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Resumo






O cancro colorretal constitui o terceiro cancro mais comum e mais mortal em
homens e mulheres, em Portugal. O tratamento com quimiorradioterapia é o
tratamento padréo para os estadios mais avangcados da doencga, na medida em que
promove a regressao tumoral e diminui o estadiamento T e N. No entanto, verifica-se
que muitos doentes ndo respondem ao tratamento. A resisténcia a radioterapia tem
vindo a ser investigada e tém sido testados diversos farmacos no sentido de
sensibilizarem as células tumorais ao tratamento. Contudo, os mecanismos de
radiorresisténcia ainda n&o sao claros e a maioria dos marcadores moleculares
sugestivos de radiossensibilidade ou radiorresisténcia ndo é utilizada na pratica clinica
para determinar a terapéutica mais adequada ao doente oncologico. Este estudo teve
como objetivos estabelecer linhas celulares humanas de cancro colorretal e estudar a
resposta das linhas celulares radiossensiveis e radiorresistentes apos tratamento com
radioterapia e com quimiorradioterapia in vitro e in vivo.

Para estudar a radiorresisténcia, foram utilizadas duas linhas celulares
humanas de cancro colorretal, a linha celular C2BBe1 e a linha celular WiDr. A
indugéo de resisténcia foi feita através da administracdo semanal da dose de 2 Gy, em
fragbes cumulativas, com um acelerador linear Clinac 600, Varian. Durante a indugao
de resisténcia, foi avaliada a resposta a radioterapia das linhas celulares nativas e das
linhas celulares derivadas, através da irradiagao das células com doses unicas de 0, 2,
4, 6, 8 e 10 Gy; e obtiveram-se curvas dose-resposta. Estabelecidas as linhas
celulares derivadas resistentes a radioterapia, procedeu-se ao estudo da sua resposta,
bem como da resposta das linhas celulares nativas, apods tratamento com radioterapia
(2 e 10 Gy), com quimioterapia (20 uM 5-fluorouracilo) e com quimiorradioterapia
(tratamento combinado de 20 uM 5-fluorouracilo e as mesmas doses de radiagdo dos
tratamentos isolados). A atividade metabdlica foi avaliada as 24, 48, 72 e 96 horas,
através do ensaio do sal brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil)tetrazélio; a
sobrevivéncia celular foi avaliada 12 dias apds os tratamentos, com a realizacdo do
ensaio clonogénico; os danos no 4cido desoxirribonucleico foram avaliados através do
ensaio cometa imediatamente apds os tratamentos; e a viabilidade, os tipos de morte
celular e o stresse oxidativo foram avaliados com recurso a citometria de fluxo,
96 horas apds os tratamentos. Para além destas técnicas, procedeu-se a realizacdo
de um protocolo de eletroforese bidimensional para avaliar a expressao proteica das
linhas celulares WiDr, sensivel e resistente a radioterapia. Por fim, estabeleceram-se
modelos animais heterotdpicos e avaliou-se a resposta dos xenotransplantes das
linhas celulares WiDr sensivel e resistente a radioterapia apds tratamento com
quimiorradioterapia (tratamento combinado de 66,6 mg/kg 5-fluorouracilo e 2 ou
10 Gy).
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Foi possivel estabelecer duas linhas celulares derivadas da linha celular WiDr,
WiDr/6x e WiDr/10x, apds seis e dez fragdes cumulativas de 2 Gy, respetivamente. A
linha celular C2BBe1 demonstrou possuir resisténcia intrinseca a radioterapia, nao
tendo sido possivel aumentar essa radiorresisténcia. O tratamento com radioterapia e
quimiorradioterapia produziu efeitos diferentes nas linhas celulares estudadas, sendo
que a linha celular C2BBe1 foi maioritariamente afetada apés quimiorradioterapia, no
que diz respeito a sobrevivéncia, proliferacdo e danos no acido desoxirribonucleico.
Por outro lado, apresentou-se resistente aos tratamentos de radioterapia isolada. No
que diz respeito as linhas celulares WiDr e derivadas, as ultimas demonstraram maior
atividade metabdlica, sobrevivéncia e viabilidade celular, sobretudo nos tratamentos
com maior dose de radiagao. Contudo, néo se verificaram diferengas significativas ao
nivel do stresse oxidativo e as linhas celulares resistentes demonstraram mais danos
no acido desoxirribonucleico do que a linha parental. Verificaram-se diferencas na
expressdo de proteina entre a linha celular WiDr e a linha celular WiDr/10x.
Relativamente aos estudos in vivo, foi possivel estabelecer dois modelos heterotdpicos
de cancro colorretal, com xenotransplante das linhas celulares WiDr e WiDr/10x. A
comparacgdo entre a resposta dos tumores sensiveis e dos tumores resistentes a
radioterapia ndo revelou diferencas.

Afigura-se que os estudos in vitro e in vivo deverao continuar com o intuito de

compreender melhor os mecanismos de resisténcia a radioterapia.

Palavras-chave: cancro colorretal, quimiorradioterapia, resisténcia a radioterapia,

marcadores moleculares
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Abstract






Colorectal cancer is the third more common and more fatal cancer in Portugal
for both men and women. Chemoradiotherapy is the standard treatment for locally
advanced rectal cancer, since it promotes tumor local control and consequently tumor
downstaging. However, many patients do not respond to treatment. Radioresistance
has been investigated and several drugs have been tested in order to sensitize tumor
cells to radiation. Unfortunately, the mechanisms beyond radioresistance have not
been clarified yet and the majority of predictive molecular markers are not used in
clinics in order to individualize treatment modalities. This study aimed to establish
radioresistant colorectal cancer human cell lines and to evaluate radiotherapy and
chemoradiotherapy response of both radiosensitive and radioresistant cell lines in vitro
and in vivo.

Two human colorectal cancer cell lines, WiDr and C2BBe1, were used to study
radioresistance. Novel derivatives displaying significant resistance to radiotherapy were
established by irradiating both cell lines with cumulative fractions of 2 Gy per week,
using a Varian Clinac 600 linear accelerator. In vitro response to radiotherapy was
assessed by clonogenic assay, after irradiating native and derivative cells with single
fractions of 0, 2, 4, 6, 8 e 10 Gy. Plating efficiency was calculated and dose-response
curves were obtained. After establishing radioresistant cell lines, the response of both
radiosensitive and radioresistant cells was assessed after treatment with radiotherapy
alone (2 and 10 Gy), chemotherapy (20 yM 5-fluorouracil) and chemoradiotherapy
(combined treatment of both 20 uM 5-fluorouracil and the same doses of radiation used
in radiotherapy alone). Metabolic activity was measured 24, 48, 72 and 96 hours after
treatment using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide salt assay;
survival was assessed 12 days after treatment by clonogenic assay; deoxyribonucleic
acid damage was evaluated with comet assay immediately after treatment; and
viability, cell death and oxidative stress were assessed by flow cytometry. In order to
evaluate protein profile of both sensitive and resistant WiDr cell lines, two-dimensional
electrophoresis was performed. Finally, the response of both sensitive and resistant
WiDr cell lines to chemoradiotherapy (combined treatment of 66.6 mg/kg 5-fluorouracil
and 2 or 10 Gy) was assessed in vivo after establishing two heterotopic colorectal
cancer models.

After six and ten cumulative fractions of 2 Gy, it was possible to establish two
radioresistant derivatives of WiDr cell line, WiDr/6x and WiDr/10x, respectively.
C2BBe1 cell line showed intrinsic resistance to radiotherapy and it was not possible to
increase that radioresisntace. Radiotherapy and chemoradiotherapy induced different
effects on cell lines. C2BBe1 cell line was mainly affected after chemoradiotherapy in

respect of proliferation, cell survival and deoxyribonucleic acid damage. On the other

XXi



hand, this cell line proved to be resistant to radiotherapy alone. In concern of native
and derivative WiDr cell lines, the radioresistant ones demonstrated superior metabolic
activity, cell survival and viability than their native, mainly for treatments with the
highest dose of radiation. However, there were no statistically differences between
sensitive and resistant cell lines regarding oxidative stress. Besides, radioresistant cells
showed higher deoxyribonucleic acid damage than WiDr cell line. Differences in protein
profile were observed between WiDr and WiDr/10x cell lines. When it comes to in vivo
studies, there were no differences between treatment responses of both sensitive and
resistant tumor xenografts.

In vitro and in vivo studies should continue in order to better understand the

mechanisms underlying radioresistance.

Key-words: Colorectal cancer, chemoradiotherapy, radioresistance, molecular

markers
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Introdugao

1.1 Cancro Colorretal

O cancro constitui a principal causa de morte nos paises desenvolvidos e a
segunda em paises em desenvolvimento, sendo um grave problema de saude publica
a nivel mundial?. De 2008 a 2030, foi projetado um aumento de mortes por cancro de
7,6 milhdes para 13 milhdes®. Em 2013, apenas nos Estados Unidos, foram estimados
1.660.290 novos casos de cancro e 580.350 mortes por cancro®.

O cancro do colon e do reto, também designado por cancro colorretal (CCR), &
uma doencga que afecta muitos homens e mulheres e, embora nos Ultimos anos se
tenham verificado progressos na qualidade dos tratamentos, as taxas de incidéncia e

de mortalidade permanecem elevadas’.

1.1.1 Epidemiologia

Em Portugal, o CCR é o terceiro cancro mais comum e mais mortal em homens
e mulheres®. A sua incidéncia e mortalidade, tendo em conta ambos os sexos, é de
14,8% e de 15,7%, respetivamente, e a prevaléncia em 5 anos é de 15,7%,
constituindo o terceiro cancro mais prevalente nesse periodo, tal como ilustrado na

. 4
Figura 1°.
Incidence Mortality
6,703 (23.5%) 6,622 (23.3%) 1582 (11.1%)
4,138 (28.9%)
——2,240 (15.7%)
772 (2.7%) —4
800 (2.8%) 855 (4.6%)
967 (3.4%) —— 4,208 (14.8%) 353 (25%) O
1,015 (3.6%) 282 (2.0%) 2,638 (184%)
1,834 (64%) 371 (26%) 4.6%
2,339 (8.2%) 3.215(11.3%) 1,387 (8.7%) G

5-year prevalence

14,826 (20.1%)———

25,045 (33.9%) B Prostate

Colorectum
M Lung
2,581 (3.5%) M Bladder
2,710 (3.7%) W Stomach
W Non-Hodgkin ymphoma
M Lip, oral cavity
Larynx
11,581 (15.7%) Liver
Other and unspecified

664 (0.9%) ——
2400 (3.3%) ——4

3,693 (5.0%)

Figura 1 - Taxas de incidéncia, de mortalidade e de prevaléncia em 5 anos de cancro em
Portugal (CCR representado a amarelo). Adaptado de Globocan, 2012.

Relativamente a mulher, este cancro representa o terceiro cancro mais comum
e o segundo mais mortal. A prevaléncia do cancro em 5 anos é de 14,8%"*. O CCR

afeta 21,4% dos homens, sendo mortal para 14,4%".



Resisténcia a Radioterapia no Cancro Colorretal

Na Unido Europeia, sdo diagnosticados anualmente cerca de 300.000 casos de
CCR por 500 milhdes de cidadéos”®.

Numa escala mundial, o CCR é o quarto cancro mais comum nos homens e o
terceiro nas mulheres, com aproximadamente 1,36 milhdes de novos casos e 693.881
mortes estimados em 2012". A Figura 2 ilustra a posi¢cao ocupada pelo CCR a nivel

mundial, tendo em conta o género.

Incidence Incidence

1676633 (252%)

1924710 (28 9%) ——

3 %)
320,301 (4 8%)

Mortality Mortality

Figura 2 - Incidéncia e mortalidade do cancro no Mundo, incluindo o CCR (ilustrado a
amarelo). As imagens a esquerda indicam as percentagens referentes aos homens e
a direita as percentagens referentes as mulheres. Adaptado de Globocan, 2012.

Este cancro constitui um problema devido & sua grande incidéncia®. As maiores
taxas de incidéncia verificam-se na Australia e na Nova Zelandia, Europa e América do
Norte, enquanto as taxas mais baixas se encontram em Africa e na Asia Central-Sul’.
Estes nimeros sdo substancialmente superiores nos homens do que nas mulheres'. A
incidéncia aumenta a partir dos 40 anos e atinge o seu maximo entre os 60 e os 75
anos de idade®. No que toca as taxas de mortalidade, o CCR representa a segunda
causa de morte por cancro em ambos os sexos, sobretudo em pessoas com mais de
50 anos de idade®. A taxa de sobrevivéncia aos 5 anos é de, aproximadamente, 50%’.
A metastizacdo hepatica e pulmonar constitui a principal causa de morte e ocorre em

cerca de 25% dos doentes’.
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Apesar da reducdo das taxas de incidéncia e de mortalidade do CCR nos
ultimos anos, é necessario mais investimento nesta patologia®. Para além disso, nem
todos os grupos étnicos estdo a beneficiar, de forma equitativa, do controlo e das
reducdes na incidéncia do cancro®.

A detegao precoce de lesdes benignas no célon e no reto torna o CCR um dos
cancros com maior potencial na prevencao, pela remog¢ao de pélipos adenomatosos
antes de ocorrer transformagéo maligna®. A incidéncia de CCR varia de acordo com a
situacdo geografica, principalmente devido as diferengas que existem nos recursos
para a vigilancia deste cancro e ao acesso aos cuidados de saude de cada
pais/regiao’'°.

E necessario ter cuidado aquando da analise dos dados epidemiolégicos”. Um
programa de rastreio pode aumentar a incidéncia de CCR a curto prazo, através da
maior detecdo de casos a custa de estadios mais precoces; por outro lado, pode levar
a sua redugao a longo prazo devido a remogéo precoce de polipos néo malignos”.
Para além disso, a vigilancia diminui a mortalidade por CCR ao longo do tempo, por
reduzir a sua incidéncia e detetar maior percentagem de tumores em estadios mais
precoces que apresentam melhor prognéstico”. Nos Estados Unidos, o aumento da
vigildncia tem sido apontado como uma das causas mais importantes para a
diminuicdo das taxas de CCR'""".

As taxas de incidéncia de CCR sao duas a cinco vezes superiores em paises
desenvolvidos (e em paises recentemente desenvolvidos) comparativamente a paises

em desenvolvimento™"!

. Estas diferengas podem ser atribuidas a uma série de fatores
de risco, combinados com praticas dispares de diagnéstico1. Apesar de muitos paises
desenvolvidos também possuirem elevadas taxas, tem-se verificado um declinio na
mortalidade por CCR, sobretudo devido a maior vigilancia e/ou ao progresso no
tratamento™".

A epidemiologia do CCR demonstra uma grande variedade a nivel mundial,
que parece estar mais relacionada com fatores ambientais do que com fatores

genéticos'?.

1.1.2 Anatomia, Fisiologia e Histologia do Cdélon e do Reto

O célon e o reto constituem porgdes do intestino grosso, que se localiza na
cavidade abdominal, como ilustra a Figura 3'. O intestino grosso tem como fungdes
absorver agua e minerais e concentrar os elementos ndo digeridos em fezes, para
eliminagdo do organismo'®. Divide-se em varias porgées — cego, colon ascendente,

colon transverso, célon descendente, célon sigmoide, reto e anus™.
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Figura 3 - Localizagdo anatomica do colon e do reto e sua
relacdo com os o6rgdos adjacentes. Retirado de National
Cancer Institute, 2013.

A parede do intestino grosso é formada pelas camadas mucosa, submucosa,
muscular e adventicia'. A mucosa do intestino grosso ndo possui pregas nem
vilosidades, ao contrario do intestino delgado™'. O epitélio que reveste o intestino &
cilindrico simples, sendo constituido por enterdcitos, células caliciformes e glandulas
de Lieberkhiin do célon™". A |amina prépria da mucosa possui uma grande
quantidade de linfécitos e macréfagos'. A camada submucosa ndo contém glandulas,
é rica em vasos e possui o plexo nervoso de Meissner™. A camada muscular externa
longitudinal no cego e no colon possui uma disposi¢cao diferente, existindo trés fitas
longitudinais denominadas ténias célicas'. No reto, as ténias sdo menos espessas,
tornando a camada muscular semelhante & do intestino delgado™. Por fim, a
adventicia ou serosa é constituida pelo folheto visceral do peritoneu, apresentando
pequenos apéndices pediculados formados por tecido adiposo™. A Figura 4 ilustra

cortes histolégicos transversais do epitélio do célon e do reto.
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Lamen

Muscular da mucosa

Muscular externa

Figura 4 - Representacao histologica das camadas mucosa, submucosa e musculares do célon (A) e
das camadas mucosa e submucosa do reto (B). Coloragdo Hematoxilina-Eosina (HE). Adaptado de
The Human Protein Atlas, 2013.

1.1.3 Defini¢cdo, Localizacdo e Caracterizacao

Os tumores colorretais apresentam um grande espetro de neoplasias'®. O CCR
€ um cancro que se forma nos tecidos do célon e do reto, a partir de lesbes benignas
no intestino grosso, conhecidas como adenomas ou polipos'e. Segundo os médicos
anatomopatologistas, as lesbes podem ser classificadas em trés grupos no que diz
respeito a sua potencial transformagao maligna: pdlipos ndo-neoplasicos (exemplos:
polipos inflamatdrios e juvenis), polipos benignos (pdlipos adenomatosos e adenomas)
e cancro'®.

Histologicamente, os tumores benignos sao classificados em trés tipos

diferentes, com crescente potencial maligno: tubular, tubulo-viloso e viloso™. A
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formacao de adenomas parece refletir uma tendéncia inata ou adquirida do célon para
formar tumores, possuindo algumas caracteristicas que estdo intimamente
relacionadas com o seu potencial de progressao para cancro'®. Essas caracteristicas
incluem tamanho grande, patologia vilosa e o grau de displasia do adenoma'®. Embora
a maioria dos adenomas seja polipdide, lesdes planas e/ou ulceradas também podem
ser prevalentes'®. As lesdes também podem ser classificadas de acordo com o seu
grau de diferenciagao, desde pouco a bem diferenciadas’.

A maior parte dos cancros colorretais sdo carcinomas e, por sua vez, cerca de
95% dos carcinomas sao adenocarcinomas, que derivam do epitélio glandular da
mucosa do intestino'®'°. A Figura 5 ilustra lesdes caracteristicas de adenocarcinoma

colorretal, a nivel macroscépico e microscopico.

Figura 5 - Morfologia do adenocarcinoma colorretal. Pega operatéria com lesdo ulcerada (L),
tipica de CCR (A) e imagem histologica das células epiteliais neoplasicas (B). Retirado de
Stevens et al., Core Pathology, 2009.

Relativamente a sua localizagdo, existem diversos tipos morfolégicos de
carcinoma do célon e do reto'. Cerca de 50% dos tumores ocorre no reto e no célon
sigméide, 30% no cego e no colon ascendente e 20% no coélon transverso e
descendente’®. Os carcinomas localizados no lado direito do intestino grosso s&o
constituidos maioritariamente por lesGes polipdides exofiticas grandes, que crescem
para o limen do intestino'?. Por sua vez, os carcinomas com origem no lado esquerdo
do intestino grosso sdo de dois tipos: carcinomas pequenos que causam estenose; e

carcinomas que ulceram, acompanhados de hemorragia12.

1.1.4 Carcinogénese, Eventos Moleculares e Fatores de Risco
O desenvolvimento do CCR é lento e demora muito tempo até dar sintomas®.
Ocorrem diversos eventos moleculares aquando da transicdo epitélio normal —

adenoma — carcinoma, como ilustrado na Figura 6'°. Este modelo de carcinogénese foi
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estabelecido apdés uma comparacdo de alteragbes genéticas observadas em epitélio
do intestino normal, adenomas de tamanho progressivamente maior e em lesbes
malignas15. Pelo menos 5 a 7 alteragdes moleculares principais podem ocorrer quando
uma célula normal se transforma numa célula maligna'®.

Existem no minimo duas grandes vias pelas quais os eventos moleculares
levam & formacdo de CCR'. Para além dos eventos que resultam em instabilidade
cromossémica, dando origem a maioria dos carcinomas do célon e do reto, cerca de
20 a 30% dos cancros colorretais demonstram padrées de hipermetilagdo do acido
desoxirribonucleico (DNA)™. O nimero de mutagdes somaticas envolvido na

I"®. Um estudo verificou que os tumores colorretais

patogénese do CCR é considerave
acumulavam aproximadamente 90 genes mutados'®. Desses, cerca de 65 foram
classificados como relevantes para a patogénese do CCR'. Cada um dos tumores
estudados possuia em média 9 genes mutados'. Para além disso, cada tumor
apresentou um conjunto de genes mutados distinto.

A maioria dos genes de suscetibilidade para CCR tem sido definida em estudos
realizados com familias com elevado risco de doenga'. Existem trés grandes grupos
de genes envolvidos no CCR: genes supressores de tumor, oncogenes e genes de
reparacdo de DNA'™. Os genes supressores de tumor constituem a classe mais
importante de genes responsaveis pelas sindromes hereditarias e pela polipose
adenomatosa familiar e sindrome de polipose juvenil’. Apesar de as mutagdes em
oncogenes nao constituirem uma importante causa de suscetibilidade para CCR,
mutagdes somaticas em oncogenes estdo geralmente presentes nos cancros
gastrointestinais'®. Por sua vez, os genes de reparagdo, nomeadamente os genes
responsaveis pela reparagdo de erros de emparelhamento, sdo grandemente
responsaveis por CCR hereditario, como acontece na sindrome de Lynch.

As alteragbes mais importantes em cancros com instabilidade cromossomica
incluem alteragbes no niumero de cromossomas (aneuploidia), perdas de porc¢des de
cromossomas, como nos cromossomas 5q, 18q e 17p, e mutagbes no oncogene
Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS)15. Esta descrito que mutacgdes no
oncogene KRAS ocorrem em cerca de 35 a 45% dos cancros colorretais avangados’.
Os genes envolvidos nestas perdas cromossdomicas sao o gene adenomatous
polyposis coli (APC) (5q), DCC/MADH2/MADH4 (18q) e TP53 (17p)'. O gene mutated
in colorectal carcinoma (MCC) encontra-se inativado em 15% dos tumores colorretais
esporadicos'?. As mutagdes adquiridas ou inatas de genes de reparacdo de DNA
também tém importdncia na predisposicdo das células epiteliais colorretais para
desenvolver cancro'®'®. Outro aspeto relevante tem a ver com os genes que adquirem

mutagdo bem como o tipo especifico de mutagdo, que podem influenciar o
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Figura 6 - Desenvolvimento e metastizagdo do CCR humano e sua base genética. A - Uma mutacéo no
gene APC induz divisdo celular, formando uma massa de células benignas. Muta¢des subsequentes
levam a ativagéo da proteina RAS e a perda de dois genes supressores de tumor — gene da regidgo DCC e
TP53. Forma-se uma célula maligna que se divide continuamente e que invade as estruturas adjacentes,
desenvolvendo cancro. Algumas células tumorais disseminam pelos vasos sanguineos, que deslocam as
células para outras partes do corpo. B — Alteragdes histologicas das células do intestino que refletem as
transformagdes que ocorrem a nivel genético (sequéncia adenoma — carcinoma, estabelecida por Morson
et al.. Adaptado de Lodish et al. (2004), Alberts et al. (2002) e llyas et al. (1999).

crescimento tumoral ou o tipo de alteracdes patolégicas”’. A velocidade de progresséao
de adenoma para carcinoma parece ser mais rapida nos tumores com instabilidade de
microssatélites comparativamente a tumores estaveis'®. Alteragdes histoldgicas
caracteristicas, como a producdo elevada de mucina, podem ser observadas em
tumores com maior instabilidade de microssatélites’. Isso sugere que alguns eventos
moleculares influenciam as caracteristicas histoloégicas do tumor'. Os tumores com
instabilidade de microssatélites sdo tumores que, em caso de defeitos no sistema de

reparacao de erros de emparelhamento, adquirem mais rapidamente mutacdes em
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genes importantes associados a carcinogénese relativamente a células com um

I'®. E possivel detetar este tipo de tumores através das

sistema de reparagao funciona
alteragées em unidades de repeticdo do DNA ao longo do genoma, conhecidas como
microssatélites de DNA',

O estudo das sindromes de CCR hereditario tem fornecido informacéao
importante sobre os eventos moleculares que medeiam a iniciacdo e a progressao
tumorais nos doentes sem anormalidades génicas'. Por outro lado, com a
identificacdo de alguns genes envolvidos nas sindromes de polipose, tém sido
realizados estudos com o intuito de estimar a percentagem de mutag¢des de novo que
ocorrem em doentes com estas sindromes. A polipose adenomatosa familiar, as
sindromes de polipose juvenil, Peutz-Jeghers e Bannayan-Riley-Ruvalcaba aparentam
ter grandes taxas de mutagdes esponténeas. Por outro lado, mutagdes de novo em
genes de reparacédo de erros de emparelhamento associados a sindrome de Lynch
nao sao frequentes.

A maioria dos doentes com CCR, cerca de 75%, tem a doenca de forma
esporadica, sem qualquer evidéncia de possuir alteracdo hereditaria'. Os restantes
doentes possuem uma histéria familiar de CCR que sugere uma componente
hereditaria, habitos semelhantes ou uma combinagdo de ambos'®. Existem dois
aspetos importantes que indicam um risco de CCR hereditario’®. Um deles ¢ a
incidéncia elevada de CCR em pessoas com histéria familiar desse cancro®'®. Outro
aspeto é o desenvolvimento precoce de CCR, sendo sugestivo (embora n&o indicativo)
de causa hereditaria’®. Foram identificadas algumas mutagdes génicas responsaveis
pelo risco de cancro em algumas familias’®. No entanto, estima-se que estas
mutacdes contribuem apenas em 5 a 6% para o numero total de casos de CCR'".
Dessa forma, ¢é provavel que genes desconhecidos contribuam para o
desenvolvimento de CCR familiar, em conjunto com fatores de risco ndo hereditarios'®.
Para além disso, historia familiar de polipose ou de doenca semelhante também eleva
o risco de cancro do célon®. Doentes com colite ulcerosa ou doenga de Crohn tém
maior risco de desenvolver cancro®. O desenvolvimento de cancro relacionado com
histéria familiar de CCR pode ser categorizado da seguinte forma: adenocarcinoma
associado a polipose familiar e CCR hereditario sem polipose'?. A polipose familiar
consiste na formacdo de 100 ou mais poélipos adenomatosos pré-cancerosos, que
revestem o intestino grosso e o reto®. A maioria das pessoas com esta condicdo e que
ndo sdo devidamente tratadas desenvolve CCR®. A polipose familiar esta associada a
uma mutagdo no gene APC, que é um gene supressor tumoral*'®. Como foi referido
em cima, a perda do gene APC constitui um dos primeiros eventos da progressao

tumoral no colon e no reto™.
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O CCR hereditario sem polipose € mais comum do que o cancro associado a
polipose familiar, sendo geralmente pouco diferenciado e mais agressivo'?. Até a data,
foram identificadas cinco mutagbes génicas neste cancro, sendo as mutagoes
inhMSH2 e hMLH1 as duas mais comuns'2. Todas as mutacdes conhecidas envolvem
genes responsaveis pela reparacdo de DNA'2. Qutros fatores de risco de CCR incluem
obesidade, dieta pobre em fruta e vegetais, sedentarismo, consumo de carne

vermelha e habitos tabagicos"®'*"

. A dieta caracteristica dos ocidentais, pobre em
fibra e rica em proteinas animais, gorduras e hidratos de carbono refinados, esta
associada a um maior risco de CCR®. Embora o CCR nio seja classificado como um
cancro associado ao tabaco, existem algumas evidéncias de que este habito aumenta
o desenvolvimento de pdlipos adenomatosos'®. A modificagdo destes fatores de risco
requer alteracbes comportamentais importantes’®. O uso de aspirina e vitaminas,
incluindo suplementos de calcio, vegetais, bem como atividade fisica, constituem

fatores que parecem estar associados a um menor risco de CCR®'%"".

1.1.5 Sinais, Sintomas, Rastreio e Diagnostico

A evolucdo de alteragbes benignas para malignas geralmente ndo origina
sintomas, mas em caso de existéncia o mais comum €& a presenca de retorragiase.
Outros sintomas apresentados variam com o tipo de tumor, bem como com a sua
localizacdo e extensdo®. No célon ascendente, o principal sintoma é a astenia
consequente a anemia; no célon descendente sdo obstipacéo alternada com dejegbes
diarreicas® Para além disso, os doentes podem sentir cdlicas e outras dores
abdominais®'®. No cancro do reto, os sintomas mais frequentes sdo retorragias e
tenesmo®.

Os testes sistematicos de rastreio e/ou diagnéstico contribuem para uma
detecdo precoce de lesdes®. A vigilancia deve ser aplicada a pessoas com 50 ou mais
anos de idade e a pessoas com menos idade que apresentem um risco elevado
CCR"™.

A pesquisa de sangue oculto nas fezes € um dos exames que pode ser
realizado®. Este teste nao é dispendioso e é faciimente exequivel, constituindo uma
opgao fidvel para rastreio'’. Alguns pdlipos ou cancros causam hemorragia e este
teste permite a sua detegdo, mesmo em quantidades pequenas'®. No caso de detecéo
de sangue nas fezes, devem ser realizados outros exames'. E importante ter em
conta que condi¢gbes benignas, como patologia hemorroidaria, também provocam

hemorragia, pelo que também devem ser pesquisadas'®.
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A retosigmoidoscopia € um exame que permite a visualizagdo do reto e da
regido distal do célon com um sigmoidoscépio'®. E possivel observar cerca de 65%
dos cancros colorretais através de um sigmoidoscépio flexivel de fibra optica®. Caso
seja detetado um polipo que possa ser maligno, este é removido®'®. Este exame é
eficaz, econdmico e consiste apenas numa intervengdo na maioria dos doentes'’. Para
observar toda a parede do célon e do reto, € necessario realizar uma colonoscopia,

com recurso a um colonoscépio®.

Tumores de aparéncia maligna podem ser
extraidos ou biopsados com o auxilio de instrumentos cirurgicos acoplados ao
colonoscopio®.

Para além destes exames, é importante a realizacdo de um exame fisico com
toque retal, que permite detetar lesdes no reto médio e baixo'®. Correntemente
também s3o realizadas analises sanguineas®. Cerca de 70% dos doentes com CCR
apresenta valores elevados do antigénio carcinoembrionario (CEA) na altura do
diagnostico®. No caso de os exames sugerirem a presenga de cancro ou em caso de
existéncia de sintomas, deverdo ser realizados uma historia clinica detalhada, um
exame fisico cuidado e solicitados outros exames complementares de diagndstico™.
Se houver suspeita de lesdo neoplasica maligna, é necessario realizar uma bidpsia
aquando da colonoscopia ou da retosigmoidoscopia15. Os fragmentos removidos sao
visualizados ao microscopio 6ptico por um médico anatomopatologista15. Confirmada a
presenca de neoplasia maligna, deverdo ser solicitados outros exames para o correto

estadiamento da doenca.

1.1.6 Estadiamento

Se o resultado da biépsia for positivo para neoplasia maligna, é necessario
saber a extensdo da doenca de forma a planear o melhor tratamento'®. Esta avaliacéo
¢ feita tendo em conta a dimensao do tumor, a invasdo dos tecidos adjacentes e a
metastizagdo ganglionar & distancia’. O estadiamento pode ser clinico ou patolégico,
consoante seja baseado em dados clinico-imagiolégicos ou na analise
anatomopatoldgica de uma pega cirtirgica'®.

A disseminagado do cancro é feita principalmente por trés vias — disseminagao
local, linfatica e sanguinea®'*'. A disseminag&o local ocorre no tecido, ocorrendo
proliferacdo e invasdo através da parede do intestino e podendo atingir areas
adjacentes. Na disseminacgao linfatica, células tumorais entram no sistema linfatico.
Dessa forma, as células tumorais circulam pelos vasos linfaticos e invadem outros
tecidos ou 6rgéos. Por fim, a disseminagdo sanguinea ocorre de forma semelhante a

linfatica, mas ocorrendo através dos vasos sanguineos. Deste modo, as células
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tumorais tém capacidade de invadir outros érgaos ou tecidos, como o figado e os
pulmdes. Quando as células tumorais invadem outras localizagdes distintas da
primaria, diz-se que ocorreu metastizacdo'®. As metastases sdo do mesmo tipo que o
tumor primario, denominando-se a doenga por CCR metastatico®.

Uma classificagdo comummente utilizada para estabelecer o estadiamento da doenga
€ do American Joint Committee on Cancer (AJCC), atualmente na 72 edigdo, que
classifica segundo um sistema TNM, esquematizado na Tabela 1'°. Para além desta
classificacdo, existe um estadiamento de acordo com grupos progndésticos e a
classificacdo de Dukes, sendo ambas as classificagdes comparadas com o sistema
TNM na Tabela 2'°.

Tabela 1 - Estadiamento segundo a classificagdo TNM. Adaptado de American Joint Committee on
Cancer, 2010.

