico

relativamente ao controlo.

4.3.2.3 Potencial de Membrana Mitocondrial

No que diz respeito a analise de possiveis alteragbes do potencial de membrana
mitocondrial, determinou-se a razédo entre agregados e monémeros com a sonda JC-1,
através da técnica de citometria de fluxo. O grafico da figura 19 representa os valores
obtidos da razdo agregados/mondmeros em cada uma das condi¢gbes testadas,

normalizados ao controlo.
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Figura 19 Avaliagéo de alteragbes do potencial de membrana mitocondrial, na linha celular TFK-1,
48 horas apos irradiagdo com iodo-131. Para cada condigao, os resultados foram normalizados
em relagédo ao controlo e exprimem a média e o desvio padrao de 4 experiéncias independentes.
As diferengas significativas em relagdo ao controlo estdo assinaladas com *, que representa
p<0,05.

De acordo com o grafico da figura 19, verifica-se uma tendéncia para uma

diminuigdo gradual da razao agregados/monémeros de JC-1 a medida que se aumenta a
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dose de radiagdo. Relativamente as condigbes de 1 Gy e de 5 Gy, é ainda possivel
verificar que os resultados obtidos sdo semelhantes aos verificados no controlo. Por outro
lado, para as doses mais elevadas (10 Gy, 20 Gy e 60 Gy), verifica-se que o potencial de
membrana mitocondrial € inferior ao verificado na condigdo controlo, com significado

estatistico entre o controlo e a condicédo de 60 Gy (p<0,05).

4.3.3 Ciclo Celular

Ao longo deste trabalho, procedeu-se também a avaliagao de possiveis alteragbes
induzidas no ciclo celular, tendo por base que a quantidade de fluorescéncia emitida por
células marcadas com IP permite conhecer a sua distribuicdo ao longo das diferentes
fases do ciclo celular (G0/G1, S e G2/M). Os resultados obtidos para as diferentes
condi¢des testadas na linha celular TFK-1 encontram-se na figura 20, sendo expressos

como percentagem de células existentes em cada uma das fases do ciclo celular.
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Figura 20 Avaliagao das populag¢des celulares em cada uma das fases do ciclo celular, 48 horas
apos irradiagdo com iodo-131, na linha celular TFK-1. Os resultados estao representados na forma
de percentagem de células em fase pré-G0, G0/G1, S e G2/M. Os resultados exprimem a média e
o desvio padrdo de 4 experiéncias independentes. As diferengas significativas em relagdo ao
controlo estdo assinaladas com *. A utilizagdo de * representa p<0,05 e ** representa p<0,01.
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Tendo em conta o grafico da figura 20, é importante referir uma tendéncia para o
aparecimento do pico pré-GO0, o pico pré-apoptdtico, principalmente apos irradiagdo com
iodo-131 nas doses de 5 Gy, 10 Gy e 20 Gy, sendo significativamente superior a
percentagem de células verificadas nestas condigbes face a de 60 Gy (p<0,05 para as
trés comparacgdes), condicdo para a qual a percentagem de células diminui. Por outro
lado, é possivel observar que a populagdo de células em fase GO/G1 nas condigcbes
testadas é sempre inferior a observada no controlo, com diferengas significativas para a
dose de 1 Gy (p<0,05). No que se refere as populagdes de células em fase S, verifica-se
uma diminuigdo significativa entre as condicdes de 1 Gy e de 60 Gy (p<0,05).
Relativamente a fase G2/M, verifica-se um aumento significativo entre as condi¢des

controlo e de 60 Gy (p<0,05) e entre 1 Gy e 60 Gy (p<0,01).

4.3.4 Danos causados no DNA

De modo a averiguar os efeitos do tratamento com iodo-131 a nivel do DNA,
recorreu-se ao ensaio cometa. As imagens da figura 21 pretendem ilustrar os resultados
obtidos com esta técnica, para a linha celular TFK-1 e em cada uma das condigcbes
testadas, a partir das quais foi possivel obter os parametros apresentados nos graficos da

figura 22.

77



Figura 21 Imagens ilustrativas dos resultados obtidos com o ensaio cometa na linha celular TFK-
1, para o controlo (A), dose de 0,35 Gy (B), 3,5 Gy (C), 6,6 Gy (D), 20 Gy (E) e 60 Gy (F) de iodo-
131, bem como para o controlo positivo (G) obtidas com ampliagdo de 100X.

Os graficos da figura 22 apresentam os resultados obtidos, relativamente a area
do cometa (A), comprimento da cauda (B), percentagem de DNA na cauda (C) e
momento da cauda (D) para as condigdes em estudo, estando representados os valores

das medianas e das amplitudes interquartis para cada parametro.
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Figura 22 Avaliagdo de danos causados no DNA, com a técnica de ensaio cometa, na linha
celular TFK-1, 48 horas ap6s irradiagdo com iodo-131. Os resultados expressam a mediana e
amplitude interquartis de pelo menos 3 experiéncias independentes, num total de pelo menos 30
campos aleatorios, para os parametros de area do cometa (A), comprimento da cauda (B),
percentagem de DNA na cauda (C) e momento da cauda (D). As diferencas estatisticamente
significativas relativamente ao controlo estdo assinaladas com *. A utilizagdo de ** representa
p<0,01 e *** representa p<0,001.

De acordo com a figura 21 e os resultados dos graficos apresentados na figura 22,
a irradiagdo com iodo-131 induziu danos significativos ao nivel do DNA, na linha celular
TFK-1 podendo constatar-se que de forma geral, a medida que se aumenta a dose de

radiagdo, aumenta também, progressivamente, a agressividade do dano causado no

DNA.
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No que se refere a area do cometa, verificaram-se diferengas estatisticamente
significativas, comparativamente ao controlo, apés irradiagdo com 0,35 Gy (p<0,001), 6,6
Gy (p<0,001), 20 Gy (p<0,001) e 60 Gy (p<0,001). Verificaram-se ainda diferengas
significativas entre todas as condi¢des testadas (p<0,001), excepto entre os 20 Gy e os
60 Gy.

