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EPÍGRAFE 

 

“O futuro dependerá daquilo que fazemos no presente.” 
Mahatma Gandhi 

  



 

 

RESUMO 

O tabagismo é um fator de risco para o desenvolvimento de câncer colorretal e pode 

interferir na expressão de proteínas envolvidas na progressão tumoral, prognóstico e 

resposta terapêutica. Assim, objetivou-se estudar a expressão de PHD3, HIF1-α e 

SOD1, bem como resposta a radioterapia em modelo experimental para câncer 

colorretal tabagista. Utilizou-se 53 ratos Wistar, machos jovens, pesando em média 

181,35g (±18,7g). Cinco animais foram mantidos como controle negativo DMH-

/tabaco- (G0). Induziu-se carcinogênese colorretal com DMH durante cinco semanas, 

em 48 animais, que foram divididos em grupos experimentais contendo 12 animais 

cada: grupo DMH+ (G1), grupo DMH+/radioterapia (G2), grupo DMH+/tabaco+ (G3) e 

grupo DMH+/tabaco+/radioterapia (G4). A exposição dos grupos G3 e G4 à fumaça do 

cigarro ocorreu em câmara de inalação equipada com puff de fumaça, e correspondeu 

a 12 cigarros/dia divididos em dois turnos de exposição de 60 minutos cada, durante 

143 dias. Na 21ª semana de experimento os animais dos grupos G2 e G4 foram 

submetidos à três sessões de radioterapia na dose de 700 cGy cada, totalizando 2500 

cGy. Na 22ª semana, os animais foram eutanasiados para a retirada das lesões acima 

de 0,1 centímetro em sua maior porção, que foram fixadas, processadas 

histologicamente e coradas com Hematoxilina-eosina para diagnóstico. Selecionou-se 

as amostras classificadas como adenocarcinoma tubular (G1, G2, G3 e G4) e mucosa 

normal (G0) para a aplicação da técnica imunohistoquímica para as proteínas PHD3, 

HIF1-α, SOD1 e Caspase 3 clivada. A resposta à radioterapia foi obtida por meio do 

índice apoptótico das amostras pertencentes aos grupos G2 e G4. No grupo G1 

encontrou-se lesões displásicas, benignas e malignas, inflamação moderada a severa 

e pleomorfismo moderado a severo. No grupo G3 encontrou-se lesões displásicas e 

malignas, inflamação branda a moderada e pleomorfismo brando a moderado. A 

PHD3 foi subexpressa nos grupos G1, G3 e G2, sendo mais expressa no grupo G4 

(p=0,0011). A HIF1-α foi menos expressa no grupo G1 (p=0,0005) e após radioterapia 

aumentou sua expressão nesse grupo, em relação aos outros. A SOD1 foi mais 

expressa no grupo G1, e após radioterapia no grupo G4 (p=0,005). O índice apoptótico 

foi significativamente maior no grupo G4 (p=0,0289). Neoplasias malignas 

predominaram no modelo experimental de câncer colorretal exposto à fumaça do 

cigarro indicando sua utilização em estudos prognósticos e sobrevida de pacientes 

tabagistas, pelo uso de ferramentas moleculares, e que a subexpressão de PHD3, a 

superexpressão de HIF1-α e níveis de expressão de SOD1 abaixo daquele de 

neoplasia de animais não expostos, culminaram com melhor resposta radioterápica. 

Palavras-chave: carcinogênese, neoplasia, tabaco, biomarcadores, cólon e reto 



 

 

ABSTRACT 

 

Smoking is a risk factor for colorectal cancer development and interferes on protein 

expression involved on tumoral progression, prognostic and therapeutic response. 

Thus, the objective was to study PHD3, HIF1-α and SOD-1 expression, as well as 

response to radiotherapy in experimental model for colorectal cancer exposed to 

cigarette smoke. It was used 53 young male rats Wistar, weighing on average 181,35g 

(±18,7g). Five animals were kept as negative control DMH-/tobacco- (G0).The 

induction of colorectal carcinogenesis with DMH during five weeks has been conducted 

on 48 animals, divided on experimental groups consisting of 12 animals each: DMH+ 

group (G1), DMH+/radiotherapy group (G2), DMH+/tobacco+ group (G3) and 

DMH+/tobacco+/radiotherapy group (G4). The exposure of G3 and G4 groups to 

cigarette smoke occurred in inhalation chamber equipped with smoke puff, and 

corresponded to 12 cigarettes/day divided into two exposure shifts of 60 minutes each, 

over 143 days. In the 21th experiment week, G2 and G4 animals underwent three 

radiotherapy  sessions at a dose of 700 cGy each, totaling 2500 cGy. At 22 weeks, all 

animals were euthanized for removal of >0.1 cm injuries, processed histologically and 

stained with Hematoxylin-Eosin for diagnosis. It was selected samples classified 

as tubular adenocarcinoma (G1, G2, G3, G4) and normal mucosa for 

immunohistochemical technique for proteins PHD3, HIF1-a, SOD1 and cleaved 

caspase-3. The radiation response was obtained by apoptotic index of G2 and G4 

groups. In G1 group were found dysplastic lesions, benign and malignant, moderate to 

severe inflammation and severe to moderate pleomorphism. In G3 were found 

dysplastic and malignant lesions, mild to moderate inflammation and mild to moderate 

pleomorphism. PHD3 protein suffered downregulation in G1, G3 and G4, more 

expressed in G2 (p=0.0011). HIF1-α protein was less expressed in G1 (p=0.0005) and 

increased its expression in this group after radiotherapy compared to others. SOD-1 

was more expressed in G1, and after radiotherapy in G4 (p=0.005). The apoptotic 

index was significantly higher in G4 (p = 0.0289). Malignancies were predominant in 

exposed to cigarette smoke experimental model indicating its use in studies of smokers 

prognostic and survival, through use of molecular tools and, PHD3 downregulation, 

HIF-1alpha upregulation and levels of SOD-1 lower than unexposed animals, led to 

better radiotherapy response. 

Keywords: carcinogenesis, cancer, tobacco, biomarkers, colorectal. 
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1. INTRODUÇÃO 

O câncer colorretal (CCR) é a neoplasia do sistema digestivo mais 

frequentementemente observada (WANG et al., 2010). De acordo com o Instituto 

Nacional do Câncer, estima-se, para 2016, no Brasil, 16.660 casos novos de câncer 

colorretal em homens e 17.620 em mulheres. Esta neoplasia maligna é a mais 

frequente para ambos os sexos, com um risco estimado de 16,84 novos casos a cada 

100 mil homens e 17,10 para cada 100 mil mulheres (INCA, 2015). 

Existem três vias moleculares principais responsáveis pela progressão do 

câncer colorretal. A primeira diz respeito à instabilidade cromossômica, envolvida em 

rearranjos cromossômicos que contribuem para a aneuploidia tumoral, sendo esta via 

a responsável pela maioria dos casos de câncer colorretal esporádico (LENGAUER et 

al., 1998). A segunda via molecular compreende a instabilidade de microssatélites pela 

metilação das ilhas CpG do promotor dos genes de reparo de mau-pareamento do 

DNA (ex.: MLH1), via presente na maioria dos casos hereditários e em cerca de 15% 

dos casos  esporádicos (CUNNINGHAM et al., 1998). Por último, existe uma via 

recentemente descoberta, denominada via dos pólipos serrilhados que envolve 

mecanismos moleculares diferentes da sequencia já conhecida no desenvolvimento do 

adenoma-carcinoma (NOFFSINGER, 2009). 

Como relatado por Roynette et al. (2004), fatores ambientais também estão 

envolvidos, com uma alta frequência, nos casos de desenvolvimento de câncer 

colorretal. Além disso, Cunningham et al. (2010) relataram que a dieta rica em carne 

vermelha e gordura animal e pobre em fibras, bem como excesso de álcool, a 

obesidade e o sedentarismo, a doença inflamatória crônica intestinal e o hábito 

tabagista, também são incluídos como fatores de risco. 

O tabagismo aumenta o risco de o indivíduo desenvolver várias doenças 

crônicas em relação aos indivíduos não fumantes (INCA, 2008). Além disso, também é 

fator de risco para o desenvolvimento de câncer no sistema gastrointestinal, incluindo 

cavidade oral, esôfago, estômago, íleo e cólon (CHEN et al., 2001; GIOVANNUCCI, 

2001; WHO, 2015). 

A fumaça do cigarro contém mais de 7000 substâncias químicas, dessas, 72 

foram identificadas como cancerígenas pela Agência Internacional de Investigação do 

Câncer (HECHT, 2012), muitas das quais podem contribuir para os efeitos 

reforçadores do tabaco. Dentre estas substâncias, encontram-se presentes vários 

metais pesados, que atuam indiretamente sobre o DNA, estando relacionado à 

alteração na regulação da expressão gênica de vários genes (CHEN et al., 2001; 

CRUZ et al., 2004; HUANG e BUNN, 2003; SALNIKOW et al., 2000). 
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Uma vez que o tabagismo é um fator de risco para o CCR e ainda pode 

interferir na expressão de proteínas importantes envolvidas na progressão tumoral, 

prognóstico e resposta terapêutica, importantes para estudos pré-clinicos, e que serão 

responsáveis por desencadear uma série de alterações fenotípicas e metabólicas no 

microambiente tumoral, procuramos estudar as alterações na expressão de PHD3, 

HIF1-α e SOD1 e suas influências no tratamento radioterápico em modelo 

experimental de câncer colorretal tabagista, bem como avaliar a influência do hábito 

tabagista no desenvolvimento do CCR. 

Esta pesquisa abriu discussão para os efeitos que a exposição ao tabaco 

possui sobre a expressão de proteínas de grande valor prognóstico, e 

interessantemente, para uma parcela da população que desenvolve o câncer colorretal 

e possui hábito tabagista, bem como seu comportamento terapêutico, principalmente 

para os casos em que a radioterapia é solicitada, pois os resultados encontrados 

mostraram que existe uma modulação na expressão proteica mediante exposição à 

fumaça do cigarro, e que a mesma culminou com melhor resposta à radioterapia. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Aspectos Gerais do Câncer Colorretal 

O câncer colorretal é a neoplasia do sistema digestivo mais 

frequentementemente observada (WANG et al., 2010). Pelo fato de necessitar de 

tratamento longo especializado e oneroso, e causar morbidade e mortalidade, esta 

neoplasia possui alto impacto econômico e social (BRAMBILLA et al., 2012; SIEGEL et 

al., 2014).  

Segundo informações publicadas na Estimativa GLOBOCAN (IARC, 2012), o 

câncer colorretal (CCR) é uma das mais importantes causas de morbidade e 

mortalidade no mundo, com uma incidência anual maior que 1,3 milhões de casos, 

sendo o terceiro mais comum em homens (746.000 casos) e o segundo em mulheres 

(614.000 casos). Cerca de 55% dos casos ocorrem nas regiões mais desenvolvidas, 

variando geograficamente, sendo que as taxas mais altas de estimativa estariam na 

Austrália/Nova Zelândia para homens e mulheres, e o menor na África Ocidental. As 

regiões menos desenvolvidas no mundo apresentam em torno de 52% do total de 

694.000 mortes causadas por esta neoplasia sendo que a taxa de mortalidade é de 

seis vezes para o sexo masculino e quatro vezes para o sexo feminino. A maior 

estimativa de mortalidade em ambos os sexos é observada na Europa Central e 

Oriental, e a menor na África Ocidental (WHO, 2015). 