‘ Sistema TNM para CCR

Tumor (T)
TO Sem evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ: intra-epitelial ou invasao da lamina propria*
T Tumor invade a submucosa
T2 Tumor invade a muscularis propria
T3 Tumor invade os tecidos peri-colorretais atravessando a muscularis propria
T4a Tumor penetra até a superficie do peritoneu visceral**
T4b Tumor invade ou esta aderente a outros 6rgdos ou estruturas™****

Ganglios linfaticos (N)

NO Sem metastases em ganglios linfaticos regionais
N1 Metastases em 1-3 ganglios linfaticos regionais
N2a Metastases em 4—6 ganglios linfaticos regionais
N2b Metastases em 7 ou mais ganglios linfaticos regionais

Metastases a distancia (M)

MO Sem metastases a distancia

M1 Com metastases a distancia

*Tis inclui células tumorais confinadas a membrana basal glandular (intra-epitelial) ou a
lamina propria mucosa (intra-mucoso), sem extensao submucosa através da muscularis
mucosae. ** Invasdo direta inclui invasdo de outros 6rgdos ou outros segmentos
colorretais como resultado de extensao direta através da serosa, confirmada por exame
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microscopico ou, para tumores em localizagdo retro ou subperitoneal, invasao direta por
extensdo além da muscularis propria. *** Se nao existir tumor na aderéncia a analise
microscopica, devera ser classificado como pT1-4a, dependendo da extensao
anatémica de invasdo da parede.

Tabela 2 - Comparagéo entre o estadio anatémico e grupos prognosticos. Adaptado de American Joint
Committee on Cancer, 2010.

Estadio anatémico / Grupos prognésticos

- Classificagao de
Estadio TNM Dukes
0 Tis NO MO -
T1-2 NO MO A
ITA T3 NO MO B
1B T4a NO MO B
Ic T4b NO MO B
T1-2 N1 MO
A T1 N2a MO C
T3-4a N1 MO
1B T2-3 N2a MO C
T1-2 N2b MO
T4a N2a MO
lnc T3-4a N2b MO C
T4b N1-2 MO
Y, Qualquer T, Qualquer )
N, M1

1.1.7 Tratamento

O tratamento do CCR ¢é baseado na localizagdo do tumor e no estadio da
doenca, sendo mais eficaz quando aplicado numa fase inicial'®.

As abordagens terapéuticas existentes para o CCR s&o a cirurgia, a
quimioterapia e a radioterapia, sendo a primeira o tratamento padréo’®. Alguns
doentes sdo submetidos a uma combinacéo de tratamentos'®.

O cancro do célon &, por vezes, tratado de forma diferente do cancro do reto'®.
Assim, os tratamentos serdo descritos de forma individual. A maioria dos doentes com
cancro do célon é tratada com cirurgia, sendo a realizagdo de colostomia rara neste
tipo de tumores’®. Alguns s&o submetidos a quimioterapia adjuvante apos a cirurgia15.

Relativamente a radioterapia, é pouco utilizada para tratar o cancro do cdlon, sendo
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essencialmente aplicada para alivio da dor e de outros sintomas'®. O tratamento do
cancro retal é complexo®. Os procedimentos cirtrgicos sdo complicados devido aos
desafios em operar nos limites estreitos da pélvis 6ssea, cujas estruturas adjacentes
ficam em risco de lesdo, e aos planos de dissecgdo que devem ser mantidos, com
excisao total do mesorreto e manutenco da integridade da fascia mesorretal®. Para
além disso, a restauragéo da continuidade do intestino também pode ser dificil devido
as complicacdes relacionadas com o aparecimento de fistulas®. Hoje em dia, os
meédicos sdo confrontados com decisdes de tratamento complexas sobre os riscos e
os beneficios da terapia neoadjuvante e adjuvante?. Essas decisdes dependem
grandemente da capacidade de realizar exames pré-operatorios de alta qualidade bem
como do exame anatomopatoldgico realizado posteriormente a intervengao cirtirgica®.
Ainda assim, nos doentes com cancro retal a cirurgia é a terapéutica padrdo com

intuito curativo'?’

. Em alguns casos, os doentes recebem radioterapia neoadjuvante,
com o objetivo de reduzir as dimensdes do tumor e o seu estadio. Pode ainda ser
administrada depois da cirurgia — radioterapia adjuvante — caso haja invasdo da
margem cirurgica ou em estadio patologico superior ao estimado pré-operatoriamente,
em doentes que n&o tenham realizado radioterapia neoadjuvante™®.

O avancgo nas técnicas cirurgicas na quimioterapia e radioterapia tém permitido
prolongar o tempo de sobrevivéncia dos doentes'. No entanto, a detegdo atempada
da doenga constitui um fator muito importante, permitindo uma ressec¢éo cirurgica
completa do tumor'?. De acordo com o local de agdo do tratamento, este pode ser
classificado como local ou sistémico'. A radioterapia e a cirurgia sdo abordagens
terapéuticas locais que promovem a remog¢ao do cancro no célon e no reto ou morte
das células tumorais, bem como nas areas circundantes'®. Quando ha disseminacéo
para outras localizagcdes a distdncia, o tratamento local pode ser aplicado
especificamente nessas areas'®. Ja a quimioterapia constitui um tratamento
sistémico’®. Os tratamentos aplicados causam normalmente danos nas células e
tecidos saudaveis, pelo que é comum a ocorréncia de efeitos secundarios’. Estes
efeitos dependem do tipo, extensdo e numero de tratamentos, para além de existir
uma variabilidade individual inerente'®. Em qualquer estadio da doenca, é fornecido ao
doente apoio e cuidados para aliviar os efeitos secundarios causados pelo

tratamento .
1.1.8 Progndstico

O progndstico dos doentes com cancro do colon e do reto esta relacionado

com diversos fatores, nomeadamente o tamanho do tumor, o seu tipo e subtipo
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histolégico, a presenga de células em anel de sinete, o grau de diferenciagédo e a
invasdo de vasos sanguineos e linfaticos’. Para além disso, as margens de ressegéo e
a presengca ou auséncia de metastases a distancia também contribuem para o
prognéstico do doente”'®. Tumores pouco diferenciados sdo habitualmente detetados
numa fase avangada da doenca, pelo que estdo relacionados com um pior
prognostico’?. Niveis elevados do CEA aquando do diagndstico estdo também
relacionados com um pior prognéstico“s. Apds um tratamento com intuito curativo, um
aumento do valor deste marcador permite suspeitar de recidiva tumoral e/ou
metastizacdo®. Por outro lado, tumores que desencadeiam uma grande resposta
inflamatdria na regido de invasdo sao tidos como lesdes com melhor prognéstico do

que lesdes sem resposta imunitaria?.

1.2 Radioterapia

A radioterapia consiste numa abordagem terapéutica usada para controlar
diversos tumores malignos, utilizando radiagdo de elevada energia para destruir as
células tumorais'®??. Existem tipos diferentes de radioterapia, a radioterapia externa e
a braquiterapia'®. Na radioterapia externa, a irradiagéo é feita por feixes que provém
de uma fonte localizada no exterior do corpo do doente'. A fonte de radiagdo mais
comum na radioterapia externa denomina-se acelerador linear'®. A braquiterapia
consiste na implantagdo de fontes radioativas seladas, de forma permanente ou
temporaria, em contacto direto ou na regifo préxima do tumor'®.

A capacidade de regressdo tumoral esta relacionada com alguns fatores,
nomeadamente a dose de radiagdo, a combinagdo com quimioterapia e o intervalo de
tempo entre o tratamento neoadjuvante e a cirurgia®. A aplicacdo da radioterapia em
cancros humanos tem como objetivo eliminar todas as células tumorais, incluindo as
células estaminais tumorais?®*. A eficacia da radioterapia é determinada pelo
estabelecimento de um racio entre os danos no tecido tumoral e os danos em tecidos
normais?®’. Durante muitos anos tém sido investigados os parametros bioldgicos que
regulam a resposta celular a radiacdo com o intuito de melhorar este racio
terapéutico?*. A resposta das células in vivo a radiacdo depende de diversos fatores,
nomeadamente cinética da proliferagao celular, hipoxia, numero de células estaminais
e radiossensibilidade intrinseca®. A cinética da proliferagdo tem influéncia na resposta
porque as células sobreviventes podem proliferar entre as varias fragdes de radiagao
efetuadas®. A sensibilidade das células a radiagdo é diretamente afetada pela presséo
relativa de oxigénio no tecido e o grau de hipoxia € uma importante influéncia®. As

células estaminais presentes no tecido proliferam e, assim, a sobrevivéncia do tecido
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esta dependente do numero inicial de células estaminais presentes no tecido®. Para
além disso, as células possuem propriedades genéticas intrinsecas que determinam a
sua resposta a radiacdo®*. Destaca-se a suscetibilidade das células ao dano no DNA
bem como a sua capacidade de reparar esse dano?. Todos estes fatores dizem
respeito as células tumorais e as células normais®. Assim, o racio terapéutico deve
depender nas diferengas entre estes parametros para os dois tipos de células?.

As melhorias verificadas no tratamento do cancro com radioterapia durante as
ultimas décadas devem-se sobretudo aos avangos tecnologicos, que conjugam novas
metodologias de distribuicdo das doses com novas ferramentas de imagem e de
posicionamento®. Para além disso, os novos conhecimentos sobre oncobiologia e
radiobiologia tém sido fundamentais. Tém sido exploradas as técnicas que permitem
estudar os genes e sua expressdo no sentido de compreender as vias moleculares
subjacentes a resposta a radioterapia. Dessa forma, deveria ser possivel desenvolver
preditores eficazes de quais os tumores com melhor resposta a terapéutica,
melhorando a radioterapia individualizada.

A radioterapia esta relacionada com diversos efeitos secundarios, alguns dos
quais graves e relativamente condicionantes®. Os efeitos variam consoante a dose de
radiacdo administrada e a parte do corpo que ¢ irradiada'. No CCR, os efeitos
secundarios agudos mais frequentemente verificados sdo astenia, nausea, vomitos,
diarreia, sangue nas fezes e alteracao da mobilidade intestinal, bem como disuria e
poliaquitria’?®. Estes efeitos podem desenvolver-se até certo grau na maioria dos
doentes, mas desaparecem normalmente dentro de algumas semanas®. A longo
prazo, a radioterapia pélvica pode originar cistites e enterites radicas'®. A disfuncéo
sexual tem sido descrita como um dos efeitos secundarios da radioterapia?®?’. Estes
efeitos sado perturbadores pelo que se torna importante a realizagcdo de um
estadiamento para aplicagdo da terapia neoadjuvante apenas a doentes

adequadamente selecionados®.

1.2.1 Aplicagao da Radioterapia no Cancro Colorretal

A radioterapia neoadjuvante aplicada ao cancro retal comegou por ser utilizada
devido a sua capacidade em regredir o estddio da doenca e permitir ressecéo
cirtrgica®®. Algumas instituicdes tém reportado melhorias em doentes submetidos a
radioterapia neoadjuvante, quer em termos de recorréncia quer na sobrevivéncia em 5
anos?. Esta provado que o cancro retal regride em resposta a radiacdo, embora essa
resposta possa ser lenta, com uma regressdo maxima entre as 8 e as 12 semanas

apos radioterapia®.
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Outros autores também verificaram um melhor controlo local e maior
sobrevivéncia apos radioterapia neoadjuvante e cirurgia em relagcdo a cirurgia
isolada®®. O Grupo Holandés de CCR afirmou que a adicdo de radioterapia
neoadjuvante de curto prazo a excisdo total do mesorreto diminuiu a taxa de
recorréncia local, embora n3o tivesse melhorado a sobrevivéncia em 2 anos®’. Mais
ainda, no Ensaio de Cancro Retal Sueco — Swedish Rectal Cancer Trial — foi
demonstrado que um regime, com a duracdo de uma semana, de radioterapia
neoadjuvante comparado com cirurgia sozinha reduziu em maior quantidade as taxas
de recorréncia e melhorou as taxas de sobrevivéncia durante 5 anos™. Por outro lado,
os doentes submetidos a radioterapia apresentaram disfungdo intestinal com
repercussdo nas atividades diarias®*. Embora as diferencas verificadas ndo tenham
sido significativas, os doentes submetidos a radioterapia demonstraram uma influéncia
maior do tratamento nas atividades sociais comparativamente aos doentes apenas
sujeitos a cirurgia®.

A radioterapia neoadjuvante de curta administragcdo tem sido eficaz na
diminuicdo das taxas de recorréncia locais em doentes submetidos a excis&o total do
mesorreto®®. No entanto, esta vantagem deve ser balancada com os efeitos
secundarios agudos e crénicos da radiac&o, pois ocorre um aumento de toxicidade
aguda apos a aplicagdo da radioterapia fracionada?®°.

Um numero consideravel de doentes adquire um controlo do tumor a longo
prazo com a radioterapia®. A forma mais eficaz de melhorar as taxas de tratamento,
numa escala nacional ou internacional, € assegurar a qualidade na prescricdo e
administragdo de radioterapia®’.

Nos ultimos anos, a crescente utilizacdo de radioterapia neoadjuvante, ou
combinada com quimioterapia, bem como o progresso na qualidade da cirurgia do
cancro retal, devido a padronizagdo da excisao total do mesorreto, promoveram em

conjunto uma melhoria na forma como se aborda o cancro retal®’.

1.2.2 Combinagdo com Quimioterapia

A combinagdo de quimioterapia com radioterapia é descrita ha varios anos
como abordagem terapéutica no cancro retal®3?. Parece regredir o tumor (removendo
as células malignas da parede do reto e dos ganglios adjacentes) e,
consequentemente, alterar o estadiamento T e N**%. Para além disso, parece resultar
em taxas mais elevadas de resposta patoldégica completa. O efeito sinérgico da
administracdo de 5-fluorouracilo (5-FU) e radioterapia esta bem estabelecido em

estudos in vitro e em modelos animais®. Varios autores t&m reportado uma regress&o
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tumoral elevada, 74% e 76%, em doentes tratados com quimiorradioterapia®®. No
entanto, a adicdo de quimioterapia a radioterapia também elevou a toxicidade a nivel
gastrointestinal, hematolégico e das mucosas®®. Num estudo foi reportado uma
toxicidade aguda excessiva em doentes com cancros ndo-operaveis recorrentes,
tratados com quimiorradioterapia?®. No entanto, ha investigacdes que reportam dados
diferentes como é o caso do estudo de Minsky et al.?®.

As questdes que permanecem em aberto sdo se o prego da maior regressao
tumoral tem influéncia na sobrevivéncia dos doentes e se o significado prognéstico do
estadio residual da doenca tem efeito no resultado do tratamento®. Verificou-se que a
incidéncia de ganglios linfaticos positivos diminuiu consideravelmente apéds
radioterapia neoadjuvante e quando combinada com quimioterapia diminuiu para
metade.

O farmaco 5-FU combinado com radioterapia parece aumentar de forma
significativa a resposta apoptotica das células com mutagdo no gene TP53, sendo que
essas células demonstram normalmente resisténcia a radioterapia®. A quimioterapia e
radioterapia neoadjuvantes proporcionam um melhor controlo local em comparagao
com a quimioterapia e radioterapia pds-operatéorias®. Para além disso, as primeiras
estdo associadas a uma menor toxicidade. No entanto, ndo se verificaram diferengas
em relagdo a sobrevivéncia. Num estudo sobre cancro retal localmente avancgado,
onde se avaliou o efeito do farmaco cetuximab administrado como tratamento pré-
cirdrgico em combinagdo com capecitabina ou 5-FU, e com radioterapia, verificou-se
que a taxa de resposta patolégica completa foi baixa®*. A quimiorradioterapia
neoadjuvante constitui o tratamento padrao para o cancro retal localmente avancado -

5,34

estadio T3 e T4 ou invasao de ganglios linfaticos™”, consistindo na administragdo por

infusdo de 5-FU ou de fluoropirimidinas orais (exemplo: capecitabina) e posterior

5-38

radioterapia® Esta abordagem providencia um melhor controlo do tumor e um

%537 No entanto, esta associada a mortalidade,

periodo de sobrevivéncia maior
morbilidade significativa e a sequelas de longo prazo que condicionam a qualidade de
vida dos doentes®. Outros estudos indicam também a eficacia da quimiorradioterapia
neoadjuvante em doentes com cancro retal em estadio Il, permitindo controlo local,
diminuicdo de recorréncias apos cirurgia bem como aumento da sobrevivéncia dos

doentes®.

1.2.3 Fundamentos da Radioterapia
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A radioterapia envolve a distribuicdo fracionada de radiacdo que causa um
efeito citotdxico indireto, através da produgdo de radicais livres nos tecidos-alvo?“°.
Esses radicais constituem a fonte de espécies reativas de oxigénio (do inglés Reactive
Oxygen Species, ROS) e de espécies reativas de nitrogénio®*°. Quaisquer destas
espécies reativas provocam danos no DNA, formando quebras em uma das cadeias
da dupla hélice e/ou nas duas cadeias da dupla hélice de DNA. Existem enzimas que
possuem a capacidade de reparar as quebras em s6 uma das cadeias da dupla
hélice??. No entanto, as quebras nas duas cadeias da dupla hélice sdo mais dificeis de

reparar ou até mesmo irreparaveis®*'.

A radiacdo consegue também destruir
diretamente bases do DNA, aumentando a complexidade das quebras em uma das
cadeias da dupla hélice e nas duas cadeias da dupla hélice de DNA e o subsequente
rearranjo?.

Em resposta aos danos causados pela radiagdo ionizante, é ativada uma
resposta que determina o futuro da célula — bloqueio da divisdo celular nos
checkpoints das fases G1 e G2 do ciclo celular, reparagao, senescéncia ou ativagao
de outros mecanismos de morte celular*®*?. Se as células ndo tém capacidade de
reparar os danos, ocorre morte celular programada — apoptose*'. A morte celular
ocorre normalmente na proxima tentativa de divisdo da célula®'.

Embora o mecanismo molecular pelo qual a radiagdo promove apoptose ou
perda de capacidade clonogénica ndo esteja bem descrito, a membrana citoplasmatica
e o DNA representam os alvos celulares mais importantes*®. Para além disso, também
pode ocorrer alteracdo da funcdo das mitocdndrias*. A apoptose é regulada segundo
um complexo controlo genético e alguns dos oncogenes e genes supressores tumorais
responsaveis pela iniciacdo tumoral e potencial maligno também interferem na
resposta apoptética ao tratamento®*.

A sensibilidade aos efeitos da radiacdo é complexa, resultando da interagao
entre varios genes de diferentes vias celulares*. Como a radioterapia exerce os seus
efeitos citotoxicos através de dano nas células, nas proteinas e no DNA, a capacidade
individual de reparar o DNA lesado pode alterar a resposta do tecido normal. Os danos
no DNA induzidos pela radiacdo sédo diversos e quase todas, senao todas, as vias de
reparacdo de DNA podem estar envolvidas nesse processo. Os mecanismos de
reparagdo de quebras nas duas cadeias da dupla hélice de DNA — recombinagéao
homologa e jungbes terminais ndo homologas — bem como os de excisdo de
nucleétidos ou bases sdo relevantes®.

Para além disso, a complexa resposta a radiacao ionizante requer a expressao
e atividade da via da proteina P53*. Quando ativada, esta proteina possui diversos

alvos, incluindo genes envolvidos na regulagao do ciclo celular, apoptose e reparacéo
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de DNA*. A regulacdo destes processos leva a resposta celular aos danos induzidos
pela radiagdo ionizante**. O gene CDKN1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A) ou
P21 é um importante gene de checkpoint do ciclo celular, regulado pela P53%*. Assim
que ocorre algum dano no DNA, a ligagado da P53 gera a transcricao do gene CDKN1A
que impede as células de entrarem na fase S do ciclo celular, retardando assim a
progressao do ciclo celular***®. As proteinas p21 e P53 estdo diretamente envolvidas

no checkpoint G1/S em resposta a radiagdo ionizante*.

1.2.3.1 Mecanismo de acao da radiagao ionizante

A irradiac&do de qualquer sistema bioldgico origina uma sucessao de processos
que diferem muito quanto a cronologia25. Esses processos podem ser divididos em
trés fases: fisica, quimica e bioldgica. As interagdes que ocorrem entre a radiagao
ionizante e os atomos ou moléculas pertencentes ao tecido dizem respeito a fase
fisica®. A medida que os fotdes e/ou as particulas carregadas percorrem as células,
interagem principalmente com eletrées orbitais, ionizando alguns atomos ou moléculas
e excitando outros. Se forem suficientemente energéticos, estes eletrées secundarios
podem excitar ou ionizar outros atomos ou moléculas, originando uma cascata de
ionizagdes. Este mecanismo leva a ocorréncia de muitas ionizagdes num curto espaco
percorrido, acumulando danos em pares de base de DNA proximos.

A fase quimica corresponde ao periodo no qual os atomos e as moléculas
modificados reagem com outros componentes celulares, através de reagbes quimicas
rapidas®. A ionizacdo e a excitagdo levam a quebra de ligacbes quimicas e a
formacgéao de radicais livres. Estas moléculas sao altamente reativas e fazem parte de
uma sucessdo de reacbes que podem levar a restauragdo de um equilibrio. As
reacdes dos radicais livres terminam um milissegundo apos a exposi¢ao a radiagdo. A
destruicdo causada por essas espécies pode ocorrer em macromoléculas como o
DNA, levando a consequéncias graves se nao for reparado. Como a radiagao interage
de forma aleatéria com o meio percorrido, qualquer molécula celular pode ser afetada.
No entanto, é importante ter em conta que existem multiplas copias da maioria das
moléculas, nomeadamente acido ribonucleico mensageiro (RNAm) e proteinas, e que
tém uma substituicdo rapida e continua, o que limita as consequéncias dos danos
causados pela radiacdo. O DNA, pelo contrario, possui apenas duas coépias e nao é
substituido com facilidade. Sendo uma molécula de grandes dimensodes, constitui o
maior alvo. Os danos permanentes no DNA levam a consequéncias por vezes letais
para a célula.

Por fim, a fase biolégica compreende todos o0s processos posteriores®.

Inicialmente ocorrem reacdes enzimaticas que atuam nos danos quimicos residuais e
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a maioria das lesdes é reparada com sucesso. As lesbes sem reparacdo levam a
morte celular; contudo, a morte ndo é imediata. Mesmo apds pequenas doses de
radiagao, as células tém capacidade de se dividirem varias vezes antes de morrer. Os
efeitos agudos nos tecidos normais sao a morte celular e a subsequente perda de
células que seriam originadas pelas primeiras. Como resposta a morte celular verifica-
se proliferacdo celular compensatéria, que ocorre quer em tecidos normais quer em
tecidos tumorais. Relativamente aos efeitos tardios, salientam-se a fibrose e a
telangiectasia da pele, danos na medula espinal e danos nos vasos sanguineos. Uma
manifestacdo mais tardia é a formacdo de tumores secundarios. Os efeitos podem

surgir até muitos anos apds a exposig¢ao a radiacéo.

1.2.4 Resposta dos tecidos a radiagao

A resposta de um tumor consiste em regressdo e, posteriormente, em
recrescimento ou recorréncia®®>. No entanto, este recrescimento pode ndo ocorrer
durante a sobrevivéncia do doente. Nesse caso, diz-se que se atingiu um controlo
local do tumor.

Por sua vez, as respostas do organismo a radioterapia variam desde um
desconforto minimo a complicacdes grave525. A velocidade a que uma resposta ocorre
varia muito de acordo com os tecidos e com a dose da radiagdo absorvida, como
referido anteriormente. Esta devidamente estabelecido que multiplas fracbes de
radiacdo durante um periodo de semanas levam a uma resposta melhor do que a
exposicdo a uma Unica dose de radiagdo. A medida que a dose efetiva’ aumenta, o
efeito sobre o tumor aumenta, assim como o dano provocado nos tecidos normais.
Para além disso, a adicdo de um composto citotéxico pode também aumentar o efeito
sobre o tumor. No entanto, essa adigado pode implicar aumento dos danos nos tecidos
normais.

Devido a importadncia do DNA, as células e os organismos possuem diversos
mecanismos de reparacdo de danos®. A reparacdo por excisdo de uma base, de
quebras em uma das cadeias da dupla hélice de DNA, de quebras nas duas cadeias
da dupla hélice de DNA, a recombinagdo homdloga e a recombinacao por terminagdes
nao-homologas constituem sistemas de reparagcdo especializados. Também existem
outros mecanismos de reparagdo, como a reparagao de erros de emparelhamento e a
reparagao por excisdo de nucledtidos. Estes dois ultimos mecanismos ndo parecem
ser tdo relevantes na reparacdo por dano devido a radiacdo ionizante, uma vez que

ocorrem durante a replicacdo e aquando da formagdo de aductos de DNA devido a

"No Anexo | encontram-se descritos os diversos tipos de dose de radiagao.
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radiagao ultravioleta, e que células com mutagcdes ou dele¢cdes em genes relativos a
estas vias ndo sdo mais sensiveis a radiacio ionizante. Pelo contrario, mutagdes ou
dele¢des nas reparacdes por excisao de base, de quebras de cadeias de DNA ou por
terminagdes ndo-homdlogas podem proporcionar uma radiossensibilidade maior.

Esta descrito que uma dose de radiagdo de 1 Gy causa em cada célula
aproximadamente 10° ionizages, mais de 1000 danos nas bases do DNA, cerca de
1000 quebras em uma das cadeias da dupla hélice de DNA e 20-40 quebras nas duas
cadeias da dupla hélice de DNA?. Noutra perspectiva, numa tipica linha celular de
mamifero, a dose 1 Gy mata aproximadamente 30% das células. A citotoxicidade
relativamente limitada deve-se a eficiente reparacdo do DNA; sendo que depende da
radiossensibilidade e da espécie.

A resposta ao dano no DNA consiste num sistema altamente complexo e
coordenado que determina o futuro da célula face ao dano causado pela radiagdo®. A
resposta ndo é feita apenas por uma via, mas sim um grupo de vias de sinalizagédo
interligadas, sendo que cada uma controla efeitos diferentes nas células. As moléculas
que identificam e localizam o dano no DNA - sensibilizadores — emitem um sinal para
trés grandes vias efetoras, desencadeando uma resposta da célula ao dano. Essas
vias sao as vias de morte celular, de reparacdo de DNA e de bloqueio temporario do
ciclo celular. Um dos eventos primarios da sensibilizagdo ao dano é a fosforilagao da
proteina histona H2AX?®. Esta proteina pode ser fosforilada por trés cinases distintas —
proteina da ataxia telangiectasia mutada (ATM), proteinas cinases dependentes de
DNA (DNA-PKcs) e proteina cinase relacionada com ataxia telangiectasia (ATR).
Estas proteinas tém a capacidade de fosforilar variados substratos. Pensa-se que a
ATM possui o papel mais importante na transmiss&o dos sinais em resposta ao dano
induzido por radiagcdo. Uma vez que os danos podem originar mutagdes graves, pode
ser mais vantajoso para o organismo eliminar a célula em vez de tentar repara-la®®. O
gene TP53 é um gene supressor tumoral que regula outros genes que controlam os
checkpoints da diviséo celular e a morte celular programada por apoptose. A ATM tem
a capacidade de fosforilar a P53, levando a sua ativagdo e, por conseguinte, a
promocéao de apoptose e interrupgao do ciclo celular. A resposta ao dano no DNA ativa
quatro checkpoints distintos, que ocorrem em fases diferentes do ciclo celular: o
checkpoint em G1, o checkpoint na fase S, o checkpoint na fase G2 inicial e o
checkpoint na fase G2 tardia®. Existe alguma evidéncia de que este Ultimo checkpoint
tem um papel na radiossensibilidade. Inibidores da ATR que previnem o controlo
nesse checkpoint causam radiossensibilizagdo. Para além disso, parece ocorrer mais
morte de células que estdo no checkpoint da fase G2 tardia e que entram em mitose

prematura. A presencga de checkpoints nas células normais e a auséncia dos mesmos
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em muitas células tumorais afeta a redistribuicdo das células nas diversas fases do
ciclo celular e a sensibilidade das células as subsequentes doses de radiagdo®. Uma
vez que as células em fase G1 e S possuem radiossensibilidades diferentes, podem
responder de forma distinta a radiacdo. Dessa forma, os checkpoints afetam as
respostas a radioterapia administrada em diversas fragdes.

A reparacdo de quebras nas duas cadeias da dupla hélice de DNA é feita
essencialmente pela recombinacdo homologa e pela ligagdo de extremidades néo-
homélogas®. Como os proprios nomes indicam, a primeira necessita de DNA
homologo ndo lesado para reparar as quebras enquanto a segunda n&o requer
sequéncias homoélogas de DNA para proceder a corregcdo dos erros. Quaisquer
mutacdes nos genes envolvidos nestas reparagbes comprometem a sua eficacia. A
recombinagdo homologa ocorre sobretudo nas fases S e G2. Por sua vez, a
recombinagdo de extremidades ndo-homodlogas pode ocorrer em qualquer uma das
fases do ciclo celular.

A resposta ao dano no DNA né&o sé determina a sensibilidade das células para
a morte como também o tipo de morte e o momento em que ocorre®®. Uma vez que a
resposta ao dano é diferente nas células normais e nas células tumorais, a morte que
ocorre em cada um dos tipos de células pode ndo se manifestar da mesma forma.
Quando falamos em morte celular, pretende-se referir a qualquer processo que leve a
incapacidade das células para formar coldnias, apoés irradiagdo. A apoptose, tipo de
morte celular programada, resulta em destruicdo e remocdo rapidas da célula,
normalmente apés um dano, stresse ou como defesa contra a tumorigénese. A via da
apoptose pode ser ativada pela resposta ao dano no DNA, sendo determinante na
morte celular induzida por radiacdo em algumas células. Existem outros mecanismos
que podem contribuir para a perda da capacidade clonogénica, como a autofagia, a
senescéncia e a necrose. Nas células malignas, estes mecanismos encontram-se
frequentemente alterados.

Para além dos mecanismos referidos, existe ainda o fendmeno de catastrofe
mitdtica, caracterizado pela impossibilidade de completar a mitose corretamente apos
exposicdo a radiagdo®. Pode ser considerado um tipo de morte celular, na medida em
que pode ser grave o suficiente para impedir a mitose completa ou alterar as fungdes
celulares de tal forma que seja impossivel a proliferagdo. Mais ainda, a catastrofe
mitética pode provocar mais danos no DNA e nos cromossomas, levando a ativagao
de outros tipos de morte celular. A Figura 7 ilustra os diferentes tipos de morte celular
causados pela radiagao.

E muito dificil inferir a importancia de cada um dos mecanismos de morte

celular a partir da monitorizacdo da morte de uma determinada célula apods
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irradiagdo®. Varios mecanismos de morte celular podem ser ativados na mesma
célula. O mecanismo pelo qual a célula morre € o que ocorre de forma mais rapida e

nao € necessariamente o mais sensivel a ativagao.
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Figura 7 - Esquema representativo da morte celular apds exposi¢éo a radiagéo.
Retirado de Joiner e Kogel, Basic Clinical Radiobiology, 2009.

De acordo com o momento em que a célula morre, pode utilizar-se a seguinte
classificacdo: morte celular precoce e morte celular tardia®®. A morte celular precoce
resulta principalmente da ativacédo de vias em resposta ao dano induzido por radiagéo.
A inducédo de apoptose, iniciada como resposta ao dano no DNA, constitui um exemplo
de morte celular precoce. A resposta é ativada dentro de minutos apds irradiagdo e
leva a ativacdo da P53 que, consequentemente, ativa proteinas pré-apoptoticas®>“C.
Os genes que regulam a apoptose influenciam de forma significativa a
radiossensibilidade. A perda de P53 promove defeitos na regulacdo da apoptose
precoce e aumenta a resisténcia a radiacao.

Relativamente a morte celular tardia, a célula morre somente depois de tentar
iniciar mitose®. Neste caso, a resposta ao dano no DNA é incapaz de induzir
apoptose, mesmo que a P53 e vias pro-apoptoticas tenham sido ativadas. A reparacao
dos danos tem lugar e pode influenciar a radiossensibilidade da célula. Dessa forma, a
maioria das células com capacidade proliferativa mas com defeitos na reparagao de
quebras das duas cadeias da dupla hélice de DNA, em modelos animais e em
doentes, apresenta um aumento na sensibilidade a morte celular induzida por
radiacdo®

Embora os mecanismos de reparagdo sejam importantes, a morte celular
ocorre algum tempo apos a irradiacdo?®. Dessa forma, a célula morre muito depois de
os checkpoints estarem desativados e de os danos terem sido reparados. A catastrofe

mitética é considerada responsavel pela maioria das mortes em células irradiadas. O
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sinal para a iniciagcdo de morte ndo provém dos danos induzidos pela irradiacdo, mas
sim das consequéncias da falha em ocorrer mitose completa de forma adequada.
Encontra-se ainda descrito um efeito designado por efeito bystander®. Este
efeito, embora pouco estudado, descreve a morte de uma célula devida a irradiagao
de células vizinhas. Foi verificado que a transferéncia de meio de cultura de células
irradiadas para células nao irradiadas causa morte por este efeito. Este resultado
parece sugerir que as ceélulas irradiadas secretam substancias que podem causar

danos a células ndo irradiadas. No entanto, o seu mecanismo ainda ndo esta descrito.