No que diz respeito ao comprimento da cauda, verificaram-se diferengas
estatisticamente significativas apo6s irradiagdo com 3,5 Gy (p<0,001), 6,6 Gy (p<0,001),
20 Gy (p<0,001) e 60 Gy (p<0,001), comparativamente ao controlo. Verificaram-se ainda
diferengcas com significado estatistico entre todas as condi¢des testadas, com p<0,05
entre as doses de 3,5 Gy e de 6,6 Gy e entre as doses de 3,5 Gy e de 20 Gy. Entre as
restantes comparagdes, verificou-se p<0,001.

Quanto a percentagem de DNA na cauda, verificaram-se diferencas
estatisticamente significativas ap6s irradiagdo com 3,5 Gy (p<0,01), 6,6 Gy (p<0,001), 20
Gy (p<0,001) e 60 Gy (p<0,001), comparativamente ao controlo. Verificaram-se ainda
diferencas significativas entre as irradiagées de 0,35 Gy e 3,5 Gy (p<0,01), de 0,35 Gy e
6,6 Gy (p<0,001), de 0,35 Gy e 20 Gy (p<0,001), de 0,35 Gy e 60 Gy (p<0,001), de 3,5
Gy e 60 Gy (p<0,001) e entre 20 Gy e 60 Gy (p<0,001).

Por fim, no que diz respeito ao momento da cauda, verificaram-se diferengas
estatisticamente significativas apo6s irradiagdo com 3,5 Gy (p<0,001), 6,6 Gy (p<0,001),
20 Gy (p<0,001) e 60 Gy (p<0,001), comparativamente ao controlo. Verificaram-se ainda
diferencas significativas (p<0,001) entre todas as condi¢bes testadas, excepto entre 3,5
Gy e 6,6 Gy, entre 3,5 Gy e 20 Gy e entre 6,6 Gy e 20 Gy, nas quais nao se verificaram

diferengas significativas.
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4.3.5 Stresse Oxidativo

Para avaliar os efeitos do tratamento com iodo-131 ao nivel da produgao de
espécies reativas de oxigénio e de defesas antioxidantes na linha celular TFK-1,
recorreu-se a técnica de citometria de fluxo. Assim, avaliou-se a produgao intracelular de
peroxidos, de radical superéxido e de glutationa reduzida. A atividade da enzima
superoxido dismutase foi também avaliada nesta linha celular, com recurso a um kit

especifico (SOD Determination Kit, Sigma Aldrich®).

4.3.5.1 Producao Intracelular de Peréxidos

Os resultados relativos aos niveis intracelulares de peréxidos encontram-se
representados nos graficos da figura 23, obtidos para cada uma das doses de radiagao
em estudo. Os resultados estdo mostrados normalizados em relacdo ao controlo,
determinados 2 horas (figura 23 A) e 48 horas (figura 23 B) apds a irradiagdo com iodo-
131. O grafico C da figura 23 diz respeito a comparagao entre as 2 e as 48 horas apos

irradiacao, para as condigdes homadlogas.
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Figura 23 Avaliagao da producgao intracelular de perdxidos na linha celular TFK-1, 2 horas (A) e
48 horas apods irradiagdo com iodo-131 (B) e comparagédo entre 2 e 48 horas (C). Para cada
condigdo, os resultados foram normalizados em relagdo ao controlo e exprimem a média e o
desvio padrao de 4 experiéncias independentes. As diferengas significativas em relagdo ao
controlo estdo assinaladas com *. A utilizagdo de * representa p<0,05 e *** representa p<0,001.

Pela observacédo dos resultados apresentados na figura 23 A, verifica-se que 2
horas apds a irradiagdo com 20 Gy com recurso ao iodo-131, a concentragcdo de
peroxidos intracelulares se mantém semelhante a verificada no controlo, apresentando
uma tendéncia para aumentar na condicdo de 60 Gy. Quarenta e oito horas apds a
irradiacao (figura 23 B), a expressao de perédxidos intracelulares determinada para as
doses entre 1 Gy e 20 Gy também n&o varia significativamente em relagdo ao controlo,
aumentando apenas significativamente para a dose de radiagdo de 60 Gy (p<0,001).
Verificam-se ainda diferengas significativas entre as condigdes de 10 Gy e de 60 Gy
(p<0,05) e entre os 20 Gy e os 60 Gy (p<0,05).

Entre os dois tempos a que a analise foi realizada (grafico C), nao se verificaram

diferengas estatisticamente significativas entre as condigdes homologas (20 Gy e 60 Gy).
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4.3.5.2 Producao Intracelular de Radical Superéxido

No que respeita a produgéao intracelular de radical superdxido, os valores obtidos

em cada uma das condi¢des testadas, normalizados em relacdo ao controlo, estdo

representados nos graficos da figura 24, para 2 horas (figura 24 A) e 48 horas (figura 24

B) apds a irradiagdo. O grafico C da figura 24 diz respeito a comparagao entre 2 e 48

horas apos irradiagéo, para as condigbes homélogas.
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Figura 24 Avaliagdo da producgao intracelular de radical superéxido na linha celular TFK-1, 2 horas
(A) e 48 horas ap0s irradiagdo com iodo-131 (B) e comparagéao entre 2 e 48 horas (C). Para cada
condigdo, os resultados foram normalizados em relagdo ao controlo e exprimem a média e o
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desvio padrao de 4 experiéncias independentes. As diferengas significativas em relagdo ao
controlo estdo assinaladas com **, que representa p<0,01.

De acordo com o grafico A da figura 24, é possivel observar que 2 horas apods a
irradiacdo, a concentracdo de radical superdéxido se encontra significativamente
aumentada relativamente ao controlo, quer para a condi¢gédo de 20 Gy (p<0,01) quer de 60
Gy (p<0,01), sendo ligeiramente superior para a dose mais elevada.

No entanto, 48 horas apds o tratamento (grafico B), ndo se verificaram diferengas
significativas na producao desta ROS, entre os resultados obtidos para as condigbes
testadas e as células controlo.

Entre as 2 e as 48 horas apds a irradiagdo (grafico C), ocorreu uma diminuigao

estatisticamente significativa de radical superdxido entre as condi¢gdes de 60 Gy (p<0,01).