De acordo com o Instituto Nacional do Câncer, estima-se, para 2016, no Brasil, 

16.660 casos novos de câncer colorretal em homens e 17.620 em mulheres. Esta 

neoplasia maligna é a mais frequente em ambos os sexos, com um risco estimado de 

16,84 novos casos a cada 100 mil homens e 17,10 para cada 100 mil mulheres. Na 

região Sudeste do país, o CCR é o segundo mais frequente em ambos os sexos 

(22/100.000 homens e 23/100.000 mulheres) (INCA, 2015). 

Como visto, a incidência do CCR é diferente entre as regiões do mundo, e 

ocorre o mesmo no Brasil. Sem considerar os tumores de pele não melanoma, o 

câncer colorretal em homens é o segundo mais frequente na Região Sudeste 

(24,27/100 mil) e terceiro nas Regiões Sul (22,35/100 mil) e Centro-Oeste (14,16/100 

mil). E nas Regiões Nordeste (7,05/100 mil) e Norte (5,34/100 mil), ocupa a quarta 

posição. Para as mulheres, é o segundo mais frequente nas Regiões Sudeste 

(22,66/100 mil) e Sul (23,27/100 mil). Nas Regiões Centro-Oeste (16,93/ 100 mil), 

Nordeste (8,77/100 mil) e Norte (5,89/100 mil), é o terceiro mais frequente (INCA, 

2015). 

A incidência de câncer colorretal é observada com maior frequência em 

indivíduos com idade acima de 40 anos, prevalecendo os maiores índices em 
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indivíduos com idade acima de 60 anos e pertencentes ao sexo feminino 

(FIGUEIREDO et al., 2014) 

 

2.1.1 Sobrevida e Prognóstico 

O Diagnóstico e a remoção precoce das lesões pré-malignas vêm reduzindo a 

taxa de mortalidade dos indivíduos com CCR, confirmadas por estudos de triagem em 

populações de risco geral, por meio do teste de sangue oculto nas fezes. Além disso, 

o diagnóstico precoce demonstrou resultados promissores em estudos randomizados 

no Reino Unido e nos Estados Unidos onde se observaram reduções significativas, 

tanto na incidência quanto na mortalidade da doença (ATKIN et al., 2010; SCHOEN et 

al., 2012). 

A mortalidade e a sobrevida dos pacientes acometidos com CCR são 

altamente dependentes do estágio da doença. Em geral, quanto mais cedo 

diagnosticada, maior a sobrevida. Deste modo, países com alta expectativa de vida e 

com bom acesso aos serviços de saúde apresentam melhores taxas de sobrevida. 

Sendo assim, a sobrevida média global em cinco anos aumentou em 22 países, e 

ficou em torno de 60% na maioria dos países desenvolvidos durante o período de 

2005 a 2009 (INCA, 2015). 

Vários aspectos anatomopatológicos do CCR como profundidade da parede 

intestinal acometida pelo tumor, número de linfonodos que contém metástase e 

metástase em órgãos distantes, podem interferir na sobrevivência dos portadores, 

sendo esses, relacionados a um pior prognóstico (PEREIRA et al., 2006; CAMPOS et 

al., 2011). Ademais, outros fatores adicionais também podem influenciar no 

prognóstico como: idade, sexo e sítio anatômico da neoplasia (FARHOUD et al., 2002; 

LE VOYER et al., 2003; ROSSI et al., 2010). 

Fahroud et al. (2002) relataram que a sobrevida de pacientes com neoplasias 

localizadas no cólon varia entre 74 e 77,5%, ao passo que pacientes com lesões retais 

foi de 62 a 66%. Recentemente, Figueiredo et al. (2014) ressaltaram, após avaliação 

de sobrevida de pacientes com câncer colorretal acompanhados entre janeiro de 2007 

e janeiro de 2013, que a sobrevida no pós-operatório foi de 83,21% para 12 meses de 

acompanhamento, 76,56% para 24 meses de acompanhamento e 63,47% para 36 

meses de acompanhamento, frizando que a infiltração tumoral na parede intestinal e o 

número de linfonodos acometidos com metástase influenciaram negativamente o 

tempo de vida de pacientes com CCR. Portanto, a observação das características 

clínicas e anatomopatológicas torna-se fundamental no estabelecimento de estratégias 

de triagem e prevenção.  
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A maioria dos casos de câncer colorretal é curável se detectado precocemente 

(INCA, 2015). O tratamento mais utilizado atualmente é a ressecção cirúrgica, 

entretanto, dependendo do tamanho, localização e extensão do tumor, intervenções 

de quimioterapia ou radioterapia são necessárias (INCA, 2016). 

 

2.1.2 Etiopatogênese 

O câncer colorretal (CCR) é resultado de uma progressão ordenada desde 

estágios iniciais benignos, a partir de uma mucosa normal de cólon ou reto, até o 

surgimento de lesões malignas ocasionadas por alterações genéticas distintas e 

cumulativas em genes supressores de tumor e oncogenes. Sendo assim, o grande 

desenvolvimento da biologia molecular vem permitindo a melhor compreensão dos 

mecanismos genéticos e moleculares envolvidos no desenvolvimento do CCR 

(FEARON; VOGELSTEIN, 1990). 

Existem três vias moleculares principais responsáveis pela progressão do 

câncer colorretal. A primeira diz respeito à instabilidade cromossômica, envolvida em 

rearranjos cromossômicos que contribuem para a aneuploidia tumoral, sendo esta via 

a responsável pela maioria dos casos de câncer colorretal esporádico (LENGAUER et 

al., 1998). Nesta via, uma mutação chave inicial ocorre no gene supressor tumoral 

APC, que resulta em câncer colorretal esporádico e também polipose adenomatosa 

familiar (SHIH et al., 2001; SIEBER et al., 2002). O gene supressor de tumor APC está 

envolvido na via de sinalização APC/β-catenina/Tcf, e sua inativação promove o 

aumento da via de sinalização wnt, pela incapacidade de degradação de β-catenina, 

culminando com o aumento da proliferação, diferenciação, migração e adesão de 

células colorretais (SPARKS et al., 1998). 

Inserida na via de instabilidade cromossômica encontram-se também, as 

mutações do gene K-ras (mais de 90% acontecem no códon 12 e 13 do gene), que 

permitem um estado ativado permanente da célula e consequentemente o escape da 

apoptose, com vantagem no crescimento tumoral (MALUMBRES; BARBACID, 2003). 

Mutações no códon 13 do gene K-ras estão envolvidas na transição adenoma-

carcinoma, ao passo que mutações no códon 12 estão relacionadas à predisposição 

das células tumorais à invasão local e metástases (GUERRERO et al., 2000). 

Também pertencente a via de instabilidade cromossômica, o gene p53 quando 

mutado estimula a alta atividade proliferativa pela perda do controle do ciclo celular e 

apoptose, e caracteriza-se por uma importante etapa na carcinogênese colorretal 

(OIKAWA et al., 2005). P53 também interage com cicloxigenase 2 (COX-2) que 

desempenha um papel na promoção da inflamação e a proliferação de células em 

CCR (SWAMY et al., 2003). 
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Outras vias envolvidas na instabilidade cromossômica incluem: a perda da 

heterozigose do cromossomo 18q (associado a um prognóstico negativo e elevado 

potencial metastático) (KERN et al. 1989; LANZA et al., 1998), via de sinalização 

fosfatidilinositol-3-quinase (podem estimular o crescimento celular e a produção de 

ácidos graxos) (SAMUELS; VELCULESCU, 2004; DEMING et al., 2013), 

hipometilação de LINE-1 (BABA et al., 2010a), alterações de componentes do 

cinetócoro, cuja superexpressão foi encontrada em muitos cânceres colorretais 

(TOMONAGA et al., 2005), HIF1 e HIF2 (BABA et al., 2010b) e finalmente a catepsina 

B (CHAN et al., 2010). 

A segunda via molecular compreende a instabilidade de microssatélites pela 

metilação das ilhas CpG do o promotor dos genes de reparo de mau-pareamento do 

DNA, via presente na maioria dos casos hereditários e em cerca de 15% dos casos 

esporádicos (CUNNINGHAM et al., 1998). Essa via é a evidência de que o reparo do 

DNA não está funcionando corretamente e células, onde essa situação é observada, 

tendem a acumular mutações nas regiões de microssatélites de genes de codificação 

do DNA, levando ao surgimento de CCR (GEIERSBACH; SAMOWITZ, 2011).} 

Como visto, a inativação dos genes de reparo podem ocorrer devido metilação 

aberrante nas ilhas CpG do gene MLH1 e é responsável pela maioria dos casos de 

CCR. Assim, os defeitos no sistema de reparo do DNA permitem que os CCR por 

instabilidade de microssatélite, possam adquirir mutações em genes importantes, 

como por exemplo, o gene APC (ARMAGHANY et al., 2012). 

Existe outra via recentemente descoberta, denominada via dos pólipos 

serrilhados que envolvem mecanismos moleculares diferentes da sequência já 

conhecida no desenvolvimento do adenoma-carcinoma (NOFFSINGER, 2009). 

Caracteriza-se pela hipermetilação aberrante nas ilhas CpG localizadas nas regiões 

promotoras de genes da regulação do ciclo celular, apoptose, angiogênese, reparação 

do DNA, invasão e adesão, que causam perda da expressão desses genes e é 

encontrada em cerca de 20 a 30% dos CCR (OGINO et al., 2006). Essa via é realçada 

pela presença de BRAF (proteína quinase B-Raf) mutada e pelo silenciamento 

epigenético (JASS et al., 2002). 

Mutação pontual no gene BRAF (V600E) promove a ativação constitutiva desta 

quinase e sua insensibilidade para os mecanismos de feedback negativo, levando a 

sinalização de MAPK/ERK reforçada (RUSTGI, 2013), atingindo o DNA e 

desencadeando a proliferação celular descontrolada, evasão da resposta imune, 

angiogênese dada por HIF1-α e VEGF, invasão tecidual e metástases (pela regulação 

positiva de proteínas envolvidas na migração, sinalização de integrina e contratilidade 

celular), bem como resistência à apoptose (ASCIERTO et al., 2012). 
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As mutações em BRAF e K-ras são importantes e a mutação em K-ras foi 

encontrada nos CCR da via serrilhada com baixa metilação (CIMP-) e isso também é 

frequentemente associada a mutações no gene de reparo do DNA metilguanina 

metiltransferase (MGMT) e com a perda da função do PIK3CA (PETKO et al., 2005; 

OGINO et al., 2007; SHIMA et al., 2011). 

As alterações genéticas que ocorrem nessa via não são totalmente 

esclarecidas e existe grande variabilidade de mudanças moleculares descritas. No 

entanto, a Figura 1 resume os principais achados dessas três vias (MUNDADE et al., 

2014). 