1.2.4.1 Apoptose

A apoptose corresponde a um tipo de morte celular altamente regulado e pode
ser iniciada quer como resultado de condi¢des que ocorrem na propria célula ou por
sinais gerados externamente, em tecidos adjacentes ou células do sistema
imunitario®“®. A apoptose desempenha um papel fundamental e alteragdes no seu
controlo podem originar determinadas doengas, como cancro.

A nivel morfoloégico, ocorrem modificagbes da membrana citoplasmatica com
projecbes em forma de bolha (blebs), condensagdo cromatidica e degradagdo do
DNA*. Também outros componentes da célula sdo fragmentados, formando-se
corpos apoptéticos que sao posteriormente fagocitados por células vizinhas.

Existem dois tipos de moléculas na via da apoptose, as moléculas que
determinam o inicio da apoptose — sensibilizadores — e as moléculas que permitem a
realizagdo da apoptose — efetores®. A apoptose ocorre segundo a ativacédo sequencial
de diferentes enzimas denominadas de procaspases, reguladas por uma familia de

inibidores da apoptose®“®

. Inicialmente da-se a ativacido dos sensibilizadores, como a
caspase 8 e a caspase 9. Estas moléculas geram o sinal inicial, que por sua vez ativa
os efetores, que clivam outras proteinas celulares, culminando na morte celular.

A ativagdo que ocorre a partir da caspase 8 gera uma via apoptotica designada
por via extrinseca®“®. Esta é usualmente ativada devido & ligagdo que ocorre entre um
ligando extracelular e um receptor da membrana citoplasmatica. Esta via ndo é
desencadeada por radiagao, mas pode sé-lo pela combinacdo de farmacos com
radiagdo. Existe uma segunda via, a via intrinseca, que é despoletada pela ativagcéo da
caspase 9°“¢. Esta designagcado deve-se ao facto de a ativagdo ocorrer dentro da
propria célula, sem influéncia de componentes extracelulares. Diversas formas de
danos levam a ativagédo desta via. A ativagdo da caspase 9 € controlada grandemente
pelo balangco entre proteinas pré6 e anti-apoptédticas. Apos irradiagdo, o balanco
favorece a apoptose devido a ativagdo da P53 e a indugcdo de proteinas pro-

apoptoéticas, como a BAX e a PUMA. O balango é variavel entre células de diferentes
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tipos e entre tumores. Nos tumores, muitos dos genes que regulam a apoptose estéo
frequentemente alterados. Dessa forma, a apoptose também ¢é influenciada por esse
fator. A sensibilidade a apoptose apresenta-se reduzida no cancro quando comparada

com a de tecidos normais.

1.2.4.2 Autofagia

A autofagia € um processo através do qual as células digerem parte dos seus
componentes, gerando pequenas moléculas e energia®. Existem mais de 20 proteinas
responsaveis pelo controlo da autofagia. Estas proteinas iniciam a formagédo de uma
estrutura que permite a fagocitose de componentes celulares, dando origem a
vacuolos ou autofagossomas.

Este processo é ativado em resposta a diversas situagdes, sendo a principal a
remogdo de fatores de crescimento ou nutrientes®®. A autofagia é controlada pela
proteina mammalian target of rapamycin (mTOR). Esta proteina € um sensibilizador do
estado nutricional, integrando vias de sinalizagcéo envolvidas na regulacdo dos niveis
de energia, oxigénio e fatores de crescimento.

A autofagia também tem sido observada apds tratamento com agentes anti-
tumorais, como a radiacdo?’. Essa observagao sugere que a autofagia pode constituir
um importante mecanismo de morte celular como resposta a esses agentes. No
entanto, ainda ndo esta claro se a autofagia corresponde a uma resposta propria da
célula ou se ¢ induzida pelos agentes anti-tumorais. A contribuicdo da autofagia para a

morte celular parece ser altamente especifica.

1.2.4.3 Necrose

A morte celular por necrose ocorre devido a alteragdes extremas de pH, perda
de energia e desequilibrio idnico, sendo um processo desordenado e irreversivel®. A
necrose também ¢é observada em tumores humanos e pode ser induzida apds
tratamento com certos farmacos que provocam danos no DNA, bem como apods
irradiacao.

A inducdo de necrose parece estar dependente de reservas de energia (como
o dinucledtido de nicotinamida-adenina (NAD) e a adenosina trifosfato (ATP), assim
como do stresse celular, de vias de sinalizagdo, dos niveis de calcio e da ativacao da
P53%. Todos estes fatores provocam a permeabilizagcdo da membrana citoplasmatica
que, por sua vez, leva a acidificagao intracelular e libertacdo de diversas enzimas que
promovem a necrose. Ainda ndo se conhece o modo como a célula controla a necrose
apos irradiagdo, mas tem-se verificado que a necrose é variavel entre diferentes tipos

celulares.
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1.2.4.4 Senescéncia

A senescéncia diz respeito a perda permanente da capacidade de divisdo
celular®®*®. Esta relacionada com o envelhecimento e com o encurtamento gradual dos
telomeros nas extremidades dos cromossomas durante a fase de crescimento
exponencial. Também pode verificar-se senescéncia prematura, induzida por diversos
stresses celulares como os que s&o provocados pela ativacdo de oncogenes ou pelo
dano no DNA induzido pela radiacdo®. As células que entram em senescéncia apos
irradiacdo perderam a sua capacidade proliferativa e ndo contribuem para a
recuperacgao do tecido ou do tumor.

Assim como na apoptose, a propensado para diferentes células e diferentes
tumores entrarem em senescéncia é variavel®®. A senescéncia prematura e por
envelhecimento constituem barreiras ao desenvolvimento tumoral e os mecanismos
que as regulam estdo usualmente alterados no cancro. Os dois tipos de senescéncia
partilham caracteristicas que estdo alteradas na carcinogénese. Assim, as ceélulas
tumorais possuem uma capacidade variavel para iniciar este processo apos irradiacao,

dependendo de alteragdes genéticas presentes em cada célula tumoral.

1.2.4.5 Catastrofe mitética

A catastrofe mitética consiste num tipo de morte celular que resulta de uma
divisdo celular aberrante®. As células prosseguem a mitose de uma forma
inapropriada, contendo danos no DNA. Isso acontece com frequéncia apés exposi¢ao
a radiacdo. A palavra morte, neste contexto, significa perda de potencial replicativo,
ocorrendo devido a incapacidade de a célula se replicar e separar o material genético
de forma adequada ou a perda de material genético durante a replicagao.

Para além de constituir um tipo de morte celular, a catastrofe mitética pode por
si levar a morte celular por apoptose, senescéncia, autofagia ou necrose®.

Uma vez que muitos dos genes envolvidos na resposta ao dano no DNA e os
checkpoints estdo alterados no cancro, a propensdo para catastrofe mitdtica pode

também variar de forma significativa entre diferentes tumores®.

1.3 Resisténcia a Radioterapia no Cancro Colorretal

A sensibilidade a quimiorradioterapia constitui um importante fator para a

probabilidade de controlo local da doenga e, por conseguinte, para a sobrevivéncia
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sem doenca®®. Como a quimiorradioterapia constitui a abordagem terapéutica
neoadjuvante padrdo no CCR, a predigao de sensibilidade e de resisténcia tem grande
importancia®'. Existem evidéncias de que a forma como o tumor responde a radiagao é
dindmica, variando consoante a regulagdo dos genes no periodo inicial do
tratamento®"*®. Um estudo apontou regressdo completa em cerca de 4 a 30% dos
doentes e diminuicdo do estadio da doenca em 30% a 61%*. A resposta varia com os
esquemas de fracionamento e com o tempo decorrido entre a radioterapia e cirurgia.
Para além disso, varia significativamente entre tumores tratados com o mesmo
protocolo. Este facto pode estar relacionado com as diferengas no tamanho e estadio
tumoral assim como nas caracteristicas bioldgicas de cada um dos tumores.

Nem todos os doentes adquirem beneficio através do tratamento com
radioterapia, na medida em que as células tumorais podem ser resistentes ao
tratamento ou desenvolvem resisténcia ao longo do mesmo?>°>’. Este facto pode
manifestar-se por auséncia de resposta ao tratamento, ou seja, sem diminui¢cdo do
tumor ou diminui¢édo do estadio, por disseminacdo metastatica assim como recorréncia

tumoral no local inicial?

. A radiorresisténcia representa um grande problema no que
diz respeito ao tratamento eficaz do cancro. Por outro lado, outros tumores respondem
bem e, na altura da cirurgia, demonstram regress&o parcial ou completa®. Em alguns
casos, as pecas operatérias ndo possuem células tumorais, 0 que resulta num
prognostico favoravel®®.

A compreenséo dos fatores intrinsecos ao tumor que permitem predizer maior
sensibilidade a abordagem terapéutica neoadjuvante constitui um grande objetivo da
investigacdo no CCR, na medida em que esse conhecimento poderia originar uma
terapéutica personalizada®'. Além disso, a identificagdo de marcadores moleculares
que predigam a resposta a quimiorradioterapia é de extrema relevancia para a pratica

clinica®"%,

Atualmente, ndo existe capacidade de predizer a resposta a
quimiorradioterapia®. Em primeiro lugar, este tratamento é moroso, dispendioso e
aumenta a morbilidade perioperatoria®"®*“®, A possibilidade de prever a resposta ao
tratamento anteriormente a sua aplicagcdo poderia fazer com que os doentes com
baixa resposta do tratamento fossem privados do mesmo, pois nao lhes seria
vantajoso®*®. Para além disso, a capacidade de prever adequadamente uma boa

3136 por fim, a

resposta poderia alterar a vigilancia subsequente com os doentes
hipétese recentemente levantada de que doentes com cancro retal cujo tumor regrediu
totalmente apds a radioterapia ndo necessitam de ser submetidos a cirurgia, reforga a
importancia clinica da resposta & radiacdo®. O beneficio para esses doentes

relativamente & sua qualidade de vida seria significativo®.
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Os mecanismos subjacentes a radiorresisténcia continuam, porém,
desconhecidos??. Tém sido realizados diversos estudos com o intuito de elucidar
esses mecanismos e identificar quais os marcadores moleculares preditivos em
cancros humanos®.

Diversos autores tém comecgado a comparar a expressao de algumas proteinas
em linhas celulares sensiveis e em linhas celulares resistentes a radioterapia®’. No
entanto, verificam-se algumas discrepancias nos resultados obtidos com técnicas
distintas. Um estudo reportou um conjunto de genes relacionados com a sensibilidade
a quimiorradioterapia, de diversas linhas celulares de CCR¥. Os autores desse estudo
identificaram os genes signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3),
RASSF1, docking protein 3 (DOK3) e ERBB2 como potenciais alvos para sensibilizar
as células tumorais resistentes. Para além disso, comprovaram a importancia da via
de sinalizagdo mitogen-activated protein kinase (MAPK), bem como as vias da insulina
e Wnt.

Foi demonstrado noutro estudo que a via de sinalizagdo phosphoinositide
3-kinase (PI3K) estd associada a radiorresisténcia in vitro e in vivo em diversos
cancros humanos, como da laringe, do colo do utero, da cabeca e pescoc¢o, da bexiga,
do célon e da mama®. Alguns autores provaram que proteinas relacionadas com a
apoptose podem predizer uma regressao tumoral e sobrevivéncia sem doencga apos
quimiorradioterapia no cancro retal®. A familia de proteinas B-cell lymphoma (BCL-2)
desempenha um importante papel na capacidade de uma célula entrar em apoptose
apo6s irradiagdao*’. Os membros da familia BCL-2 anti-apoptoticos estdo
significativamente associados a tumores radiorresistentes. A sua sobre-expressao
pelas células tumorais pode constituir um bloqueio a apoptose induzida pela
radioterapia. Dessa forma, o tumor torna-se relativamente radiorresistente. A
associacao da proteina especifica BCL-2 (anti-apoptética) com radiorresisténcia
também esta bem documentada®. Parece que a inibigdo da BCL-2 e a restauracéo da
via de sinalizacdo da P53 representam uma estratégia promissora para superar a
resisténcia a quimiorradioterapia de células tumorais*’. A inativacdo do gene TP53 tem
contribuido para a resisténcia ao tratamento in vitro e in vivo*. Esta observacio
sugere que a quimiossensibilidade e a radiossensibilidade no cancro retal podem ser
negativamente moduladas por mutagdes no gene TP53. Diversos estudos
demonstraram uma associagdo significativa entre a expressdo da P53 e a
radiossensibilidade do cancro retal. A proteina P53 é considerada por muitos autores a
guardia do genoma, uma vez que desempenha uma fungdo determinante — regula os
checkpoints em G1/S e G2/M do ciclo celular. Mais especificamente, a P53 detecta

células lesionadas ou mutadas, que pretendem entrar em divisdo celular, iniciando
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uma via de sinalizagdo que leva a eliminacdo dessas células através de apoptose’*°.
No entanto, outros autores nao confirmaram esta correlagdo. A p21 também constitui
um marcador de radiossensibilidade tumoral em doentes com cancro retal®®. A p21 é
ativada pela P53 apds dano celular devido a radiacdo, levando a célula a entrar em
apoptose®'. No entanto, a expressao de p21 esta muito diminuida nas células tumorais
que resistem a radioterapia. Em trés de quatro estudos, a expressao desta proteina
indicou uma associagdo com a resposta demonstrada a terapéutica.

Considera-se que o desequilibrio existente entre as ROS e os mecanismos de
defesa antioxidantes é relevante para a carcinogénese e para as respostas ao
tratamento®®. Para além disso, diversos estudos tém demonstrado que a sobre-
expressdo de peroxirredoxina | aumenta a resisténcia ao stresse oxidativo e, pelo
contrario, o seu silenciamento conduz a um aumento da sensibilidade & radiagao™.

A capacidade de cada tecido em reparar o DNA lesado pode alterar a resposta
a radioterapia, como referido anteriormente®. Uma fraca capacidade de reparagao nos
tecidos favorece a carcinogénese, mas pode assegurar a sensibilidade do tumor ao
farmaco ou tratamento ionizante. Tumores com instabilidade de microssatélites
parecem ter um melhor prognoéstico do que tumores com sistemas de reparagao
intactos®’. Outro aspeto relevante no que diz respeito a resisténcia a
quimiorradioterapia é a hipoxia tumoral. A hipoxia tumoral pode desencadear
resisténcia ao privar as células de oxigénio, essencial para as agdes citéxicas destes
tratamentos®'. A hipoxia tumoral também promove a estimulagdo de fatores de
sobrevivéncia angiogénicos e tumorais, aumentando a proliferagéo, a radiorresisténcia
e a angiogénese®”.

A desregulagdo da sinalizagdo do recetor do fator de crescimento epidérmico
(do inglés Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) constitui um dos mecanismos de
resisténcia elevada a agentes citotoxicos como a radioterapia, pois esta proteina
possui um papel determinante no crescimento tumoral, regulando a proliferagédo
celular, angiogénese, invasdo e metastatizagdo’>°**°'. Niveis elevados de EGFR
foram associados a uma diminui¢do da capacidade de indugédo de regressao tumoral
por parte da radioterapia. A radiacdo demonstrou ser menos eficaz na inibicdo do
crescimento das células com niveis elevados de EGFR do que em células com niveis
baixos de EGFR. Os niveis de expressdo de EGFR parecem pois estar
correlacionados de forma significativa com a radiorresisténcia apresentada pelo tumor.
No entanto, Shin et al. e Lamas et al. salientaram o facto de essa associacdo nao
estabelecer necessariamente uma relagdo causal, uma vez que outros fatores, quer
genéticos quer epigenéticos, também demonstram estar envolvidos na sensibilidade

das células tumorais a radioterapia®>*°. A exposicdo das células tumorais & radiacéo
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ionizante pode ativar o EGFR e, consequentemente, ativar a sua via de transducao de
sinal. Alguns autores demonstraram que essa ativacédo se devia aos niveis elevados
da fosforilagdo de substratos, incluindo RAF1 e MAPK. Mais ainda, a ativagdo da
sinalizagdo do EGFR parece estar associada a uma proliferagdo celular aumentada
entre fragcbes de radiagdo e esta proliferagcdo é devida a repopulacdo de células
tumorais durante a radioterapia fracionada.

Outra molécula com interesse é a ciclo-oxigenase 2 (COX-2), uma vez que as
células tumorais utilizam a COX-2 para produzir prostaglandinas — em especial a
prostaglandina E2 — apo6s exposicédo a radiacdo®'. As prostaglandinas sao utilizadas
pelas células tumorais como fatores de sobrevivéncia, protegendo-as contra a morte
celular induzida por radiacdo®'. Alguns estudos in vitro e in vivo demonstraram que a
inibicao da COX-2, em combinagdo com radiagdo, aumenta significativamente a
resposta tumoral, bloqueando a libertagcdo de prostaglandinas“. Doentes com sobre-
expressdao de COX-2 apresentaram pior resposta a terapéutica quando comparados
com doentes com expressdo normal de COX-2*'. A sobre-expressdo de COX-2 foi
associada a uma pior resposta a terapéutica e, por conseguinte, a um progndstico
desfavoravel. Noutro estudo onde se avaliou a expressdao de COX-2 em tumores
irradiados e nao-irradiados, foi demonstrado que tumores irradiados com expressao
aumentada de COX-2 estdo associados a niveis reduzidos de apoptose®. Por outras
palavras, uma expressdo elevada de COX-2 diminui a apoptose induzida pela
radioterapia. Para além disso, tumores irradiados com niveis elevados de COX-2
apresentaram maior taxa de recorréncia a distancia®>. Estes dados indicam que a
avaliacdo da expressdo de COX-2 apods tratamento com radioterapia podera ser Uutil
para identificar doentes com mau prognéstico52. A adicao de inibidores da COX-2 a
radioterapia neoadjuvante podera contribuir para a reducao de recorréncias a distancia
e melhorar a sobrevivéncia dos doentes®.

A atividade proliferativa aumentada estd associada a um maior potencial
maligno no CCR*. As células proliferativas tém maior capacidade de resposta aos
danos causados pela radiagdo e tumores com diferentes indices proliferativos podem
responder de forma distinta a radioterapia. As observagbdes sobre o antigénio nuclear
de proliferagédo celular (PCNA) (que como o préprio nome indica, € um marcador de
proliferacdo celular) sdo contraditérias, sendo que uns autores afirmam nao existir
associacao entre o PCNA e a resposta a radioterapia neoadjuvante, enquanto outros
demonstraram que a expressdo de PCNA diminuiu ap6s o tratamento*®53,

O fator de crescimento do endotélio vascular (do inglés Vascular Endothelial
Growth Factor, VEGF) é o principal promotor de angiogénese no CCR’. A sua sobre-

expressao tem sido identificada em cerca de 50% dos casos. A maioria dos estudos

33



Resisténcia a Radioterapia no Cancro Colorretal

sobre o envolvimento do VEGF no CCR sugere que esta associado a um progndstico
adverso’.

Um estudo que comparou a expressao de componentes do proteassoma 26S
em linhas radiorresistentes derivadas de linhas parentais sensiveis a radioterapia
concluiu que as primeiras demonstravam uma expressao diminuida dos componentes
do proteassoma 26S relativamente as segundas®.

Existem estudos que demonstram que a expressao de peroxirredoxina | pode
ser responsavel pela resisténcia a quimioterapia e a radioterapia em doentes com
cancro®®. Relativamente ao cancro retal, a expressdo de peroxirredoxina | demonstrou
ser elevada e estar associada a uma resposta fraca a quimioterapia e radioterapia®.
Para além disso, a supressao da proteina levou a inibigcdo do crescimento tumoral quer
em estudos in vitro quer em experimentagdo animal®.

Alguns estudos apontam para que a anexina e a survivina possuam algum
envolvimento na resisténcia demonstrada por alguns tumores a terapéutica®. A sobre-
expressao de survivina foi associada a uma taxa diminuida de apoptose em doentes
com cancro retal avangado, submetidos a quimiorradioterapia®®. Esta proteina
demonstrou ainda expressao diferenciada no tecido tumoral de doentes com boa
capacidade de resposta e de doentes com ma capacidade de resposta apos
quimiorradioterapia.

Outro foco de interesse prognéstico no CCR € a presencga de células tumorais
circulantes’. Recentemente a sua detegdo na circulagdo sanguinea tem sido alvo de
estudos’.

Em suma, sédo diversas as moléculas relacionadas com a sensibilidade e com a
resisténcia a radioterapia. No entanto, na pratica clinica ainda nenhuma é utilizada
como alvo terapéutico devido a inexisténcia de métodos validados para a avaliacdo da
radiossensibilidade do CCR. Dessa forma, a pesquisa de marcadores moleculares € a
sua identificacdo como alvos para sensibilizar os tumores colorretais a priori
resistentes é de extrema importancia para direcionar a melhor abordagem terapéutica

para os doentes com este cancro.
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Objetivos

A presente tese tem como objetivo geral identificar marcadores moleculares
preditivos de resisténcia a radioterapia no CCR. Para podermos concretizar este
objetivo geral, foram formulados os seguintes objetivos secundarios:

- Estabelecer linhas celulares humanas de CCR resistentes a radioterapia;

- Avaliar a resposta das linhas radiossensiveis e radiorresistentes apds
exposicao a radioterapia e a quimiorradioterapia;

- Estabelecer um protocolo para caracterizar o perfil de expressao proteica das
linhas sensiveis e resistentes a radioterapia;

- Estabelecer um modelo animal de CCR radiorresistente;

- Avaliar a resposta a terapéutica em modelos animais com xenotransplante

com as linhas celulares sensiveis e resistentes a radioterapia.
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Material e Métodos

3.1 Estudos In Vitro

As linhas celulares apresentam muitas caracteristicas de tumores primarios,
nomeadamente perfis gendmicos e transcriptomicos®’. Por este motivo, as linhas
celulares s&o atualmente validas como modelos in vitro para estudos de
oncobiologia®’. Investigagdes recentes tém demonstrado o valor de culturas celulares
na predicdo de radiossensibilidade e na resposta a agentes quimioterapicos como o
5-FU¥.

Embora se saiba que as culturas celulares nao permitem a avaliagdo e/ou
percecdo do ambiente extracelular nem a interligagdo entre os varios sistemas dos
organismos vivos, estas possuem grande replicabilidade e constituem uma forma de

substituicdo muito importante em investigagao.

3.1.1 Caracterizacao das Linhas Celulares

Nesta tese foram utilizadas duas linhas celulares de CCR — a linha celular WiDr
e a linha celular C2BBe1. Ambas as linhas celulares foram obtidas na American Type
Culture Collection (ATCC®).

A linha celular WiDr (ATCC® CCL-218™) foi estabelecida a 26 de maio de
1971, a partir de uma porgdo de adenocarcinoma primario do colon retosigmoide
removida de uma doente com 78 anos®®. Esta linha celular tem sido amplamente
utilizada para estudos de tumorigénese®. As células possuem morfologia epitelial e foi
identificada a expressédo de diversos antigénios leucocitarios humanos (HLA) A e B
%455 Para além disso, sabe-se que expressa o CEA, o antigénio especifico do coélon
(CSAp) e o fator de crescimento de transformagao beta (TGF-B)*. Foi ainda verificada
marcagdo positiva para queratina através de imunocitoquimica®. As células
apresentam ainda EGFR e expressam o gene TP53, sendo que a P53 traduzida
possui uma mutagdo G>A, resultando em Arg->His na posigcao 273%. Mais ainda, a
linha celular WiDr apresenta tumorigenicidade na maioria dos animais inoculados®**°,

Por sua vez, a linha celular C2BBe1 (ATCC® CRL-2102™) constitui um clone
da linha celular Caco-2 (ATCC® HTB-37™)>. O clone foi criado em 1988, a partir de
uma selegéo de células com homogeneidade morfolégica e com exclusiva localizagédo
apical das vilosidades®. Estas células foram estabelecidas a partir de bidpsia de um
homem de raga caucasiana com 72 anos, com adenocarcinoma colorretal®. Tal como
na linha celular WiDr, as células C2BBe1 possuem morfologia epitelial®*. Formam uma
monocamada polarizada com bordo apical em forma de escova, comparavel ao

observado no célon humano®. As células expressam niveis substanciais de miosina |
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pertencente aos bordos em forma de escova, semelhantes aos dos enterécitos

humanos®*. Também expressam o EGFR*.

3.1.2 Manutencao Celular

Ambas as linhas celulares foram mantidas em cultura aderente, de acordo com
as indicagdes do fornecedor. Para todos os procedimentos as linhas celulares WiDr e
C2BBe1 foram mantidas a 37°C numa incubadora (Binder®), com atmosfera
humidificada com 95% de ar e 5% de diéxido de carbono. Para além das condicbes
ambientais ideais, foi necessario assegurar condi¢gdes de assepsia rigorosas e utilizar
meio de cultura apropriado. O meio usado foi Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium
(DMEM, Sigma Aldrich®), suplementado com soro bovino fetal (do inglés Fetal Bovine
Serum, FBS, Ref. F7524, Sigma®) a 10%, piruvato de sédio a 100 pyM (Sodium
Pyruvate, Ref. 11360-039, Gibco®) e antibidtico a 1% (Antibiotic Antimycotic Solution,
Ref. A5955, Sigma Aldrich®). O meio de cultura foi filtrado em unidades de filtragéo
autoclavaveis (Thermo Scientific™ Nalgene™), armazenado em frascos autoclavaveis
(Schott DURAN), testado antes de usado, por forma a evitar contaminagbes por
microrganismos nas culturas celulares, e armazenado a 4°C até a sua utilizacao.

As subculturas de ambas as linhas estudadas foram efetuadas quando os
frascos de cultura atingiram uma confluéncia de 80-90%. Tratando-se de células de
propagacao aderente, foi necessario destacar as células dos frascos de cultura. Para
isso, removeu-se o meio de cultura dos frascos e procedeu-se a uma lavagem com
solugdo salina de tampao fosfato (do inglés Phosphate Buffer Saline, PBS) (1X),
composto por cloreto de sédio a 137 mM (Ref. 746398, Sigma®), cloreto de potassio a
2,7 mM (Ref. P9333, Sigma®), fosfato de soédio monohidratado a 10 mM
(Ref. 131965.1211, Panreac) e fosfato de potassio monobasico a 1,8 mM (Ref. P0662,
Sigma®) com pH=7,4. Adicionaram-se 2 mL de uma solugdo de tripsina e acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 0,25% (Trysin-EDTA solution, Ref. T4049,
Sigma Aldrich®) aos frascos de 75 cm? (médios) (Ref. CORNING Flask 430641,
Corning) € 1 mL da mesma solugdo aos frascos de 25 cm? (pequenos)
(Ref. CORNING Flask 430639, Corning), durante aproximadamente 5 minutos, a 37°C.
A enzima tripsina é proteolitica, clivando ligagdes entre células e entre as células e a
matriz extracelular. Para verificar se as células se encontravam destacadas, os frascos
foram observados ao microscépio 6tico (Eclipse TS 100, Nikon). Posteriormente
adicionou-se meio de cultura para inativar a tripsina, num volume 2 a 3 vezes superior

ao volume da solucao de tripsina-EDTA. As suspensdes celulares foram divididas por
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um numero de frascos adequado, consoante os estudos a realizar, e adicionou-se
meio de cultura novo até perfazer o volume adequado.

Para a execucdo dos estudos in vitro, foi sempre necessario proceder a
contagem das células, usando o método do azul de tripano. Para isso adicionou-se
azul de tripano a uma aliquota de cada suspensao celular, colocando-a numa camara
Neubauer (Hirs:chmann® Techcolor). A camara foi colocada na platina do microscépio
otico e contabilizaram-se as células vivas dos quatro quadrantes da camara Neubauer,

representado na Figura 8.

Figura 8 - Esquema representativo dos quadrantes utilizados
para a contagem do numero de células vivas.

A partir da contagem realizada, preparam-se suspensdes celulares com as
concentragdes pretendidas, ajustando o volume com meio de cultura novo para cada

estudo.

3.1.3 Inducio de Resisténcia a Radioterapia

Por forma a obter linhas celulares resistentes a radioterapia, derivadas das
linhas celulares nativas WiDr e C2BBe1, foi necessario proceder a irradiagao das duas
linhas em frascos de cultura pequenos com raios-X, segundo a adaptagcao de um
método utilizado por Smith et al.?>. Tendo por base os protocolos de irradiagdo
fracionada aplicados nos tratamentos de doentes oncolégicos, a cada linha celular foi
administrada uma dose de 2 Gy, em fragdes cumulativas ao longo de varias semanas.
Nesse sentido, a linha celular WiDr foi submetida a 10 fragbes cumulativas de 2 Gy,
num periodo de 10 semanas e a linha celular C2BBe1 foi submetida a 18 fragbes
cumulativas de 2 Gy, num periodo de 20 semanas.

Os frascos foram preenchidos com meio de cultura até ao topo, para eliminar a
presenca de ar nos mesmos, imediatamente antes da irradiagdo®. A irradiagao foi
realizada no Servigo de Radioterapia do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra

por Especialistas em Fisica Médica, num acelerador linear Varian Clinac 600 C (Varian
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Medical Systems, Estados Unidos da América (EUA)) com um feixe de fotdes de
4 MV, utilizado na rotina clinica para tratamento.

Por forma a irradiar os frascos, & necessario o seu acondicionamento numa
caixa para irradiagdo especialmente desenhada para o efeito. Esta caixa foi construida
no Departamento de Fisica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade
de Coimbra e tem sido utilizada para estudar os efeitos da radioterapia em culturas
celulares. A caixa é feita de acrilico e as suas paredes possuem 1 cm de espessura.
As dimensbes da caixa e as referéncias de posicionamento que possui permitem
garantir condicbes de posicionamento e acondicionamento reprodutiveis bem como
garantir a homogeneidade da dose de radiacdo™. Inicialmente foi necessario realizar
um estudo dosimétrico, tendo sido realizada uma tomografia computorizada (TC) a
caixa para irradiagao. Foi feito um planeamento tridimensional utilizando o sistema de
planeamento Eclipse™ (Varian Medical Systems, EUA), para garantir uma
homogeneidade de distribuicdo da dose de radiacdo. As dimensdes da caixa para
irradiacdo e do campo de irradiagéo (40 cm x 40 cm), bem como a distancia da fonte
do feixe ao centro da caixa permitem calcular o tempo de irradiagdo necessario para
administrar a dose pretendida, sendo este tempo medido em unidades de monitor
(MU, do inglés Monitor Units). A Figura 9 demonstra o planeamento tridimensional
descrito baseado em TC de planeamento, assim como o perfil da dose administrada
na irradiagéo celular.

Para se proceder a irradiacao de células, a caixa para irradiacido € inicialmente
colocada na mesa de tratamento. Os frascos que contém as células sdo colocados
dentro da caixa e o espaco vazio restante é preenchido com agua destilada,
previamente aquecida a 37°C. De seguida procede-se ao posicionamento da caixa
utilizando as referéncias de posicionamento e um sistema ortogonal de /asers presente
na sala de tratamento, utilizados como referéncia. A administragdo da dose pretendida
é feita com recurso a dois campos laterais, posicionando-se a gantry a 90° e 270°, de
modo a garantir uma distribuicdo de dose homogénea, de acordo com o planeado. As
MU necesséarias para a irradiagao celular com a dose de 2 Gy encontram-se

representadas na Tabela 3.
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Dose (% Dose Prescrita)

504

Posigéo

Figura 9 — Planeamento realizado para irradiagédo das células: (A) representacao lateral, (B)
representagcdo frontal e (C) representagdo tridimensional da caixa para irradiagdo. A
distribuicdo de dose encontra-se representada por esquema de cor, variando de um minimo
de 95% (azul) a um maximo de 105,3% (vermelho); (D) perfil de dose administrada ao

longo da espessura da caixa.

Tabela 3 - Esquema representativo da administragcdo da dose 2 Gy as células, tendo em conta o
posicionamento da gantry do acelerador linear.

Dose total
administrada Posicionamento da gantry
(Gy)
90° 270°
2
93 MU 92 MU

A medida que se obtiveram células com 1 fragdo de 2 Gy, 2 fragbes de 2 Gy e

assim sucessivamente, essas células foram sendo mantidas em cultura, tal como as

linhas nativas que lhes deram origem. A Tabela 4 ilustra as designagdes atribuidas as

linhas que foram mantidas em cultura, ao longo das semanas de indugédo de

resisténcia.
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Tabela 4 - Esquema representativo das sucessivas linhas celulares com doses cumulativas mantidas em
cultura, apds irradiagdo com 2 Gy (“X” é representativo das duas linhas parentais WiDr e C2BBe1).

N.° de Fragoes

Cumulativas de 2 Dose Cumulativa

Designacao da

Linha Celular Gy (Gy)
X/r 1 2
X/2r 2 4
X/3r 3 6
Xl4r 4 8
X/5r 5 10
X/10r 10 20

3.1.3.1  Avaliacao da Resposta das Linhas Celulares a Radioterapia

A avaliacdo da resposta das linhas celulares a radioterapia foi feita com a
realizacdo de ensaios clonogénicos. O ensaio clonogénico permite avaliar a
capacidade das células em estudo formarem colénias®. Células que possuem esta
capacidade sao designadas por células clonogénicas e consideram-se colonias grupos
com 50 ou mais células num determinado ambiente de crescimento?.