4.3.5.3 Expressao Intracelular de Glutationa Reduzida

Relativamente a produgao de glutationa reduzida, os resultados obtidos foram
normalizados em relagdo ao controlo e estao representados nos graficos da figura 25,
para cada uma das condigdes testadas, 2 horas (figura 25 A) e 48 horas (figura 25 B)
apos a irradiagdo. O grafico C da figura 25 diz respeito a comparagéo entre 2 e 48 horas

apos irradiagao, para as condigdes homaologas.
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Figura 25 Avaliagcdo da expresséao intracelular de glutationa reduzida na linha celular TFK-1, 2
horas (A) e 48 horas ap6s irradiagao com iodo-131 (B) e comparacgéao entre 2 e 48 horas (C). Para
cada condigao, os resultados foram normalizados em relagéo ao controlo e exprimem a média e o
desvio padrao de 4 experiéncias independentes. As diferengas significativas em relagdo ao
controlo estdo assinaladas com *. A utilizagdo de * representa p<0,05 e *** representa p<0,001.

Como se pode observar pelo grafico A da figura 25, 2 horas apés irradiagao, a
concentragcao de glutationa reduzida € ligeiramente superior a observada no controlo,
ocorrendo diferengas com significado estatistico na condigdo de irradiagdo com 20 Gy
(p<0,05) e parecendo diminuir da dose de 20 Gy para 60 Gy, ainda que essa diminui¢gao
nao tenha significado estatistico.

Quarenta e oito horas apés a irradiacado (grafico B), a producdo desta defesa
antioxidante é inferior a verificada no controlo, diminuindo ligeira e progressivamente, a
medida que se aumenta a dose de radiagao. Verifica-se uma diminuigao significativa da
expressao de GSH da condigéo controlo para 60 Gy (p<0,001) e entre as doses de 1 Gy
e 60 Gy (p<0,05).

Entre as 2 e as 48 horas apods a irradiagao (grafico C), verificaram-se diferengas
estatisticamente significativas para as duas condigdes homdlogas, ou seja, uma
diminuigdo da produgédo de GSH quer para a condigao de 20 Gy (p<0,05) quer para a de

60 Gy (p<0,001).
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4.3.5.4 Expressao Intracelular de Superéxido Dismutase

Neste trabalho foi ainda avaliada a atividade da enzima SOD em resposta ao
tratamento com iodo-131. Na figura 26 encontram-se representados os graficos relativos
aos resultados de atividade desta enzima por concentragao de proteina, 2 horas (figura
26 A) e 48 horas (figura 26 B) apds a irradiagdo com recurso a iodo-131. O grafico C da
figura 26 diz respeito a comparacéo entre 2 e 48 horas apods irradiagdo, para as

condi¢cdes homologas.
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Figura 26 Avaliagdo da atividade de superdxido dismutase na linha celular TFK-1, 2 horas (A) e
48 horas apods irradiagdo com iodo-131 (B) e comparagédo entre 2 e 48 horas (C). Para cada
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condigdo, os resultados foram normalizados em relagdo ao controlo e exprimem a média e o
desvio padrao de 4 experiéncias independentes. As diferengas significativas em relagdo ao
controlo estdo assinaladas com *, que representa p<0,05.

Como se pode verificar no grafico A da figura 26, 2 horas apés irradiagao, a
concentracao de superoxido dismutase tende a aumentar face a observada no controlo,
observando-se também uma tendéncia para um aumento da dose de 20 Gy para 60 Gy.

Quarenta e oito horas apés a irradiacéo (grafico B) e até a condi¢do de 6,6 Gy, a
producdo desta defesa antioxidante é inferior a verificada no controlo, ndo se verificando
diferencas estatisticamente significativas. Para além disto, verifica-se ainda um aumento
ligeiro e progressivo, a medida que se aumenta a dose de radiagdo, a partir da dose de
6,6 Gy, mas mais uma vez, sem significado estatistico. Para as doses de 20 Gy e de 60
Gy, a atividade de SOD ¢ superior a verificada na condigao controlo.

Entre as 2 e as 48 horas apés a irradiagao (grafico C), verifica-se uma diminuigao

estatisticamente significativa nas condi¢cdes de 20 Gy (p<0,05).
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5. DISCUSSAQO






O colangiocarcinoma € uma neoplasia maligna rara, com origem na arvore biliar.
No que respeita a terapéutica, a unica abordagem curativa € a remogéao cirurgica, mas
esta s6 é possivel num numero reduzido de doentes. Além disso, mesmo quando esta
abordagem é utilizada, a taxa de recorréncia é elevada. Por outro lado, em doentes
inoperaveis, tém sido utilizadas a quimioterapia e a radioterapia, mas estas tém
geralmente um papel meramente paliativo. Dada a elevada taxa de mortalidade e o
aumento da incidéncia do CC, torna-se crucial investigar e desenvolver novos métodos
de diagnodstico e modalidades terapéuticas para este tumor (30). Recentemente, foi
identificada a expresséo celular de um transportador de sodio e de iodo, o NIS, em
amostras histolégicas humanas de CC, sendo que a expressao desta molécula em
células tumorais podera vir a representar um alvo para novos métodos de diagnéstico e
terapéutica. De facto, € sabido que a expressao de NIS a nivel celular e principalmente
no caso da proteina se localizar na membrana plasmatica, permite a captagcéo de iodo e
os seus radioisétopos. Posto isto, podemos estar perante uma nova abordagem
terapéutica para o CC, através de radioterapia metabdlica com iodo-131 (30), terapéutica
esta que é ja uma abordagem bem estabelecida para o tratamento de doengas benignas
e tumores da tirdide (127).

Deste modo, o objetivo principal deste trabalho de investigacdo consistiu em
avaliar o potencial terapéutico da radioterapia metabodlica com iodo-131, numa linha
celular humana de colangiocarcinoma.

Assim, para este trabalho experimental utilizou-se uma linha celular de
colangiocarcinoma extrahepatico, a TFK-1, com o intuito de perceber qual seria o efeito
da terapéutica com iodo-131 a nivel tumoral.