 

 

Figura 1 – Diferentes vias genéticas na patogênese do câncer colorretal. Três vias paralelas distintas 
estão implicadas na patogênese CRC: instabilidade cromossômica, instabilidade de microssatélite e via 
do pólipo serrilhado. As alterações genéticas e epigenéticas sequenciais que ocorrem em cada percurso 
são simplificadas. (A) A via de instabilidade cromossômica é impulsionada por mutações que inativam 
genes supressores de tumor, tais como o gene da polipose adenomatosa coli (APC) e mutações de 
ativação em proto-oncogenes, tais como K-ras, etc, que levam ao aumento da expansão clonal das 
células. Subsequente perda de heterozigosidade para o braço longo do cromossomo 18 (18q) e perda do 
supressor tumoral TP53 confere expansão às células com vantagens adicionais de crescimento que em 
última análise leva a cânceres invasivos. (B) A via de instabilidade de microssatélite é impulsionada pelo 
dano do gene de APC, e caracteriza-se por inativação de genes de reparo do DNA, tais como a mutL 
homolog 1 (MLH1), etc. A inativação de genes do reparo do DNA na maior parte é causada por 
silenciamento epigenético através de hipermetilação do promotor. A falha desses genes conduz a 
mutações subsequentes em genes alvos específicos envolvidos na proliferação e diferenciação celular, 
tais como receptor II do fator de crescimento transformante β (TGFβRII); proteínas envolvidas na 
regulação da apoptose, como BAX e outros, levando a tumores invasivos com microssatélites instáveis. 
(C) A via do pólipo serrilhado é impulsionada por hipermetilação de genes e é caracterizada pela 
presença da mutação de BRAF que faz com que a sinalização MAPKs / ERK esteja aumentada, levando 
a um aumento da metilação subsequente de outros genes e danos nos genes supressores de tumor, tais 
como TP53, p16, etc, que levará ao câncer colorretal. FONTE: Adaptado de Mundade et al. (2014). 
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Ainda existem outras vias na patogênese do câncer colorretal, e uma delas é a 

via do microRNA. Estes são RNAs não codificantes que regulam a expressão de 

proteínas por meio da inibição da tradução do mRNA, principalmente de genes 

relacionados à diferenciação celular, desenvolvimento, proliferação e apoptose. 

Existem inúmeros microRNAs envolvidos no deselvolvimento do câncer colorretal que 

podem ser regulados positivamente quanto negativamente no CCR, agindo como 

oncogenes e genes supressores de tumor (BANDRES et al, 2006). 

O processo inflamatório crônico também é um componente crítico na iniciação 

e promoção do câncer colorretal, pois existe forte associação entre a doença 

inflamatória do intestino e o desenvolvimento de neoplasia neste segmento intestinal, 

uma vez que ocorre reforço na estimulação do crescimento celular e sistema anti-

apoptótico, aumentando danos ao DNA por espécies reativas de oxigênio azotos 

mutagênicos, bem como pela produção de fatores de crescimento angiogênicos e 

linfangênicos, e alterações dos sistemas de membranas para facilitar adesão celular e 

invasão (COUSSENS; WERB, 2002). 

Dando suporte ao papel da inflamação na patogênese do CCR, avaliou-se a 

citocina pró-inflamatória TNF-α (fator de necrose tumoral alfa), a interleucina 6 (IL-6), a 

proteína C reativa (PCR) e o fator transdutor de sinal e ativador da transcrição 3 

(STAT3). Níveis elevados de TNF-α promovem o crescimento tumoral, proliferação e 

metástase. A IL-6 é responsável pela estimulação da transcrição de STAT3. Essa por 

sua vez, estimula a proliferação celular, diferenciação, apoptose e promove metástase 

por meio da indução da expressão de genes como VEGFR2 (receptor do fator de 

crescimento endotelial vascular 2), Bcl-2 , CyclinD1 , MMP2-9 , ICAM-1 e COX-2 (MA 

et al., 2004; CORVINUS et al., 2005; TERZIC et al., 2010). 

De forma geral, o desenvolvimento neoplásico apresenta três etapas 

distintintas, a saber: a iniciação, promoção e progressão (RUSSO, 2007; PITOT, 

2007). Em relação ao CCR, a etapa de iniciação é irreversível que envolve a ação de 

agentes carcinogênicos químicos ou físicos diretamente no DNA. No que diz respeito à 

etapa de promoção, ocorre um acúmulo de células pré-malignas em alta taxa de 

mitose. Quanto à progressão, é nesta etapa que se verifica o crescimento do tumor e o 

potencial invasivo e metastático da lesão neoplásica (ALMEIDA, 2005). 

As mutações que originam o CCR podem ter origem de fatores tanto genéticos, 

como ambientais. Os fatores ambientais representam cerca de 80% dos casos, 

enquanto 20% dos casos de desenvolvimento da doença estão envolvidos em fatores 

genéticos (ROYNETTE et al., 2004). 
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As formas hereditárias nos casos familiais envolvem a polipose adenomatosa 

familiar (PAF), a polipose familiar juvenil e a síndrome de Peutz-Jegher, e a não 

polipose (câncer colorretal hereditário não polipose – HNPCC, ou síndrome de Lynch 

(THORSON et al., 1999). 

A PAF é uma doença autossômica dominante, resultado de uma mutação no 

gene Adenomatous polyposis coli (APC), e é caracterizada pelo surgimento precoce 

de múltiplos adenomas ou pólipos no colón e apresentam grande risco de tornarem-se 

malignos precocemente (JORDE et al., 2000). O portador da mutação no gene APC 

tem quase 100% de probabilidade de desenvolver câncer do cólon (GRODEN et al., 

1991). 

A polipose juvenil é uma síndrome autossômica dominante rara e pode ser 

desencadeada por mutações no gene SMAD4/DPC4 que codifica um sinalizador 

intermediário do fator de crescimento TGF-β (HAMILTON; AALTONEN, 2000). É 

caracterizada pelo aparecimento de 10 ou mais pólipos juvenis (lesões 

hamartomatosas focais do epitélio mucoso e da lâmina própria no trato gastrintestinal, 

principalmente no cólon. A manifestação ocorre geralmente entre quatro e 14 anos de 

idade (MANGO et al.,1994). 

A síndrome de Peutz-Jegher é uma doença rara e assim como os outros 

fatores genéticos hereditários, também é autossômica dominante. É caracterizada por 

pólipos principalmente intestinais, pigmentação escura geralmente ao redor dos lábios, 

mucosa oral, língua, nariz e às vezes também em volta dos olhos (HYER, 2001). 

O HNPCC, também conhecido como Síndrome de Lynch, representa de 1 a 5% 

de todos os casos de câncer colorretal e é responsável por 20 a 30% dos casos de 

câncer de cólon hereditário (YU et al., 2003). É uma doença autossômica dominante, 

cinco vezes mais frequente que a PAF, apresenta um pequeno número de pólipos e 

penetrância de 80% a 90% (LYNCH et al., 1996), e é resultado de mutações nos 

genes MSH2, MLH1, PMS1 e PMS2 (JORDE et al., 2000). 

Como relatado por Roynette em 2004, fatores ambientais também estão 

envolvidos, com uma alta frequência, nos casos de desenvolvimento de câncer 

colorretal. Cerca de 75% dos fatores de risco estão relacionados a fumo, obesidade, 

sedentarismo, envelhecimento, bem como hábitos dietéticos (alto consumo de carnes 

vermelhas e gorduras), excesso de álcool e doença inflamatória crônica intestinal 

(DRAY et al., 2003; CUNNINGHAM, 2010). Ainda, alguns fatores aumentam o risco de 

desenvolvimento da doença, como histórico familiar de CCR, idade acima de 50 anos, 

já ter desenvolvido outro tipo de câncer (ovário, útero ou mama) e baixo consumo de 

cálcio (INCA, 2015).  
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 Os alimentos consumidos podem influir na modificação da mucosa do órgão 

devido aos efeitos danosos dos ácidos biliares secundários, causar danos diretos ao 

DNA celular por produtos da peroxidação lipídica, mudar o metabolismo da flora 

bacteriana e diminuir a proteção devido à ingestão inadequada de antioxidantes 

(LESER; SOARES, 2001). Ainda, a mucosa pode ser danificada por uma alimentação 

inadequada, aumentando assim, a vulnerabilidade a agentes carcinógenos (SCOTT-

STUMP; MAHAN, 2002). 

Ainda sobre fatores ambientais, estudos prévios mostraram que tabagistas 

desenvolvem câncer colorretal com mais frequência do que indivíduos não tabagistas, 

e que o número de maços fumados por ano está fortemente relacionado à formação 

de pólipos adenomatosos (MARTINEZ et al., 1995; NEWCOMB et al., 1995; TERRY et 

al., 2001). Um estudo de metanálise demonstrou que existe um risco elevado de 

desenvolvimento do câncer colorretal quanto ao hábito tabagista, e que homens 

fumantes especialmente os que consomem mais do que 30 maços de cigarro por ano, 

ou 20 cigarros por dia, são os que apresentam o maior risco (TSOI et al., 2009). 

 

2.2 Tabagismo e Câncer colorretal 

O tabagismo aumenta o risco de o indivíduo desenvolver várias doenças 

crônicas em relação aos indivíduos não fumantes (INCA, 2008). Além disso, o 

tabagismo também é um fator de risco para o desenvolvimento de câncer no sistema 

gastrointestinal, incluindo cavidade oral, esôfago, estômago, íleo e cólon (CHEN et al., 

2001; GIOVANNUCCI, 2001; WHO, 2015). 

O tabagismo é considerado pela World Health Organization (WHO, 2015) como 

a principal causa de morte evitável em todo o mundo, e estima-se que um terço da 

população mundial adulta, representada por mais de um bilhão de pessoas, sejam 

tabagistas. O tabaco é responsável por uma morte a cada seis segundos, e 

mundialmente, uma em cada dez mortes em adultos é pelo tabaco, totalizando 5,4 

milhões de mortes por ano (WHO, 2015). 

De acordo com Gross et al. (2013) a relação entre o tabagismo e o câncer 

colorretal é recente. De modo que a ação do tabaco em câncer colorretal se dá em 

longo prazo, pois se estima que o hábito tabagista durante pelo menos 20 anos esteja 

relacionado significativamente ao surgimento de pequenos pólipos, e quando esta 

exposição ultrapassa 20 anos relaciona-se ao surgimento de pólipos grandes e 

superior a 35 anos favorece o aparecimento de carcinoma colorretal (GIOVANNUCCI, 

2001). 
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A fumaça do cigarro contém mais de 7000 substâncias químicas, muitas das 

quais podem contribuir para os efeitos reforçadores do tabaco (HECHT, 2012). Dentre 

estas substâncias, encontram-se presentes vários metais pesados, incluindo o Níquel, 

um metal considerado como agente carcinogênico reconhecido pelo IARC 

(International Agency for Research on Cancer) e também considerado como co-

carcinogênico, por atuar indiretamente sobre o DNA, estando relacionado à alteração 

na regulação da expressão gênica de vários genes (SALNIKOW et al., 2000; CHEN et 

al., 2001; CRUZ et al., 2004), por modificações de histonas em regiões promotoras 

como metilação, desacetilação, acetilação, fosforilação e ubiquitinação 

(GOLEBIOWSKI e KASPRZAK, 2005). Além disso, o níquel ainda pode substituir o 

núcleo metálico de algumas proteínas, e levar à ineficiência do sistema de reparo de 

bases metiladas e cross-link de fita simples e dupla de DNA (SALNIKOW e 

ZHITKOVICH, 2008; CHEN et al., 2009). 