Apbs um periodo de tempo estabelecido para a avaliagcdo da resposta, as
colénias formadas sdo contadas e determina-se a eficiéncia da placa e o fator de

sobrevivéncia, de acordo com a Equagado 1 e a Equacao 2, respetivamente®®®’:

Eficiéncia da placa (EP)(%) _ Numero de colonias contadas %100 (Eq. 1)

Numero de células distribuido por pogos

) __ EPdaplaca com tratamento

Fator de sobrevivéncia (FS)(% X100 (Eq. 2)

EP da placa controlo

Através dos resultados obtidos, é possivel estabelecer uma curva de
sobrevivéncia celular que relaciona o fator de sobrevivéncia com a dose de radiagdo®.
Dessa forma, é possivel avaliar a resposta da linha celular nativa e das linhas
celulares derivadas no que diz respeito a sua resposta a diferentes doses de radiagao
(administradas numa so6 fragao).

Os resultados dos ensaios clonogénicos foram ajustados a um modelo linear

quadratico, de acordo com a Equacgéo 3:
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FS = e—aDP-BD? (Eq. 3)

onde D corresponde a dose administrada e a e B correspondem aos parametros linear
e quadratico, respetivamente. Os dados experimentais podem, no entanto, ajustar-se
melhor a um modelo de um s6 alvo e um sé toque, onde B =0, caracterizado por
curvas de sobrevivéncia exponenciais. De acordo com este modelo, o calculo da

sobrevivéncia é feito segundo a Equacgéo 4:

_P
FS = e Do (Eq. 4)

onde Dg representa a dose letal média.

No contexto do presente trabalho, prepararam-se suspensodes celulares das
linhas celulares nativas, C2BBe1 e WiDr, e das linhas celulares derivadas, WiDr/1x e
C2BBe1/1x e assim sucessivamente, ao longo das semanas de indugdo de
resisténcia, com uma concentracdo de 500.000 células/mL em microtubos
(Eppendorf®) de 1,5 mL de volume, apdés destacamento das células dos frascos de
cultura (como descrito na secgédo 3.1.2). Os tubos foram devidamente identificados
com o nome da linha e com a dose de radiacdo a administrar e posteriormente
irradiados com doses Unicas de 2, 4, 6, 8 e 10 Gy de raios-X, exceto o tubo controlo,

de acordo com o esquema ilustrado na Tabela 5.

Tabela 5 - Esquema representativo da administragao das doses 2 a 10 Gy, tendo em conta o
posicionamento da gantry do acelerador linear.

Posicionamento da gantry

Dose a administrar (Gy)

90° 270°
2 93 MU 92 MU
4 185 MU 185 MU
6 278 MU 277 MU
8 370 MU 370 MU
10 463 MU 462 MU

Apo6s a irradiagao, um determinado numero de células foi distribuido por pogos
em placas quadruplicadas de seis pogos (Ref. costar® 3516, Corning) para células
aderentes, como ilustrado na Figura 10, adicionando-se 3 mL de meio de cultura a

cada poco.
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As placas foram mantidas na incubadora a 37°C e no quinto dia procedeu-se a
mudanca do meio de cultura dos pogos. No décimo segundo dia de incubacéo,
removeu-se o meio de cultura dos pogos, lavou-se cada pogo com solugdo de PBS
(1X), garantindo uma completa remogédo do meio de cultura, e adicionaram-se 2 mL de
metanol a 100% (Ref. 20847.360, VWRProlabo®), durante 5 minutos a temperatura
ambiente. A incubagdo com metanol a 100% foi repetida uma vez, para promover uma
correta fixagao das células. De seguida, removeu-se o metanol a 100% e adicionaram-
se 2 mL de solugdo de violeta de cristal (Ref. C3886, Sigma-Aldrich®) a 0,5% em
metanol durante 5 minutos a temperatura ambiente, para corar as colénias formadas.
Apos coloracao das coldnias, a solugao corante foi aspirada e as placas foram lavadas
com agua tépida para remover o excesso de corante. Deixaram-se secar as placas a
temperatura ambiente para se proceder a contagem das coldnias. Posteriormente

efetuaram-se os calculos da eficiéncia das placas e do fator de sobrevivéncia.

CTR 2 Gy 4Gy
A 800 800 1000

8 Gy
B 1500

l I )

Figura 10 - Esquema ilustrativo das placas de 6 pocos utilizadas para distribuir as
células. Cada pogo corresponde a uma condigdo — CTR, 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy, 8 Gy e 10
Gy; e o valor em baixo corresponde ao niumero de células colocadas em cada pogo,
que aumenta com a dose de radiagdo administrada uma vez que se prevé que as
células submetidas a uma dose mais elevada morrem em maior nimero.

3.1.4 Tratamento de Radioterapia e Quimiorradioterapia nas

Linhas Celulares Radiossensiveis e Radiorresistentes

De modo a caracterizar e comparar as linhas celulares sensiveis, C2BBe1 e
WiDr, e resistentes a radioterapia, WiDr/6x e WiDr/10x (obtidas pelos procedimentos
anteriormente descritos), avaliou-se a resposta a radioterapia e a quimiorradiotrapia.
Para tal estudou-se a atividade metabdlica e a capacidade em formar coldnias.
Também se estudou a viabilidade/morte celular, a capacidade de formacao de ROS, a
presenca de defesas antioxidantes e o potencial de membrana mitocondrial. As
condicdes de tratamento de radioterapia e de quimiorradioterapia utilizadas nos

estudos referidos estdo esquematizadas na Tabela 6.
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Tabela 6 - Condigbes de tratamento utilizadas nos estudos in vitro para caracterizar o comportamento das
linhas celulares sensiveis e resistentes a radioterapia, apos tratamento com radioterapia isolada (RT) e
com quimiorradioterapia (QRT).

Condigoes de estudo

Sem RT QRT

tratamento
(CTR) 2 Gy 10 Gy 5-FU (20 uM)

5-FU (20 uM) +2 Gy | 5-FU (20 uM) + 10 Gy
(3 horas apos) (3 horas apos)

3.1.4.1 Ensaiodo MTT

O ensaio de sobrevivéncia celular que utiliza o sal brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil)tetrazélio (MTT) é comummente usado para avaliar o
crescimento de culturas celulares sujeitas a um determinado tratamento®. O sal MTT,
soluvel em agua, é reduzido pelas células metabolicamente ativas, levando a
formacao de cristais de formazano de cor violeta®. Apds a realizagdo do tratamento,
as células sao incubadas de modo a permitir a sua proliferagdo num certo periodo de
tempo. A adicdo do sal MTT promove a reacdo de reducdo, desencadeada por
desidrogenases mitocondriais. Como os cristais de formazano formados s&o insoluveis
em solugdes aquosas, adicionam-se solventes organicos para posterior quantificagao
dos mesmos®’. Os valores de absorvancia obtidos est&o relacionados com o nimero
de células metabolicamente ativas®’.

A realizagdo do ensaio do MTT teve como finalidade avaliar a atividade
metabdlica das linhas celulares nativas e derivadas apds radioterapia e
quimiorradioterapia. Para o efeito, foi necessario administrar 5-FU (Ref. F6627,
Sigma®) as linhas celulares C2BBe1, WiDr, WiDr/6x e WiDr/10x para o tratamento de
quimiorradioterapia. O meio de cultura dos frascos foi aspirado, lavaram-se os frascos
com 3 mL de solugdo de PBS (1X) para remover completamente o meio de cultura e
células mortas e adicionaram-se 8 mL de meio de cultura. O farmaco 5-FU foi
administrado numa concentracdo de 20 uM, com o auxilio de uma micropipeta
(VWR®). Segundo Shelton et al. este valor corresponde a uma concentragdo de
radiossensibilizagao®®. O intervalo de tempo entre a exposicéo das células ao 5-FU e a
irradiagao foi de 3 horas, tal como realizado por Khalaj et al. e por Abdi et al.>**%°.

Apds a exposicdo ao farmaco, foram preparadas suspensdes celulares de
todas as linhas celulares de interesse. Em primeiro lugar, procedeu-se ao
destacamento das células dos frascos de cultura, como descrito previamente. As
suspensbes celulares foram colocadas em microtubos numa concentragdo de
400.000 células/mL, num volume de 1,5mL. Cada microtubo foi devidamente

identificado com o tratamento a aplicar. Nesta fase foram preparados microtubos para
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quimiorradioterapia e radioterapia, a partir de frascos de cultura independentes.
Seguidamente, os tubos foram irradiados com as doses 2 e 10 Gy, da forma descrita
na seccao 3.1.4.

Apoés a irradiagcao colocou-se um volume de 100 uL de cada suspenséao celular,
por forma a obter uma concentragao de 80.000 células/mL, em trés pogos de placas
de 48 pocos (Ref. costar® 3516, Corning), adicionando de seguida 400 uL de meio de
cultura. A distribuicdo das suspensdes celulares esta representada na Figura 11.

A analise da atividade metabdlica foi realizada 24, 48, 72 e 96 horas ap6s a
irradiacdo das suspensodes celulares. Terminados os periodos de tempo estabelecidos,
removeu-se 0 meio de cultura dos pocos e lavou-se cada po¢go com 500 L de solucéo
PBS (1X). De seguida, colocaram-se 100 pyL de solugdo de MTT (0,5 mg/mL) (Ref.
M2128, Sigma®) em PBS, previamente aquecida a 37°C no banho-maria (Ref.
11005005, GFL®), em cada pogo com o auxilio de um dispensador (Eppendorf®) e
incubaram-se as placas no escuro a 37°C durante, pelo menos, 4 horas. Apds a
formacao de cristais de formazano em todos os pocos adicionaram-se 100 uL de
solugao de isopropanol acido (constituida por 3,34 mL de acido cloridrico 37% fumante
(Ref. 258148, Sigma®) e 996,66 mL de isopropanol (Ref. 278475, Sigma®)) a cada
poco e colocaram-se as placas num agitador préprio (Diagnostic Products Corporation)
o tempo suficiente para a solubilizacdo dos cristais. O conteudo de cada pogo foi
posteriormente homogeneizado e transferido para uma placa de 96 pocos (VWR®)
para posterior leitura no espetrofotometro (Biotek® Synergy HT). A absorvancia foi
medida a 570 nm, com um filtro de referéncia de 620 nm, e os resultados da atividade

metabdlica foram calculados em percentagem, relativamente ao controlo.
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Figura 11 - Esquema representativo da preparagao de placas de 48 pogos para o ensaio do
MTT. A titulo de exemplo estédo representadas as duas linhas celulares WiDr e WiDr/6x. As
trés primeiras linhas da placa (A, B e C) correspondem as suspensdes apenas irradiadas
enquanto as trés ultimas linhas (D, E e F), correspondem as suspensées com administragéo
de 5-FU e posterior irradiagao.

3.1.5 Ensaio Clonogénico

O ensaio clonogénico foi realizado com o intuito de avaliar a capacidade de as
células sensiveis e resistentes formarem colénias apdés exposi¢cao a radioterapia e a
quimiorradioterapia. Assim, procedeu-se ao tratamento das linhas celulares C2BBe1,
WiDr, WiDr/6x e WiDr/10x. Apos a realizacdo dos tratamentos, as células foram
distribuidas em placas de 6 pocos, consoante o numero de células pretendidas por
poco. No décimo segundo dia de incubagao, as colénias foram coradas de acordo com

o que foi descrito na secgao 3.1.3.1.

3.1.6 Ensaio Cometa

Existem inUmeras técnicas para a dete¢cdo de danos no DNA, utilizadas para
identificar substancias com capacidade citotdxica®’. Uma delas é o ensaio cometa, do
inglés Comet Assay ou Single-cell Gel Electrophoresis®'. O termo “cometa” é usado
para identificar os padrdes de migragcdo do DNA de células individuais, obtidos pela
técnica®’.

Esta técnica foi descrita pela primeira vez em 1984 e tem sido alvo de
alteracdes®’. De um modo global, as células sdo embebidas em agarose e
posteriormente colocadas em laminas®'. Depois de lisadas, as células sdo submetidas
a uma eletroforese®’. Células com maior quantidade de quebras nas duas cadeias da
dupla hélice de DNA demonstram uma migracdo superior do DNA no sentido do
anodo®'. A migracdo € quantificada pela coloragdo com brometo de etideo e

subsequente intensidade de fluorescéncia®’.
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Na variante da técnica que envolve uma eletroforese alcalina, com valor de pH
superior a 13 (introduzida em 1988), a migragao aumentada do DNA esta associada a
quebras de uma das cadeias da dupla hélice do DNA, severas ou associadas a
regides de incompleta reparagédo por excisdo e a locais labeis alcalinos®'. Uma vez
que a maioria dos agentes citotéxicos provoca maior numero de quebras de uma das
cadeias da dupla hélice do DNA do que quebras nas duas cadeias da dupla hélice,
esta versdao do ensaio cometa possui maior sensibilidade para a identificagdo de
agentes citotdxicos®’.

Os parametros comummente usados no ensaio cometa para a avaliagdo dos
danos no DNA s&o o comprimento da cauda, a percentagem de DNA na cauda e o
momento de cauda (que corresponde ao produto entre o comprimento da cauda e a
percentagem de DNA na cauda)®’.

Para verificar a presenga ou auséncia de danos no DNA nas células sensiveis
e resistentes a radioterapia, apds administracdo de 5-FU e subsequente irradiagdo e
apos irradiagdo isolada, foi realizado o ensaio cometa. Em primeiro lugar, foi
necessario revestir laminas de vidro (Starfrost®) com solugdo de agarose de ponto de
fusdo normal a 1% (Ref. A2790, Sigma-Aldrich®). Este passo foi realizado com a
devida antecedéncia para que a solugdo de agarose solidificasse.

Este ensaio foi realizado imediatamente apds os tratamentos, pelo que foram
obtidas novas suspensdes celulares de todas as condigdes em estudo, com uma
concentragdo de 50.000 células/mL num volume de, pelo menos, 2 mL em microtubos
devidamente identificados. Neste ensaio, preparou-se também uma lamina de controlo
positivo para garantir que o ensaio seria realizado de forma correta. Para tal, a partir
da suspensao celular controlo, preparou-se uma nova suspensao onde se adicionaram
0,8 pL de solugdo de perdxido de hidrogénio (H.O;) (Ref. 121076, Panreac) na
concentragcdo de 20 nM por cada mililitro de suspensao celular. Homogeneizou-se a
suspenséo e incubou-se a 4°C durante 15 minutos. No fim da incubagéo, centrifugou-
se a suspensdo a 300 G durante 5 minutos. O sedimento foi ressuspendido em
solugdo de PBS (1X) num volume igual ao inicial, mantendo assim a mesma
concentragao de células.

Preparou-se uma solugdo de agarose de baixo ponto de fusdo (Ref. A9414,
Sigma-Aldrich®) a 1% e aqueceu-se até atingir a temperatura 37°C. Para cada
condicdo em estudo foi necessario preparar um tubo com 500 uyL de solugao de
agarose de baixo ponto de fusdo a 1% e 500 pL de suspensdo celular. Apods
homogeneizar, colocou-se todo o conteudo do tubo sobre a respetiva lamina,
previamente identificada, como ilustrado na Figura 12. Logo de seguida, cobriu-se a

lA&mina com uma lamela. Neste passo foi de extrema importancia verificar se a lamela
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se encontrava paralela a lamina. As laminas foram incubadas a 4°C durante
30 minutos, para que a solugdo de agarose solidificasse. Apds esse periodo, as
lamelas foram removidas das laminas e estas foram incubadas em solugdo de lise
alcalina a 4°C durante a noite. A solugdo de lise contém cloreto de sédio a 2,5 M,
EDTA a 100 mM (Ref. E9884, Sigma®), Trizma base a 10 mM (Ref. T6066, Sigma®),
dimetil-sulféxido (DMSO) a 10% e Triton X-100 a 1% (Ref. K34979403, Merck).

CTR CTR + 2 Gy 10 Gy 5-FU 5-FU+ S-FU+
2 Gy 10 Gy

Figura 12 - Esquema representativo da identificagdo das laminas para o ensaio
cometa, com as condigbes CTR, CTR +, 2 Gy, 10 Gy, 5-FU, 5-FU + 2 Gy e 5-FU +
10 Gy.

No dia seguinte, as laminas foram submersas em solugdo tampao de
eletroforese, preparada extemporaneamente, com hidréxido de sédio a 300 mM (Ref.
S5881, Sigma-Aldrich®) e EDTA a 1 mM e pH superior a 13, numa tina de eletroforese
(Wide Mini-Sub® Cell GT, BIORAD). A incubagéo teve a duragao de, pelo menos, uma
hora, de modo a equilibrar as laminas com o pH da solugcao de eletroforese.

A eletroforese foi realizada numa tina adequada, com 500 mL de solugao
tampéo de eletroforese, onde se colocaram as Iaminas. O programa de eletroforese
teve a duracao de 15 minutos, com uma diferenca de potencial de 25V e intensidade
de corrente de 1 A. Apds a eletroforese, as laminas foram submersas trés vezes em
solugédo de neutralizagdo de Trizma base a 0,4 M durante 5 minutos cada. De seguida,
as laminas foram embebidas em metanol a 100% durante 10 minutos e no fim foram
armazenadas a temperatura ambiente, até ao momento de coloragdo e posterior
visualizagdo ao microscopio 6tico.

A coloragado das laminas foi realizada com a solugdo de brometo de etideo
(Ref. 161-0433, BIORAD) em agua ultrapura (20 ug/mL). Colocaram-se algumas gotas
sobre as laminas, garantindo que toda a superficie fosse coberta com o corante e
incubou-se no escuro, a temperatura ambiente, durante 20 minutos. Apdés a incubagéo,
as laminas foram lavadas com agua ultrapura, removendo-se o excesso de corante.

A visualizagdo das laminas foi executada num microscépio de fluorescéncia

invertido (moticam 5000 AE31, Motic®), com uma ampliagdo de 250x, com um filtro de
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excitacdo a 546 nm e uma léd&mpada de mercurio de 100 W. A emissdo de
fluorescéncia foi a 580 nm, com um filtro a 590 nm. A aquisi¢gdo das imagens foi feita
com o programa informatico Motic Images (Versao 2) e o processamento das imagens

foi efetuado no programa informatico CometScore™ (Versao 1.5).

3.1.7 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo (CF) consiste numa técnica de analise de multiplos

6264 A sua aplicagdo ocorre maioritariamente

pardmetros de células individualizadas
no diagndstico, progndstico e vigilancia de doentes com neoplasias hematoldgicas e
linfoides®™®. No entanto, também tem vindo a ser usada em investigagdo, visando
sobretudo o estudo da sinalizagdo celular, viabilidade e apoptose®’.

Os aparelhos utilizados — citobmetros de fluxo — tém uma ampla gama de
fungdes, como avaliagcdo da morfologia e contagem celulares, imunofenotipagem,
analise de ploidia, entre outros®®. Os dados obtidos podem ser analisados com
recurso a programas informaticos de CF, reportando de forma rapida as propriedades
biologicas das células.

As principais componentes do citdmetro de fluxo, representadas na Figura 13,
séo o sistema de fluido, os lasers, o sistema 6tico, os detetores e o sistema electrénico
e computacional®. O primeiro permite a passagem de todos os elementos da
suspenséo celular pelo laser e a remogao dos desperdicios (lixo e detritos celulares)64.
Os lasers correspondem a fonte de luz e o sistema 6tico retine e direciona a luz®. Os
detetores, como o proprio nome indica, detetam a luz dispersa pelas células aquando
da sua passagem pelo feixe do laser e as componentes eletrénica e computacional
convertem os sinais fornecidos pelos detetores em dados digitais, permitindo a sua

analise por programas informaticos®.
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Figura 13 - Componentes do citémetro de fluxo: 1 — sistema de fluido; 2 — laser;
3 — sistema otico; 4 — detetores; 5 — sistema eletrénico e computacional.
Adaptado de Fluorescence Tutorials, Life Technologies™ 2014.

De uma forma mais detalhada, as particulas em suspensdo atravessam um
canal segundo um fluxo unidirecional, de modo que intersetam com o feixe do laser
uma a uma®. Ao passar pelo feixe, a célula/particula dispersa luz em todos os
angulos®. A dispersao da luz que ocorre segundo a diregéo do feixe — forward scatter
— & proporcional ao tamanho da célula e este dado pode ser utilizado para quantificar
este parametro®. A luz dispersa é quantificada por um detetor que converte a
intensidade de corrente em diferenga de potencial®. No entanto, a dispersao da luz
ocorre também noutras diregdes®. A essa dispersdo da-se o nome de dispersdo
lateral — side scatter — e deve-se a granularidade e a complexidade estrutural da
célula®. Esta luz é alcancada por um detetor localizado a 90° do /aser®. Os sinais
colhidos por este detetor também podem ser analisados, fornecendo informacgéo sobre
a complexidade celular®. Para além da dispersao frontal e lateral da luz, as células
emitem fluorescéncia quando acopladas com anticorpos marcados com compostos
fluorescentes — os fluorocromos®. Os anticorpos sdo previamente adicionados a
suspensdo celular, ligando-se especificamente a uma determinada molécula na
superficie ou no interior da célula®. A fluorescéncia emitida pelos anticorpos marcados
quando atravessam o feixe de luz pode ser quantificada através de detetores
especificos que se encontram paralelamente ao detetor da luz dispersa lateralmente®.

No ambito deste trabalho, o recurso a técnica de CF teve como finalidade a
avaliagao da morte celular, do estado oxidacédo-reducao e do potencial de membrana
mitocondrial das linhas celulares WiDr sensiveis e resistentes a radioterapia, 96 horas
apo6s a radioterapia e a quimiorradioterapia. O niumero de células utilizado para cada
marcagdo foi aproximadamente 1,0x10°. Apds os tratamentos, as suspensdes
celulares foram transferidas para placas de Petri (Ref. CORNING 430167, Corning),

que foram colocadas na incubadora até ao dia da marcagéo.
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3.1.7.1  Avaliagao da morte celular

O tipo de morte celular pode ser avaliado de acordo com as alteracbes na
membrana plasmatica®®. Cada célula necessita de manter uma membrana plasmatica
intacta para preservar as suas funcgdes fisioldgicas®®. A manutencéo da integridade da
membrana plasmatica até estadios tardios da desintegracédo celular constitui uma
caracteristica de morte celular por apoptose®®.

As células saudaveis possuem uma distribuicdo assimétrica de fosfolipidos na
bicamada fosfolipidica da membrana citoplasmatica®. Os fosfolipidos de colina estio
expostos na camada externa enquanto os aminofosfolipidos estdo exclusivamente
localizados na camada interna®. Essa assimetria é alterada durante a morte celular
por apoptose®®. Mais concretamente, a fosfatidilserina, um aminofosfolipido, muda de
localizagdo, passando a estar exposta na camada externa da bicamada fosfolipidica®®.

A analise da morte celular foi feita com recurso a dupla marcagéo, com anexina
V (An V) e iodeto de propideo (IP) sendo possivel diferenciar morte celular por
apoptose e por necrose. A morte celular por apoptose foi identificada através da
marcagdo com An V acoplada ao fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC),
com grande capacidade de ligagdo a fosfatidilserina. Por outro lado, a necrose foi
identificada através da marcagdo com IP, pois este corante intercala-se no DNA,
exposto em células em necrose e em apoptose tardia.

A dupla-marcagédo permite obter quatro grupos diferentes de células. Células
vivas que, quando marcadas com An V e IP, ndo apresentam alteragao da constituicao
dos folhetos da membrana citoplasmatica nem permeabilizagdo da mesma e, portanto,
a fluorescéncia emitida € minima®®. Por outro lado, nos estadios iniciais de apoptose, a
marcagao é positiva para a An V e negativa para o IP%. Nas fases finais da apoptose,
as células apresentam marcacédo positiva para ambas as sondas®®. As células com
danos severos nas suas membranas e em estadios muito tardios de apoptose
apresentam uma marcacgdo com IP e podem n&o exibir marcacdo com An V. Estas

classificagbes estdo esquematizadas na Tabela 7.
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Tabela 7 - Esquema que evidencia os diferentes grupos de células de acordo com a dupla-marcagédo com
Anexina V e lodeto de propideo. A auséncia de marcagdo esta representada por (-) enquanto a presenca
de marcacgéo esta representada por (+).

Classificagao ‘ Anexina V lodeto de propideo

Células vivas - _

Células em apoptose inicial + -

Células em apoptose . .
tardia/necrose

Células em necrose - +

Para efetuar a marcagdo com as sondas acima referidas, procedeu-se a
separacdo das células e obtencdo das suspensdes celulares. Colocaram-se as
suspensdes em tubos de citémetro e centrifugaram-se a 300 G durante 5 minutos.
Apods a centrifugacdo, decantou-se o sobrenadante e adicionaram-se 100 pL de
tampéao de ligagdo (1X). Para além do tampé&o, adicionaram-se 5 yL de An V e 2 yuL de
IP (KIT Immunotech, Beckman Coulter). Homogeneizaram-se os tubos no vortex (ZX3,
VELP®SCIENTIFICA) e incubaram-se durante 15 minutos, no escuro, a temperatura
ambiente. Apds a incubagao, adicionaram-se 400 yL de tampéao de ligacédo (1X) e
agitou-se suavemente no vértex. Por ultimo, os tubos foram armazenados a 4°C até a
sua posterior leitura no citdmetro de fluxo. Os resultados foram obtidos em

percentagem de células em cada um dos grupos descritos na Tabela 7.

3.1.7.2 Avaliagao da produgao intracelular de perdxidos

Os peroxidos constituem um tipo de ROS que fornece uma indicagdo sobre o
estado oxidativo das células. As ROS sao produtos do metabolismo celular e, de
acordo com a sua concentragdo, podem ser benéficas ou prejudiciais ao
funcionamento normal das células®. O aumento de H,0,, assim como de outras ROS,
origina modificagdes oxidativas nas moléculas celulares, inibe a fungdo proteica e
promove a morte celular®®. Um método muito usado para a avaliagdo da produgdo
intracelular de peroxidos ¢é a oxidagdo da sonda nao fluorescente
2'-7'-diclorodihidrofluoresceina (DCFH,)®. A sua forma acetilada, DCFH,-DA,
atravessa facilmente a membrana citoplasmatica e, na presenca de peroxidos, é
oxidada, levando & formagao de 2’-7’-diclorofluoresceina (DCF)™°. Este composto é
fluorescente a 520 nm, quando excitado a 480 nm"°.

Para executar a marcagcdo com DCFH,-DA, as suspensdes celulares em
estudo foram colocadas em tubos de citdmetro e centrifugadas a 200 G durante

5 minutos. Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 1 mL de solugéo de PBS (1X)
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e 1 pL de solugdo de DCFH (Ref. D6883, Sigma®) na concentragdo de 5 mM, ficando
no tubo a uma concentracdo de 5 pyM. Homogeneizaram-se os tubos no vortex e
incubaram-se no escuro, a 37° C durante 45 minutos. Apds a incubagao, adicionaram-
se 2 mL de solugdo de PBS (1X) e centrifugou-se a 300 G durante 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e adicionaram-se 400 pL de solucdo de PBS (1X). As
suspensdes foram homogeneizadas no vortex. Por ultimo, os tubos foram
armazenados a 4°C até leitura no citbmetro de fluxo. Os resultados foram
padronizados a condi¢do controlo, para cada linha celular, e calculou-se a razao entre

a medicdo da condi¢cdo experimental e do respetivo controlo.

3.1.7.3 Avaliacao da produgao intracelular do radical superdxido

O aniao superoxido, tal como o H,0,, faz parte das ROS e ¢ indicativo do estado
oxidativo das células®®. A producdo intracelular de anido superéxido é comummente
avaliada com recurso & sonda de dihidroetidio (DHE)"". Este composto penetra as
células e é convertido a etidio pelo anido superdxido, podendo intercalar-se com o
DNA e permanecer no interior da célula’.

Relativamente a marcagao, as suspensodes celulares também foram colocadas
nos respetivos tubos de citdmetro. Realizou-se uma centrifugagdo de 300 G durante
5 minutos, apds a qual se descartou o sobrenadante e se adicionou 1 mL de solugcédo
de PBS (1X). Adicionaram-se ainda 5 pL de solugéo de DHE (Ref. D7008, Sigma®) na
concentragdo de 1 mM, de modo a que a solugcdo no tubo ficasse com uma
concentragdo de 5 pM. Homogeneizou-se no vértex e incubou-se no escuro a 37°C,
durante 15 minutos. Apds o periodo de incubagao, adicionaram-se 2 mL de solugao de
PBS (1X) e centrifugou-se a 300 G durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado
e adicionaram-se 400 uL de solugdo de PBS (1X). As suspensdes foram
homogeneizadas no vortex e armazenadas a 4°C até leitura no citometro. Os
resultados obtidos foram posteriormente padronizados ao controlo, como referido na

secg¢ao 3.1.7.2.

3.1.7.4 Avaliacéo da producao intracelular de glutationa reduzida
A glutationa representa o tiol livre mais abundante nas células eucaridticas e é
responsavel pela manutencido do estado oxidativo 6timo das células, possibilitando o
correto funcionamento das proteinas celulares®®. E particularmente importante em
oncologia, devido ao seu papel na resisténcia a agentes citotdéxicos que danificam o
DNA através da formagdo de ROS’. A glutationa protege as células ao remover

radicais livres e ao reduzir H,O, ou peréxidos organicos’.
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A forma reduzida da glutationa (GSH) é a forma ativa, que é oxidada durante o
stresse oxidativo dando origem a glutationa oxidada (GSSG)®°. Dessa forma, o racio
entre GSH e GSSG pode ser utilizado para avaliar a expressao de stresse oxidativo®®.
Sob condigbes fisiolégicas normais, ha maior quantidade de GSH intracelular do que
GSSG®. Pelo contrario, durante stresse oxidativo e morte celular por apoptose,
verifica-se uma diminuicdo de GSH®.

A marcacdo de GSH pode ser realizada de diversas formas, sendo que uma
delas consiste na utilizagdo de um corante fluorescente designado por alaranjado de
mercurio’?. O corante foi inicialmente usado para corar grupos sulfidril de proteinas
mas, mais tarde, comprovou-se a sua reagdo mais rapida com a GSH'2. A ligacdo que
se estabelece entre a GSH e o corante da origem a um produto que emite
fluorescéncia vermelha quando excitado com um laser de argon a 488 nm’2,

De forma a avaliar a producéo intracelular de GSH, procedeu-se a uma
centrifugagcdo a 300 G durante 5 minutos das suspensdes celulares, previamente
colocadas nos tubos de citometro. De seguida, descartou-se o sobrenadante e
adicionou-se 1 mL de solu¢do de PBS (1X). Adicionaram-se também 4 pL de solugao
de alaranjado de mercurio (Ref. M7750, Sigma®) na concentragdo de 10 mM de modo
que a concentragao da solugédo no tubo ficasse igual a 40 yM. Homogeneizou-se no
vortex e realizou-se uma incubagdo no escuro a 37°C, durante 15 minutos.
Adicionaram-se 2 mL de solugdo de PBS (1X) e centrifugou-se a 300 G durante
5 minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionaram-se 400 pyL de solugcdo de
PBS (1X). A suspensao foi homogeneizada no vértex e, por fim, armazenada a 4°C até
a leitura no citdmetro. O processamento dos dados foi feito da mesma forma descrita

na seccao 3.1.7.2.

3.1.7.5 Avaliacéo do potencial de membrana mitocondrial

A mitocoéndria € um organelo celular responsavel pela sensibilizagdo e
integracdo de sinais de stresse celular e disturbios mitocondriais ocorrem normalmente
em fases precoces de morte celular®®. A detecdo do potencial de membrana
mitocondrial tem por base a utilizacdo de sondas catidnicas lipofilicas que sao
metabolizadas por células vivas®. A acumulacdo destas sondas na mitocondria é
medida através da intensidade da fluorescéncia emitida e é proporcional ao potencial
de membrana mitocondrial®®. Em estadios precoces de morte celular, o potencial de
membrana mitocondrial esta reduzido.

Um catido lipofilico comummente usado na avaliagdo do potencial de
membrana mitocondrial é o fluorocromo iodeto de 5,5,6,6’-tetracloro-1,18,3,3-tetraetil-

benzimidazol-carbocianina (JC-1)>. Quando ¢é interiorizado pela membrana
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mitocondrial pode formar mondémeros, apresentando cor verde, a 527 nm, ou
agregados, para um potencial de membrana mitocondrial maior, adquirindo cor
vermelha, a 590 nm3. Assim, o resultado do quociente entre a fluorescéncia verde e a
fluorescéncia vermelha do JC-1 permite estimar o potencial de membrana
mitocondrial”.