Uma vez que para ocorrer captagao de iodo, &€ necessaria a expressao de NIS ao
nivel da membrana celular (128), comecgou-se por avaliar, por imunofluorescéncia, a
expressao deste transportador nas células TFK-1. A avaliagdo da expressao enddgena
de NIS permitiu verificar que esta linha celular expressa este transportador

particularmente a nivel membranar. Relativamente a expressdo de NIS em resposta a
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irradiacdo com iodo-131 numa dose de 20 Gy, pelos resultados preliminares obtidos
podemos verificar que a expressao de NIS nas células TFK-1 tende a aumentar, quer na
totalidade quer a nivel membranar, sendo que nesta localizagdo, a quantidade de
proteina se parece aproximar da total. No que se refere a expressao de NIS no CC, os
nossos resultados s&o os primeiros a demonstrar a expressao desta proteina num tumor
extrahepatico. De facto, os estudos publicados até a data sao referentes a expressao de
NIS apenas em tumores intrahepaticos e indicam que mais de 98% dos CCs estudados
expressam NIS. Ainda dentro dos resultados obtidos pelos mesmos autores, os
colangiocitos normais adjacentes também expressam esta proteina, mas em menor
quantidade que as células tumorais (29,30). De salientar que existem evidéncias de que
a expressao de NIS nos CCs intrahepaticos € induzida por membros da familia da P53,
nomeadamente pela P63 e P73 e que a ativagao destas proteinas podera ocorrer em
consequéncia de dano provocado ao DNA (129,130). Curiosamente, as células TFK-1
nao expressam P53, o que parece ser uma caracteristica de mais de metade dos casos
de CC extrahepatico (131). Assim, é possivel postular a hipétese de que também nas
células TFK-1, apés irradiagdo com iodo-131, ocorrera dano no DNA e consequente
ativacao de P63 e/ou de P73 que induzem posteriormente um aumento de expresséo de
NIS. Contudo, ndo existem ainda estudos que demonstrem a expressao de P63 ou P73
nesta linha celular, pelo que seria interessante avaliar a presenga destas duas proteinas.
De salientar ainda que estudos preliminares por nds entretanto realizados parecem
mostrar que apéds irradiagdo com 20 Gy, a expressao de NIS em colangidcitos normais
(linha celular HE9) é bastante inferior a verificada nas células tumorais (TFK-1).

Tendo em conta que apds a irradiagao se verificou elevada expressao de NIS a
nivel membranar nas células TFK-1, uma condigdo fundamental para a captagao de iodo
(128), como ja referido, tornou-se pertinente estudar o perfil de captagdo de iodo-131
nesta linha celular. Podemos constatar, através dos resultados obtidos, que o iodo-131 é
de facto captado pelas células TFK-1, apresentando um pico de captacao de 1,09% no

primeiro minuto de estudo, mantendo-se, a posteriori, aproximadamente constante. Este
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resultado esta em concordancia com a literatura, onde varios trabalhos, em diversos tipos
de cancro, demonstram um pico de captacéo nos primeiros minutos de ensaio e posterior
manutenc¢éo do influxo (127,132,133). Por outro lado, e tendo em conta que para que a
terapéutica com iodo-131 seja eficaz, ndo basta que as células captem o radiofarmaco
mas também que o retenham tempo suficiente para exercer os seus efeitos citotoxicos
(32), tornou-se importante estudar também o perfil de retencédo de iodo-131 nas células
TFK-1. Verificou-se que a retencado deste radioisoétopo tende a diminuir até 11 minutos
apdés o inicio do estudo, atingindo um valor minimo de 61,78%, que se mantem
posteriormente aproximadamente constante. Outros estudos realizados in vitro, noutros
tipos de cancro, mostraram variadas percentagens de retengao de iodo radioativo, desde
uma reducado para 30% verificada 2 minutos apds o inicio do estudo, para 20% aos 30
minutos ou para 60% aos 25 minutos (127,132,134). De referir ainda que embora os
tecidos extra-tiroideus nédo possuam capacidade para organificar o iodo-131, o que
podera explicar o efluxo do radiofarmaco verificado nas células TFK-1, existem estudos
que demonstram que esta terapéutica podera ser eficaz desde que exista quantidade de
radiofarmaco e tempo suficientes para que este origine moléculas reativas capazes de
danificar as células (128,135).

De seguida, pretendeu-se estudar os efeitos celulares provocados pela irradiagéao
com iodo-131 nas células TFK-1. Com o objetivo de estudar os seus efeitos a nivel da
sobrevivéncia celular, procedeu-se ao ensaio clonogénico. Torna-se importante realgar
que uma vez que o efeito antiproliferativo do iodo-131 €&, segundo alguns autores,
dependente ndao s6 da interagdo entre moléculas transportadoras e do tempo de
retencdo, mas também da atividade captada durante a irradiagdo celular (133,135), se
testaram diferentes doses de iodo-131. Para tragcar uma curva de dose-efeito foi também
fundamental a utilizagdo de diferentes doses de radiofarmaco, o que permitiu,
posteriormente, o calculo da dose letal média. Assim, com os resultados obtidos através
do ensaio clonogénico, foi possivel construir uma curva de sobrevivéncia celular ajustada