Estudos mostrando a influência dos componentes do tabaco sobre o intestino 

grosso foram desenvolvidos e explicam suas ações sobre esse órgão, principalmente, 

sobre a inflamação e sua contribuição na carcinogênese colorretal (VERSCHUERE et 

al., 2012). Ademais, um modelo experimental de colite usando dextran sulfato de sódio 

mostrou que a exposição à fumaça do cigarro promove a formação de adenomas e 

adenocarcinomas associados à inflamação em cólon de camundongos (LIU et al., 

2003). 

 

 

2.3 Modelos experimentais de carcinogênese colorretal utilizando 1,2-

dimetilhidrazina 

Nas últimas décadas muitos modelos murinos foram estabelecidos e são úteis 

na investigação da iniciação, expansão e progressão de cânceres do trato 

gastrointestinal (SUMAN et al., 2012). Área de interesse crescente, diversos estudos 

procuraram avaliar os fatores envolvidos na indução e progressão do câncer colorretal 

(TAKETO; EDELMANN, 2009). Considerando que os acontecimentos genéticos e 

ambientais que ocorrem durante a carcinogênese colorretal são complexos, além da 

incerteza de depender da extrapolação de dados a partir de culturas de células, os 

modelos animais tornam-se relevantes por apresentarem características moleculares 

do câncer colorretal (SUMAN et al., 2012). 

O câncer de cólon induzido por substância cancerígena contribui de maneira 

significativa no entendimento sobre sua patogênese, além de partilhar muitas 

semelhanças com neoplasmas humano (TAKETO; EDELMANN, 2009). Pelo fato da 
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indução do tumor ser rápida, reprodutível, e ainda possibilitar o estudo da sequência 

adenoma-carcinoma, os roedores são amplamente utilizados como modelos 

experimentais de carcinogênese colorretal (BALMAIN; HARRIS, 2000). A substância 

1,2-dimetilhidrazina (DMH) e seu metabólito azoximetano (AMO) são conhecidos 

agentes cancerígenos e utilizados para induzir e promover o câncer colorretal em 

camundongos e ratos (CORPET; PIERRE, 2005; PERŠE; CERAR, 2005). 

Os dados da carcinogênese colorretal experimental em roedores são antigos e 

acredita-se que cheguem a mais de 80 anos de estudos (KREBS, 1928) citado por 

Rosenberg et al. (2009). O modelo mais utilizado de câncer colorretal esporádico leva 

em consideração o organotropismo das substâncias cancerígenas pelo cólon, como é 

o caso do DMH e AMO, que foram identificados a partir de um estudo em que a 

hidrazina, possível substância cancerígena para células do cólon, foram isoladas da 

amêndoa de Cycas circinalis L. (LAQUEUR et al., 1963) e chamada posteriormente de 

cicasina, uma forma de metilazoximetanol (MAM), em estudo com ratos que 

desenvolveram adenocarcinomas do cólon (LAQUEUR, 1964). 

Dois tipos de agentes químicos são utilizados para a carcinogênese colorretal: 

os agentes diretos (não necessitam metabolização) e agentes indiretos (ativados por 

reações enzimáticas na forma ativa) (TANAKA, 2009). O 1,2 dimetilhidrazina (DMH) é 

um precursor metabólico da metilazoximetanol (MAN) e o agente mais utilizado para 

carcinogênese em ratos, cuja absorção pelas células do cólon é três vezes maior e 

sua ação pode ser obtida por meio de uma única injeção ou injeções seriadas 

semanalmente (OLIVEIRA et al., 2001; GOIS et al., 2012). 

Sendo um agente de metilação, o tratamento repetitivo com DMH foi capaz de 

produzir neoplasmas de cólon em roedores, os quais exibiram características 

patológicas associadas com a doença humana (HAASE et al., 1973; MARTIN et al., 

1973), fornecendo um modelo experimental reprodutível para o estudo de neoplasia 

colorretal esporádica (não familiar) (LAMONT; O’GORMAN, 1978). Relatos científicos 

reportaram que o DMH e AMO são capazes de induzir tumores em quase 100% dos 

ratos expostos as mesmas (SHIRAI et al., 1983; ELSAYED; SHAMSUDDIN, 2000; 

VECERIC; CERAR, 2004). No entanto, quando comparados AOM e DMH, este foi 

mais eficiente em induzir câncer colorretal em ratos Wistar (JUCÁ et al., 2014). 

A aplicação de DMH ou AMO pode ocorrer pela via intraperitoneal ou 

subcutânea e o desenvolvimento de tumores ocorre em tempo variado, porém, a 

carcinogênese colorretal é induzida a partir de duas aplicações de DMH, em torno de 

150mg/Kg, ou de AMO, na dose de 15mg/Kg, com uma semana de intervalo (PERŠE; 

CERAR, 2011). A incidência tumoral pode ser modulada pela quantidade de agente 

carcinogênico e o número de administrações, sendo que doses crescentes de 
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carcinógenos culminam com menor período de latência e maior incidência tumoral 

(MASKENS; DUJARDIN-LOITS, 1981; SHIRAI et al., 1983). Assim, os tumores são 

distribuídos em todas as porções do cólon, porém, a maioria das lesões é encontrada 

na porção distal, e em torno de 16 semanas lesões são observadas no cólon distal, ao 

passo que às 22 semanas são observadas no cólon proximal (SHIRAI et al., 1983; 

McGARRITY et al., 1988; PARK et al., 1997; VECERIC; CERAR, 2004). 

Nos modelos de indução de câncer colorretal com DMH ou AMO, a idade é um 

fator de suscetibilidade (MAGNUSON et al., 2000), além do sexo, pois diferentes 

resultados são observados sobre a dependência do mesmo e ratazanas foram menos 

suscetíveis ao desenvolvimento de câncer colorretal que ratos machos (BRESKVAR; 

CERAR, 1997; BISSAHOYO et al., 2005). No entanto, a linhagem dos animais 

utilizados também influencia na suscetibilidade para o desenvolvimento do câncer, 

dessa forma, ratos machos com 6 a 10 semanas de idade e das cepas F344, Sprague-

Dawley e Wistar são mais comumente utilizados (ENDO et al., 2001; BISSAHOYO et 

al., 2005; PERŠE; CERAR, 2005; FEMIA; CADERNI, 2008; PERŠE; CERAR, 2011). 

Quanto às limitações, pesquisadores devem considerá-las no momento de 

desenhar o modelo experimental para aplicações e estudos (SOHN et al., 2001; 

PERŠE; CERAR, 2007). Muitas vezes, o modelo experimental usando DMH/AMO é 

criticado pelo fato de seres humanos não serem expostos à essas substâncias com 

tanta frequência, porém, tabaco, componentes naturais de cogumelos, constituintes de 

herbicidas, combustível de foguete e algumas drogas possuem derivados de hidrazina 

(GAMBERINI et al., 1998). 

Desta forma, dentro do conceito de modelo animal define-se “um organismo 

vivo em que a biologia ou comportamento normativo possa ser estudado, ou em que 

um processo patológico, espontâneo ou induzido, possa ser investigado, e em que o 

fenômeno em um ou mais aspectos assemelha-se ao mesmo fenômeno em humanos 

ou outras espécies animais” (HAU, 2003). 

Atualmente, vários modelos animais estão disponíveis para demonstrar as 

diversas faces do câncer colorretal, bem como realizar estudos de estimativa de risco 

(SUMAN et al., 2012). Porém, como qualquer outro modelo experimental, o modelo 

animal de câncer colorretal induzido por DMH/AMO são influenciados por situações, 

que incluem a ativação metabólica da substância 1,2 dimetilhidrazina, bem como o 

potencial metastático de adenocarcinomas colorretais (PERŠE; CERAR, 2011). Neste 

sentido, por exemplo, a administração concomitante de DMH/AMO e álcool inibe a 

carcinogênese colorretal devido supressão da ativação dos carcinógenos no fígado 

(NOGUERA AGUILAR; CUADRADO GARCÍA, 2007; PERŠE; CERAR, 2007). Outro 

interferente, principalmente na incidência tumoral, inclui o período de latência e a 
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quantidade de carcinógeno administrado, assim, a utilização de modelos animais para 

estudar a doença em humanos tem suas próprias limitações (SUMAN et al., 2012). 

Como biomarcadores intermediários da carcinogênese colorretal, os focos de 

criptas aberrantes (FCA) e o número de tumores do cólon são utilizados para verificar 

estudos de curta ou longa duração, sendo que, os estudos de curta duração variam de 

8 a 12 semanas após a aplicação do agente indutor, e os de longa duração são 

acompanhados por 40 semanas ou mais (FIALA; STATHOPOULOS, 1984; ENDO et 

al., 2001; PERŠE; CERAR, 2011). 

O DMH/AMO induz mutações em genes que são igualmente encontrados 

mutados no câncer colorretal esporádico em humanos, e são alterações únicas de 

nucleotídeos em genes como o APC, β-catenina e K-ras, aparentemente muito 

frequentes no genoma desse modelo experimental (PERŠE; CERAR, 2011). No 

entanto, os modelos experimentais usando DMH/AMO apresentam mutações 

genéticas em β-catenina muito mais frequentes e que são semelhantes às alterações 

encontradas no câncer colorretal hereditário não-polipoide de seres humanos 

(JOHNSON; FLEET, 2013). A reparação demorada ou incompleta do DNA danificado 

aumenta a suscetibilidade específica das células do cólon ao DMH, que culmina no 

acúmulo de mutações em um pequeno número de células que darão origem ao câncer 

colorretal (SWENBERG et al., 1979). 

Junto às mutações genéticas observadas nos modelos de câncer colorretal 

induzidos com DMH/AMO são encontradas alterações celulares e moleculares que 

desempenham papel importante no desenvolvimento do câncer colorretal, 

relacionadas às vias Wnt, K-ras, TGF-β e processos inflamatórios (YAMADA et al., 

2000; PERŠE; CERAR, 2011; JOHNSON; FLEET, 2013). Dentre a maioria dos 

modelos experimentais de câncer colorretal, as vias de sinalização Wnt, bem como 

TGF-β e a incompatibilidade de reparação, são alvos para a compreensão da iniciação 

e progressão do câncer colorretal, e também utilizadas para avaliar os diferentes 

agentes farmacêuticos e biológicos de prevenção e tratamento desse tipo de neoplasia 

(SUMAN et al., 2012). 

Suman et al. (2012) ainda destacaram que o tamanho do rato como modelo 

experimental para câncer colorretal permite aos investigadores realizar procedimentos 

como endoscopia, microCT (tomografia computadorizada) e microPET (Positron 

Emisson Tomography) no intuito de avaliar as intervenções terapêuticas sem sacrificar 

o animal. Além disso, o modelo experimental utilizando DMH/AMO é útil no estudo de 

interações gene-gene, bem como gene-ambiente, que influenciam de maneira 

significativa a patogênese do câncer colorretal (JOHNSON; FLEET, 2013). 
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Recentemente, para investigar os mecanismos potenciais e modalidades de 

tratamento e quimiopreventivos, tem sido utilizados ratos geneticamente modificados e 

modelos inflamatórios com câncer colorretal (WARD; TREUTING, 2014). Cabral e 

Barbosa (2014) mostraram em sua revisão, que modelos animais que analisaram o 

efeito do tabaco ao nível de mucosa intestinal saudável direcionam um consenso de 

que o fumo do tabaco e a exposição nicotínica não causam danos histológicos ou 

macroscópicos, nem inflamação na mucosa intestinal, tampouco qualquer impacto no 

marcador de infiltração linfocitária, a mieloperoxidase cólica (MPO), portanto, de forma 

geral, o tabaco apresenta efeito favorável no cólon, sendo a maioria deles de caráter 

tolerogênico. 