Tal como descrito no ponto anterior, as suspensodes celulares foram colocadas
em tubos de citdmetro. Efetuou-se uma centrifugagdo a 300 G, durante 5 minutos. De
seguida, decantou-se o sobrenadante a adicionou-se a cada tubo 1 mL de solucéo de
PBS (1X) bem como 1 pL de solugdo de JC-1 (Ref. T4069, Sigma®) em DMSO na
concentragdo de 5 mg/mL, obtendo uma concentragédo no tubo de 5 ug/mL. Os tubos
foram homogeneizados no vortex e posteriormente incubados no escuro a 37°C,
durante 15 minutos. Apés a incubagédo, adicionaram-se 2 mL de solugéo de PBS (1X).
Procedeu-se a uma centrifugacdo de 300 G, durante 5 minutos. O sobrenadante foi
decantado e adicionaram-se 400 pL de solucdo de PBS (1X). Homogeneizou-se no
vortex e no fim os tubos foram armazenados a 4°C até leitura no citometro. Os
resultados foram apresentados como a razdo entre a formacdo de mondémeros e

agregados, para cada condicao.

3.1.8 Eletroforese Bidimensional

As técnicas de protedmica sao utilizadas para determinar niveis de expressao
de misturas complexas de proteinas e tém vindo a ser aplicadas em diversos estudos

de oncologia "

. A eletroforese bidimensional (2D) representa uma técnica de
proteémica valiosa e de grande resolugéo’. Pode ser usada em quase todos os tipos
de células eucaritticas e extratos derivados, células e organelos, fluidos bioldgicos,
entre outros’. Devido ao seu poder de elevada resolugdo, assim como a sua grande
capacidade de carregamento de amostras, a eletroforese 2D permite a disposi¢céo de
inimeras proteinas num sé gel, em simultaneo’. Assim, cada gel pode demonstrar
centenas ou milhares de spots de varias formas, tamanhos e intensidades,
representando cada um, uma proteina especifica’.

De uma forma sucinta, as proteinas sao separadas nos géis por focagem
isoeléctrica, de acordo com os seus pontos isoeléctricos, na primeira dimenséo, e por
eletroforese em géis de poliacrilamida contendo dodecil-sulfato de sédio (do inglés
Sodium Dodecyl Sulphate — Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE),

segundo a sua massa molecular, na segunda dimens&o’®.
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Para permitir a visualizagdo das proteinas nos géis, sdo utilizados diversos
corantes’®. Os mais comuns s&o o azul de Coomassie, corantes com nitrato de prata
ou fluorescentes’.

Os pontos de interesse dos géis sdo excisados e sujeitos a um conjunto de
procedimentos que visam o seu posterior processamento por espetrometria de massa,
para identificagdo das proteinas’®. Embora com algumas limitagdes como a dificuldade
em solubilizar e analisar proteinas hidrofébicas com pesos moleculares ou pontos
isoeléctricos extremos, a eletroforese 2D constitui uma ferramenta util para separar
proteinas com modificagdes traducionais ou isoformas especificas’®.

Com o intuito de caracterizar o perfil proteico das linhas celulares sensiveis e
resistentes a radioterapia, realizaram-se eletroforeses 2D com as linhas celulares WiDr
e WiDr/10x.

3.1.8.1 Obtencao de extratos de proteinas

O método usado para preparagao de amostras para posterior utilizagdo em
proteédmica foi o método do acido tricloroacético (do inglés Trichloroacetic Acid, TCA,
Ref. T8657, Sigma-Aldrich®). Uma vez que as linhas celulares WiDr e WiDr/10x s&o
aderentes, foi necessario descartar o meio de cultura dos frascos e lavar os mesmos
com solucado de PBS (1X) trés vezes. Apos descartar a solugao de PBS (1X) da ultima
lavagem, adicionou-se 1 mL de solugdo de TCA a 20% e destacaram-se as células
dos frascos com o auxilio de um raspador (utilizou-se 1 mL de solugdo para cada
frasco médio).

Apos o destacamento das células, colocou-se o conteludo de cada frasco num
microtubo devidamente identificado, com uma micropipeta. Homogeneizou-se no
vortex e, de seguida, procedeu-se a sonicagdo das amostras dez vezes (A=30 kHz),
cada uma durante 1 a 2 segundos, garantindo uma correta rutura das membranas
citoplasmaticas. As amostras foram distribuidas por diversos tubos, de modo a
adicionar-se a cada, um volume de acetona (Ref. 537748, Sigma-Aldrich®) &
temperatura de -20°C quatro vezes superior ao da amostra. A acetona promove a
precipitacao das proteinas presentes nas amostras. A suspensao foi homogeneizada
no vortex e incubaram-se os microtubos a -80°C durante 30 minutos. Apds a
incubagao, procedeu-se a uma centrifugacao de 14.000 G, durante 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado com o auxilio de uma micropipeta. Repetiu-se duas vezes
a adi¢do de acetona, a homogeneizagao e a posterior centrifuga¢cdo, com o intuito de
remover o maximo de TCA presente no sedimento das amostras. Descartou-se o
sobrenadante e deixou-se a acetona evaporar, sem deixar que a amostra secasse

demasiado. Seguidamente, ressuspendeu-se em 200 pL de solugdo tampao de
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reidratagdo ReadyPrep™ 2-D Starter Kit (Ref. 163-2108, BIO-RAD) e a amostra foi
colocada num s6 microtubo. Homogeneizou-se a amostra no vortex e armazenou-se a

-80°C até posterior utilizagao.

3.1.8.2 Quantificagao de proteinas
A realizacdo de uma eletroforese 2D requer a quantificagdo de proteinas
presentes nas amostras em estudo. Para tal, recorreu-se ao Kit 2-D Quant (GE
Healthcare). Inicialmente preparou-se uma curva padrao utilizando uma solugédo de
albumina sérica de bovino (BSA) (2 mg/mL), fornecida com o Kit. Aos microtubos
foram adicionados diferentes volumes: 0, 5, 10, 15, 20 e 25 pL de solugado de BSA, de

acordo com a Tabela 8.

Tabela 8 - Esquema ilustrativo dos volumes usados para estabelecer a curva padrdo da quantificagdo de
proteina dos extratos.

Numero do tubo

Volume da solugdo de BSA (uL) 0 5 10 15 20 25

Quantidade de proteina correspondente (ug) 0 10 20 30 40 50

Para além dos microtubos da curva padréo, preparam-se os microtubos das
amostras a quantificar, com cerca de 10 yL. Adicionaram-se a cada microtubo,
incluindo aos da curva padrdo, 500 yL de precipitante. Homogeneizaram-se os
microtubos no vortex e incubaram-se durante 2-3 minutos a temperatura ambiente. De
seguida, adicionaram-se 500 pyL de co-precipitante e homogeneizou-se no vortex. Os
tubos foram centrifugados a 10.000 G durante 5 minutos, por forma a sedimentar a
proteina. Apds a centrifugacéo verificou-se a presenga de sedimento e removeu-se
todo o sobrenadante com auxilio de uma micropipeta. Adicionaram-se posteriormente
100 yL de solugdo de cobre e 400 yL de agua ultrapura a cada microtubo.
Homogeneizou-se seguidamente para dissolver a proteina precipitada e adicionou-se
1 mL da solucdo corante, previamente preparada. A solucédo corante € composta por
uma mistura de dois reagentes do Kit — reagentes A e B —, sendo que por cada 100 pyL
do reagente A, deve ser adicionado 1 yL do reagente B. Agitaram-se os tubos por
inversdo e incubaram-se a temperatura ambiente durante 15-20 minutos. No fim,
200 pyL de cada microtubo foram transferidos para uma placa de 96 pocos, incluindo
0s microtubos para a obtencdo da curva padrdo, para subsequente medicdo da

absorvancia a 480 nm no leitor. Apds a leitura, estabeleceu-se uma curva padréo,
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através da criagdo de um grafico de pontos que relacionou a absorvancia com a

quantidade de proteina.

3.1.8.3 Reidratagcao

Antes de realizar a eletroforese propriamente dita, € necessario realizar uma
reidratacdo das strips (Ref. 163-2000, ReadyStrip™ IPG Strips, BIORAD) no aparelho
PROTEAN®i12™ |EF cell (BIORAD). Para tal, procedeu-se inicialmente a limpeza do
material, nomeadamente o tabuleiro de focagem — focusing tray — com uma solugéo de
limpeza de SDS (Ref. L3771, Sigma®) a 10% e agua destilada. A temperatura do
laboratério foi ajustada para 20°C e o trabalho foi desenvolvido numa area limpa,
evitando contaminacdes. Preparou-se também a solugdo tampado de reidratacdo
ReadyPrep™ e descongelaram-se as strips. As amostras, depois de descongeladas,
foram centrifugadas a 14.000 G durante 15 minutos. De cada amostra pipetou-se o
volume equivalente a 20 ug de proteina. Foi necessario perfazer o volume total até
atingir um volume de 125 uL, com ReadyPrep™. A amostra foi sujeita a agitagcao
durante 30 minutos e a um breve spin imediatamente antes de utilizar. As amostras
foram colocadas em diferentes corredores do tabuleiro de focagem . Removeu-se de
cada strip a pelicula protetora de plastico, com o auxilio de uma pinca. As strips foram
colocadas em cada linha, por cima de cada amostra, sendo que o gel presente na strip
ficou voltado para a amostra — gel side-down. Para além disso, a strip foi colocada
segundo os respetivos pdlos do tabuleiro. Qualquer bolha de ar foi removida e para
que todo o gel ficasse submerso na amostra e agitou-se levemente o tabuleiro. Os
elétrodos foram montados no tabuleiro e este foi colocado no aparelho. Adicionaram-
se 4 mL de 6leo mineral (Ref. 163-2129, BIORAD) as strips, de modo a ndo secarem
durante o processo. Os strip retainers (Ref. 1646040, PROTEAN®I12™ IEF Cell IPG
Strip Retainers) foram colocados sobre as strips e apos fechar o equipamento, foi
programada a reidratagdo, por um periodo de 12 horas, com uma diferenca de

potencial de 50 V e a uma temperatura de 20°C.

3.1.8.4 Primeira dimensao — focagem isoelétrica
Apoés o periodo de reidratacdo, procedeu-se a desmontagem do suporte das
strips. Cada strip foi virada ao contrario, no sentido de colocar o lado do gel virado
para cima — gel side-up. Humedeceram-se electrode wicks (Ref. 1646030,
PROTEAN®12™ [EF Cell Gel-Side Up Electrode Wicks) com &gua destilada e
colocaram-se 0os mesmos entre as extremidades das strips e os elétrodos do tabuleiro

de focagem. Cobriram-se novamente as strips com 6leo mineral. Programou-se o
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equipamento para a realizagcdo da focagem isoelétrica com diversos passos,

esquematizados na Tabela 9.

Tabela 9 - Passos da focagem isoelétrica - primeira dimensao.

Diferenca de Intensidade de
Passo Gradiente Duragao
potencial (V) corrente (A)
1 250 Rapido 50 0:20 (h:min)
2 4000 Gradual 50 1:00 (h:min)
3 4000 Rapido 50 15.000 (V h)
4 500 - 50 -

3.1.8.5 Equilibrio SDS

Posteriormente ao passo de focagem isoelétrica, reconstituiu-se a solugéo
tampéo de equilibrio (Ref. 163-2108, ReadyPrep™ 2-D Starter Kit, Equilibration Buffer
I, BIORAD), por adigao de 13,35 mL de glicerol a 30% (Ref. G2025, Sigma®) e 0,5 ¢
de iodoacetamida (Ref. 8.04744.0100, Merck). As strips foram removidas do tabuleiro
de focagem, escorrendo o excesso de Oleo mineral e colocadas num tabuleiro de
equilibrio, com o gel voltado para cima. Adicionaram-se 10 mg de DL-Dithiothreitol
(DTT, Ref. 43815, Sigma-Aldrich®) por cada 1 mL de tampao de equilibrio e cada strip
foi incubada em solugdo tampao de equilibrio, durante 15 minutos a temperatura
ambiente com agitacdo leve. De seguida, adicionaram-se 40 mg de iodoacetamida por

1 mL de tampéo de equilibrio e procedeu-se a uma incubagao igual a anterior.

3.1.8.6 Segunda dimensao — SDS-PAGE

Durante o periodo de equilibrio das strips, procedeu-se a polimerizacdo de um
gel de acrilamida a 10%, para a subsequente eletroforese. O gel foi composto por
4,1 mL de agua ultrapura, 3,3 mL de acrilamida (Ref. MB15601, nzy-tech) a 30%,
2,5 mL de solugao de Tris-HCl a 1,5 M a pH igual a 8,8 e 100 pL de solugédo de SDS a
10%. Imediatamente antes da polimerizagdo do gel foram adicionados 100 yL de
solucdo de persulfato de amoénio (do inglés Ammonium Persulphate, AMPS,
Ref. A3678, Sigma®) e 10puL de solugdo de N,N,N’,N-Tetrametiletienodiamina
(TEMED, Ref. T9281, Sigma®). A solugéo foi colocada entre os dois vidros do sistema

e permitiu-se a sua polimerizagdo. Preparou-se ainda uma solucdo de agarose a
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0,5% em tampéo de eletroforese (10 mg em 2 mL), tendo sido aquecida a 100°C em
banho seco.

Terminado o equilibrio das strips, estas foram submersas rapidamente em
solugdo tampédo de eletroforese (Ref. P1610772, 10X Tris/Glycine/SDS, BIORAD).
Apo6s a polimerizagédo do gel de acrilamida, adicionaram-se 5 uL de padréo de bandas
(Ref. 161-0374, Precision Plus Protein™ Standards Dual Color, BIORAD), no lado
esquerdo do gel. Cada strip foi gentilmente colocada no topo do respetivo gel, com a
extremidade acidica virada para o lado esquerdo do gel e com o lado do gel voltado
para a frente do sistema. A strip foi coberta com a solugdo de agarose a 0,5% em
tampao de eletroforese previamente arrefecida, com cuidado para evitar a formacéao
de quaisquer bolhas de ar, e deixou-se solidificar durante alguns minutos. Os sistemas
com os géis montados foram colocados na tina de eletroforese (Mini Trans-Blot® Cell,
BIORAD). Fecharam-se as tinas e procedeu-se a programacgao das eletroforeses, com
um passo de 15 minutos, 80 V, permitindo a passagem das proteinas das strips para
0s respetivos géis, e um segundo passo de aproximadamente 2 horas, 160 V, no qual
ocorre a separagao das proteinas de acordo com a sua massa molecular. Apds a
eletroforese, os sistemas foram desmontados e identificaram-se os géis.

A par com a eletroforese 2D, realizou-se uma eletroforese unidimensional com
as mesmas amostras, para verificar a sua qualidade. Para isso, foi necessario
desnaturar as mesmas antes da eletroforese, através da adicdo de 5 pL de solugao
desnaturante durante 8 minutos a 100°C, no banho seco, bem como preparar mais um

gel, da mesma forma descrita em cima.

3.1.8.7 Coloragéao dos géis

A coloragdo dos géis obtidos, para revelagdo das proteinas, foi realizada
segundo o protocolo de coloracdo com prata de géis de SDS-PAGE do BIOCANT
(Centro de Inovagédo em Biotecnologia).

Inicialmente as strips foram colocadas em tinas de vidro e adicionou-se uma
solugdo de metanol a 25% e &cido acético (Ref. 33209, Sigma-Aldrich®) a 5%.
Incubou-se durante 30 minutos a temperatura ambiente e em agitacdo leve. Este
passo teve como finalidade fixar as proteinas nos géis. A solugdo de fixagao foi
substituida pela solugao de etanol (Ref. 3000, REDUR) a 50%, atuando durante 10
minutos em agitacdo. De seguida, descartou-se a solugdo e adicionou-se solugéo de
etanol a 30%, incubada durante 10 minutos com manutengéo dos géis em agitagdo. O
passo seguinte correspondeu a um passo de sensibilizagcdo do gel, sendo que se
removeu a solucdo anterior e se adicionou solugdo de tiossulfato de sddio

(Ref. 217263, Sigma-Aldrich®) a 0,2 g/L durante 1 minuto. Este periodo de incubagéo
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deve ser respeitado o maximo possivel, pelo que imediatamente apds esse tempo se
descartou a solugcdo e se procedeu a trés lavagens de 5 minutos cada com agua
ultrapura, em agitacédo. Prosseguiu-se com a coloragao propriamente dita, removendo
a agua e incubando os géis com solugao de nitrato de prata (Ref. 3013308, Merck) a
2,0 g/L durante 20 minutos em agitacdo constante. Também foi necessario néo
ultrapassar o periodo de incubagao desta solugao, pelo que terminados os 20 minutos
se removeu a solugado de prata e se adicionou a solugéo de revelagao de carbonato de
sodio anidro (Ref. 451614, Sigma-Aldrich®) a 30 g/L, tiossulfato de sédio a 10 mg/L e
formaldeido a 37% (Ref. 90240.9025, VWRProlabo®) em &gua ultrapura a 0,7 mL/L.
Os géis permaneceram nesta solugao até se verificar a presenca de spots castanhos
nos géis, correspondendo as proteinas presentes. Foi necessario um correto controlo
da incubagédo para evitar a sobrecoloragédo dos géis. Para interromper a revelagao, isto
€, as reacdes entre a solucdo e as proteinas, removeu-se a solugcdo e adicionou-se
uma solugcado de Trizma base a 50 g/L em acido acético a 2,5% durante 1 minuto em
agitacao. Por fim, os géis foram armazenados numa camara fria, em sacos de plastico

com fecho, contendo agua ultrapura para manter os géis hidratados.

3.2 Estudos In Vivo

Realizaram-se estudos in vivo com a finalidade de reproduzir um modelo
animal heterotépico de CCR resistente a radioterapia e avaliar a resposta dos
xenotransplantes das linhas celulares sensivel e resistente — WiDr e WiDr/10x — apés
tratamento com quimiorradioterapia. Os modelos animais possuem um importante
papel em oncobiologia, na medida em que permitem a realizagcdo de estudos nao
reprodutiveis in vitro. A combinacdo de farmacos e de radiacdo tem vindo a ser
investigada em modelos animais de CCR’""879%°,

Todos os procedimentos descritos de seguida foram avaliados e aprovados

pela Comisséo de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra.

3.2.1 Modelo Experimental

O modelo animal escolhido para a realizagédo dos estudos in vivo foi um modelo
de xenotransplantes subcuténeos, obtido através da inoculagdo de células tumorais
das linhas celulares WiDr e WiDr/10x em murganhos balb/c nu/nu. Este modelo possui
como vantagens a rapidez, a facilidade de utilizacdo e a possibilidade de uso de
células tumorais humanas.

No sentido de estudar o comportamento das linhas celulares sensiveis e

resistentes a radioterapia ap6s administracdo de quimiorradioterapia construiu-se um
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desenho experimental com a linha nativa WiDr e a linha resistente a radioterapia
WiDr/10x, com 16 murganhos balb/c nu/nu para cada uma das linhas. Os murganhos
foram adquiridos nos Laboratérios Charles River, Inc., e submetidos a um periodo de
quarentena, mantidos numa sala prépria climatizada, sujeitos a ciclos de 12 horas de
luz diarias e com acesso livre a ragdo para murinos nude (Mucedola 4RFN) e agua
devidamente filtrada. Os estudos tiveram inicio quando os animais atingiram
aproximadamente 4 semanas de idade, com um peso compreendido entre 16 e 20 g,

tentando estabelecer a maior homogeneidade possivel.

3.2.2 Desenvolvimento de Xenotransplantes

Para a realizacdo dos xenotransplantes procedeu-se a inje¢cdo subcutanea de
10x10° células tumorais em suspensdo em soro fisiolégico, com o auxilio de uma
seringa de 1 mL (TERUMO®) acoplada de uma agulha hipodérmica de calibre 25Gx1’
(TERUMO®), no dorso direito de cada murganho. Esta regido anatémica permite um
crescimento relativamente rapido do tumor e monitorizagao acessivel.

Apds a inoculagdo, procedeu-se a monitorizagdo diaria de todos os animais. Esta
consistiu na medicdo do peso dos animais e das dimensdes do tumor. A avaliacdo da
saude e bem-estar dos animais foi constante. O peso foi registado com recurso a uma
balanca digital e as dimensdes tumorais foram medidas com o auxilio de um
paquimetro eletronico. O volume tumoral foi calculado segundo a Equagao 5,
comummente utilizada para monitorizacdo dos animais de laboratério com

xenotransplantes de células tumorais’’®'%2;

y =X (Eq. 5)

onde V corresponde ao volume tumoral, L corresponde ao didmetro maior do tumor e

S corresponde ao diametro menor.

3.2.3 Desenho Experimental

Quando o volume tumoral atingiu 300 mm?, o periodo experimental teve inicio —
D0. Para cada tipo de xenotransplante, sensivel e resistente a radioterapia,
estabeleceram-se 4 grupos experimentais, cada um com 4 animais: o grupo controlo, o
grupo submetido a administracdo de 5-FU em concentracdo radiossensibilizante, o
grupo de quimiorradioterapia com dose baixa de radiagdo — 2 Gy — e o grupo de

quimiorradioterapia com dose elevada radiacdo — 10 Gy. Mais especificamente, o
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grupo controlo nio foi sujeito a qualquer intervengao durante o periodo experimental —
do dia zero ao dia 20 (DO a D20) (ultimo dia do periodo experimental). Por sua vez, ao
grupo submetido a administracdo de 5-FU isolada, procedeu-se a injecéo
intraperitoneal de 5-FU a 66,6 mg/kg, diluido em soro fisiolégico. A concentragéo
maxima de 5-FU tolerada por murganhos que tem sido reportada é de 100 mg/kg®.
Como se pretendia utilizar uma concentragdo com efeito radiossensibilizante, aplicou-
se a proporcao utilizada na pratica clinica: %5 da concentragdao de 5-FU administrado
como Unico agente terapéutico (quimioterapia adjuvante isolada)'®. Os dois grupos
restantes foram submetidos a administracdo de 5-FU a 66,6 mg/kg no DO e irradiagéo
com 2 e 10 Gy seis horas apdés a administragdo de 5-FU, como descrito por Urick et
al.”.

Tal como aconteceu nos estudos in vitro, foi necessaria a realizagdo de uma
TC ao animal para poder ser feito um planeamento com uma distribuicado de dose
homogénea. O animal foi anestesiado através da administracdo subcuténea de
cetamina a 100 mg/kg (Cetamina, Hikma, 500 mg/10 mL), e foi posicionado em
decubito lateral, utilizando um sistema de imobilizagdo construido para o efeito. Como
as células foram inoculadas a nivel subcutaneo os respetivos tumores sao superficiais,
pelo que se tornou necessario colocar um material equivalente a tecido (bdlus) em
contacto com o animal na localizagao do tumor, por forma a permitir uma deposigcao da
dose pretendida a superficie.

Apos a realizacdo da TC, foi realizado um planeamento tridimensional
utilizando o sistema de planeamento Eclipse™ (Varian Medical Systems, EUA), por
forma a ser administrada a dose prescrita de uma forma homogénea a nivel do tumor.
A Figura 14 ilustra o posicionamento do animal e o respetivo planeamento. De acordo
com o planeamento realizado, foram determinadas as posigdes da mesa e da gantry,
bem como as dimensdes dos campos e as MU necessarias para administracdo da
dose pretendida. Para a irradiagdo, procedeu-se a anestesia dos murganhos de
acordo com o descrito anteriormente e o posicionamento e a irradiagdo foram
realizados de acordo com o planeado.

Durante o periodo experimental, o volume tumoral foi estimado segundo a
Equacédo 5, tendo sido determinado o volume tumoral relativo (VTR) segundo a
Equacéo 6:

Vx

VTR = o (Eq. 6)

0

onde Vx corresponde ao volume tumoral no dia x e Vo ao volume no dia inicial do

periodo experimental.
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Figura 14 — Representacdo do planeamento para irradiagdo de tumores de murganhos: (A e B)
representacgao tridimensional do posicionamento do animal em decubito lateral direito (a azul encontra-se
representado o sistema de imobilizagdo, a cinzento o bélus e a verde a isodose de 95%); (C e D) secgbes
axial e coronal, respetivamente, a nivel do tumor (a distribuicdo de dose encontra-se representada por
esquema de cor, variando de um minimo de 95% (azul) a 104,5% (vermelho); (E) fotografia ilustrativa de
um murganho anestesiado (cauda visivel) e corretamente posicionado na mesa de tratamento para

irradiagao do tumor.

3.3 Estudos Ex Vivo

Terminado o periodo experimental — D20, os animais foram ocisados com a
finalidade de avaliar os efeitos do tratamento e comparar o ambiente tumoral de cada
linha celular. A ocisdo foi executada por deslocamento cervical, procedendo-se de
imediato a colheita de sangue por punc¢ao intracardiaca, com o auxilio de uma seringa

acoplada de uma agulha 25G, e colheita do tumor.

3.3.1 Colheita de Sangue

A colheita de sangue teve como objetivo obter plasma sanguineo para posterior
estudo de proteinas circulantes, através de eletrofofrese 2D. O sangue colhido foi

colocado num microtubo contendo solugdo de EDTA anticoagulante. De seguida,
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procedeu-se a uma centrifugagao de 1.800 G durante 20 minutos, para separagao do
plasma sanguineos“. O plasma foi transferido para um microtubo novo, devidamente
identificado. Os microtubos com sangue e com plasma foram armazenados a -80°C

até posterior utilizagao.

3.3.2 Colheita de Tumor

3.3.2.1 Extragdo de proteinas

A extragdo de proteinas do tumor foi feita de acordo com o protocolo de
extragdo proteica a partir de tecido de mamifero da BIORAD (2-D Electrophoressis
Workflow How-To Guide, 42 Edi¢ao). Resumidamente, foi necessario triturar pequenos
fragmentos de tumor em azoto liquido. Apés a trituragéo, 60 mg do tumor em p6 foram
transferidos para um microtubo, onde se adicionou 1 mL de solugao tampéao
ReadyPrep™. As amostras foram sonicadas 5 vezes (A=30 kHz), durante 2 segundos
cada e incubadas a temperatura ambiente durante 30 minutos, homogeneizando no
vortex de tempos em tempos. Por fim, realizou-se uma centrifugagdo de 35.000 G
durante 30 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo,

devidamente identificado, e armazenado a -80°C até posterior utilizagao.

3.3.2.2  Analise histoldgica

Aquando da ocisdo, foi efetuado um registo macroscopico que incluiu a
anotagdo do peso do tumor, as suas dimensdes, a forma, a cor, o brilho, a
consisténcia, o aspecto da superficie do tumor e da superficie da secgdo, bem como
de todas as observagdes consideradas pertinentes. Apds avaliagcdo macroscépica do
tumor, procedeu-se a imersdao do mesmo em solucdo de formol tamponado a 10%
(solugdo composta por 100 mL de formol a 37%, 900 mL de agua ultra-pura, 4,5 g de
fosfato de sodio monobasico e 3,6 g de hidroxido de sédio, com pH =7,4) para
posterior realizagdo da técnica histoldgica. A fixagdo do tumor foi realizada overnight.
Posteriormente realizou-se o processamento histoldgico, que compreendeu trés fases:
desidratagdo em concentragdes crescentes de etanol — etanol a 70%, etanol a 95% e
etanol a 100%; diafanizacdo em xileno e impregnacdo em parafina. De seguida, o
tumor foi incluido em parafina para obtencdo de blocos. Os periodos de incubagao
foram estabelecidos de acordo com um protocolo previamente testado e mostrado na
Tabela 10.

A microtomia foi realizada no Servico de Patologia Experimental da Faculdade
de Medicina da Universidade de Coimbra. Os cortes histoldgicos foram obtidos com a

espessura de 3 ym, num microtomo (Ref. AS325, Shandon) apés arrefecimento dos
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blocos em parafina numa placa fria (Ref. EG1130, Leica). Utilizou-se a coloragéo de
hematoxilina e eosina (HE), a coloragéo histolégica mais comummente usada®®. Esta
coloracdo permite obter um bom contraste das estruturas celulares, uma vez que a
hematoxilina possui afinidade para diversos componentes como o nucleo, corando-os
de azul, o que proporciona detalhe intranuclear; e a eosina possui afinidade para
componentes como o citoplasma e diversas fibras do tecido conjuntivo, corando-as em
diversas intensidades de rosa. Para proceder a coloragdo dos cortes histologicos foi
necessario colocar as ldminas numa estufa a 60°C, no minimo 30 minutos, permitindo
uma correta adesdo do corte a ldmina. O protocolo utilizado foi um protocolo de
coloracdo manual, usado diariamente no Servigo. As laminas foram imersas em xileno
(Ref. 1520081005, Merck) durante 20 minutos, e de seguida imersas em solugbes de
etanol (Ref. 3000, REDUR) com concentragdes decrescentes — 100, 70 e 30% — para
hidratar os tecidos. Apds lavagem em &gua, as laminas foram imersas em
hematoxilina (Ref. 26110, BDH) durante 15 minutos. Procedeu-se de seguida a uma
lavagem em agua corrente, para remover o excesso de corante. O passo de coloragéo
com eosina (Ref. 4382, Sigma®) teve a duragdo de 5 minutos. As laminas foram
imersas em solugdes de etanol com concentragdes crescentes — 70 € 100% e em
xileno. Por fim colocou-se a lamela sobre a ldmina com meio de montagem adequado.

A observacao das laminas foi realizada num microscopio 6tico (Nikon), com
camara fotografica acoplada. A analise histolégica constitui um método que possibilita
avaliar a resposta ao tratamento, através das alteragdes histolégicas provocadas pelo

mesmo.

Tabela 10 - Protocolo Padrado da Técnica Histoldgica, que inclui os periodos de incubagéo de cada etapa.

Protocolo Padrao da Técnica Histologica

Fixacéo Formol 10% - Overnight

Etanol 70% - 30 min
Etanol 95% - 30 min
Desidratacao Etanol 95% - 1h
Etanol 100% - 1h

Processamento Etanol 100% - 1h

Xileno - 30 min
Diafanizagao

Xileno - 60 min

Parafina - 60 min
Impregnacéao

Parafina - 120 min

Incluséao Parafina
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3.4 Analise Estatistica dos Dados

A andlise estatistica foi realizada com recurso ao programa informatico IBM®
SPSS® Statistics, versdo 20.0 (IBM Corporation, Armonk, New York, EUA). A analise
descritiva das variaveis quantitativas em estudo foi realizada pelo calculo de
estimadores de tendéncia central, de disperséao e de localizagao.

As curvas de sobrevivéncia celular foram ajustadas aos modelos previamente
mencionados, de acordo com as Equagdes 3 e 4, utilizando o programa informatico
OriginPro (OriginLab Corporation, Northampton, EUA), versao 8.0.

Na analise inferencial, a normalidade de distribuigcdo das variaveis quantitativas
foi avaliada segundo o teste de Shapiro-Wilk.

A comparacdo entre as condi¢gbes experimentais para cada linha celular, no
que respeita a viabilidade celular, potencial de membrana mitocondrial e parametros
obtidos no ensaio cometa, foi realizada segundo o teste Analysis of Variance (ANOVA)
de um fator (no caso de distribuicdo normal e homogeneidade de varidncias) ou
segundo o teste Kruskal-Wallis (caso contrario). As comparagdes multiplas foram
realizadas segundo a corregéo de Bonferroni.

Na comparacao da atividade metabdlica, da producao de ROS e GSH e dos
resultados de ensaios clonogénicos com o controlo, foi utilizado o teste t de Student
para uma média, comparando com o valor de padronizagdo (100% para a atividade
metabdlica e 1 para as restantes variaveis mencionadas). Na comparacao entre as
restantes condigdes experimentais, foi utilizado o teste t de Student para amostras
independentes no caso de haver normalidade da distribuigdo dos valores ou o teste de
Mann-Whitney em caso contrario. As comparagdes foram corrigidas pelo método de
Bonferroni.

A comparagao entre linhas celulares foi realizada utilizando o teste ANOVA de
um fator ou o teste Kruskal-Wallis (de acordo com os critérios mencionados
previamente). As comparagbes multiplas foram realizadas segundo a corregdo de
Bonferroni.

Foi considerado um erro tipo | de 0,05 para todas as comparagoes.

72



4. Resultados"

" Os resultados apresentados nesta tese foram obtidos em co-autoria com o Mestre Jodo Casalta Lopes.






Resultados

Os métodos descritos anteriormente foram utilizados para estabelecer linhas
celulares humanas de CCR resistentes a radioterapia. Obtidas as linhas celulares,
pretendeu-se avaliar a sua resposta apds tratamento com radioterapia e
quimiorradioterapia, com o farmaco 5-FU; definir um protocolo de caracterizagédo da
expressdo proteica das linhas sensiveis e resistentes; e desenvolver um modelo
animal de CCR resistente a radioterapia, através da implantagdo heterotdpica de

células tumorais humanas de CCR radiorresistentes.

4.1 Inducgao de Resisténcia a Radioterapia

Com a realizagao de ensaios clonogénicos com a linha celular nativa C2BBe1 e
com as linhas celulares derivadas (com fragbes cumulativas de 2 Gy) verificou-se que
nao foi possivel induzir resisténcia a radioterapia. Quando sujeitas as doses 2, 4, 6, 8,
e 10 Gy, as linhas nativa e derivadas apresentam fatores de sobrevivéncia entre os
quais nao ha diferengas significativas. A Figura 15 ilustra as curvas dose-resposta das
linhas ceulares parental e C2BBe1/18x, sendo possivel constatar que a linha derivada
possui um comportamento semelhante ao da linha parental, para todas as doses de

radiacéo estudadas.