a um modelo linear quadratico, em concordancia com a literatura onde se encontra
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descrito que a correlagao dose-efeito apds irradiacdo com is6topos com baixo LET, em
particular o iodo-131, é geralmente do tipo linear quadratico (136). De facto, pode-se
constatar uma diminuicao gradual e significativa da sobrevivéncia das células TFK-1, a
medida que se aumenta a dose de radiagao, sendo que a dose letal média quando se
usa o iodo-131, ou seja, a dose de radiagdo necessaria para reduzir a sobrevivéncia
destas células para 50% ¢é de 6,94 Gy. Com uma dose de radiacdo mais alta (60 Gy),
verificou-se apenas cerca de 30% de sobrevivéncia. A diminuicdo de sobrevivéncia
celular a medida que se aumenta a dose de radiagdo é de facto um resultado
concordante com o que ja foi demonstrado por outros autores (127,133). Embora os
estudos referidos tenham sido efetuados em linhas celulares diferentes da utilizada no
presente trabalho, ndo deixam de destacar a capacidade que este radiocisétopo tem em
reduzir a proliferacao das células TFK-1. Contudo, ndo se encontrou, nestas ou noutras
publicagdes, a dose letal média obtida para outros tipos de células tumorais em resposta
a irradiagédo com iodo-131. Os resultados obtidos levam a crer que a percentagem de
iodo-131 que € efetivamente retida por estas células, é suficiente para causar um efeito
terapéutico dependente da dose. Contudo, tendo em conta a ndo expressao de P53 por
estas células (131), a inibicdo da sua proliferagao apods irradiagao devera ocorrer através
de uma via independente da P53 o que, segundo alguns autores, podera ocorrer por
inducéo da P21 (131,137,138) em consequéncia do aumento de ROS (139). Estudos
preliminares com a linha celular H69, uma linha de colangiécitos normais, por nés
realizados demonstraram que, aparentemente, a irradiagdo com iodo-131 ndo afeta a sua
taxa de sobrevivéncia, verificando-se valores de 117%, 82% e 106%, para as doses de
3,5 Gy, 20 Gy e 60 Gy, respetivamente. Neste sentido, os resultados obtidos com a linha
celular TFK-1 (nas quais se verificou um fator de sobrevivéncia de 72%, 39% e 32%,
respetivamente) tornam-se bastante promissores, uma vez que a diminuigdo gradual do
fator de sobrevivéncia com o aumento da dose de radiagao nas células tumorais face ao
aparente efeito nulo nas células normais, nos indica que poderemos estar perante uma

captacdo de iodo-131 pelas células tumorais e consequente efeito seletivo. Embora a
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expressao de NIS nas células H69 apds irradiacdo seja aparentemente inferior a
verificada nas TFK-1, o que por si s6 podera explicar as diferengas de efeito do iodo-131
nos dois tipos de células analisados, poderao existir outras explicagdes para o facto. Por
exemplo, foi proposto que a pendrina, para além do NIS, possibilita a captagao de iodo.
Esta molécula é conhecida pela sua fungdo de extrusar iodo na tirdide, contudo, em
tecidos extra-tiroideus, foi demonstrada a sua acao contraria, ao mediar o influxo de iodo
para o interior das células (10). Neste sentido, tornar-se-ia interessante avaliar o papel
desta molécula na captagao de iodo-131 nas células TFK-1.

O ensaio clonogénico apenas permite aferir acerca da sobrevivéncia e
proliferagao celular, ndo fornecendo qualquer tipo de informacgao relativamente ao tipo de
morte celular ou participagdo de ROS, entre outros. Assim, com o objetivo de reforgar os
resultados obtidos através do ensaio clonogénico e também verificar o efeito do iodo-131
a curto prazo, avaliou-se a viabilidade e tipos de morte celular induzidos, 48 horas apés
irradiacdo. Através desta analise, verificou-se uma diminuigdo gradual da viabilidade
celular, a medida que se aumentou a dose de radiagdo, acompanhada por um aumento
progressivo de indugdo de morte celular por apoptose. Este resultado vai de encontro a
varios estudos encontrados na literatura, noutros tipos de cancro, que indicam a indugao
de apoptose como consequéncia dos efeitos da radiagao ionizante e, em particular, da
irradiagao com iodo-131, de forma dependente da dose (135,137,138,140).

Posteriormente, pretendeu-se averiguar se a via mitocondrial estaria envolvida na
ativacao da morte celular por apoptose, pelo que se avaliou a expressao de BAX, BCL-2
e citocromo ¢, bem como o potencial de membrana mitocondrial em resposta ao
tratamento com iodo-131. Os estudos da expressdo de BAX e BCL-2 permitiram verificar
uma tendéncia para o aumento progressivo de expresséo da proteina pré-apoptoética BAX
e diminuicdo gradual da anti-apoptética BCL-2, com consequente tendéncia para o
aumento progressivo da razao BAX/BCL-2, a medida que se aumenta a dose de radiagao
até aos 20 Gy, o que corrobora o aumento progressivo de apoptose descrito

anteriormente. Dados que também corroboram os resultados por noés obtidos
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demonstram que a irradiagcdo com iodo-131 diminui a proliferagdo celular e induz
apoptose com aumento da razao BAX/BCL-2 e consequente atividade de caspase 3, ou
seja, através da ativagdo da via intrinseca/mitocondrial da apoptose (135). Ainda dentro
dos resultados obtidos, apds irradiagédo com 60 Gy, os valores da BAX, da BCL-2 e da
razdo BAX/BCL-2 alteram-se e ficam semelhantes aos obtidos no controlo. Tal podera
dever-se a uma alteragao das moléculas pro-apoptéticas e/ou anti-apoptéticas que sao
ativadas, ou mesmo a uma alteragao da via de indugao da apoptose. Em concordancia
com esta hipétese, Okaro e colaboradores demonstraram que a linha celular TFK-1 tal
como a maioria dos CCs nao expressa BCL-2 mas sim BCL-XL e MCL-1 (141), o que
também podera explicar o facto de terem sido obtidos valores de BCL-2 muito baixos
comparativamente aos observados para a BAX. Por outro lado, esta descrito que ndo so6
a via intrinseca é ativada apos irradiagao com iodo-131, mas também a via extrinseca
podera ter um papel importante na indu¢cdo da apoptose, tendo sido demonstrada a
ativacao das caspases 8 e 9 ap0s irradiagcédo (137,138). Estas sao possiveis explicagbes
para os resultados obtidos, porém s&o necessarios estudos adicionais que confirmem
estas hipoteses.

Os resultados de BAX/BCL-2 obtidos em resposta a irradiagcdo com iodo-131 sao
corroborados com os de citocromo c. De facto, o estudo da expressao de citocromo ¢
também revelou uma tendéncia para o aumento progressivo de expressao a medida que
se aumenta a dose de radiagdo. Tais evidéncias parecem indicar a libertagdo de
citocromo ¢ para o citoplasma, associada a ativacdo da via mitocondrial da apoptose. E
ainda possivel postular a hipétese de que apds irradiagdo com 60 Gy, para além da via
mitocondrial continuar a ser induzida, possivelmente envolvendo outras moléculas que
nao a BAX e a BCL-2, também a via extrinseca pode ser ativada, em concordancia com
as hipéteses apresentadas anteriormente.