Quanto a terapêutica, em especial a radioterapia, vários estudos avaliaram o 

efeito da mesma no cólon de roedores, seja para estudos de redução de complicações 

cirúrgicas (FRANCA et al., 2008), radioimunoterapia (KOPPE et al., 2003), 

radiosensibilização pré-operatória (FLATMARK et al., 2006), dentre outros. 

Os requisitos para a utilização de ratos como modelo experimental de câncer 

colorretal são que o mesmo possua relevância para as vias moleculares envolvidas no 

desenvolvimento do câncer colorretal humano, ainda que existam correlações a 

fatores que afetam a frequência da doença, bem como seja suficiente realizar projetos 

com um número considerável estatisticamente de animais para testar agentes 

quimiopreventivos e terapêuticos. Nesse sentido, os modelos animais avançaram para 

a compreensão do câncer colorretal, principalmente iniciação e progressão tumoral, 

bem como no desenvolvimento de agentes e estratégias terapêuticas para reduzir a 

incidência e mortalidade da doença (SUMAN et al., 2012). 

Em suma, o desenvolvimento de modelos animais in vivo que recapitula a 

história natural das neoplasias humanas e sua resposta clínica à terapêutica contitui 

um importante pré-requisito para a tradução rápida de conhecimentos adquiridos em 

investigações de tratamentos anticancerígenos e agentes de imagem que se 

mostraram promissores em modelos in vitro (CEKANOVA; RATHORE, 2014). 

 

2.4 PHDs, HIF1 e SOD1 e seu papel no câncer 

 

2.4.1 Prolil-4-hidroxilases (PHD1, PHD2, PHD3 e PHD4) 

Prolil-4-hidroxilases (PHDs) são proteínas pertencentes à familia das enzimas 

dioxigenases e, para sua função efetiva, são dependentes de Ferro II (Fe2+), Oxigênio 

2 (O2) e 2-oxoglutarato (2-OG) como substratos para sua atividade catalítica (BRUICK; 

MCKNIGHT, 2001). Sua baixa afinidade com o oxigênio, que é cerca de 2 a 10 vezes 
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superior às concentrações fisiológicas de oxigênio, permitem que essas enzimas 

atuem como sensores de oxigênio (HIRSILA et al., 2003). 

As PHDs estão envolvidas na resposta celular ao oxigênio por hidroxilação de 

resíduos prolil conservados nas subunidades alpha do fator induzível por hipóxia 

(HIF1-α) (SCHOFIELD; RATCLIFFE, 2004; FONG; TAKEDA, 2008; KAELIN; 

RATCLIFFE, 2008). Em condições de baixa taxa de oxigênio, a atividade enzimática 

das PHDs é inibida, levando ao acúmulo de HIF, assim, a taxa de oxigênio intracelular 

permite que a atividade de hidroxilação da PHD seja estritamente modulada ao longo 

de toda função fisiológica (KAELIN; RATCLIFFE, 2008). 

A família das PHDs é composta isoformas: PHD1 (EglN2), PHD2 (EglN1) e 

PHD3 (EglN3/SM-20). Estes três membros compartilham regiões conservadas como a 

porcão COOH-terminal responsável pela atividade de hidroxilase, mas diferem 

significativamente na porção N terminal (EPSTEIN et al., 2001). Uma quarta enzima 

(P4H-TM) localizada no retículo endoplasmático, e mais intimamente relacionado com 

as prolil hidroxilases procolégeno, que de todas as isoformas também pode hidroxilar 

HIF1-α in vitro (KOIVUNEN et al., 2007). Uma ligação à via de HIF é explicado pelos 

efeitos de siRNA de P4H-TM e P4H-TM sobre-expressão nos níveis de HIF1-α 

(indução e de redução, respectivamente), embora seja possível que estes efeitos 

sejam indiretos, e que o verdadeiro substrato ainda não tenham sido identificado 

(KAELIN; RATCLIFFE, 2008). 

Seus substratos são bastante diversos e específicos para cada isoforma (KIM; 

YANG, 2015), e cada uma das isoformas exibe seu próprio tecido e linhagem celular 

padrão específica para sua expressão, bem como sua particular distribuição subcelular 

(METZEN et al., 2003). 

A PHD1 está envolvida na proliferação celular através da degradação do 

regulador do ciclo celular – Ciclina D1 – em uma maneira dependente da atividade de 

hidroxilase. A subunidade maior da RNA polimerase II Rbp1 também tem sido 

mostrada por ser outro substrato da PHD1 (KODITZ et al., 2007). A PHD2 é 

considerada crítica na regulação da via da HIF, embora sua atividade de hidroxilase 

seja necessária para regular outras vias de sinalização incluindo a fosforilação da 

cofilina e a degradação da proteína NDRG3 (VOGEL et al., 2010; LEE et al., 2015), e 

sua ausência ou inatividade resulta no aumento da angiogênese e dos níveis de 

VEGF-A e Eritropoietina (EPO) (TAKEDA et al., 2006; TAKEDA et al., 2007; 

KATSCHINSKI, 2009). 

Em outra via, a PHD3 desempenha papeis importantes no desenvolvimento 

neural, função do sistema imunológico, migração celular, apoptose e regulação da via 

de hipóxia (SEMENZA, 2012; PLACE et al., 2011). A actina não muscular também é 
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hidroxilada em seus resíduos de prolina por PHD3 e a inibição desta leva ao aumento 

da montagem de filamentos de F-actina (LUO et al., 2011). Distintamente de outras 

atividades hidroxilase, a PHD3 pode regular várias vias de sinalização (GARVALOV et 

al., 2014). 

Estudos revelaram que a PHD3 é simultâneamente sensível à concentração de 

oxigênio, à perturbações do ciclo tricarboxílico (TCA), e ao estado redox dentro da 

célula. A sensibilidade das PHDs para estes parâmetros é mais notável num 

microambiente de grave distúrbio metabólico e estresse oxidativo, muitas vezes 

observado em um microambiente tumoral, inclusive em câncer colorretal (CHANDEL 

et al., 2000; DEHNE; BRUNE, 2009; PLACE; DOMANN, 2013). 

Pesquisas recentes têm sugerido a PHD como um potencial supressor de 

tumor devido à sua função de regulação da via da HIF, e sua ausência relacionada à 

tumorigênese de câncer colorretal (XUE et al., 2010). No entanto, a concentração de 

oxigênio não é a única causa da função alterada de PHD3 durante a tumorigênese, a 

contribuição desta proteína para o fenótipo celular depende de várias condições, 

incluindo a abundância relativa das proteínas PHD3 em um tecido específico 

(JOKILEHTO; JAAKKOLA, 2010). Com as alterações na expressão das proteínas 

PHD3, haverá uma alteração da taxa de hidroxilação da HIF1-α (APPELHOFF et al., 

2004; SOILLEUX et al., 2005). 

A expressão da PHD3 é induzida em condições de hipóxia (BOCK et al., 2005; 

ROHDE et al., 2008), característica observada em uma série de tumores sólidos, 

incluindo o câncer colorretal (SEMENZA, 2012). No entanto, Xue et al. (2010) 

demonstraram que a expressão de PHD3 é reduzida em câncer colorretal humano, 

sugerindo que a hipóxia provavelmente não é a única via de regulação da expressão 

de PHD3. 

Recentemente vários estudos têm demonstrado dados inconsistentes de 

expressão da proteína PHD3 durante o desenvolvimento do câncer colorretal 

(SOILLEUX et al., 2005; JUBB et al., 2009; XUE et al., 2010; XIE et al., 2012). O 

mecanismo pelo qual estas hidroxilases podem ser reguladas ainda não está 

completamente elucidado. Interessantemente, os genes de PHD possuem uma ilha 

CpG em sua região promotora e a hiper ou hipometilação destes genes pode alterar a 

expressão destes no microambiente tumoral (KONDO, 2009). Dados têm demonstrado 

que a região promotora do gene da PHD3 é hipermetilado em células de câncer de 

próstata, melanoma e mama (HATZIMICHAEL et al., 2010; PLACE, 2011). 

Os resultados de Rawluszko et al. (2013), revelaram níveis aumentados de 

metilação na ilha CpG da PHD3 no câncer colorretal, em comparação com o epitélio 

do cólon normal, a partir dos mesmos doentes. Estas alterações epigenéticas foram 
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associadas com uma diminuição significativa dos níveis de expressão da PHD3 em 

pacientes com câncer colorretal (RAWLUSZKO et al., 2013). 

Uma vez que a Prolil-4-hidroxilase apresenta tão amplo e profundo um efeito 

sobre tumorigênese, estudos sobre a regulação da expressão destas enzimas podem 

auxiliar na nossa compreensão da progressão do câncer colorretal. 

 

2.4.2 Fator Induzível por Hipóxia (HIF) 

O complexo HIF-1 (Fator induzível por hipóxia - 1) é o principal mecanismo de 

homeostase do oxigênio celular e sistêmico (HUANG; BUNN, 2003; SEMENZA, 2003). 

Quando ligado ao DNA genômico, o complexo age como fator de transcrição de mais 

de 100 genes que desencadeiam mecanismos específicos para evitar a morte celular 

causada pela hipóxia, como metabolismo celular, angiogênese, eritropoiese, 

transporte de glicose, glicólise, entre outros (SCHARTE et. al., 2003; SEMENZA, 

2003). 

Este complexo transcricional é um heterodímero proteico composto por duas 

subunidades, HIF1-α e HIF1-β. Ambas as subunidades são proteínas basic helix-loop-

helix (bHLH) da família PAS (PER, AHR, ARNT e SIM), entretanto elas são expressas 

de maneira distinta. A subunidade HIF-1β é constitutivamente expressa, ou seja, 

possui níveis de mRNA e de proteína constantes na célula. Entretanto a subunidade 

HIF1-α é geralmente regulada na presença de O2. Sua transcrição e síntese proteica 

são constitutivas, no entanto, a mesma sofre uma regulação pós-traducional de acordo 

com o teor de oxigênio presente no microambiente, como hidroxilação e ubiquitinação 

seguida de degradação proteossomal (WANG; SEMENZA, 1993; BRAHIMI-HORN et 

al., 2005). 

Em geral, a abundância da proteína HIF1-α é primariamente regulada pela 

família de Prolil-4-hidroxilases denominadas PHD1, PHD2 e PHD3 (KAELIN; 

RATCLIFFE, 2008), porém a HIF1-α pode ser alvo de uma gama de vias de regulação. 