—— C2BBef
- - - C2BBe1/18x

FS

0.1

0l +——TT—T T T T T T T T

Dose (Gy)

Figura 15 - Curvas dose-resposta das linhas celulares C2BBe1 (representada a preto) e C2BBe1/18x
(representada a tracejado cinzento). Os valores representados correspondem a média e desvio-padrao de
n=8, para cada condi¢gdo em estudo.
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Ajustando os resultados obtidos nos ensaios clonogénicos das linhas C2BBe1
e C2BBe1/18x a um modelo linear-quadratico, obtemos B=0, pelo que o modelo que
melhor se ajusta € o de um s6 alvo e um s6 toque. Os valores referentes ao
parametros obtidos para as linhas celulares C2BBe1 e C2BBe1/18x estédo

representados na Tabela 11.

Tabela 11 — Pardmetros obtidos aquando do ajuste das curvas das linhas celulares C2BBe1 e
C2BBe1/18x ao modelo um sé alvo e um sé toque. EP significa erro-padréo, R? corresponde ao
coeficiente de determinacao e DL50 a dose letal média.

Linha ‘ Parametros
R? DL50 (Gy)
Celular o EPdea | B EPdep DO EP de DO
C2BBe1 0,099 0,006 - - 10,055 0,647 0,918 6,968
C2BBe1/18x | 0,125 0,011 - - 8,000 0,734 0,934 5,545

Desta forma, prosseguiram-se os estudos apenas com a linha celular nativa
C2BBe1 por forma a caracterizar o seu comportamento apds tratamento com
radioterapia e quimiorradioterapia e a compara-lo com a linha celular WiDr.

Relativamente a inducdo de resisténcia a radioterapia na linha celular WiDr,
verificou-se que as linhas derivadas com 6 e 10 fracbes apresentam fatores de
sobrevivéncia significativamente superiores aos da linha parental WiDr nas doses 4
(p<0,001), 6 (p=0,006 para WiDr/6x e p<0,001 para WiDr/10x), 8 (p<0,001) e 10 Gy
(p<0,001). No entanto, as diferencas entre os fatores de sobrevivéncia para as
mesmas doses nas linhas WiDr/6x e WiDr/10x ndo séo estatisticamente significativas.
A Figura 16 representa as curvas dose-resposta das trés linhas celulares, que foram
ajustadas ao modelo linear quadratico. Através do ajuste foi possivel determinar os
seus parametros, apresentados na Tabela 12. Uma vez que a linha WiDr parental
apresentou fatores de sobrevivéncia significativamente inferiores aos das linhas com 6
e 10 fragdes cumulativas de 2 Gy e, portanto, aparenta ser mais sensivel a
radioterapia que essas linhas celulares, prosseguiram-se os estudos com as trés

linhas celulares.
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Tabela 12 - Paradmetros obtidos aquando do ajuste das curvas das linhas celulares WiDr, WiDr/6x e
WiDr/10x ao modelo linear-quadratico. EP significa erro-padréo.

Linha ‘ Parametros

Celular ‘ o EP de a B EP de B EP de o/f

WiDr 0,231 0,066 0,019 0,012 11,983 8,151 0,955 | 2,482
WiDr/6x | 0,188 0,042 0,003 0,005 57,935 98,355 0,934 | 3,473
WiDr/10x | 0,114 0,035 0,006 0,005 18,118 14,385 0,944 | 4,801

—— WiDr
- = = WiDr/6x
L —-—- WiDr/10x

FS

0.14

0.01

Dose (Gy)

Figura 16 - Curvas dose-resposta das linhas celulares WiDr (representada a preto), WiDr/6x
(representada a tracejado cinzento escuro) e WiDr/10x (representada a tracejado cinzento claro). Os
valores representados correspondem a média e desvio-padrao de n26. As diferengas estatisticamente
significativas encontram-se assinaladas com ** (p<0,01) e *** (p<0,001).

4.2 Avaliagao das Linhas Celulares ap6s Tratamento com
Radioterapia e com Quimiorradioterapia
4.2.1 Atividade Metabdlica

No que diz respeito a atividade metabdlica da linha celular C2BBe1, o
tratamento com 2 Gy nao apresentou alteragdes em relagdo ao controlo. Com 10 Gy,
verificou-se uma diminuicdo significativa da atividade metabdlica, as 72 horas
(p<0,001) e as 96 horas (p=0,045) apo6s o tratamento. A administragcdo de 5-FU
promoveu a diminuicdo da atividade metabdlica, homeadamente nos tempos mais

longos, face ao controlo. O tratamento com 5-FU + 2 Gy também diminuiu a atividade
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metabdlica das células, de forma significativa as 72 horas e as 96 horas. A
combinacdo 5-FU + 10 Gy teve maior efeito na atividade metabdlica, verificando-se
uma diminuigdo significativa da mesma em relagao ao controlo em todos os tempos
avaliados; sendo igual a 66,2+13,8%, 49,8113,5%, 54,7+11,3% e 40,1+14,8% as 24,

48, 72 e 96 horas, respetivamente. Estes resultados s&o apresentados na Figura 17.

C2BBe1
150 - *** as 48, 72 e 96h
I 1
1254 *** as 24, 48 e 96h
[ : El 24h
= * 48 h
= 100- ok
° o @ 72n
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s 754 9 h
= dekede FEx
:.q—-, ex *kk
2 504
o
25+
0-
2 Gy 10 Gy 5-FU 5-FU +2 Gy 5-FU + 10 Gy
Condigées

Figura 17 - Proliferagcdo da linha celular C2BBe1, apds tratamento com radioterapia e com
quimiorradioterapia. Os resultados apresentam-se em percentagem relativamente ao controlo. Cada barra
corresponde a média e ao desvio-padrdo de n24. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-
se assinaladas com * (p<0,05), ** (p<0,01) e *** (p<0,001). As chavetas com significAncias correspondem
a comparagdes entre condigdes de estudo, estando assinaldo o tempo em que essa significancia se
verifica.

Estabelecendo uma comparacéo entre as condi¢cbdes de tratamento, salienta-se
a diminuicao significativa da atividade metabdlica com o tratamento 5-FU + 2 Gy em
comparagao com a radioterapia sozinha (2 Gy), as 48, 72 e 96 horas (p<0,001 em
todos os tempos); bem como a diminuigao significativa da atividade metabdlica com o
tratamento 5-FU + 10 Gy em comparagao com 10 Gy, as 24, 48 e 96 horas (p<0,001
em todos os tempos).

A atividade metabdlica da linha nativa WiDr decresceu com o aumento da dose
de radiacao, sendo a diminui¢ao significativa as 72 e 96 horas apds o tratamento com

10 Gy (p=0,045 e p<0,001, respetivamente), como ilustrado na Figura 18.
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Figura 18 - Proliferagcdo da linha celular WiDr, apds tratamento com radioterapia e com

quimiorradioterapia. Os resultados apresentam-se em percentagem relativamente ao controlo. Cada barra
corresponde a média e ao desvio-padrdo de n24. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-
se assinaladas com * (p<0,05), ** (p<0,01) e *** (p<0,001). As chavetas com significancias correspondem
a comparagdes entre condi¢cdes de estudo, estando assinalado o tempo em que essa significancia se
verifica, sempre que existe significancia para mais do que um tempo de estudo.

Para além disso, o tratamento combinado com quimiorradioterapia
5-FU+ 10 Gy levou a uma menor atividade metabdlica, diminuindo de forma
significativa a atividade face as células néo tratadas, em todos os tempos estudados.
Os resultados obtidos foram 69,9112,6% (p=0,009), 61,3%15,8% (p=0,009),
70,8£16,9% (p<0,001) e 50,949,9% (p<0,001) as 24, 48, 72 e 96 horas,
respetivamente. Comparando as condi¢coes de radioterapia e quimiorradioterapia para
a mesma dose de radiagao, verificou-se que as 96 horas ocorreu uma diminuigado
significativa entre 2Gy e 5-FU +2 Gy (p<0,001) e entre 10 Gy e 5-FU + 10 Gy
(p=0,002). Verificou-se também uma diminuigédo significativa da atividade metabdlica
com 5-FU+ 10 Gy comparativamente a administracdo de 5-FU isolada as 24
(p=0,045), 48 (p=0,041) e 96 horas (p<0,001).

A atividade metabdlica da linha WiDr/6x nao foi alterada com o tratamento com
2 Gy, como é possivel confirmar na Figura 19. Com 10 Gy verificou-se apenas uma
diminuicdo significativa da atividade metabdlica as 96 horas, 75,2+11,7% (p<0,001).
Relativamente ao tratamentos com quimiorradioterapia, apenas se verificou uma
diminuicdo com significado estatistico da atividade metabdlica com a dose mais alta de
radiacdo, as 72 horas, 82,1+16,0% (p=0,018) e as 96 horas, 65,5+7,7% (p<0,001)
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apos o tratamento. Salienta-se ainda as 96 horas a diminuicdo significativa da
atividade metabdlica apds tratamento com 5-FU+10Gy em relagdo a 5-FU,
90,61£10,4% (p=0,021); bem como a diminuigcao significativa apds tratamento com 5-
FU + 2 Gy, 90,2+12,6%, relativamente a 2 Gy, 106,1£10,9% (p=0,028).

WiDr/6x
p=0,028
150 - ' '
p=0,021
I 1
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1]
g 75- 96 h
£
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o
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0
2 Gy 10 Gy 5-FU 5-FU + 2 Gy 5-FU + 10 Gy
Condigées

Figura 19 - Proliferagdo da linha celular WiDr/6x, apos tratamento com radioterapia e com
quimiorradioterapia. Os resultados apresentam-se em percentagem relativamente ao controlo. Cada barra
corresponde a média e ao desvio-padrdo de n26. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-
se assinaladas com * (p<0,05) e *** (p<0,001). As chavetas com significAncias correspondem a
comparagdes entre condi¢des de estudo, verificadas as 96 horas.

A linha WiDr/10x apresentou atividade metabdlica elevada apés tratamento
com radioterapia e com quimiorradioterapia, nunca inferior a 75% relativamente ao
controlo, para todos os periodos estudados, como € possivel visualizar na Figura 20.
Verificou-se que a atividade metabdlica 24 horas apoés o tratamento é superior a do
controlo, embora sem significado estatistico, em todas as condigbes — 2 Gy,
106,4+10,4%, 10 Gy, 108,1+14,9% e 5-FU, 115,1+12,1%, com exceg¢do da condigao
5-FU + 10 Gy, em que a atividade metabdlica se mantém igual a das células sem
tratamento, e da condigcdo 5-FU + 2 Gy, que proporcionou um aumento significativo da
atividade metabdlica, 120,8+6,5% (p=0,009). As 96 horas, o tratamento 5-FU + 10 Gy
levou a uma diminuigao significativa da atividade metabdlica, 77,6+11,9% (p=0,009).
Para além disso, promoveu uma diminuicdo significativa da atividade metabdlica, em
relagdo ao tratamento 5-FU, no qual se obteve uma atividade metabdlica igual a
109,5+11,7% (p=0,027).
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Figura 20 - Proliferagdo da linha celular WiDr/10x, apds tratamento com radioterapia e com
quimiorradioterapia. Os resultados apresentam-se em percentagem relativamente ao controlo. Cada barra
corresponde a média e ao desvio-padrdo de n25. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-
se assinaladas com * (p<0,05) e ** (p<0,01). A chaveta com significAncia corresponde a comparagao
entre as condigdes 5-FU e 5-FU + 10 Gy, as 96 horas.

Comparando a atividade metabdlica da linha celular WiDr com a das linhas
WiDr/6x e WiDr/10x, destaca-se o0 aumento da mesma nas linhas resistentes nos
tratamentos 5-FU, 90,6£10,4% e 109,5+11,7% respetivamente, e 5-FU + 10 Gy,
65,517,7% e 77,6111,9% respetivamente, as 96 horas. No entanto, esse aumento &
apenas significativo entre as linhas parental e WiDr/10x (p=0,013 em 5-FU e p=0,008
em 5-FU + 10 Gy).

Estabelecendo uma comparagédo entre as duas linhas celulares nativas
C2BBe1 e WiDr, constatou-se que a atividade metabdlica de ambas é semelhante
quando submetidas a 2 Gy, embora com 10 Gy a linha C2BBe1 apresente atividade
metabdlica superior (sem significado estatistico). Por outro lado, a linha C2BBe1
apresentou atividade metabdlica inferior no que diz respeito aos tratamentos de

quimiorradioterapia (sem significado estatistico).

4.2.2 Sobrevivéncia Celular

A sobrevivéncia celular foi avaliada 12 dias apds os tratamentos, através do
ensaio clonogénico. A linha celular C2BBe1, representada na Figura 21, quando

submetida a 2 e 10 Gy demonstrou uma diminuicao significativa do fator de
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sobrevivéncia, 72,2+12,4% (p<0,001) e 21,245,3% (p<0,001), respetivamente. Quanto
aos tratamentos de quimiorradioterapia, verificou-se também uma diminuigcao
significativa da sobrevivéncia celular, sendo os fatores de sobrevivéncia para a
condicdo 5-FU 62,8412,6 (p=0,009), para a condicao 5-FU +2 Gy 44,4+13,0%
(p<0,001) e para 5-FU + 10 Gy 25,2+11,8% (p<0,001). Salienta-se ainda a diminuigéo
significativa do fator de sobrevivéncia comparando as condi¢des 5-FU e 5-FU + 10 Gy
(p=0,027).
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Figura 21 - Sobrevivéncia da linha celular C2BBe1, apds tratamento com radioterapia e com
quimiorradioterapia. Os resultados apresentam-se em percentagem relativamente ao controlo. Cada barra
corresponde a média e ao desvio-padrdo de n=6. As diferengas estatisticamente significativas encontram-
se assinaladas com ** (p<0,01) e *** (p<0,001). A chaveta com significancia corresponde a comparagao
entre as condi¢gbes 5-FU e 5-FU + 10 Gy.

Quanto a linha nativa WiDr, o fator de sobrevivéncia foi significativamente
inferior na condigéo 2 Gy, 77,4+12,0% (p=0,027), e nas condi¢gbes 10 Gy, 10,3+2,8%,
5-FU + 2 Gy, 85,018,2%, e 5-FU + 10 Gy, 14,41+3,9% (p<0,001 em todas as condigbes
enumeradas), relativamente ao controlo, como ilustra a Figura 22. Para além disso,
comparando o tratamento 5-FU com o tratamento 5-FU + 10 Gy verificou-se uma
diminuicdo significativa do fator de sobrevivéncia, de 92,1+16,5% para 14,4+3,9%
(p<0,001). Nao se verificaram diferencas significativas entre os tratamentos com
radioterapia e os respetivos tratamentos com quimiorradioterapia.

Relativamente a linha WiDr/6x, representada na Figura 23, também se verificou
uma diminuicao significativa do fator de sobrevivéncia com ambos os tratamentos de
radioterapia — 2 Gy, 61,0£12,1% e 10 Gy, 25,0+5,8% (p<0,001 em ambos os casos) e
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com os tratamentos combinados de quimiorradioterapia — 5-FU + 2 Gy, 78,919,1% e
5-FU + 10 Gy, 18,8+3,6% (p<0,001 em ambos os casos). A diferenga entre os fatores
de sobrevivéncia das condigbes 5-FU e 5-FU + 10 Gy foi significativa, sendo de
80,4110,9% e de 18,8+3,6% (p<0,001) respetivamente. Constatou-se que entre os
tratamentos de radioterapia e de quimiorradioterapia com as mesmas doses de

radiagéo nao se verificaram diferencas significativas.
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Figura 22 - Sobrevivéncia da linha celular WiDr, apés tratamento com radioterapia e com
quimiorradioterapia. Os resultados apresentam-se em percentagem relativamente ao controlo. Cada barra
corresponde a média e ao desvio-padrdo de n=7. As diferengas estatisticamente significativas encontram-
se assinaladas com * (p<0,05) e *** (p<0,001). A chaveta com significancia corresponde a comparagéo
entre as condi¢gbes 5-FU e 5-FU + 10 Gy.

No que diz respeito a linha WiDr/10x, o fator de sobrevivéncia celular foi
significativamente inferior nos tratamentos 2 Gy, 69,2+15,6% (p<0,001), 10 Gy,
27,1£16,5% (p<0,001), 5-FU +2 Gy, 83,5+154% (p=0,045) e 5-FU + 10 Gy,
30,7£17,2% (p<0,001) face ao das células sem tratamento. Para além disso, a
diferenca obtida entre os fatores de sobrevivéncia apds tratamento com 5-FU e com
5-FU + 10 Gy foi significativa (p=0,009). No entanto, ndo se verificaram diferencas
significativas entre os tratamentos de radioterapia e os tratamentos de
quimiorradioterapia com as mesmas doses de radiacdo. Estes resultados séo
apresentados na Figura 24.

Estabelecendo uma comparacgao entre as trés linhas celulares WiDr, verificou-
se que com a dose de radiagao 10 Gy, as linhas WiDr/6x e WiDr/10x obtiveram um

fator de sobrevivéncia significativamente superior ao da linha parental (p<0,001). A
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linha WiDr/10x apresentou também um fator de sobrevivéncia significativamente
superior ao da sua linha parental com o tratamento 5-FU + 10 Gy, sendo os valores
30,7£17,2% e 14,4+3,9% (p<0,001), respetivamente.
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Figura 23 - Sobrevivéncia da linha celular WiDr/6x, apdés tratamento com radioterapia e com
quimiorradioterapia. Os resultados apresentam-se em percentagem relativamente ao controlo. Cada barra
corresponde a média e ao desvio-padrdo de n=8. As diferengas estatisticamente significativas encontram-
se assinaladas com *** (p<0,001). A chaveta com significAncia corresponde a comparagédo entre as
condigdes 5-FU e 5-FU + 10 Gy.

Comparando as duas linhas celulares nativas, verificou-se que a linha C2BBe1
apresentou um fator de sobrevivéncia significativamente superior ao da linha WiDr nas
condicbes 10 Gy (p=0,02) e 5-FU + 10 Gy (p=0,001). No entanto, relativamente ao
tratamentos 5-FU e 5-FU + 2 Gy, a linha C2BBe1 obteve fatores de sobrevivéncia

significativamente inferiores aos da linha WiDr (p=0,008 e p<0,001, respetivamente).
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Figura 24 - Sobrevivéncia da linha celular WiDr/10x, apods tratamento com radioterapia e com
quimiorradioterapia. Os resultados apresentam-se em percentagem relativamente ao controlo. Cada barra
corresponde a média e ao desvio-padrdo de n=5. As diferengas estatisticamente significativas encontram-

se assinaladas com * (p<0,05) e *** (p<0,001). A chaveta com significancia corresponde a comparagao
entre as condigdes 5-FU e 5-FU + 10 Gy.

4.2.3 Avaliacao dos danos no DNA

A realizacdo do ensaio cometa permitiu avaliar diversos parametros
relativamente aos danos no DNA, nomeadamente o comprimento da cauda, a
percentagem de DNA na cauda, bem como o momento de cauda (quantidade de DNA
e sua distribuicdo na cauda). Sendo que este ultimo paradmetro relaciona os dois
primeiros, os resultados apresentados seguidamente dizem apenas respeito ao
momento da cauda.

Na linha celular C2BBe1, verificou-se que todos os tratamentos induziram
danos no DNA, pois ocorreram diferencas estatisticamente significativas para todas
condicOes relativamente ao controlo (p<0,001). Também se verificou que o0 momento
de cauda € signicativamente superior em 5-FU +2 Gy, em comparagdo com o
tratamento isolado de 2 Gy (p=0,002), bem como foi significativamente superior em
5-FU+10Gy em relagdo ao tratamento isolado com 10 Gy (p<0,001). As
comparagbes entre 5-FU e 5-FU+2 Gy e entre 5-FU e 5-FU + 10 Gy também
revelaram diferencgas significativas entre si (p<0,001). A Figura 25 representa a
distribuicdo de valores para cada condigdo em estudo, e a Figura 26 ilustra fotografias

captadas de cada condigao.
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Figura 25 — Distribuicdo do momento de cauda nas condigbes em estudo para a linha celular C2BBe1,
com um numero de células analisadas por condicdo 296, em 4 ensaios realizados. As diferengas
significativas estdo assinaladas com *** (p<0,001).

Figura 26 - Fotografias ilustrativas dos cometas obtidos na linha celular C2BBe1 para a condigdo controlo
(A), 2 Gy (B), 10 Gy (C), 5-FU (D), 5-FU + 2 Gy (E) e 5-FU + 10 Gy (F), em escala de cinzneto. Ampliagdo
100X.

Quanto aos danos no DNA provocados na linha celular WiDr, verificou-se um
aumento significativo do momento de cauda nas condigées 10 Gy e 5-FU + 10 Gy
(p<0,001), comparativamente ao controlo. O aumento do momento de cauda entre as
condicées 10 Gy e 5-FU + 10 Gy também ¢ significativo (p<0,001). Para além disso,
as células submetidas a 5-FU + 10 Gy apresentaram um momento de cauda
significativamente superior ao das células submetidas a 5-FU (p<0,001). A Figura 27

representa os valores do momento de cauda desta linha celular, para todos os
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tratamentos estudados, e a Figura 28 ilustra fotografias captadas de cada um dos

tratamento.
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Figura 27 - Distribuicdo do momento de cauda nas condi¢bes em estudo para a linha celular WiDr, com
um numero de células analisadas por condicdo =101, em 5 ensaios realizados. As diferencas
significativas estdo assinaladas *** (p<0,001).

Figura 28 - Fotografias ilustrativas dos cometas obtidos na linha celular WiDr para a condigédo controlo (A),
2 Gy (B), 10 Gy (C), 5-FU (D), 5-FU + 2 Gy (E) e 5-FU + 10 Gy (F), em escala de cinzento. Ampliagéo
100X.

No que diz respeito a linha celular WiDr/6x, obtiveram-se diferencas
significativas para todas as condigbes em relagdo ao controlo (p<0,001), exceto a
condicédo 5-FU (p=0,423), como é possivel visualizar na Figura 29. As comparagdes
estabelecidas entre 2 Gy e 5-FU +2 Gy e entre 10 Gy e 5-FU + 10 Gy permitiram

verificar um aumento significativo do momento de cauda nos tratamentos combinados,
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em relagcdo aos tratamentos de radioterapia isolada (p=0,006 e p<0,001,
respetivamente). Entre o tratamento 5-FU e os tratamentos combinados também se
verificou um aumento significativo do momento de cauda nos ultimos (p<0,001). A

Figura 30 representa fotografias captadas para cada condi¢cdo em estudo.
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Figura 29 - Distribuigdo do momento de cauda nas condicdes em estudo para a linha celular WiDr/6x,
com um numero de células analisadas por condigdo =77, em 4 ensaios realizados. As diferengas
significativas estdo assinaldas com *** (p<0,001).

Figura 30 - Fotografias ilustrativas dos cometas obtidos na linha celular WiDr/6x para a condigdo controlo
(A), 2 Gy (B), 10 Gy (C), 5-FU (D), 5-FU + 2 Gy (E) e 5-FU + 10 Gy (F), em escala de cinzento. Ampliagdo
100X.

Por fim, a linha WiDr/10x também apresentou danos no DNA, verificando-se

diferengas significativas entre todas as condigdes e o controlo (p<0,001), exceto a
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condicdo 5-FU. A Figura 31 representa a distribuicdo dos valores de momento de
cauda desta linha, em todos os tratamentos estudados. As comparacgdes
estabelecidas entre 2 Gy e 5-FU + 2 Gy e entre 10 Gy e 5-FU + 10 Gy apresentaram
diferengas significativas (p<0,001 e p=0,036, respetivamente). Relativamente as
comparacdes entre as condicbes 5-FU e respetivas combinagdes, também se
verificaram diferengas significativas (p<0,001), sendo o momento de cauda superior
nos tratamentos combinados, face ao 5-FU isolado. E possivel visualizar os danos no
DNA para os diversos tratamentos na Figura 32.

Estabelecendo uma comparagcdo entre as duas linhas celulares nativas,
verificou-se que a linha C2BBe1 apresentou um momento de cauda significativamente
superior ao da linha WiDr, em todas as condi¢des de tratamento (p<0,001), como é
possivel visualizar na Tabela 13.

Quanto a comparacgao entre a linha nativa WiDr e a linha WiDr/6x, verificou-se
um aumento significativo do momento de cauda com 10 Gy (p<0,001) e 5-FU + 2 Gy
(p<0,001) da linha celular parental para linha WiDr/6x, embora com uma diminuigédo
significativa apds tratamento com 5-FU + 10 Gy (p=0,003). As comparacgdes efetuadas
entre a linha nativa e a linha WiDr/10x permitiram verificar que houve um aumento
significativo do momento de cauda em todas as condigbes da linha celular parental
para a linha WiDr/10x (p<0,001). Comparando ainda o momento de cauda obtido nas
linhas WiDr/6x e WiDr/10x, constatou-se que este foi significativamente superior na

ultima linha, em todas as condi¢ées em estudo (p<0,001).
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Figura 31 - Distribuicdo do momento de cauda nas condigdes em estudo para a linha celular WiDr/10x,
com um numero de células analisadas por condigdo 2128, em 3 ensaios realizados. As diferengas
significativas estdo assinaladas com *** (p<0,001).

Figura 32 - Fotografias ilustrativas dos cometas obtidos na linha celular WiDr/10x para a condig&o controlo
(A), 2 Gy (B), 10 Gy (C), 5-FU (D), 5-FU + 2 Gy (E) e 5-FU + 10 Gy (F), em escala de cinzento. Ampliagdo
100X.
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Tabela 13 - Valores de mediana (Med) e percentil 90 (P90) do momento de cauda para as quatro linhas
celulares em estudo.

C2BBe1 WiDr WiDr/6x WiDr/10x

Condigdes Med P90 Med P90 Med P90 Med P90
CTR 0,03 0,77 0,02 0,87 0,00 0,40 0,06 1,76

2 Gy 0,12 2,18 0,03 0,77 0,02 0,76 1,47 12,77

10 Gy 1,38 15,70 0,35 8,07 1,17 11,89 6,13 39,94
5-FU 0,05 1,74 0,01 0,52 0,01 0,59 0,04 2,37
5-FU + 2 Gy 0,25 3,73 0,02 0,87 0,05 1,26 0,17 5,74
5-FU + 10 Gy 3,22 28,46 0,91 7,89 0,52 6,05 4,49 23,47

4.2.4 Avaliacao de viabilidade e de tipos de morte celular

No que diz respeito a viabilidade da linha celular nativa WiDr, verificou-se uma
diminuigéo significativa do numero de células vivas nas condi¢gdes 10 Gy, 5-FU + 2 Gy
e 5-FU + 10 Gy, tendo como valores, respetivamente 49,1+5,0% (p<0,001), 62,7+2,9%
(p=0,009) e 50,9+2,4% (p<0,001). Constatou-se ainda que o numero de células em
morte celular por necrose foi significativamente superior nas condigdes 10 Gy, 5-FU e
5-FU + 10 Gy (p<0,001 em todos os casos). Nao se verificaram diferencas
significativas entre os tratamentos de radioterapia isolada e os tratamentos de
quimiorradioterapia com a respetiva dose de radiacio, quer na viabilidade celular quer
nos tipos de morte. Foi possivel verificar que entre da condi¢ao 5-FU para 5-FU + 2 Gy
e da condig¢do 5-FU para 5-FU + 10 Gy, houve um aumento significativo de células em
apoptose (p=0,045 e p=0,027, respetivamente). A Figura 33 representa os valores de
viabilidade e morte celular apdés os tratamentos com radioterapia e com

quimiorradioterapia, da linha celular WiDr.
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Figura 33 - Representacdo da viabilidade e das vias de morte da linha celular WiDr, apés tratamentos
com radioterapia e com quimiorradioterapia. Cada barra corresponde a média e ao desvio-padrdo de n=6.
As diferencas estatisticamente significativas encontram-se assinaladas com ** (p<0,01) e *** (p<0,001).
As chavetas com significancia correspondem a comparagdes entre condi¢des de tratamento, no que diz
respeito a apoptose.

Quanto a viabilidade celular da linha WiDr/6x, apenas se verificou uma
diminuicdo significativa de células vivas nos tratamentos 10 Gy, 67,0£7,3%, e
5-FU + 10 Gy, 62,615,1% (p<0,001 em ambos os casos), como é possivel visualizar
na Figura 34. Relativamente aos tipos morte celular, foi possivel constatar que os
tratamentos com 10 Gy e com 5-FU + 10 Gy obtiveram um aumento significativo do
numero de células em apoptose, em relagdo ao controlo (p<0,001 em ambos os
casos). O tratamento com 10 Gy provocou também um aumento significativo do
numero de células em apoptose tardia/necrose (p=0,036) e o tratamento com
5-FU + 10 Gy levou também a um aumento significativo do nimero de células em
necrose (p<0,001). Tal como na linha WiDr, ndo se verificaram diferencas
significativas entre os tratamentos 2 Gy e 5-FU + 2 Gy e entre 10 Gy e 5-FU + 10 Gy.
No entanto, comparando o tratamento 5-FU com o tratamento combinado
5-FU + 10 Gy, foi possivel constatar que no ultimo houve uma diminuigao significativa
do numero de células vivas (p=0,018) e um aumento significativo de células em

apoptose (p<0,001).
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Figura 34 - Representagdo da viabilidade e das vias de morte da linha celular WiDr/6x, apds tratamentos
com radioterapia e com quimiorradioterapia. Cada barra corresponde a média e ao desvio-padrdo de n27.
As diferengas estatisticamente significativas encontram-se assinaladas com * (p<0,05), ** (p<0,01) e ***
(p<0,001). As chavetas com significancia correspondem a comparagdes entre condi¢des de tratamento,
em relagdo ao numero de células vivas e ao niumero de células em apoptose.

A linha WiDr/10x quando submetida aos tratamentos 10 Gy, 5-FU +2 Gy e
5-FU + 10 Gy apresentou uma diminuicdo significativa de células vivas, 66,0+8,1%,
71,612,9% e 63,8t4,2%, respetivamente (p<0,001 em 10Gy e 5-FU+ 10 Gy, e
p=0,027 em 5-FU + 2 Gy). A Figura 35 apresenta estes resultados. Verificou-se que
em todas as condi¢cbes de tratamento houve um aumento significativo de células em
necrose (p<0,001 em 10 Gy, 5-FU e 5-FU + 10 Gy; p=0,011 em 2 Gy; e p=0,019 em
5-FU + 2 Gy). Para além disso, foi possivel constatar que 10 Gy provocou também um
aumento significativo do numero de células em apoptose (p=0,009) e 5-FU + 10 Gy um
aumento significativo do numero de células em apoptose e em apoptose
tardia/necrose (p<0,001 em ambos os casos). Novamente, ndo se verificaram
diferengas significativas entre os tratamentos de radioterapia e os tratamentos
combinados com as mesmas doses de radiacdo. Comparando o tratamento 5-FU com
5-FU + 10 Gy, houve um aumento significativo do niumero de células em apoptose no
utlimo (p=0,045).
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Figura 35 - Representacdo da viabilidade e das vias de morte da linha celular WiDr/10x, apos tratamentos
com radioterapia e com quimiorradioterapia. Cada barra corresponde a média e ao desvio-padrdo de n=5.
As diferengas estatisticamente significativas encontram-se assinaladas com * (p<0,05), ** (p<0,01) e ***
(p<0,001). A chaveta com significancia corresponde a comparacéo entre as condi¢gdes 5-FU e 5-FU + 10
Gy, no que respeita a apoptose.

Comparando as trés linhas celulares, verificou-se um aumento significativo do
numero de células vivas nas linhas WiDr/6x e WiDr/10x, em relagao a linha parental,
quando submetidas a 10 Gy (p=0,003 e p=0,008, respetivamente) e a 5-FU + 10 Gy
(p=0,006 e p=0,003, respetivamente). Para além disso, verificou-se que em relagao as
mesmas condi¢des de tratamento, a linha nativa apresentou um aumento significativo
de células em necrose, comparativamente a linha WiDr/10x (p=0,001 em 10 Gy e
p=0,015 em 5-FU + 10 Gy). Entre as linhas WiDr/6x e WiDr/10x ndo se verificaram

diferengas significativas nos diversos tratamentos.