Os resultados referentes a analise do potencial de membrana vém de encontro
aos resultados anteriormente discutidos, uma vez que se verificou uma tendéncia para a

despolarizagdo, de forma gradual, a medida que se aumentou a dose de radiagao.

96



Efetivamente, quando nao existem fatores de crescimento ou glicose, necessarios para
manter o potencial de membrana mitocondrial, este diminui, permitindo a libertagdo de
citocromo ¢ e iniciando assim o processo apoptético (142). Estes resultados sao
concordantes com a literatura, onde existem trabalhos que descrevem que a indugao de
apoptose apos irradiagcdo com iodo-131 €&, pelo menos em parte, dependente da
mitocondria, e acompanhada por um aumento da ativagdo da BAX, disrupgdo do
potencial de membrana mitocondrial, libertagdo de citocromo c e ativagdo de caspase 3
(137).

Tendo em conta os resultados anteriormente discutidos, tornou-se pertinente
estudar possiveis alteragbes do ciclo celular na linha celular TFK-1, uma vez que a
inducdo de apoptose em resposta ao dano celular pode resultar da ineficacia de
mecanismos de reparagdo acionados durante o bloqueio da sua progressédo (143).
Curiosamente, nao se verificaram diferengas entre a quantidade de células em cada fase
do ciclo celular, 48 horas apés irradiagao com iodo-131 e nas culturas controlo. Embora
este resultado seja algo inesperado, € concordante com o descrito por Eriksson e
colaboradores, que demonstraram que a irradiagdo com iodo-131 induz um bloqueio na
fase G2/M, detetavel 24 horas apés a irradiagao (138). Contudo, segundo os autores esta
paragem é transiente, uma vez que as células tém a capacidade de reentrar no ciclo e de
progredirem para a mitose, sendo que as 48 horas, a percentagem de células em cada
fase do ciclo tende a aproximar-se novamente da verificada no controlo. Tal evidéncia
deve-se ao facto de apés a irradiagao ocorrer uma diminui¢ao inicial do indice mitdtico
que ¢é posteriormente compensada com o0 seu aumento, resultando em mitoses
catastroficas (138). Estas hipdteses vao de encontro aos resultados por nés obtidos, uma
vez que perante mitoses catastroficas, as células acabam por induzir um processo
apoptotico (138). Por outro lado, a P53 e a P21 sdo necessarias para manter o bloqueio
do ciclo celular na fase G2/M, pelo que células que ndo expressem P53, como € o caso

das TFK-1 (131), poderéo ter a capacidade de escapar a este bloqueio (138).
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No sentido de aprofundar os efeitos celulares provocados pela irradiagdo com
iodo-131, nomeadamente a nivel da molécula de DNA, procedeu-se ao ensaio do
cometa, no qual as células, quando lesadas, apresentam um arrastamento semelhante a
cauda de um cometa e nas quais 0 dano é proporcional ao tamanho e conteudo de DNA
dessa cauda. Tendo em conta a observagdo de laminas correspondentes ao controlo
positivo da técnica, nas quais se verificou a presenga de cometas em todas as
experiéncias, € possivel afirmar que a eletroforese decorreu sempre em boas condigbes
e que os resultados obtidos para cada condigdo sao fidedignos. Assim, os resultados
obtidos permitiram verificar um aumento progressivo e significativo de todos os
parametros estudados, nomeadamente da area do cometa, do comprimento da cauda, da
percentagem de DNA na cauda e do momento da cauda. Deste modo, podemos
constatar que a medida que se aumenta a dose de radiagdo, aumenta também a
extensdo dos danos causados na molécula de DNA, podendo estes dever-se ao efeito
direto da irradiacado ou ao efeito indireto, via stresse oxidativo. De facto, esta descrito na
literatura que as consequéncias do tratamento com iodo-131 se poderao dever a efeitos
diretos ou indiretos da radiacdo, sendo que em ambos os casos, o principal alvo é a
molécula de DNA (66). De referir que existem evidéncias de que os efeitos da radiagao
com particulas p ou outras formas de radiagdo ionizante, dependem do numero e
extensdo dos danos letais e sub-letais provocados ao DNA, sendo que as quebras nas
duas cadeias do DNA, a forma mais toxica de dano nesta molécula, sdo a primeira causa
de morte celular induzida pela radiagao ionizante (128,144).

Como ja referido, os efeitos da radiagao ionizante que incluem danos no DNA,
lipidos e proteinas, ocorrem nao s6 em consequéncia direta da energia da radiagdo, mas
também através da produgéo de espécies reativas de oxigénio, derivadas da radidlise da
agua. De facto, quando se encontram em elevada concentragdo, as ROS conseguem
facilmente reagir com lipidos membranares, causando alteragdes de permeabilidade da
membrana; com o DNA, causando dano e instabilidade gendmica; com proteinas,