Rawluszko-Wiecnorek et al. (2014) sugerem complexidade na regulação epigenética 

de HIF1-α, e deixam claro que as possíveis alterações nos níveis de expressão de 

HIF1-α estão relacionadas a regulações pós-traducionais. Por exemplo, o metilglioxal 

(MGO) reduz significativamente a expressão de HIF1-α em neoplasias colorretais, que 

passam pelas vias: de modificação covalente do resíduo de arginina 23, impedindo 

sua dimerização com a HIF1-β para a formação do complexo HIF-1 (CERADINI et al, 

2008); por interação covalente do MGO com a proteína p300, impedindo sua ligação à 

porção CTAD da HIF1-α e posterior transporte  da mesma para o núcleo celular 
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(KAJIWARA et al., 2009; THANGARAJAH et al 2009); e por fim, por aumento da 

associação da HIF1-α com a chaperona Hsp40/70 (heat shock protein 40/70) 

resultando em ubiquitinação e degradação proteossomal, sem a necessidade de que 

este recrutamento seja feito pela pVHL (BENTO et al., 2010). 

Sob condições de normóxia, a proteína PHD utiliza o oxigênio como cofator 

enzimático e transfere um grupo hidroxila para o domínio ODD da HIF1-α (KAELIN; 

RATCLIFFE, 2008). Após a hidroxilação, esta é reconhecida pela proteína supressora 

de tumor pVHL (von Hippel-Lindau), que recruta um complexo ubiquitina ligase para 

marcar a proteína HIF1-α, e promover a degradação proteossomal da mesma (BAEK 

et al., 2007). 

Em condições de hipóxia, a atividade da proteína PHD decresce e a 

degradação da HIF1-α é reduzida, uma vez estabilizada, esta é translocada para o 

núcleo e se dimeriza com a subunidade HIF1-β, formando o complexo HIF-1 

transcricionalmente ativo, o qual irá reconhecer seus vários genes alvo para a 

transcrição (SEMENZA, 1999; SCHARTE, 2003). 

Agentes oxidantes presentes no microambiente também induzem o acúmulo da 

proteína HIF1-α, aumentando a atividade do complexo HIF-1 (KAELIN; RATCLIFFE, 

2008; DEHNE; BRUNE, 2009). É mostrado que espécies reativas de oxigênio (ROS) 

oxidam o Fe(II) no sítio catalítico da PHD, bloqueando sua atividade (GERALD et al., 

2004). Outra possibilidade é que o ROS inibe estas prolil hidroxilases por oxidação 

irreversível de seu sítio ativo com resíduos de histidina, levando a inativação desta 

enzima por oxidação. Estas considerações sugerem que um aumento de radicais 

livres no microambiente pode contribuir para um acúmulo de HIF1-α e sua ativação 

(CHANDEL et al., 2000; DEHNE; BRUNE, 2009). 

Todavia, o intestino apresenta um perfil de oxigenação próprio. Apesar da 

lâmina própria do intestino ser altamente vascularizada, sua posição anatômica é bem 

próxima à luz do intestino a qual é anaeróbia, sendo assim, é possível observar um 

gradiente de concentração de oxigênio da serosa à luz intestinal (SHEPHERD, 1982; 

ALBENBERG et al., 2014). No intestino ocorre uma série de fatores que afetam a 

concentração e distribuição do oxigênio como o fluxo contra-corrente do sangue 

(SONNWEBER et al., 2014), flutuação de perfusão sanguínea ao longo do dia 

(COLGAN; TAYLOR, 2010) e difusão de oxigênio até o lúmen (SHEPHERD, 1982). 

Todas estas condições resultam em uma baixa pressão de oxigênio <10mmHg 

quando comparada à pressão de oxigênio em alvéolos saudáveis que apresentam 

uma pressão de oxigênio de 100-110mmHg, mostrando que nestes órgãos ocorre uma 

hipóxia fisiológica (KARHAUSEN et al., 2004; ALBENBERG et al., 2014; SCHAIBLE et 

al., 2010). 
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Além da regulação em nível de oxigênio, a glicose, presente em altas taxas no 

intestino, também afeta a expressão da HIF1-α neste órgão (VORDERMARK et al., 

2005; STAAB et al., 2007). Muitas vezes, a relação entre glicose e HIF1-α é mútua. De 

um lado, a HIF1-α regula a expressão de enzimas envolvidas no processo de 

captação de glicose e glicólise (CHEN et al., 2001), por outro, o metabolismo da 

glicose influencia a estabilidade e ativação da HIF1-α, a qual pode ser observada em 

altas taxas de expressão no intestino saudável em virtude desta regulação por glicose 

(MALHOTRA et al., 2002; VORDERMARK et al., 2005; STAAB et al., 2007).  

A elevada expressão de HIF1-α é frequentemente observada em tumores 

sólidos, pois normalmente estes tumores apresentam uma baixa taxa de oxigênio 

(BRIZEL et al., 1999), e nestes casos, a resposta celular em condições de hipóxia pela 

via da HIF1-α é essencial para sobrevivência e progressão tumoral (MAXWELL et al., 

1997; RYAN et al., 2000). Em virtude desta ação da HIF1-α, a mesma tem sido 

estudada em vários tipos de tumores, tais como renal (NA et al., 2003), bexiga 

(THEODOROPOULOS et al., 2004), mama (BOS et al., 2003), ovário (NAKAYAMA et 

al., 2002) e colorretal (KUWAI et al., 2003), estando frequentemente associada à 

carcinogênese, prognóstico e sobrevida dos pacientes. 

De fato, os efeitos do complexo HIF-1 podem ajudar a célula a se adaptar ao 

estresse hipóxico, e a mudança deste fenótipo pode ter um impacto sobre a 

radiossensibilidade do tumor, uma vez que muitas das alterações provocadas pelo 

complexo HIF-1 resultam em características essenciais para a efetividade da 

radioterapia, que visa, preferencialmente em tipos celulares com elevados níveis de 

oxigênio e metabolismo acelerado (MOELLER; DEWHIRST, 2006).  

O resultado do complexo mecanismo de regulações presentes no tumor resulta 

na taxa de expressão da proteína HIF1-α e sua presença afetará todo o fenótipo e 

microambiente tumoral (SEMENZA, 2012). Consequentemente, a expressão de HIF1-

α deve ser considerada para fins de abordagens terapêuticas. 

 

 

2.4.3 Superóxido Dismutase (SOD) 

Foram identificadas quatro classes de superóxido dismutase (SOD), as quais 

contém cofatores dinucleados, por exemplo Cu-Zn, ou mononucleados, como o Fe, Mn 

ou Ni (BUETNER, 2011). Em humanos, existem três isoformas de SOD, a saber: Cu-

Zn-SOD citosólica (SOD1), Mn-SOD mitocondrial (SOD2) e SOD-extracelular (ZHAO 

et al., 2001). 
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Sendo parte integrante do sistema de defesa antioxidante, a SOD1 é 

responsável pela transformação do íon superóxido em oxigênio molecular e peróxido 

de hidrogênio (McCORD; FRIDOVICH, 1969). Abundante em células eucariotas, a 

SOD corresponde a 1% do total de proteína celular (OKADO-MATSUMOTO; 

FRIDOVICH, 2001). 

A SOD1, também chamada de cobre, zinco-superóxido dismutase (Cu,Zn-

SOD) é uma das classes de enzima conservada ao longo da evolução, cuja 

composição é formada por duas subunidades idênticas pesando em torno de 32 kDa 

cada, contendo um sítio ativo constituído por um átomo de cobre e um de zinco, 

ligados entre si por uma ponte de histidina (BANCI et al., 2002). É uma enzima 

relativamente pequena, com 153 aminoácidos e que funciona como homodímero e 

requer alta estabilidade para a catálise. Esta estabilidade é dada pela estrutura 

quaternária da proteína, bem como a ligação dos dois íons metálicos, cobre e zinco, 

posicionados no núcleo catalítico dessa enzima rápida (TRUMBULL; BECKMAN, 

2009; PERRY et al., 2010). Desta forma, a transformação do superóxido é uma reação 

química de oxirredução, distribuídas em duas etapas que envolvem a ciclagem do 

átomo de cobre (FRANCO et al, 2013). 

Relatos descreveram que a SOD1 não é uma enzima essencial para a vida 

(SHIMIZU et al., 2010). No entanto, essa enzima não mostrou diferença na atividade 

em tecidos normais, em comparação com a SOD mitocrondrial, por exemplo, mas 

mostrou-se em baixos níveis em tecidos tumorais (MARKLUND et al., 1982). Porém, 

sabe-se que diversos mecanismos podem induzir a transcrição de SOD1, como por 

exemplo, ginsenoides (tônicos naturais), citocinas (interferon-gama), fatores 

ambientais, calor, peróxido de hidrogênio, metais pesados (Cd, Cu, Zn), xenobióticos 

(β-naftoflavona), herbicidas (paraquat) e dioxina (CHO et al., 1997). 

Inúmeros fatores de transcrição regulam a expressão de SOD, principalmente 

aqueles sensíveis ao estresse oxidativo, como a proteína AP-1 e o NF-κB, que estão 

entre os componentes importantes da resposta celular em situação de estresse 

oxidativo, além de participarem decisivamente nas questões de sobrevivência ou 

morte celular (KARIN, 1999; SHAULIAN; KARIN, 2002; BUBICI et al., 2006). 

Muita discrepância sobre a expressão e atividade de isoformas, mitocondrial e 

citosólica, de SOD em tumores foi observada, pois alguns autores relataram aumento 

da expressão (JANSSEN et al., 2000; DEVI et al., 2000; HILEMAN et al., 2004), 

enquanto outros verificaram uma diminuição da atividade ou até mesmo inalteração 

em vários tipos tumorais, bem como vários estágios clínicos da doença (CASARIL et 

al., 1994, VAN DRIEL et al., 1997; JUNG et al., 1997; WANG et al., 2005). 
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Em estágios iniciais de lesão da mucosa colorretal, os chamados focos de 

criptas aberrantes, a expressão de SOD1 esteve aumentada em relação a mucosa 

normal, em estudo utilizando modelo experimental de carcinogênese colorretal, 

mostrando que a atividade dessa enzima aumenta quando lesões pré-cancerígenas 

são instaladas (AMARAL et al, 2006). No entanto, a expressão e atividade de 

isoformas de SOD mudaram em relação a progressão tumoral, ou seja, estágios mais 

avançados da diferenciação tumoral culminaram com menor expressão de SOD, 

indicando adaptação das células tumorais do câncer colorretal ao estresse oxidativo, e 

que os reativos de oxigênio presente nas células tumorais podem aumentar a 

expressão de SOD1, porém, por outro lado, inativar parcialmente sua atividade, 

permitindo o acúmulo de mais espécies reativas de oxigênio (SKRZYCKI et al., 2009). 

Neste contexto, Sajesh e McManus (2015) sugeriram que a SOD1 silenciada 

permitiu o aumento de espécies reativas de oxigênio, que culminaram em altas taxas 

de danos na dupla fita de DNA levando a apoptose em células defeituosas de 

mecanismos de reparo pelos genes BML e CHECK2. E devido a isso, a SOD1 tornou-

se alvo de drogas terapêuticas para tratamento do câncer colorretal e demais tipos 

tumorais. 

O microambiente tumoral no câncer colorretal é inerente a presença de 

espécies reativas em virtude do metabolismo aberrante (PLACE; DOMANN, 2013). 

Como visto, radicais livres podem interferir na ação da proteína PHD3 pela oxidação 

do Fe II ou até mesmo oxidação de seu sítio catalítico (CHANDEL et al., 2000; 

DEHNE; BRUNE, 2009) mostrando uma interessante conexão entre os radicais livres 

e a via de hipóxia, uma vez que há ação destes na expressão da proteína HIF1-α. A 

ativação da via de hipóxia já foi mostrada por ser indutora do crescimento tumoral 

(SCHARTE et. al., 2003; XUE et al., 2010; SEMENZA, 2012), assim, nota-se um 

importante papel da proteína SOD1 em regular os níveis de radicais livres no 

microambiente tumoral uma vez que estes constantemente refletem na regulação das 

proteínas PHD3 e HIF1-α. 