4.2.5 Avaliacao do estado oxidacido-reducao e das defesas
antioxidantes

4.2.5.1 Producgao intracelular de peréxidos

A marcagao com a sonda DCF permitiu avaliar a quantidade de peroxidos de
hidrogénio presente nas células 96 horas apds os tratamentos. Na linha celular WiDr,
verificou-se um aumento significativo de perdxidos de hidrogénio nas células
submetidas a 10 Gy e a 5-FU + 10 Gy (p<0,001 em ambos os casos), como pode ser
observado na Figura 36. N&o se obtiveram diferengcas significativas entre os
tratamentos com radioterapia e os respetivos tratamentos combinados. No entanto,
entre 5-FU e 5-FU +2 Gy e entre 5-FU e 5-FU + 10 Gy verificou-se um aumento
significativo da concentracao intracelular de peréxidos nos tratamentos combinados

(p=0,045 e p=0,018, respetivamente).
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Figura 36 - Niveis intracelulares de peréxidos da linha celular WiDr, apds tratamentos com radioterapia e
com quimiorradioterapia. Os resultados apresentam-se em percentagem relativamente ao controlo. Cada
barra corresponde a média e ao desvio-padrdo de n=5. As diferengas estatisticamente significativas
encontram-se assinaladas com *** (p<0,001). As chavetas com significAncia correspondem a
comparagoes entre condi¢gdes de tratamento.

Quanto a presenga de perdxido de hidrogénio na linha celular WiDr/6x, foi
possivel constatar que todos os tratamentos induziram aumento de peroxidos
relativamente ao controlo, embora a diferenca seja apenas estatisticamente
significativa nas condigbes 10Gy e 5-FU+10Gy (p=0,027 e p<0,001,
respetivamente). Apds comparagdo entre os diversos tratamentos, verificou-se um
aumento significativo de perédxidos intracelulares apds tratamento com 5-FU + 10 Gy,
comparativamente a 5-FU isolado (p<0,001). Estes resultados sao apresentados na
Figura 37.
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Figura 37 - Niveis intracelulares de perdxidos da linha celular WiDr/6x, apds tratamentos com radioterapia
e com quimiorradioterapia. Os resultados apresentam-se em percentagem relativamente ao controlo.
Cada barra corresponde a média e ao desvio-padrdo de n24. As diferengas estatisticamente significativas
encontram-se assinaladas com * (p<0,05) e *** (p<0,001). A chaveta com significAncia corresponde a
comparagao entre as condigdes 5-FU e 5-FU + 10 Gy.

Relativamente a linha WiDr/10x, verificou-se um aumento da produgdo
intracelular de peroxidos de hidrogénio em todos os tratamentos, exceto 5-FU, sendo a
concentragdo igual a do controlo, como é possivel observar na Figura 38. Contudo,
apenas nas condi¢cdes 10 Gy e 5-FU + 10 Gy se obteve um aumento com significado
estatistico (p=0,009 e p<0,001, respetivamente). Nesta linha também se verificou um
aumento significativo da concentragdo de perdxidos entre os tratamentos 5-FU e
5-FU + 10 Gy (p=0,003).

Apbs a comparagdo da concentracdo intracelular de peroxidos entre as trés
linhas, verificou-se que a linha parental apresentou um menor aumento de peréxidos
em relagdo as linhas WiDr/6x e WiDr/10x, apds tratamento com 5-FU + 10 Gy, na
medida em que na primeira linha o valor obtido foi 160,0+10,0% e nas duas ultimas foi,
respetivamente, 190,0+20,0%(p=0,027) e 200,0+10,0% (p=0,006).
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Figura 38 - Niveis intracelulares de perdxidos da linha celular WiDr/10x, apds tratamentos com
radioterapia e com quimiorradioterapia. Os resultados apresentam-se em percentagem relativamente ao
controlo. Cada barra corresponde a média e ao desvio-padrdo de n24. As diferengas estatisticamente
significativas encontram-se assinaladas com * (p<0,05), ** (p<0,01) e *** (p<0,001). A chaveta com
significancia corresponde a comparagao entre as condi¢des 5-FU e 5-FU + 10 Gy.

4.2.5.2 Producgao intracelular do anido superéxido
Por sua vez, a avaliagao da producao do anido superoéxido foi efetuada através
da marcacdo com a sonda DHE. A linha celular nativa, como ilustra a Figura 39,
apresentou um aumento significativo do radical superéxido quando submetida a 10 Gy
e 5-FU + 10 Gy (p=0,009 e p<0,001). A comparagao entre as condi¢gbes tratamento,
permitiu verificar que entre 5-FU e 5-FU + 10 Gy houve um aumento significativo do

radical superéxido (p<0,001).
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Figura 39 - Niveis intracelulares de anido superoxido da linha celular WiDr, apés tratamentos com
radioterapia e com quimiorradioterapia. Os resultados apresentam-se em percentagem relativamente ao
controlo. Cada barra corresponde a média e ao desvio-padrdo de n=5. As diferengas estatisticamente
significativas encontram-se assinaladas com ** (p<0,01) e *** (p<0,001). A chaveta com significancia
corresponde a comparagao entre as condi¢bes 5-FU e 5-FU + 10 Gy.

Na linha celular WiDr/6x destaca-se o aumento significativo do radical
superoxido com o tratamento 10 Gy (p=0,018). Entre 5-FU e 5-FU + 10 Gy verificou-se
também um aumento significativo do radical superéxido (p=0,002), como €& possivel
observar na Figura 40.

Quanto a linha celular WiDr/10x, representada na Figura 41, verificou-se uma
producdo de radical superéxido significativamente superior na condicdo 5-FU + 2 Gy
(p=0,036). Entre as condigbes 5-FU e 5-FU + 10 Gy a produgéo do radical superdxido
foi significativamente superior apds o segundo tratamento (p<0,001).

As trés linhas celulares em estudo ndo apresentaram diferengas
estatisticamente significativas quanto a producéo do radical superéxido, para as varias
condigbes, com excecao de um aumento significativo da linha celular WiDr/6x para a

linha celular WiDr/10x, apés tratamento com 5-FU + 2 Gy (p<0,001).
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Figura 40 - Niveis intracelulares de anido superoxido da linha celular WiDr/6x, apds tratamentos com
radioterapia e com quimiorradioterapia. Os resultados apresentam-se em percentagem relativamente ao
controlo. Cada barra corresponde a média e ao desvio-padrdo de n=5. As diferengas estatisticamente
significativas encontram-se assinaladas com * (p<0,05) e ** (p<0,01). A chaveta com significancia
corresponde a comparagao entre as condigbes 5-FU e 5-FU + 10 Gy.
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Figura 41 - Niveis intracelulares de anido superoxido da linha celular WiDr/10x, apds tratamentos com
radioterapia e com quimiorradioterapia. Os resultados apresentam-se em percentagem relativamente ao
controlo. Cada barra corresponde a média e ao desvio-padrdo de n=5. As diferengas estatisticamente
significativas encontram-se assinaladas com * (p<0,05) e *** (p<0,001). A chaveta com significancia
corresponde a comparacgao entre as condi¢bes 5-FU e 5-FU + 10 Gy.
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4.2.5.3 Expressao de glutationa reduzida
No que diz respeito a avaliagdo da GSH, a linha celular parental WiDr néo
apresentou diferengas significativas entre os tratamentos e o controlo, como ilustrado

na Figura 42.
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Figura 42 - Expressao de glutationa reduzida da linha celular WiDr, apods tratamentos com radioterapia e
com quimiorradioterapia. Os resultados apresentam-se em percentagem relativamente ao controlo. Cada
barra corresponde a média e ao desvio-padrao de n25.

Em relagdo a linha celular WiDr/6x, representada na Figura 43, verificou-se
uma diminuigdo significativa da expressao de GSH apés os tratamentos com 5-FU
(p<0,001) e 5-FU + 2 Gy (p=0.001).

Na linha celular WiDr/10x n&o se observaram diferengas significativas na
expressao de GSH entre os varios tratamentos e o controlo, como representa a Figura
44,

Comparando as trés linhas celulares, verificou-se que apdés o tratamento com
2 Gy, a linha parental apresentou um aumento significativo de GSH em relagao a linha
WiDr/10x (p=0,024). Relativamente a administracdo de 5-FU, observou-se uma
diminuicdo significativa da expressdo de GSH da linha celular WiDr para as duas
linhas WiDr/6x e WiDr/10x (p=0,003 e p=0,024, respetivamente). O tratamento
5-FU + 2 Gy despoletou uma diminui¢do significativa de GSH, comparando a linha
celular WiDr com a linha celular WiDr/6x (p=0,003). Quanto aos tratamentos com
10 Gy e 5-FU + 10 Gy, nao se verificaram diferengas estatisticamente significativas

entre as linhas celulares em estudo.
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Figura 43 - Expressao de glutationa reduzida da linha celular WiDr/6x, apds tratamentos com radioterapia
e com quimiorradioterapia. Os resultados apresentam-se em percentagem relativamente ao controlo.
Cada barra corresponde a média e ao desvio-padrao de n27.
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Figura 44 - Expressdo de glutationa reduzida da linha celular WiDr/10x, apds tratamentos com
radioterapia e com quimiorradioterapia. Os resultados apresentam-se em percentagem relativamente ao
controlo. Cada barra corresponde a média e ao desvio-padrao de n=5.

4.2.5.4 Avaliagdo do potencial da membrana mitocondrial

Na linha celular WiDr, verificou-se um aumento significativo da razéo
mondmeros/agregados, com os tratamentos 10 Gy e 5-FU + 10 Gy (p<0,001 em
ambos o0s casos), comparativamente ao controlo, como se pode observar na Figura

45. Nao se verificaram diferengas significativas na comparagéo entre os tratamentos
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de radioterapia e os respetivos tratamentos combinados. Assim como nao existiram
diferengas significativas entre os tratamentos 5-FU e combinados com radioterapia.
Quanto a linha celular WiDr/6x, esta apresentou um aumento significativo da
razdo monomeros/agregados, quando submetida a 10 Gy e a 5-FU + 10 Gy (p<0,001
nos dois casos). Ndo houve diferengas significativas entre os tratamentos de
radioterapia e os tratamentos combinados com as mesmas doses de radiacdo. No
entanto, ao estabelecer uma comparagao entre 5-FU e 5-FU + 10 Gy verificou-se um
aumento significativo da razao mondmeros/agregados (p=0,002). Os resultados estao

representados na Figura 46.
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Figura 45 - Potencial de membrana mitocondrial da linha celular WiDr, apés tratamentos com radioterapia
e com quimiorradioterapia. Cada barra corresponde a média e ao desvio-padrao de n25. As diferencas
estatisticamente significativas encontram-se assinaladas com *** (p<0,001).

102



Resultados

WiDr/6x

800 -

p=0,002
600 . .

400 -

200 -

Razdao Monémeros/ Agregados
(%)

CTR

10 Gy 5-FU 5-FU + 2 Gy 5-FU + 10 Gy
Condigées

Figura 46 - Potencial de membrana mitocondrial da linha celular WiDr/6x, apds tratamentos com

radioterapia e com quimiorradioterapia. Cada barra corresponde a média e ao desvio-padrao de n27. As

diferengas estatisticamente significativas encontram-se assinaladas com *** (p<0,001). A chaveta com
significancia corresponde a comparacgao entre as condi¢des 5-FU e 5-FU + 10 Gy.

Relativamente a linha celular WiDr/10x, verificou-se também um aumento
estatisticamente significativo da razdo mondmeros/agregados nas condi¢cées 10 Gy
(p=0,027) e 5-FU + 10 Gy (p=0,009), como & possivel visualizar na Figura 47.
Comparando as condicbes de tratamento entre si, salienta-se apenas o aumento
significativo da razdo mondmeros/agregados entre 5-FU e 5-FU + 10 Gy (p=0,009).

Comparando as trés linhas celulares, verificou-se que a linha parental
apresentou uma maior variacdo do potencial da membrana mitocondrial quando
submetida aos diversos tratamentos do que as linhas WiDr/6x e WiDr/10x. Com o
tratamento 10 Gy, a linha celular WiDr/10x apresentou um menor aumento da razéo
monoémeros/agregados em relagéo a linha celular nativa (p=0,012). Para além disso,
as duas linhas celulares WiDr e WiDr/10x também apresentaram uma diferenca
estatisticamente significativa em relagdo a 5-FU, sendo que a linha WiDr apresentou
uma razdo monodmeros/agregados significativamente superior (p=0,015). Da linha
celular WiDr/6x para a linha celular WiDr/10x, verificou-se um menor aumento da

razdo mondmeros/agregados no tratamento 5-FU + 10 Gy (p=0,003).
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Figura 47 - Potencial de membrana mitocondrial da linha celular WiDr/10x, apds tratamentos com
radioterapia e com quimiorradioterapia. Cada barra corresponde a média e ao desvio-padrao de n25. As
diferencas estatisticamente significativas encontram-se assinaladas com * (p<0,05) e ** (p<0,01). A
chaveta com significancia corresponde a comparagao entre as condigdes 5-FU e 5-FU + 10 Gy.

4.3 Avaliacao do conteudo proteico das linhas celulares
WiDr e WiDr/10x

Apds a realizagdo da eletroforese 2D, foi possivel obter géis das linhas
celulares WiDr e WiDr/10x, como € possivel visualizar na Figura 48 A e B,
respetivamente. A eletroforese unidimensional permitiu verificar que as amostras
utilizadas tinham boa qualidade na medida em que o gel apresentou bandas coradas
para diversos pesos moleculares, apresentado na Figura 48 C. Uma vez que a
avaliacdo do conteudo proteico foi elaborada com dois extratos de proteina, de cada
linha celular, os resultados apresentados sao preliminares. As imagens dos géis foram

processadas no programa informatico Progenesis SameSpots (Nonlinear Dynamics).
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Figura 48 - Imagens ilustrativas de um gel 2D da linha celular WiDr (A) e de um gel 2D da linha
celular WiDr/10x (B), em escala de cinzento. Em C observa-se o gel unidimensional: a primeira
coluna corresponde ao padrdo de bandas, a segunda coluna corresponde a amostra da linha celular
WiDr e a ultima coluna corresponde a amostra da linha celular WiDr/10x, em escala de cinzento.

Apos comparagdo das imagens, a analise dos dados permitiu identificar 205
spots. A cada spot foi atribuido um racio da expressao proteica entre ambas as linhas
celulares. O valor do racio variou entre 1 e 28,4. Para se prosseguir com a analise
preliminar dos spots, consideraram-se apenas aqueles que apresentaram um racio
igual ou superior a 3, na medida em que neste estudo importa verificar as diferengas
entre as linhas celulares WiDr e WiDr/10x. Assim, foram estudados 66 spots, sendo
que 18 corresponderam a um aumento da expressao de proteina na linha celular
WiDr/10x e 21 corresponderam a uma diminuicdo da expressdo de proteina em
relacdo a linha celular parental. Os 27 spots restantes corresponderam a localizacbes
do gel que nao permitiram uma comparacdo da expressao de proteina entre as
amostras. Essas localizagdes correspondiam a margens dos geis, bem como a
regides do gel com um contraste que impossibilita a avaliacdo, de acordo com as
fotografias obtidas. Na Figura 49 estado ilustrados exemplos de spots com maior
expressao na linha celular WiDr e na Figura 50 estdo representados spots com

expressao inferior nessa linha, relativamente a linha celular WiDr/10x. Os racios da
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expressao proteica WiDr/WiDr/10x nos spots 184, 206, 155 e 176 sao, respetivamente,
15,7, 11,6, 11,4 e 10,5. Isto significa que a expressao proteica nestes spots é mais de
dez vezes superior na linha celular WiDr do que na linha celular WiDr/10x. Por outro
lado, os racios da expressao proteica WiDr/10x/WiDr nos spots 208, 216 e 212 sao
9,7, 7,6 e 6,2, respetivamente. O que demonstra que nestes spots a expressao
proteica é mais de seis vezes superior na linha celular WiDr/10x do que na linha

celular WiDr.

WiDr/10x

Spot 184

Spot 206

Spot 155

Spot 176

Figura 49 - Spots ilustrativos com expresséo superior na linha celular
WiDr (a esquerda), em relacéo a linha celular WiDr/10x (a direita).
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Figura 50 - Spots ilustrativos com expressao inferior na linha celular
WiDr (a esquerda), em relacao a linha celular WiDr/10x (a direita).

106



Resultados

4.4 Estudos In Vivo

Na medida em que os estudos nos modelos animais ainda estdo a decorrer no
momento de apresentacdo desta tese, os resultados apresentados seguidamente sao
preliminares, correspondendo a avaliagbes que dizem respeito a murganhos cujo
periodo experimental ja terminou. No que diz respeito aos murganhos com
xenotransplante da linha celular WiDr, o grupo controlo e o grupo submetido a 5-FU
foram constituidos por quatro animais cada. No grupo de tratamento combinado de
5-FU e 2 Gy apresentam-se os resultados da analise de apenas um animal, Unico
deste grupo de quatro, cujo periodo experimental esta terminado. No grupo de
tratamento 5-FU combinado com 10 Gy apresentam-se os resultados dos quatro
animais que compdem o grupo experimental. No entanto, ndo foi possivel realizar a
monitorizagao até ao vigésimo dia um vez que um animal morreu ao sexto dia e dois
morreram no sétimo dia do periodo experimental.

No que concerne aos murganhos com xenotransplante da linha celular
WiDr/10x, o grupo controlo foi constituido por quatro animais, e o grupo de tratamento
com 5-FU foi constituido por quatro animais, dos quais um morreu no décimo terceiro
dia do periodo experimental. Para o grupo de tratamento 5-FU combinado com 2 Gy
apresentam-se os resultados do unico animal que ja terminou o periodo experimental;
e no grupo de tratamento 5-FU combinado com 10 Gy apresentam-se os resultados
dos quatro animais, trés dos quais morreram no quinto, no sétimo e no oitavo dias do

periodo experimental.

4.4.1 Avaliacdo do Crescimento Tumoral

Verificou-se que os tumores subcutadneos de xenotransplante da linha celular
WiDr e da linha celular WiDr/10x ao fim de aproximadamente 4 semanas
apresentaram um volume de 300 mm?®. Dessa forma, foi possivel obter dois modelos
heterotépicos de CCR reprodutiveis com xenotransplante da linha celular WiDr e com
xenotransplante da linha celular WiDr/10x.

Durante o periodo experimental, procedeu-se a recolha de fotografias
ilustrativas da evoluc&o dos tumores, como é possivel visualizar na Figura 51, onde é
apresentado a titulo de exemplo um murganho com xenotransplante da linha celular

WiDr/10x do grupo controlo.

107



Resisténcia a Radioterapia no Cancro Colorretal

Figura 51 - Representacao da evolugdo do xenotransplante da linha celular WiDr/10x num murganho do
grupo controlo. D2, D11 e D16 correspondem aos 2°, 11° e 16° dias apds o tratamento, respetivamente.

De acordo com o registo das dimensdes dos tumores, foi possivel obter as
curvas relativas a taxa de crescimento dos mesmos em murganhos com
xenotranplante da linha celular WiDr, apresentadas na Figura 52, e em murganhos
com xenotransplante da linha celular WiDr/10x, como se observa na Figura 53. No que
diz respeito ao volume tumoral relativo dos murganhos com xenotransplante da linha
celular parental submetidos 5-FU e ao tratamento combinado com 10 Gy, ndo se
observaram diferencgas estatisticamente significativas em relagdo ao dos murganhos
ndo sujeitos a tratamento, embora se tenha verificado uma taxa de crescimento inferior
no grupo submetido a 5-FU e 10 Gy do que no grupo controlo. Para além disso, o
animal submetido a 5-FU e 2 Gy demonstrou uma tendéncia para a diminuigdo da taxa
de crescimento tumoral, quando comparado com os animais nao sujeitos a tratamento.

Relativamente aos grupos experimentais dos murganhos com xenotransplante
da linha celular WiDr/10x, constatou-se que também ndo existem diferengas
estatisticamente signifcativas entre os animais submetidos a tratamento com 5-FU e
ao tratamento combinado com 10 Gy e os animais controlo. O animal submetido 5-FU
e 2 Gy demonstrou uma tendéncia para a diminuicdo da taxa de crescimento em
comparagdo com 0s animais controlo.

Comparando os grupos experimentais dos murganhos com xenotransplante da
linha celular WiDr com os dos murganhos com xenotransplante da linha celular
WiDr/10x, foi possivel verificar que todos os grupos demonstram a mesma tendéncia
no que diz respeito a taxa de crescimento tumoral, ndo se verificando diferengas
estatisticamente significativas (nos casos em que foi possivel proceder a analise

estatistica).
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Figura 52 - Curvas da taxa de crescimento tumoral de murganhos com xenotransplante da linha celular
WiDr. O grafico A corresponde ao volume tumoral relativo ao longo do periodo experimental. As barras de
erro correspondem ao erro padrdo. O grafico B corresponde as curvas de Kaplan-Meier, considerando-se
como evento 0 momento em que foi atingido um volume tumoral relativo de 1,5.

A B
WiDr
WiDr/10x Lo 1 Grupo
~IIWiDr Controlo
SIWIDr S-FU
4.0 n ~IWIDr S-FU + 10 Gy
o 3.54 -+ CTR : 0.8 § }:'c[r)"sfr'ﬁg?:n
K - 5FU 2 (ensorados)
® 3.04 e EFUsoG 2 WIOr S-FU + 10 Gy
2-FU + y = censurados
% 2.5 =+ sFU+10Gy & °°
S 2.0 g
H £
=
- 1.54 B 041
o o
5 1.0 5
>° 0.54 >° 0.2
0.0 T T 1 1 1 1 1 T T L U
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
" 0.0r T
Dias 0 H H H H 10 12 14
Tempo (dias)

Figura 53 - Curvas da taxa de crescimento tumoral de murganhos com xenotransplante da linha celular
WiDr/10x. O grafico A corresponde ao volume tumoral relativo ao longo do periodo experimental. As
barras de erro correspondem ao erro padrdo. O grafico B corresponde as curvas de Kaplan-Meier,
considerando-se como evento o momento em que foi atingido um volume tumoral relativo de 1,5.

4.5 Estudos Ex Vivo

Terminado o periodo experimental, os tumores foram excisados e avaliados
macroscopicamente, sendo posteriormente sujeitos a processamento histoldgico para
avaliacdo microscopica. Durante a avaliagdo macroscopica dos tumores, foi possivel
identificar algumas semelhangcas, nomeadamente na forma dos tumores, cor, brilho e
consisténcia, como ilustrado na Figura 54. A maioria dos tumores apresentava forma
irregular, sendo cor-de-rosa claros e brilhantes, com consisténcia dura a elastica.
Relativamente ao aspeto da superficie do tumor, verificaram-se algumas diferengas.
Os tumores dos grupos controlo dos murganhos com xenotransplantes diferentes
possuiam uma superficie ulcerada enquanto os tumores dos grupos cujos murganhos
foram submetidos a 5-FU e ao tratamento combinado de 5-FU + 2 Gy tinham aspeto

vascularizado, com uma superficie lisa.
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WiDr/10x

Figura 54 - Imagens representativas de tumores apés a sua excisdo. A, C e E correspondem a tumores
de murganhos com xenotransplante da linha celular WiDr dos grupos controlo, 5-FU e 5-FU + 2 Gy,
respetivamente. B, D e F correspondem a tumores de murganhos com xenotransplante da linha celular
WiDr/10x dos grupos controlo, 5-FU e 5-FU + 2 Gy, respetivamente.

No que diz respeito a avaliagdo microscopica, verificou-se que o padrdao das
células neoplasicas € pouco diferenciado. Em algumas areas foi possivel observar
formagdo de glandulas. Na maioria dos tumores observaram-se areas variaveis de
necrose, sobretudo na regido central das secc¢bes histoldégicas. Na Figura 55 séo
apresentadas secgdes histolégicas de murganhos com xenotransplante da linha
celular WiDr. Na Figura 56 sao apresentadas seccdes histoléogicas de murganhos com
xenotransplante da linha celular WiDr/10x. Numa analise preliminar e qualitativa, nado
se observaram diferencgas entre as secgdes histolégicas dos xenotransplantes da linha

celular WiDr e da linha celular WiDr/10x.
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Figura 55 — Secgdes histologicas coradas com HE de murganhos com xenotransplantes da linha celular
WiDr. A e B representam um tumor de um murganho controlo; C e D representam um tumor de um
murganho do grupo 5-FU; E e F representam um tumor do murganho do grupo 5-FU + 2 Gy. As
fotografias A, C e F tém uma ampliagdo de 100X e as fotografias B, D e E tém uma ampliacdo de 400X.
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Figura 56 - Seccdes histologicas coradas com HE de murganhos com xenotransplantes da linha celular
WiDr/10x. A e B representam um tumor de um murganho controlo; C e D representam um tumor de um
murganho do grupo 5-FU; E e F representam um tumor do murganho do grupo 5-FU + 2 Gy. As
fotografias A, C e F tém uma ampliagdo de 100X e as fotografias B, D e E tém uma ampliacdo de 400X.
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Discussao

A pesquisa de novos farmacos, bem como da sua combinagdo com
radioterapia, tem vindo a ser realizada nos ultimos tempos e permanece constante
com o objetivo de compreender os mecanismos subjacentes a resposta ao tratamento
do cancro. Contudo, a incidéncia e mortalidade desta doenga, nomeadamente de CCR
sdo elevadas e ¢é fulcral desenvolver abordagens terapéuticas que permitam uma
resposta favoravel ao doente. Embora a quimiorradioterapia constitua o tratamento
neoadjuvante padrdo nos estadios avangcados da doenga, possui algumas
desvantagens®***%.

Um problema que se prende com a quimiorradioterapia é a existéncia da
resisténcia a terapéutica. Enquanto alguns doentes demonstram uma resposta
patolégica favoravel, outros sao confrontados com um mau progndstico, néo
respondendo ao tratamento®*™’. Esta caréncia de resposta pode ser devida a uma
resisténcia intrinseca das células tumorais, bem como ser desenvolvida ao longo das
sessdes de tratamento. Sendo a quimiorradioterapia ineficaz nessas situacdes, seria
vantajoso distinguir os doentes com boa capacidade de resposta daqueles com
tumores resistentes a radioterapia ou com possibilidade de adquirir resisténcia a este
tipo de tratamento antes da decisdo terapéutica. Dessa forma, nos doentes cuja
resposta a quimiorradioterapia fosse desfavoravel a estratégia terapéutica deveria ser
reformulada. Por um lado, poderiam n&o ser submetidos a um tratamento que nao Ihes
traria beneficios relevantes e que causaria efeitos secundarios, a curto e a longo
prazo®*>®"*. Por outro lado, poderia ser possivel ajustar o tratamento, através da
implementacdo de estratégias que inibissem a repopulagdo das células tumorais
resistentes®®. Essas estratégias devem ser especificas para as células tumorais no
sentido de melhorar a resposta a terapéutica e podem incluir a alteracdo do esquema
de fracionamento, através da diminuicdo do periodo de tratamento, impedindo a
repopulacéo das células tumorais, ou a utilizagdo de agentes com alvos moleculares,
de forma a inibir seletivamente a proliferagdo tumoral durante a radioterapia®®’.

Um dos objetivos da investigagdo em oncobiologia consiste na identificagdo de
marcadores moleculares, isto €, moléculas que revelam sensibilidade do organismo ao
tratamento e/ou moléculas que estejam relacionadas com resisténcia ao
mesmo?23335:36:38.3952 " A investigagdo de proteinas preditoras de sensibilidade ou de
resisténcia tem sido realizada, tendo como premissa o facto de as proteinas
constituirem moléculas-chave nos mecanismos de sinalizagdo celular, sendo
responsaveis pelo controlo das células saudaveis e das células tumorais. E sabido que
as células tumorais apresentam mutagdes em genes responsaveis pelo seu correto
funcionamento e, por isso, os mecanismos de reparagao, de sobrevivéncia celular e de

proliferacéo estdo alterados®".
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O estudo desenvolvido constitui a fase inicial de um projeto mais abrangente
que tem como perspetiva contribuir para a identificacdo de marcadores moleculares
envolvidos na resisténcia do CCR a radioterapia. No contexto da investigagdo no qual
o presente estudo esta inserido, pretendeu-se em primeiro lugar estabelecer linhas
celulares humanas de adenocarcinoma colorretal resistentes a radioterapia. Para além
disso, procurou-se avaliar a resposta das linhas sensiveis e resistentes apods
tratamento com radioterapia e quimiorradioterapia, in vitro e in vivo, e avaliar o perfil
proteico das mesmas linhas celulares. Estes estudos constituem uma etapa
fundamental da investigacdo, na medida em que providenciam informagéo sobre o
comportamento das células resistentes a radioterapia e reforcam a necessidade, e
importancia, de identificar os mecanismos subjacentes a resisténcia.

Relativamente a indugao de resisténcia a radioterapia na linha celular WiDr,
verificou-se que os valores de DL50 corroboram os resultados obtidos para os fatores
de sobrevivéncia para as doses 4 a 10 Gy, administradas em fragdes unicas, na
medida em que as linhas celulares derivadas WiDr/6x e WiDr/10x apresentaram uma
DL50 superior a da linha parental, bem como fatores de sobrevivéncia
significativamente superiores para as doses mencionadas. O estabelecimento destas
linhas resistentes a radioterapia foi conseguido num periodo aproximado de 6 e
10 semanas, respetivamente, a partir das populagbes sobreviventes da linha celular
parental. A obtencdo das linhas celulares derivadas comprova que algumas ceélulas
tumorais, apos varias irradiagdes consecutivas com uma dose baixa, tém capacidade
de formar colénias, como também foi demonstrado por Smith et al., ao estabelecerem
linhas celulares resistentes a radioterapia a partir de linhas celulares de cancro da
mama. Existem evidéncias de que, a par da repopulacdo de células nos tecidos
normais apos tratamento com radioterapia e com quimioterapia, ocorre a repopulagéo
de células tumorais®®®®® . Esta repopulacdo de células tumorais consiste na
proliferacdo de células estaminais tumorais sobreviventes, ou seja, células com
capacidade para formar colénias; ocorrendo durante o tratamento de radioterapia
fracionada ou quimioterapia.

Por outro lado, verificou-se que também existem células que possuem
capacidade intrinseca de sobreviver a irradiagbes cumulativas, como as células
C2BBe1, que apresentam fatores de sobrevivéncia elevados quando submetidas a
fragdes Unicas de radiacdo. A DL50 obtida com esta linha celular foi superior as DL50
obtidas nas linhas celulares WiDr. As células C2BBe1 apresentaram um
comportamento idéntico ao das células derivadas WiDr/10x. Ainda assim, durante 20
semanas procedeu-se a irradiagdo das células C2BBe1 com 2 Gy uma vez por

semana. No entanto, as células com 18 fracbes cumulativas apresentaram fatores de
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sobrevivéncia semelhantes aos das células nativas para as doses 2, 4, 6, 8 e 10 Gy
(em fragdes unicas).

No que diz respeito a avaliacdo da atividade metabdlica, as diferencgas
significativas em relacéo as células ndo submetidas a tratamento verificaram-se nos
tempos mais longos, nomeadamente as 72 e as 96 horas, nas linhas celulares
C2BBe1, WiDr, WiDr/6x e WiDr/10x, o que vai ao encontro do que esta descrito na
literatura, pois os efeitos da radioterapia ndo ocorrem a curto prazo, mas sim ao longo
do tempo®. Os resultados obtidos na linha celular C2BBe1 permitiram verificar que s6
nos tempos mais longos ocorre uma diminuigdo da proliferagcdo para a dose mais
elevada de radiacdo. A concentracido de 5-FU utilizada para radiossensibilizac&o levou
a diminuicao da proliferagdo quer em administracao isolada quer em combinagdo com
ambas as doses de radiagao estudadas, na medida em que se obteve uma diminuicdo
significativa da atividade metabdlica apos tratamento com 5-FU + 10 Gy em quase
todos os periodos estudados comparativamente a irradiagédo isolada com 10 Gy; bem
como uma dimini¢gdo significativa de 2 Gy para 5-FU + 2 Gy nos trés tempos mais
longos. Os resultados obtidos permitem afirmar que as células C2BBe1 apresentaram
maior sensibilidade aos tratamentos combinados, bem como a administragéo de 5-FU,
do que aos tratamentos com radioterapia isolada. Shin e colaboradores obtiveram
resultados similares. Estes investigadores estudaram o tratamento combinado de um
farmaco — cetuximab — com radioterapia, em quatro linhas celulares de CCR, entre as
quais Caco-2 e WiDr, nativas®. Ao avaliarem a proliferacéo celular através do ensaio
do MTT, constataram que o efeito combinado do farmaco com a radiagéo inibiu
significativamente a proliferagdo celular da linha celular Caco-2 (linha celular a partir
da qual foi estabelecida a linha celular C2BBe1).

O comportamento da linha celular nativa WiDr foi diferente, uma vez que a
administracdo de 5-FU ndo apresentou um efeito semelhante ao provocado nas
células C2BBe1. A administracao de 5-FU isolada e o tratamento combinado com 2 Gy
nao fizeram diminuir a atividade metabdlica das células WiDr. Apenas se verificaram
diminuigdes significativas nos tratamentos com 10 Gy, isolado e combinado, o que
podera significar que a concentragdo de 5-FU usada ndo tem efeito
radiossensibilizante nesta linha celular. O mesmo se verificou nas linhas WiDr/6x e
WiDr/10x, embora de uma forma menos notéria, pois estas duas linhas apresentaram
atividade metabdlica superior a da linha celular parental nos tratamentos com a dose
10 Gy. Estes resultados permitem-nos inferir que as linhas celulares mais resistentes
apresentam maior atividade metabdlica do que a linha celular parental nos tratamentos
com 10 Gy, corroborando a sua maior resisténcia a essa dose de radiagdo. Shin et al.

verificaram que a atividade metabdlica da linha celular nativa WiDr obtida no
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tratamento combinado foi significativamente diferente da obtida no tratamento isolado
de radioterapia®®. No nosso estudo, verificdmos apenas uma diferenca
estatisticamente significativa as 96 horas, entre o tratamento com 5-FU isolado e
ambos os tratamentos combinados.