causando modificagdes oxidativas que podem resultar em enzimas cataliticamente

98



menos ativas ou proteinas mais susceptiveis a degradagao proteolitica, podendo em
ultimo caso, induzir processos de morte celular como a apoptose ou a necrose (139).
Assim, pretendeu-se averiguar se os efeitos provocados pelo iodo-131 anteriormente
discutidos se deveriam a produgao de peroxidos intracelulares e/ou radical superoxido,
bem como a expressao de glutationa reduzida e superdxido dismutase. A analise foi feita
a dois tempos diferentes, 2 e 48 horas apods a irradiagdo, uma vez que, por um lado
geralmente as ROS tém um tempo de meia-vida curto (130) mas, por outro, o estudo dos
efeitos celulares do iodo-131 foram realizados 48 horas apds irradiagdo. Duas horas apés
irradiacdo com iodo-131, verifica-se uma tendéncia para o aumento de peréxidos
intracelulares para a dose de radiagdo mais elevada, um aumento de radical superéxido
em ambas as condi¢bes testadas, um aumento de GSH na condigdo de 20 Gy, bem
como uma tendéncia para o aumento de expressao de SOD em ambas as condigbes
testadas. O aumento do radical superdxido, acompanhado pelo aparente aumento de
SOD, pode resultar da conversédo de radical superéxido numa outra ROS menos reativa
mas com capacidade de difusdo através de membranas, o peréxido de hidrogénio (130).
De facto, e em concordancia, verifica-se que também ocorre um aumento da expressao
de peréxidos intracelulares, que poderao ter um efeito lesivo ou podem ser convertidos
em espécies ainda mais lesivas, como o radical hidroxilo, através da reagao de Fenton
(130). Por outro lado, verifica-se uma tentativa de compensar a produgdao de ROS por
parte da célula, aumentando a produgdo de GSH. De facto, por acdo da glutationa
peroxidase, sdo necessarias duas moléculas de GSH para neutralizar uma molécula de
peroxido de hidrogénio, convertendo-o em agua (130).

As 48 horas apds a irradiagdo, verifica-se uma expressdo aumentada de
peroxidos intracelulares para a dose de radiagdo mais elevada, uma diminuicdo de GSH
para a mesma condicdo e uma tendéncia para o aumento de SOD nas condi¢bes de 20
Gy e 60 Gy, nao se verificando quaisquer diferengas relativamente ao radical superéxido.
Relativamente a estes resultados, ndo seria de esperar elevados niveis de expressao de

ROS e de defesas antioxidantes, uma vez que como ja foi referido, estas tém um tempo
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de vida muito curto. Em concordancia, nao se verificaram diferencas na expressao de
radical superéxido e apenas uma diminuicdo de GSH apés irradiagdo com 60 Gy, nao
tendo havido quaisquer diferengas de expressdo com as doses mais baixas. Contudo, &
ainda possivel verificar uma aparente expressédo aumentada de SOD e uma expressao
significativamente aumentada de peréxidos intracelulares, o que nos permite considerar
que, por um lado, a conversdo de radical superoxido em peréxido de hidrogénio € um
processo continuo e que, por outro, a expressao de GSH observada nao € suficiente para
controlar o stresse oxidativo gerado. Em concordancia, comparando os resultados
obtidos 2 e 48 horas apds a irradiagéo, verificou-se uma diminuigdo da expressdo do
radical superoxido apés irradiacdo com 60 Gy, com uma diminuigdo da expressido de
GSH, apos irradiagao com 20 Gy e 60 Gy. De uma forma geral, e também corroborando
os resultados de ROS obtidos, existem na literatura evidéncias de que as radiagdes de
baixo LET, como é o caso das emitidas pelo iodo-131, induzem dano no DNA geralmente
de forma indireta, através da formacao de radicais livres. Deste modo podemos postular a
hipétese de que, pelo menos parte do dano verificado através do ensaio cometa, se
devera ao aumento destas espécies, sendo no entanto necessarios mais estudos que
comprovem esta relagdo. Por outro lado, se a agdao das ROS no nucleo celular é
determinante para a lesdo do DNA, no citoplasma, o0 aumento de concentragdo destas
moléculas resulta em dano de proteinas e/ou lipidos e interferéncia em vias de
crescimento e morte celular. Deste modo, a exposigdo aguda a este tipo de radioisétopos
pode resultar em dano severo de macromoléculas criticas para a viabilidade celular e na
formacao de outras ROS pela mitocéndria o que, em conjunto, podera induzir diretamente
senescéncia, lesdes degenerativas ou programas de morte celular (145,146). No que
respeita a indugado de apoptose, esta descrito que os efeitos das ROS podem conduzir a
ativacdo tanto da via intrinseca como da extrinseca, tendo neste ultimo caso, a
capacidade de alterar a permeabilidade da membrana mitocondrial, em concordancia
com os resultados da avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial (146).

Curiosamente, foi demonstrado em colangiocitos que os baixos niveis de BCL-2 e
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consequente aumento de apoptose, se podem dever a uma diminuigdo da expressao de
GSH (147), o que podera hipoteticamente ocorrer também no CC, em concordancia com
a diminuigdo da sua expressao observada 48 horas apés a irradiagao.

Concluindo, os resultados descritos anteriormente parecem indicar que o iodo-131
€ captado através do NIS e retido tempo suficiente nas células TFK-1 para que induza
danos severos no DNA, possivelmente através da produgdo de ROS, resultando na
inducéo de morte celular programada por apoptose, pelo menos em parte através da via

mitocondrial, de forma dependente da dose aplicada.
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6. CONCLUSOES






Ao longo deste trabalho experimental, cujo objetivo principal consistiu em avaliar o
efeito citotdéxico da radioterapia metabdlica com iodo-131, foi avaliada uma linha celular
de tumor extrahepatico (TFK-1).

A expressado de NIS na linha celular TFK-1 foi avaliada através de estudos de
imunofluorescéncia, que permitiram concluir que estas células expressam a proteina, em
particular a nivel membranar. Apés irradiagdo com iodo-131 na dose de 20 Gy, verificou-
se uma maior quantidade de expressdo membranar face as células controlo. Por outro
lado, estudos preliminares com as células H69, igualmente apods irradiagdo com 20 Gy,
indicam que a expressao de NIS é bastante inferior a verificada nas células TFK-1.

A realizagcdo de estudos de captacdo e de retengdo com a linha celular TFK-1,
permitiram comprovar a captagao de iodo-131 para o interior das células e que a sua
retencao é superior a 60%.

Através do ensaio clonogénico foi possivel avaliar a longo prazo, o efeito do iodo-
131 na sobrevivéncia das células TFK-1. A irradiacdo com este radiofarmaco mostrou ser
notavelmente eficaz a diminuir o fator de sobrevivéncia destas células. De acordo com
resultados preliminares, este radioisétopo demonstrou exercer pequena alteragéo na taxa
de sobrevivéncia das células H69.

A analise de viabilidade celular permitiu concluir que nas células TFK-1 tende a
diminuir a medida que se aumenta a dose de radiagdo, sendo que a via de morte celular
predominantemente ativada € a apoptose, corroborada com uma tendéncia para o
aumento da razao BAX/BCL-2, disrupgdo do potencial de membrana mitocondrial e
consequente libertagao de citocromo c.