Como visto estas três proteínas agem em conjunto no microambiente tumoral, 

e suas funções tornam-se responsáveis pelo fenótipo, comportamento e malignidade 

tumoral. O estudo da inter-relação destas proteínas pode levar à elucidação de 

processos de tumorigênese, malignização tumoral, e possível resposta ao tratamento. 

  



40 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

Estudar a influência da exposição à fumaça da queima direta do cigarro no 

desenvolvimento de lesões colorretais, bem como na expressão das proteínas PHD3, 

HIF1-α e SOD1, em modelo experimental de câncer colorretal, associando esses 

achados à resposta a radioterapia. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

- Avaliar o efeito da exposição à fumaça da queima direta do cigarro no 

desenvolvimento e características das lesões em mucosa colorretal de modelo 

experimental de câncer colorretal induzido com o agente 1,2-dimetilhidrazina, bem 

como as limitações e áreas de aplicabilidade nos estudos que envolvem o câncer 

colorretal e hábito tabagista. 

 

- Avaliar a influência da exposição à fumaça da queima direta do cigarro na 

expressão das proteínas PHD3, HIF1-α e SOD1 em adenocarcinoma tubular 

proveniente do modelo experimental para câncer colorretal e sua relação com a 

resposta radioterápica. 

 

- Avaliar por meio da expressão de Caspase 3 clivada, a resposta à 

radioterapia no modelo experimental para câncer colorretal expostos e não expostos à 

fumaça da queima direta do cigarro. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Aspectos Éticos 

Os animais usados neste estudo foram mantidos de acordo com o Guia do 

Instituto Nacional de Saúde e Cuidados no uso de Animais de Laboratório (NIH 

Publications Nº 8023), revisado em 2011 e com a Lei Brasileira de Procedimentos para 

Uso Científico de Animais (#11794/2008). Os procedimentos experimentais foram 

revisados e aprovados pelo Comitê de Ética e Utilização de Animais da Universidade 

Federal do Espírito Santo de acordo com o protocolo 003/2014. 

 

4.2 Delineamento Experimental 

O experimento utilizou 53 ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, 

machos jovens, pesando em média 181,35 g (±18,7g) no início do experimento, 

mantidos em grupos de cinco a seis animais por gaiola em sala com temperatura 

controlada entre 21º e 24ºC, umidade relativa do ar entre 45 e 55%, e ciclo luz 

escuridão de 12 horas. Os animais receberam ração comercial para a espécie e água 

ad libitum. 

A indução à carcinogênese colorretal com o agente químico 1,2-

dimetilhidrazina (DMH) foi conduzida em 48 animais e cinco animais foram mantidos 

como grupo controle negativo (intestino normal). A indução ocorreu conforme 

metodologia modificada por Laranjeira et al. (1998) baseada no estudo de Nauss et al. 

(1984). Neste, o DMH foi dissolvido em NaCl 0,9% contendo como veículo 1,5% de 

EDTA, em pH final de 6,5, que foi atingido com o uso de solução de NaOH 1N quando 

necessário, e a aplicação do agente químico ocorreu por via subcutânea, uma vez por 

semana, por um período de cinco semanas, na dose de 65mg/kg/semana. 

Os grupos experimentais foram divididos como segue: 

 

- Grupo controle negativo DMH-/tabaco- (G0) = cinco animais 

- Grupo DMH+ (G1) = 12 animais 

- Grupo DMH+/radioterapia (G2) = 12 animais 

- Grupo DMH+/tabaco+ (G3) = 12 animais 

- Grupo DMH+/tabaco+/radioterapia (G4) = 12 animais 

 

A exposição à fumaça da queima direta do cigarro para os grupos 

DMH+/tabaco+ (G3) e DMH+/tabaco+/radioterapia (G4) ocorreu em câmara de 

inalação equipada com puff de fumaça, e correspondeu a queima 12 cigarros 
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popularmente comercializados por dia/grupo, divididos em dois turnos (seis cigarros 

pela manhã e seis cigarros a tarde) de exposição de 60 minutos cada, onde a queima 

durou um minuto e o descanso entre os cigarros foi de 10 minutos. Ao total foram 143 

dias de exposição (20 semanas) e utilizados 3432 cigarros, que continham 8 mg de 

alcatrão, 0,7 mg de nicotina e 7 mg de monóxido de carbono por maço de 20 cigarros  

segundo informação do fabricante. A exposição a fumaça do cigarro seguiu 

modificações da metodologia utilizada por Paiva et al. (2003), cuja finalidade foi o 

estudo de enfisema pulmonar. 

Na 21ª semana de experimento os animais dos grupos G2 e G4 foram 

anestesiados com a associação ketamina (75mg/Kg) + xilasina (6mg/Kg) e submetidos 

à três sessões de radioterapia na dose de 700 cGy cada, totalizando 2500 cGy, em um 

acelerador linear devidamente calibrado. 

Todos os animais foram eutanasiados na vigésima segunda semana, por meio 

da indução anestésica com a associação ketamina (75mg/Kg) + xilasina (6mg/Kg), 

seguido da aplicação de cloreto de potássio hipersaturado, necropsiados e tiveram 

toda a extensão do intestino grosso aberto pela inserção do mesentério para a retirada 

das lesões acima de 0,1 centímetro em sua maior porção. 

Os tecidos coletados foram fixados em formalina 10% tamponada e submetidos 

ao processamento rotineiro de inclusão em parafina. Posteriormente, foram realizados 

cortes histológicos de 3μm de espessura e dispostos em lâminas histológicas e 

coradas com hematoxilina e eosina. 

 Todas as amostras dos grupos experimentais, com exceção do grupo controle 

negativo (intestinos normais) foram diagnosticadas de acordo com PERŠE e CERAR 

(2011). Nas amostras pertencentes aos Grupos DMH+ (G1) e DMH+/tabaco+ (G3) 

foram avaliadas as seguintes características histopatológicas: processo inflamatório 

(tipo e intensidade), pleomorfismo celular (intensidade), figuras de mitose (ausente, 

≤3/campo, >3/campo), invasão de submucosa (ausência ou presença), invasão 

vascular (ausência ou presença), invasão perineural (ausência ou presença), invasão 

linfática (ausência ou presença), desmoplasia (ausência ou presença), debris 

glandulares (ausência ou presença), necrose (ausência ou presença). 

As amostras classificadas como adenocarcinoma tubular (grupos 

experimentais), e mucosa normal foram selecionadas para a aplicação da técnica 

imunohistoquímica. 

 

4.3 Imunohistoquímica 

 Os cortes embebidos em parafina foram montadas em lâminas silanizadas. 

Os cortes de 3 μm foram desparafinados em xileno e re-hidratadas por meio de uma 
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série de banho em álcoois graduados. Em seguida foram enxaguadas com água 

desionizada e submetido a recuperação antigênica com citrato de sódio a uma 

temperatura elevada durante 15 minutos. Após esse procedimento, as lâminas foram 

lavadas em 1x TRIS e as peroxidases endógenas foram bloqueadas com peróxido de 

hidrogênio a 30% em 1x TRIS durante 20 minutos a 25ºC. Depois de três banhos de 5 

minutos cada em 1x TRIS, as lâminas foram incubadas em solução de bloqueio de 

proteínas inespecíficas (3% de leite em pó diluído em 1x TRIS) durante 60 minutos a 

25ºC e, em seguida, foram lavadas em 1x TRIS por três vezes de 5 minutos. 

 As lâminas controle (sem anticorpo primário) e experimentais foram 

incubadas à temperatura ambiente, respectivamente, em 1x TRIS ou solução de 

diluição de anticorpo contendo anticorpo anti-HIF-1α (1:2000, [EP1215Y], AB51608, 

Abcam, Cambridge, MA), anticorpo anti-PHD3 (1:250, AB30782, Abcam, Cambridge, 

MA), anticorpo anti-superóxido dismutase 1 (1:150, AB13498, Abcam, Cambridge, MA) 

e anticorpo anti-caspase 3 clivada (1:300, Asp175, Cell Signaling Technology , 

Danvers MA) durante 60 minutos. Depois de três banhos de 5 minutos em 1x TRIS, as 

lâminas foram incubadas com o sistema de detecção de tecido de rato (N-Histofine – 

Simple Stain Max PO Rat, 414191F, NICHIREI®) a 25ºC durante 30 minutos. Após três 

lavagens com 1x TRIS, a coloração foi visualizada com 3,3'-diaminobenzidina (DAB, 

Sigma, St. Louis, MO). Todas as lâminas foram contrastadas com hematoxilina de 

Harris durante 1 minuto, desidratadas em etanol, limpas em xileno e montadas com 

Permount (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA). 

 As lâminas foram analisadas por microscopia óptica, por dois observadores 

patologistas, que receberam as mesmas lâminas para análise de forma independente, 

sem discussão prévia dos achados, cujo índice de concordância foi de 99,1%, obtido 

pela seguinte fórmula: [CONCORDÂNCIA / (CONCORDÂNCIA + DISCORDÂNCIA)] x 

100. O escore de cada amostra foi determinado por análise semiquantitativa, 

considerando-se o número de células coradas e a intensidade de expressão. 

Considerando a percentagem de células imunopositivas, foi atribuída uma pontuação 

de 0, quando todas as células foram negativas; uma pontuação de 1 quando 1-25% 

das células foram positivas, 2 quando 25-50% das células foram positivas e 3 quando 

>50% das células foram positivas. A intensidade de expressão foi classificada como 

negativa (0), fraca (1), moderada (2) e forte (3). Ambas as pontuações foram 

multiplicadas (SOINI et al, 2000; CAMPOS et al, 2009) e o escore resultante foi 

utilizado. 
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4.4 Resposta à radioterapia pelo índice apoptótico 

A resposta à radioterapia foi obtida por meio do índice apoptótico das amostras 

pertencentes ao Grupo DMH+/radioterapia (G2) e Grupo DMH+/tabaco+/radioterapia 

(G4). Este foi obtido individualmente de cada amostra analisada e calculado a partir da 

média de cinco campos aleatórios sob microscopia óptica em aumento de 400X da 

seguinte forma: (número de células imunopositivas para caspase 3 clivada/número 

total de células) x 100. 

 

4.5 Estatística 

Os dados das características histopatológicas de adenocarcinoma tubular 

colorretal foram dispostos de forma descritiva, em número e percentual.  

Para avaliar a variação dos escores de PHD3, HIF1-α e SOD1 nos grupos foi 

aplicado o teste não paramétrico Kruskall-Wallis, seguido pela análise pos hoc pelo 

teste t de Student (LSD). 

Para a comparação dos escores de cada proteína estudada entre os grupos 

experimentais, bem como a comparação do índice apoptótico pela Caspase 3 Clivada, 

aplicou-se o teste U Mann-Whitney. 