Quanto aos resultados obtidos nos ensaios clonogénicos apds tratamento com
radioterapia e com quimiorradioterapia, verificou-se que o fator de sobrevivéncia das
células C2BBe1 diminui de forma dependente da dose de radiagéo, ou seja, diminuiu
de forma mais notéria com a dose 10 Gy. Quer nos tratamentos de radioterapia
isolada quer nos tratamentos combinados se verificou menor sobrevivéncia com a
dose mais elevada. No entanto, o 5-FU ndo promoveu uma menor sobrevivéncia, na
medida em que, comparando os tratamentos de radioterapia com os respetivos
tratamentos combinados, ndo se verificou uma diminuicdo da sobrevivéncia celular.
Pelo contrario, o tratamento com 5-FU + 10 Gy providenciou maior sobrevivéncia
celular relativamente ao tratamento 10 Gy, embora ndo significativa. Shin et al.
avaliaram também o efeito do cetuximab através do ensaio clonogénico e verificaram
que o efeito citotdxico da radiagéo foi significativamente superior quando combinada
com o farmaco, na linha celular Caco-2*°. Estes resultados, embora relativos a um
farmaco diferente, demonstram de uma forma similar que a combinacdo de
tratamentos permitiu um maior efeito comparativamente ao efeito da radioterapia
isolada.

A linha celular WiDr demonstrou ser novamente mais afetada com os
tratamentos com maior dose de radiagdo. Para além disso, a administragdo de 5-FU
nao radiossensibilizou as células, pois os tratamentos combinados apresentaram
maior sobrevivéncia celular do que os respetivos tratamentos de radioterapia isolada,
embora de forma ndo significativa. Novamente, estes resultados vao ao encontro dos
resultados descritos por Shin et al. que também verificaram que o tratamento
combinado de cetuximab e radiacéo nao influenciou significativamente a sensibilidade
das células WiDr a radiagao®. No entanto, contrariamente aos resultados obtidos no
nosso estudo, Spitzner et al. constataram que a linha celular WiDr apresentou maior
sensibilidade ao tratamento com 5-FU + 2 Gy do que a linha celular Caco-2¥.
Curiosamente, a linha celular com menor sensibilidade no estudo destes
investigadores foi a linha celular HT-29 (linha celular com caracteristicas semelhantes
a da linha celular WiDr**) com um fator de sobrevivéncia de 81% para a mesma
combinacdo, semelhante ao obtido no nosso estudo para a linha celular WiDr
(85,018,2%).

As linhas celulares WiDr/6x e WiDr/10x apresentaram novamente maior

sobrevivéncia para os tratamentos com maior dose de radiacdo. A maior sobrevivéncia
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celular verificada no tratamento com 10 Gy, corrobora mais uma vez a maior
resisténcia destas duas linhas relativamente a sua linha parental. A dose de radiagéo
2 Gy constitui uma dose baixa, possuindo pouco efeito nas linhas estudadas. Uma vez
que néo existem diferengas entre os fatores de sobrevivéncia dos tratamentos 10 Gy e
5-FU + 10 Gy, é possivel afirmar que a diminuigdo verificada no segundo tratamento
se deve a dose de radiagdo usada e que a concentracdo de 5-FU usada ndo tem, de
facto, um efeito radiossensibilizante.

Os resultados dos ensaios do MTT e clonogénico permitiram verificar que a
atividade metabdlica e a sobrevivéncia celular foram afetadas do mesmo modo nas
diversas linhas celulares, isto é, de forma dependente da dose de radiagdo aplicada.
Para além disso, na linha C2BBe1, o efeito de radiossensiblizacdo do 5-FU foi
evidente em ambos os ensaios e, pelo contrario, nas linhas celulares WiDr ndo se
verificou esse efeito; sendo estes resultados semelhantes aos do estudo de Shin e
colaboradores, no que diz respeito a maior sensibilidade das células C2BBe1 para um
tratamento combinado (embora com um farmaco diferente)®. Os resultados obtidos
permitem afirmar que o efeito de radiossensibilizagao com farmacos € dependente das
linhas celulares de CCR.

Os ensaios do MTT e clonogénico s&o ensaios comummente utilizados para a
avaliacdo de estudos de quimiorradioterapia e de radiossensibilidade®“°*”. Embora o
ensaio clonogénico seja maioritariamente usado para avaliar a sobrevivéncia de
células submetidas a radiagcado e o ensaio do MTT seja preferencialmente usado no
estudo de quimiossensibilidade ou citotoxicidade, ambos tém sido utilizados em
conjunto em inumeros estudos. Os dois ensaios tém revelado complementaridade e
providenciado validade aos resultados obtidos, em inumeros estudos de resposta a
radioterapia bem como de radiossensibilizagdo, como alias, mostra também o nosso
estud025‘37’40‘5°’57’88.

De acordo com os resultados obtidos com o ensaio cometa, foi possivel
verificar que a linhas celulares C2BBe1, WiDr/6x e WiDr/10x apresentaram mais danos
no DNA do que a linha celular WiDr, apds os tratamentos com radioterapia e com
quimiorradioterapia. Relativamente a linha celular C2BBe1, nos ensaios anteriores
verificou-se uma maior capacidade de resposta por parte das células nos tratamentos
com radioterapia do que nos tratamentos com 5-FU. No entanto, o mesmo né&o se
verificou em relagdo aos danos no DNA, na medida em que se observou um aumento
significativo do momento de cauda em relagdo as células néo tratadas, inclusivé nos
tratamentos com radioterapia isolada. As linhas celulares WiDr/6x e WiDr/10x, que nos
ensaios anteriores demonstraram atividade metabdlica e sobrevivéncia superiores

para os tratamentos com maior dose de radiacédo, apresentaram mais danos no DNA
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relativamente a linha celular parental, inclusivé nesses tratamentos. Estes resultados
sao, de certa forma, inesperados, uma vez que se perspectivou que células com maior
capacidade de proliferacdo e sobrevivéncia apds tratamento com radioterapia
apresentassem menor instabilidade e, consequentemente, menos danos no DNA?*?'.
Dessa forma, estes resultados sugerem que as células C2BBe1, WiDr/6x e WiDr/10x,
resistentes a radioterapia, permanecem metabolicamente ativas e com capacidade
proliferativa a par com os danos no DNA causados pelos tratamentos. Esta descrito
que, embora com reparagao ineficiente, as células podem sobreviver com esses danos
apos serem sujeitas a tratamento®®. Por exemplo, mutacdes no gene TP53 conferem
resisténcia a apoptose, um dos mecanismos de defesa das células apds detegcdo de
danos induzidos por tratamentos***°. Uma vez que as linhas celulares WiDr e C2BBef1
possuem uma mutacdo no gene TP53, os danos causados pelos tratamentos
estudados poderdo nao ser reconhecidos pelas células que, consequentemente, ndo
entram em apoptose. Ainda assim, foi possivel verificar que, de um modo geral, os
danos sdo maiores nos tratamentos com a maior dose de radiacdo do que nos
tratamentos com menor dose e do que o tratamento com 5-FU, o que estad de acordo
com a literatura existente”. No entanto, com os ensaios realizados néo foi possivel
identificar o(s) motivo(s) da maior quantidade de danos no DNA das células mais
resistentes a radioterapia. De acordo com os resultados obtidos neste ensaio,
considera-se pertinente a utilizagdo de outra(s) técnica(s) que permita(m) confirmar
estes resultados, nomeadamente identificar o tipo de danos causados, como quebras
nas duas cadeias da dupla hélice de DNA através da marcagéo da histona y-H2AX por

técnicas de imunocitoquimica’?®’

. Kiang e colaboradores referiram que existe uma
relacdo aproximada de 1:1 entre os danos de DNA nas duas cadeias e focos com a
histona y-H2AX (fosforilada pela proteina ATM)". Para além disso, seria interessante
avaliar os danos no DNA num periodo de tempo mais longo apds os tratamentos,
nomeadamente as 48 ou as 96h, com o intuito de verificar se os danos nas células
mais resistentes persistiam ou nao.

Importa recordar que, embora se tenha caracterizado o comportamento da
linha celular C2BBe1 relativamente a atividade metabdlica e sobrevivéncia apods
tratamento com radioterapia e com quimiorradioterapia, ndo se prosseguiram estudos
de citometria de fluxo com essa linha celular. Relativamente a viabilidade e tipos de
morte celular, verificou-se que a linha celular parental WiDr apresentou menor
viabilidade celular nos diversos tratamentos, em comparagdo com as linhas celulares
derivadas WiDr/6x e WiDr/10x, nomeadamente para os tratamentos com maior dose
de radiagdo (onde se observaram diferencas estatisticas). Para além disso, foi

possivel constatar que os tratamentos utilizados induziram maioritariamente morte
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celular por necrose, em todas as linhas celulares, embora com menor evidéncia na
linha WiDr/6x. A apoptose constitui o principal tipo de morte celular observado em
resposta a radiacdo, em células com mecanismos pro-apoptéticos preservados®®. No
entanto, a maioria dos tumores perde esses mecanismos. O facto de se ter observado
um maior numero de células em necrose do que em apoptose, pode ser justificado, em
parte, pelo facto de o gene TP53 estar mutado. Estes resultados reforgam a hipétese
lancada anteriomente de que a apoptose nestas linhas celulares pode estar
comprometida devido a mutagcdo no gene TP53. Ainda assim, as linhas celulares
WiDr/6x e WiDr/10x demonstraram maior viabilidade do que a sua linha celular
parental, pelo que outros mecanismos deverdo estar envolvidos na sua maior
resisténcia a apoptose. Eriksson et al. indicaram que a resisténcia a apoptose também
pode ser consequéncia do aumento da expressdo de proteinas anti-apoptéticas, como
BCL-2 e survivina, ou da inativacdo de genes pré-apoptéticos, como Bax, pelo que as
linhas celulares derivadas poderao ter adquirido mutacdes com implicagbes nestes
mecanismos*®. Verificou-se que, tal como nos ensaios de proliferagdo e de
sobrevivéncia celular, a viabilidade foi afetada de uma forma dependente da dose de
radiagdo e que o 5-FU nao apresentou um efeito radiossensibilizante quando
combinado com radioterapia.

Os resultados obtidos na avaliagdo da concentragao intracelular de perdxidos
permitiram verificar que houve maior produgdo de perdxidos nos tratamentos com
maior dose de radiagdo, nas trés linhas celulares em estudo. Estes resultados
corroboram os resultados obtidos no ensaio cometa, verificando-se que os danos no
DNA também foram superiores nos tratamentos com 10 Gy. Por sua vez, o 5-FU
administrado de forma isolada ndo causou maior formagao de peroxidos em nenhuma
das linhas celulares. No entanto, a comparacédo das trés linhas celulares permitiu
verificar que apresentaram concentragdes intracelulares de peroxidos semelhantes
entre si, verificando-se apenas diferengas significativas nas condigdes 5-FU, entre a
linha celular parental e a linha celular WiDr/6x, e 5-FU + 10 Gy, entre a linha celular
parental e as duas linhas celulares derivadas. Em relagdo a concentracao intracelular
do aniao superoxido, 0 mesmo se verificou relativamente aos tratamentos com maior
dose de radiacdo. No entanto, da linha celular nativa para a linha celular com maior
numero de fragdes cumulativas foi possivel constatar que esse aumento foi menos
evidente, pois na linha celular nativa verificou-se um aumento significativo enquanto na
linha celular WiDr/10x as diferengcas n&o tiveram significado estatistico. Na
globalidade, os restantes tratamentos nao induziram maior formagcdo do radical

superoxido, com excegao do tratamento 5-FU + 2 Gy na linha celular WiDr/10x.
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Os resultados obtidos na avaliagao da concentracao intracelular de peréxidos e
do anido superoxido permitiram verificar que na maioria dos tratamentos a linha celular
parental apresentou uma resposta semelhante as linhas celulares resistentes a
radioterapia, nao tendo os tratamentos induzido mais ROS na linha celular nativa. No
ensaio cometa, realizado imediatamente apds os tratamentos, verificou-se que as
linhas derivadas possuiam ambas mais danos no DNA do que a linha nativa, pelo que
seria de esperar que esses danos pudessem ter sido causados pela maior formagao
de ROS nessas duas linhas celulares, apds os tratamentos. No entanto, tal ndo se
verificou.

Noutra perspetiva, a formagao de ROS constitui um dos eventos precoces apos
a irradiacdo, pelo que a concentracdo destas moléculas deve apresentar-se mais

259293 Nesse

alterada em periodos curtos apds os tratamentos com radioterapia
sentido, seria util avaliar o stresse oxidativo em periodos inferiores ao periodo usado
neste trabalho (96 horas apds os tratamentos).

No que diz respeito aos resultados da expressdo da GSH nas trés linhas
celulares, as diferengas com significado estatistico verificaram-se nos tratamentos com
menor dose de radiagdo e no tratamento com 5-FU, ao contrario do que se foi
constatando nos ensaios anteriores. Uma vez que nao se verificou uma tendéncia para
o aumento da expressdo de GSH com o aumento da dose de radiagdo, parece
importante a confirmagao destes resultados através da avaliagdo de outras moléculas
antioxidantes, como por exemplo a superoxido dismutase. Esta molécula também é
utilizada como indicador das defesas antioxidantes, sendo avaliada em paralelo com a
GSH®*%. Quanto a comparacéo entre as trés linhas celulares, a linha celular nativa
apresentou maior expressdo da GSH na condigao 2 Gy, em comparacédo com a linha
celular derivada WiDr/10x e nas condi¢cbes 5-FU e 5-FU + 2 Gy, relativamente a linha
celular WiDr/6x. No entanto, ndo se verificaram diferencas significativas nos
tratamentos com 10 Gy e 5-FU + 10 Gy. O facto de esse aumento da GSH nao se
verificar nos tratamentos com maior dose de radiacdo pode indicar que para doses
mais elevadas as células ndao despoletam mecanismos de defesa, mas sim
mecanismos que culminam em morte celular, devido a maior agressividade dessa
dose e, consequentemente, a incapacidade de reparar os danos causados.

Quanto aos resultados da raz&o monomeros/agregados, verificou-se um maior
aumento desta razdo nos tratamentos com maior dose de radiacdo em todas as linhas
celulares, revelando uma diminuicdo do potencial da membrana mitocondrial das
células quando submetidas a uma dose elevada de radiagdo. No entanto, apenas a
linha celular WiDr/10x apresentou um menor aumento em comparagao com a linha

celular nativa, no tratamento com 10 Gy; por outro lado, no tratamento com
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5-FU + 10 Gy ndo se obtiveram diferencas estatisticamente significativas. A linha
celular WiDr/6x apresentou resultados muito semelhantes aos da linha celular
parental. Estes resultados corroboram os resultados obtidos no ensaio do MTT,
96 horas apds os tratamentos, onde também se verificou que a linha WiDr/6x se
comportou de forma semelhante a linha nativa e que a linha WiDr/10x apresentou
maior atividade metabdlica na condigdo 10 Gy. No entanto, os resultados relativos a
condicdo 5-FU + 10 Gy nao vao ao encontro dos resultados da atividade metabdlica,
uma vez que este tratamento induziu uma diferenca significativa entre as linhas
celulares WiDr/6x e WiDr/10x no que diz respeito a razdo monodmeros/agregados,
sendo a razao monomeros/agregados da linha celular WiDr/6x semelhante a da linha
celular nativa, e, por outro lado, ndo induziu diferengas estatisticamente significativas
entre as trés linhas celulares relativamente a atividade metabdlica.

De acordo com os resultados obtidos relativamente ao stresse oxidativo,
defesas antioxidantes e potencial de membrana mitocondrial, poder-se-a colocar a
hipétese de que os danos causados no DNA nas células resistentes a radioterapia se
devem principalmente aos efeitos diretos da radiagdo em detrimento da formacéo de
ROS, na medida em que na globalidade dos resultados n&o se verificaram diferengas
entre a linha celular parental e as linhas celulares derivadas. Afigura-se que a
sugestdo de avaliacdo do stresse oxidativo num periodo mais curto se extende a
avaliacdo da expressdao da GSH e do potencial de membrana mitocondrial, visto
estarem todos estes parametros relacionados entre si®.

Considera-se importante estudar o ciclo celular, com o intuito de verificar se os
tratamentos usados induzem alteragées ou bloqueio em algum dos checkpoints do
ciclo celular, pois a radiagdo pode induzir paragem nas transicées G1-S e G2-M*°. O
5-FU também pode condicionar as fases do ciclo celular, inibindo a replicagdo do DNA
e a sintese de acido ribonucleico®. Também seria relevante verificar se existem
diferengas entre as linhas celulares resistentes a radioterapia e a linha celular parental,
uma vez que esta descrito que determinadas fases do ciclo celular desencadeiam
maior sensibilidade a radioterapia do que outras fases, nomeadamente a transi¢ao
G2-M""%%1% Na medida em que o ciclo celular é regulado por proteinas cinases, seria
interessante avaliar a expressao das proteinas cinases Chk1/2.

Relativamente aos estudos in vifro das linhas celulares WiDr, WiDr/6x e
WiDr/10x, considera-se relevante proceder a otimizagdo da concentracédo de 5-FU, no
sentido de aumentar o efeito dos tratamentos combinados quer na linha celular
sensivel, quer nas linhas celulares resistentes a radioterapia.

No que diz respeito a técnica de eletroforese 2D, foi possivel verificar

diferengas no perfil proteico entre as linhas celulares WiDr e WiDr/10x. Embora os
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resultados relativos a esta técnica sejam preliminares e carecam de novos ensaios
para confirmar o perfil proteico de ambas as linhas celulares, foi possivel inferir que a
radiorresisténcia se traduz por alteragbes na expressdo proteica das células, como
documentado por Smith et al.?? bem como por Smith et al.*'. Este facto realca a
necessidade de identificar as proteinas diferentemente expressas entre as linhas
celulares WiDr e WiDr/10x, na medida em que os diferentes perfis proteicos obtidos
poderdo estar por detras das diferengas, ou de algumas diferengas, obtidas nos
ensaios in vitro. Por exemplo, os tipos de morte celular desencadeados apds
tratamento com radioterapia podem ser devidos a expressao de diferentes proteinas
envolvidas na regulagdo da sobrevivéncia celular*®®®.

Mais ainda, essa identificacdo poderia levar a descoberta de marcadores
preditivos de resposta ao tratamento com radioterapia, sendo possivel verificar se
marcadores atualmente sugestivos de resposta ao tratamento, como EGFR, COX-2 e
peroxirredoxina, estdo presentes nas linhas celulares estudadas e de que forma sao
expressos>>*°>*2, Uma vez que no estudo desenvolvido por Smith et al. se verificou
uma tendéncia para a diminuicdo da expressao de componentes do proteassoma 26S,
complexo de proteinas envolvido na degradacéo proteica, nas linhas radiorresistentes,
seria pertinente avaliar a sua expressao nas linhas celulares radiorresistentes WiDr/6x
e WiDr/10x"".

A eletroforese 2D afigura-se como uma técnica vantajosa nos estudos de
protedbmica, sendo considerada uma das melhores na medida em que permite a
separagdo de inimeras proteinas num unico gel”'%?. O protocolo utilizado constituiu
um método sensivel para avaliar a expressdo proteica das linhas celulares WiDr e
WiDr/10x, permitindo a obtencgéo de resultados promissores relativamante a expressao
proteica de células resistentes a radioterapia.

Quanto aos estudos in vivo, constatou-se que ndo se verificaram diferencas
estatisticamente significativas entre o grupo controlo e os grupos submetidos a 5-FU e
a 5-FU combinado com 10 Gy, tanto nos grupos de xenotransplante da linha celular
WiDr como de xenotransplante da linha celular WiDr/10x.

Esta documentado que a dose maxima tolerada por murganhos balb/c € de
100mg/kg®®. Com o objetivo de radiossensibilizagéo, é utilizada clinicamente uma dose
de quimioterapia correspondente a % da dose utilizada em terapéutica adjuvantem.
Deste modo, utilizou-se uma concentracdo em propor¢do correspondente. Nao
havendo estudos bibliograficos que documentassem que a dose 66,6mg/kg de 5-FU
teria apenas efeito radiossensibilizante, considerou-se necessario utilizar um segundo

grupo controlo nomeadamente com animais tratados apenas com 5-FU. Assim seria
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espectavel que ndo fossem observadas diferengas significativas entre este grupo e o
grupo de animais ndo tratados.

Relativamente ao grupo submetido a 5-FU, os resultados obtidos v&o ao
encontro dos resultados obtidos in vitro, o que devera ser justificado pela concentragao
de radiossensibilizacdo em estudo que, por si, ndo possui um efeito inibidor da
proliferacdo nem da sobrevivéncia celular. Seeliger e colaboradores também
verificaram que o tratamento por eles estudado com 5-FU isolado, administrado via
intraperitoneal numa concentragdo de 100 mg/kg de peso corporal, nao teve influéncia
na proliferacéo celular®.

Apesar de nao se terem detetado diferengas significativas, no caso dos animais
tratados com 5-FU + 10 Gy, o volume tumoral relativo deste grupo € tendencialmente
inferior. Esta situagdo podera estar relacionada com o numero reduzido de animais,
bem como com o facto de os animais submetidos a tratamento combinado terem
apresentado uma sobrevivéncia limitada durante o periodo experimental. Este facto
pode estar relacionado com a administracdo concomitante de 5-FU com 10 Gy. Alguns
estudos sobre o efeito da radioterapia, nomeadamente com doses de radiagao
similares ou superiores a dose 10 Gy (9 Gy e 15 Gy, por exemplo) em murganhos
atimicos com xenotransplantes de linhas celulares de CCR, nao verificaram mortes
apos o tratamento®®®2. Por outro lado, ndo foram previamente reportados estudos com
combinacdo de 5-FU na concentracao utilizada e a dose de 10 Gy, pelo que esta
combinagdo pode nao ser tolerada pelos animais. Por forma a tornar a analise mais
robusta, seria necessario aumentar o numero de animais no estudo.

Relativamente aos murganhos submetidos ao tratamento combinado de 5-FU e
2 Gy, embora a curva corresponda a apenas um animal para cada tipo de
xenotransplante, verificou-se que em ambos 0s casos, os volumes tumores relativos
sdo sempre inferiores aos grupos controlo e 5-FU. Este resultado é promissor e
corrobora o interesse em aumentar o niumero de animais nestes grupos. Seria
interessante perceber se com um grupo maior a resposta dos dois tipos de
xenotransplante seria distinta.

Nao ha muitos estudos bibliograficos que abordem em estudos in vivo a
tematica da radiorresisténcia. Shin e colaboradores descrevem a utilizagdo de varios
grupos experimentais para avaliar o efeito da combinagdo do cetuximab com a
radioterapia, em xenotransplantes de linhas celulares de CCR em murganhos
atimicos. Os resultados desse trabalho permitiram verificar que o tratamento com
radioterapia isolada (9 Gy) proporcionou uma diminuigao do volume tumoral relativo,
em relagédo ao do grupo de animais controlo, nao tratados. Mais ainda, verificaram que

o tratamento combinado de cetuximab e radioterapia potenciou a diminuicdo do
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volume tumoral relativo, pois durante os 10 dias consecutivos ao tratamento o volume
tumoral relativo manteve o mesmo valor®.

Seierstad e colaboradores reportaram a irradiacdo de xenotransplantes em
murganhos imunodeprimidos. Estes investigadores irradiaram tumores subcuténeos
de xenotransplante da linha celular HT29 em murganhos imunodeprimidos com uma
dose unica de 15 Gy no dia em que o didmetro menor do tumor atingiu 10 mm. Assim
como verificaram uma inibicdo tumoral de aproximadamente 55% e 65% nos dias 6 e
10, respetivamente, em relagdo aos animais controlo, num periodo de monitorizagao
de 30 dias®.

Como perspetiva futura pretende-se também avaliar o efeito das doses 2 e
10 Gy isoladas, com o intuito de verificar se a tendéncia da diminuicdo da taxa de
crescimento € devida a combinacido 5-FU e dose de radiacdo ou apenas a dose de
radiacdo.

Os resultados preliminares obtidos neste trabalho, assim como a existéncia de
poucos estudos publicados semelhantes, reforca a importancia deste trabalho e da
sua continuidade. A avaliacdo da resposta apds terapéutica combinada de tumores
resistentes é essencial, uma vez que a quimiorradioterapia constitui a abordagem
indicada para tumores localmente avancados'®.

Os tumores excisados dos ratinhos foram avaliados por analise histopatoldgica,
com a coloragdo HE, e ndo se encontraram diferencas entre os tumores de células
WiDr e WiDr/10x, quer no grupo controlo quer nos grupos de tratamento. Seria
interessante  avaliar a capacidade proliferativa das células tumorais
xenotransplantadas apds os tratamentos, através da expressdo de Ki67, proteina
nuclear expressa em células nas fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e M) e
ausente nas células quiescentes (GO0). Mais ainda, seria pertinente avaliar essa
expressdao em momentos diferentes apos o tratamento, para verificar se ao longo do
mesmo as células tumorais readquirem capacidade proliferativa, como Zwicker et al.
fizeram, ao estudar o efeito radiossensibilizante do dicloroacetato em xenotransplantes
da linha celular WiDr e como Seeliger et al. procederam ao estudar o efeito combinado
de 5-FU e rapamicina®*®é.

Outro aspeto interessante seria avaliar a expressdo da enzima timidilato
sintetase, quer em cultura celular quer nos xenotransplantes, na medida em que a sua
expressdo pelos tumores € uma importante condicionante do tratamento e do
prognostico de CCR. Esta enzima é fundamental na conversdo do 5-FU no seu
metabolito 5-fluoro-dUMP, forma citotdxica ativa, promovendo a citotoxicidade do
5-FU. Seeliger et al. verificaram que in vitro a expressdao desta enzima era

relativamente baixa, mas in vivo observaram uma expressao elevada, sugerindo que
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as células transplantadas eram induzidas a produzir a enzima ou que as células do
estroma possuiam elevados niveis da enzima®.

Afigura-se que os resultados obtidos nesta tese sdo promissores, na medida
em que foi possivel obter linhas celulares resistentes a radioterapia e foi possivel obter
informacéao relevante sobre a resposta destas linhas celulares aos tratamentos com
radioterapia e com quimiorradioterapia, no que diz respeito a proliferacdo e a
sobrevivéncia celulares, a viabilidade e aos tipos de morte celular, aos danos no DNA
e ao stresse oxidativo. Para além disso, os resultados obtidos sugerem a realizacao de
mais estudos, uns com adaptacbes do desenho experimental inicial, outros com a
aplicagdo de metodologias diferentes, no sentido de enriquecer a caracterizagdo das
linhas celulares resistentes a radioterapia e, consequentemente, de compreender os
mecanismos subjacentes a resisténcia a radioterapia. Destaca-se a importéncia de
prosseguir os estudos com a identificagdo das proteinas detetadas nos géis de
SDS-PAGE, com o intuito de identificar potenciais marcadores preditivos de
resisténcia ou sensibilidade a radioterapia nas linhas celulares humanas de CCR.

No que diz respeito aos resultados in vivo, embora se trate de um estudo piloto,
as tendéncias verificadas com o tratamento 5-FU + 2 Gy e os resultados obtidos com o
tratamento 5-FU + 10 Gy — dimiuigdo do volume tumoral relativo em comparagao com
o dos animais ndo submetidos a tratamento e com o dos animais submetidos a 5-FU
isolado — afigura-se que o ajuste de tratamentos combinados de quimioterapia e
radioterapia podem ser um caminho a percorrer para alcancar a reversdo da
resisténcia a radioterapia. Esta hipotese, se confirmada, podera contribuir para a
melhoria da resposta dos doentes com CCR, com perfil resistente a radioterapia, e,

consequentemente, para a diminuigdo da mortalidade provocada por esta doenca.
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Conclusao

Com a realizagdo desta tese, cujos principais objetivos consistiram em
estabelecer linhas celulares humanas de CCR resistentes a radioterapia e caracterizar
a sua resposta apos tratamento com radioterapia e com quimiorradioterapia in vitro e
in vivo, foi possivel obter algumas conclusées.

Em primeiro, foi possivel estabelecer duas linhas celulares humanas de CCR
resistentes a radioterapia, a partir da linha parental WiDr — WiDr/6x e WiDr/10x, assim
designadas por terem sido obtidas apds 6 e 10 irradiagdes cumulativas com a dose
individual semanal de 2 Gy, respetivamente. No entanto, o mesmo ndo se verificou
com a linha celular C2BBe1, uma vez que esta linha apresentou fator de sobrevivéncia
elevado quando submetida a doses elevadas de radioterapia, apdés 18 fragdes
cumulativas.

As linhas celulares resistentes a radioterapia, WiDr/6x e WiDr/10x,
apresentaram proliferacdo e sobrevivéncia celulares mais elevadas para os
tratamentos com a dose mais alta de radiacdo do que a linha celular nativa,
corroborando a sua maior resisténcia a radioterapia.

Quanto aos danos no DNA, foi possivel concluir que as linhas celulares
resistentes apresentaram DNA mais degradado em comparac&o com a linha parental.
Para além disso, a linha celular C2BBe1 também apresentou mais danos do que a
linha celular WiDr, levantando a hipotese de que células mais resistentes a
radioterapia tém a capacidade de sobreviver e de proliferar mesmo com danos
extensos no DNA.

No que diz respeito a viabilidade e tipos de morte celular, foi possivel concluir
que os tratamentos usados induzem diminui¢cdo do numero de células viaveis, embora
essa diminuicdo seja menor nas linhas celulares mais resistentes a radioterapia. Para
além disso, concluiu-se que o tipo de morte predominantemente causado pelos
tratamentos foi necrose.

Relativamente ao stresse oxidativo, verificou-se que para os tratamentos com
maior dose de radiacdo houve um aumento da formacédo de perdxidos e do anido
superoxido. No entanto, em relacdo a expressao da proteina protetora GSH nao se
verificaram diferengas da sua expressao entre as células submetidas a tratamento e
as células ndo tratadas, na globalidade dos resultados. Quanto ao potencial de
membrana mitocondrial, verificou-se que os tratamentos com 10Gy e com
5-FU + 10 Gy desencadearam uma diminui¢cao significativa do potencial de membrana
mitocondrial em todas as linhas estudadas. No entanto, verificou-se que da linha
celular WiDr para a linha celular WiDr/10x a diminui¢gdo do potencial mitocondrial com
o tratamento 10 Gy foi menor, corroborando o comportamento mais resistente da

segunda linha celular.
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A eletroforese 2D, embora com resultados preliminares, permitiu verificar uma
tendéncia para a diferente expressdo proteica entre as linhas celulares WiDr e
WiDr/10x, salientando a importancia da identificagcdo das proteinas observadas nos
géis.

Quanto aos estudos in vivo, foi possivel estabelecer um modelo heterotépico
de xenotransplante com a linha celular WiDr/10x. Embora ndo se tenham verificado
diferengas estatisticamente significativas, os tratamentos combinados de 5-FU e 2 Gy
e de 5-FU e 10 Gy promovem uma diminui¢ao da taxa de crescimento tumoral quando

comparados com os grupos de tratamento de 5-FU e com os grupos controlo.
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8. Anexos







Anexos

8.1 Anexol

Dose Exposicao
A dose exposicao corresponde ao numero de pares de ides produzidos pelos fotdes
no ar a temperatura de 0°C e é medida em C/kg no Sistema Internacional. A

unidade antiga é o roentgen (R; R = 2,58 x 10™* C /kg)'®"*,

Dose Absorvida

A dose absorvida (D) corresponde a quantidade energia que é depositada (E) por

Eabsorvida

unidade de massa de um dado material (m)'®*'%. A sua férmula é D = eé

medida em Gray (Gy) no Sistema Internacional, que corresponde a energia

absorvida em Joule (J) por quilograma de material irradiado (1 Gy = %) A sua

unidade antiga é o rad (1 Gy = 100 rad) %",

Dose Equivalente

A dose equivalente (H) corresponde a dose média absorvida (D) num tecido ou
orgao, ponderada em fungao do tipo de radiagdo e é medida em Sievert (Sv) no
Sistema Internacional'® ', E calculada através do produto da dose de radiacéo
absorvida por um fator de ponderacéo, dependente do tipo de radiagao aplicado
(WR), segundo a formula H = D xWjy. Este produto surge pelo facto de diferentes

tipos de radiagdo causarem diferentes danos nos tecidos.

Dose Efetiva
A dose efetiva corresponde a soma das doses equivalentes nos 6rgaos e tecidos
expostos a radiagdo, em funcdo do fator de corregéo para o tecido irradiado (W),

medida em Sv'®'% A suaformula é E = ¥ Hy x Wy.
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