Contudo, nao foi possivel verificar alteragdes do ciclo celular em resposta a
irradiagcao com iodo-131, face as células nao irradiadas.

De acordo com os resultados obtidos com o ensaio cometa, a irradiagdo com
iodo-131 permite infligir danos ao nivel da cadeia de DNA das células TFK-1,

aumentando de severidade de forma dependente da dose.
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A analise da producéo de ROS e da expresséo de defesas antioxidantes permitiu
concluir que tanto o radical superéxido como os peroxidos intracelulares tém um papel no
dano celular induzido pelo iodo-131, parecendo ocorrer, por agdo da SOD, a conversao
de radical superéxido em perdxido de hidrogénio.

Em suma, os resultados apresentados e discutidos ao longo desta dissertagao,
apontam a radioterapia metabdlica com iodo-131 como uma possivel nova abordagem
terapéutica para o CC, sendo no entanto necessario proceder a mais estudos que

confirmem a sua eficacia.
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7. PERSPETIVAS FUTURAS






No inicio deste trabalho experimental, propusemo-nos averiguar se a radioterapia
metabdlica com iodo-131 poderia representar uma nova abordagem terapéutica para o
CC, tendo demonstrado que a irradiagao com este radiofarmaco diminui a sobrevivéncia
das células TFK-1. Verificamos também que a sua utilizagdo causa danos celulares
severos e que induzem morte celular por apoptose. No entanto, ao longo deste trabalho,
outras questdes pertinentes foram surgindo mas por impossibilidade de responder a
todas elas, aqui ficam sugestdes de estudos futuros que poderdo melhorar o
conhecimento sobre a eficacia desta abordagem terapéutica no CC.

No que respeita ao melhoramento da eficacia deste tratamento, seria interessante
perceber se existem outros transportadores que captem o iodo para o interior das células
TFK-1. Como referido anteriormente, a pendrina seria uma molécula a considerar, uma
vez que também ja foi indicada como responsavel pela captagdo de iodo em células
epiteliais (135). Por outro lado, foi demonstrado que o acido 4,4’-diisotiocianostilbeno-
2,2’-disulfénico, um bloqueador de canais anidnicos, permite aumentar e reter por mais
tempo o iodo-131 (127), pelo que se torna pertinente avaliar o seu efeito na captacéo e
retengéo de iodo-131 pelas células TFK-1.

De modo a clarificar os mecanismos envolvidos nos efeitos do iodo-131, algumas
sugestdes foram apresentadas ao longo da discussao. Adicionalmente, no que se refere
a morte celular induzida pelo iodo-131, sera de grande relevancia avaliar a ativagdo de
moléculas efetoras da via extrinseca da apoptose, de modo a comprovar a sua
participagcao neste mecanismo, bem como a expressao de outras moléculas relacionadas
com a via mitocondrial, como a BCL-XL e a MCL-1, previamente associadas a morte
celular por apoptose no CC (141). Seria também de todo o interesse avaliar outros tipos
de morte possivelmente induzidos pela irradiagdo com iodo-131, como é o caso da
autofagia, ja descrita como consequéncia dos efeitos da radiagao ionizante (90).

Em relagdo a expressdo de ROS e de defesas antioxidantes, seria interessante
avaliar a sua produgédo em resposta a irradiagdo com iodo-131, 2 horas apds a irradiagao,

comparando os resultados com os obtidos as 48 horas, para as diferentes doses. Por
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outro lado, de modo a confirmar a hipétese de que a SOD converte o radical superoxido
em peroxido de hidrogénio apds irradiagdo com iodo-131, seria importante avaliar as
suas expressdes num tempo intermédio entre as 2 e as 48 horas. Ainda, uma vez que
existem outras espécies nao estudadas, como o radical hidroxilo, a glutationa peroxidase,
a glutationa redutase e a catalase, cuja avaliagdo poderia ajudar a esclarecer o
mecanismo envolvido nos efeitos mediados pelo iodo-131, torna-se pertinente num futuro
proximo, avaliar possiveis alteragdes da sua producgao.

Posteriormente, seria importante continuar os estudos com a linha celular HE9 e
testar outras linhas celulares de CC. De facto, a avaliacdo de uma linha celular de CC
extrahepatico que expressasse P53 permitiria averiguar a importancia desta proteina na
severidade dos danos celulares causados pelo iodo-131. Por outro lado, a utilizagdo de
linhas celulares de outras localizagdes, nomeadamente de tumores intrahepaticos,
permitiria comparar os efeitos do iodo-131 nas diversas localiza¢gdes do tumor.

De salientar ainda que para dar continuidade aos estudos in vitro realizados, se
torna extremamente relevante a realizagdo de estudos in vivo que comprovem os
resultados obtidos com as linhas celulares.

Uma vez que os uUnicos estudos sobre a expressdo de NIS em CCs foram
realizados em tumores intrahepaticos, seria pertinente avaliar a expressao deste
transportador de iodo também em amostras histolégicas de tumores extrahepaticos, de
modo a tentar perceber se na sua maioria, estes de facto expressam NIS ao nivel da
membrana celular. Uma vez que nem todos os tumores intrahepaticos expressam o NIS a
nivel membranar (29,30), ndo permitindo a captacao de iodo-131 e portanto a eficacia da
radioterapia metabdlica, seria também de todo o interesse estudar em linhas celulares
com esta caracteristica, a indugado ou o aumento do transporte de NIS para a membrana
celular, verificando se desta forma, a terapéutica teria efeito.

Por fim, tendo em conta que o NIS permite a captagdo nao apenas de isétopos
radioativos do iodo mas também outros radionuclidos, como o rénio-188, e que ja existem

alguns estudos que demonstram que este radioisétopo é mais eficaz que o iodo-131 na
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diminuigdo da sobrevivéncia de algumas linhas celulares, ainda que captado em menor
percentagem (132,134), poderia ser também considerado, num préximo estudo, testar a

sua agao antiproliferativa no CC.
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