Os resultados estatisticamente significativos foram indicados por p<0,05. A 

análise estatística foi realizada com o software BioEstat® 5.3 e as figuras 

desenvolvidas no software GraphPad Prism® 6 Demo. 
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5. RESULTADOS 

Os resultados estão descritos em três sessões, que compreendem, 

respectivamente, a influência da exposição à fumaça do cigarro no: 1) 

desenvolvimento das lesões colorretais em modelo experimental, 2) análise da 

expressão das proteínas PHD3, HIF1-α e SOD1 antes e após a radioterapia em 

neoplasia colorretal de modelo experimental, e 3) resposta à radioterapia no modelo 

experimental verificada por meio do índice apoptótico. 

 

5.1 Desenvolvimento de lesões em mucosa colorretal de modelo experimental 

 
5.1.1 Avaliação do número e características histopatológicas de lesões em 

mucosa colorretal de modelo experimental para câncer colorretal, 

exposto (G3) e não exposto (G1) à fumaça do cigarro 

No Grupo DMH+/tabaco+ (G3) foram encontradas 34 lesões, com média de 

2,83 lesões por animal, e número mínimo de uma lesão e máximo de nove. No Grupo 

DMH+ (G1) foram encontradas 26 lesões, com uma média de 2,17 lesões por animal. 

O menor número de lesão encontrado foi uma e o maior número foi oito. A análise 

estatística mostrou não haver diferença significativa no número de lesões nos dois 

grupos avaliados (p=0,309). A Figura 2 ilustra o aspecto macroscópico das lesões 

encontradas em cada grupo. 

 

Figura 2 - Lesões induzidas por 1,2-dimethilhidrazina na mucosa colorretal de ratos, na 21ª semana de 
experimento. Lesões polipoides são observadas de forma multifocal na mucosa do intestino grosso. A – 
Grupo DMH+ (G1). B – Grupo DMH+/tabaco+ (G3). 

Em relação às características histopatológicas avaliadas nos grupos G1 e G3, 

a Tabela 1 resume o número e percentual encontrados em adenocarcinoma tubular 

colorretal. 
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Tabela 1– Descritivo em número e percentual das características histopatológicas de adenocarcinoma 
tubular colorretal de ratos induzidos a carcinogênese pertencentes aos grupos DMH+/tabaco+ (G3) e 
Grupo DMH+ (G1),  

 
DMH+ (G1) DMH+/tabaco+ (G3) 

 

Inflamação 
Adenocarcinoma Tubular Colorretal 

n (%) 

Adenocarcinoma Tubular Colorretal 

n (%) 

Branda 4 (22,22%) 5 (23,81%) 

Moderada 7 (38,89%) 12 (57,14%) 

Severa 7 (38,89%) 4 (19,05%) 
   

Pleomorfismo 
  

Brando 4 (22,22%) 5 (23,81%) 

Moderado 10 (55,56%) 12(57,14%) 

Severo 4 (22,22%) 4 (19,05%) 

   
Mitose 

  
Ausente - 1 (4,76%) 

< 3/campo 18 (100%) 20 (95,24%) 

> 3/campo - - 

   
Invasão Submucosa 

  
Ausente 2 (11,11%) 1 (4,76%) 

Presente 16 (88,89%) 20 (95,24%) 
   

Invasão Perineural 
  

Ausente 18 (100%) 21 (100%) 

Presente - - 

   
Invasão Linfática 

  
Ausente 18 (100%) 21 (100%) 

Presente - - 

   
Invasão Vascular 

  
Ausente 18 (100%) 21 (100%) 

Presente - - 

   
Desmoplasia 

  
Ausente 5 (27,78%) 10 (47,62%) 

Presente 13 (72,22%) 11 (52,38%) 

   
Debris Glandular  

  
Ausente - - 

Presente 18 (100%) 21 (100%) 

   
Necrose 

  
Ausente 17 (94,44%) 12 (57,14%) 

Presente 1 (5,56%) 9 (42,86%) 

   
Percentual Glandular 

  
>95% 4 (22,22%) 3 (14,29%) 

50-95% 9 (50%) 11 (52,38%) 

<50% 5 (27,78%) 7 (33,33%) 

   
Grau de Diferenciação 

  
Bem diferenciado 4 (22,22%) 3 (14,29%) 

Moderadamente Diferenciado 9 (50%) 11 (52,38%) 

Pouco Diferenciado 5 (27,78%) 7 (33,33%) 

TOTAL 18 (100%) 21 (100%) 

 

 

 

5.1.2 Avaliação das características microscópicas quanto à malignidade.   

Nenhuma lesão benigna foi encontrada no Grupo DMH+/tabaco+ (G3), no 

entanto, 85,29% (29/34) das lesões foram classificadas como malignas (Figura 3A) e 
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14,70% (5/34) como displasias (FIGURA 3B). As lesões malignas corresponderam a 

adenocarcinoma tubular, adenocarcinoma de células em anel em cinete e carcinoma 

in situ (FIGURA 3C). 

 

 

Figura 3 - Lesões em mucosa colorretal de ratos submetidos à carcinogênese com 1,2-dimetilhidrazina 
pertencentes ao Grupo DMH+/tabaco+ (G3) na 21ª semana de experimento. A – Mucosa com displasia 
moderada das criptas, B – Adenocarcinoma tubular colorretal, C – Percentual de neoplasias malignas de 
acordo com o diagnóstico histopatológico, onde prevaleceu o adenocarcinoma tubular colorretal. A e B: 
HE. 

 

A inflamação mononuclear com presença de eosinófilos foi a mais 

predominante nas amostras do Grupo DMH+/tabaco+ (G3). Uma amostra classificada 

como adenocarcinoma de células em anel em cinete apresentou invasão linfática. 

Amostras consideradas bem diferenciadas (4/29) compreenderam três 

adenocarcinomas tubular (75%) e um adenocarcinoma de células em anel em cinete 

(25%). Classificadas como moderadamente diferenciados (13/29) foram 11 

adenocarcinomas tubular (84,62%) e dois carcinomas in situ (15,38%), ao passo que 

amostras consideradas pouco diferenciadas (12/29) eram sete adenocarcinomas 

tubular (58,33%), dois adenocarcinomas de células em anel em cinete (16,67%) e três  

carcinomas in situ (25%). A figura 4 resume as principais características encontradas 

nesse grupo. 
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Figura 4 - Lesões em mucosa colorretal de ratos submetidos à carcinogênese com 1,2-dimetilhidrazina 
pertencentes ao Grupo DMH+/tabaco+ (G3) na 21ª semana de experimento. A –Inflamação mononuclear 
com presença de numerosos eosinófilos em adenocarcinoma tubular (asterisco), B – Invasão linfática em 
amostra de adenocarcinoma de células em anel de cinete (setas), C – Adenocarcinoma tubular bem 
diferenciado, D – Adenocarcinoma tubular moderadamente diferenciado, E – Adenocarcinoma tubular 
pouco diferenciado, F – Desmoplasia moderada (cabeça de seta) e debris glandulares (estrela). HE. 

 

 

Em relação ao Grupo DMH+ (G1), as lesões benignas corresponderam a 

7,69% (2/26) e foram classificadas como adenoma tubular; malignas 84,61% (22/26) e 

abrangeram adenocarcinoma tubular, adenocarcinoma de células em anel de cinete, 
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adenocarcinoma mucinoso e carcinoma in situ, enquanto as displasias 

corresponderam a 7,69% (2/26) das alterações encontradas (FIGURA 5 A-D). 

 

 

Figura 5 - Lesões em mucosa colorretal de ratos submetidos à carcinogênese com 1,2-dimetilhidrazina 
pertencentes ao Grupo DMH+ (G1) na 21ª semana de experimento. A – Mucosa com displasia de alto 
grau das criptas, B – Adenoma tubular colorretal, C - Adenocarcinoma tubular colorretal, E – percentual 
de neoplasias malignas de acordo com o diagnóstico histopatológico, onde prevaleceu o adenocarcinoma 
tubular colorretal. A, B e C: HE. 

 

No Grupo DMH+ (G1) a inflamação mononuclear com presença de neutrófilos e 

eosinófilos foi predominante. Apenas uma amostra apresentou invasão sanguínea e 

essa foi classificada como adenocarcinoma de células em anel em cinete. As lesões 

consideradas bem diferenciadas (6/24) foram classificadas como adenoma tubular 

(33,33%), enquanto as quatro restantes foram classificadas como adenocarcinoma 

tubular (66,67%). Moderadamente diferenciadas (10/24) compreenderam nove 

amostras de adenocarcinoma tubular (90%) e uma de carcinoma in situ (10%). Em 

relação às amostras classificadas como pouco diferenciadas (8/24), cinco eram 

adenocarcinoma tubular (62,5%), uma era adenocarcinoma mucinoso (12,5%) e duas 

eram adenocarcinoma de células em anel em cinete (25%). A figura 6 resume as 

principais características encontradas nesse grupo. 
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Figura 6 - Fotomicrografia de neoplasia colorretal de ratos submetidos à carcinogênese com 1,2-
dimetilhidrazina pertencentes ao Grupo DMH+ (G1) na 21ª semana de experimento. A – Notar inflamação 
mononuclear com presença de neutrófilos e eosinófilos em adenocarcinoma tubular (asterisco), B – 
Invasão sanguínea em amostra de adenocarcinoma de células em anel em cinete (seta), C – 
Adenocarcinoma tubular bem diferenciado, D – Adenocarcinoma tubular moderadamente diferenciado, E 
– Adenocarcinoma de células em anel em cinete exemplificando neoplasia pouco diferenciada, F – 
Desmoplasia moderada (cabeça de seta). HE 

 

 

5.2 Análise da expressão de HIF-1α, PHD3 e SOD1 

Para análise da expressão da PHD3, HIF1-α e SOD1 foram utilizadas 73 

neoplasias diagnosticadas como adenocarcinoma tubular colorretal, sendo 18 

amostras pertencentes ao Grupo DMH+ (G1), 21 amostras oriundas do Grupo 



51 

 

DMH+/tabaco+ (G3), 15 do Grupo DMH+/radioterapia (G2) e 19 do Grupo 

DMH+/tabaco+/radioterapia (G4), além de cinco mucosas normais, Grupo controle 

negativo DMH-/tabaco- (G0). 

 

 

5.2.1 Análise da expressão de PHD3 em adenocarcinoma tubular de modelo 

experimental para câncer colorretal, antes e após tratamento 

radioterápico 

O escore de expressão da proteína PHD3 em adenocarcinoma tubular de 

modelo experimental para câncer colorretal foi menor nos grupos DMH+ (G1) e câncer 

DMH+/tabaco+ (G3) em relação ao grupo DMH-/tabaco- (G0), antes do tratamento 

radioterápico, mostrando-se, desta forma, em subexpressão (p=0,0002). Ainda, que a 

comparação dos escores de expressão entre o Grupo DMH+ (G1) e Grupo 

DMH+/tabaco+ (G3), mostrou diferença significativa, sendo o menor escore de 

expressão nos tumores pertencentes ao grupo G1 (p=0,0270) (FIGURA 7 A-C; F). 

Após radioterapia, o escore de expressão de PHD3 foi maior nas neoplasias 

pertencentes aos animais tabagistas tratados [Grupo DMH+/tabaco+/radioterapia (G4)] 

que nos de animais do Grupo DMH+/radioterapia (G2) (p=0,0011) (FIGURA 7 D-E, G). 

A comparação entre o Grupo DMH+ (G1) com o Grupo DMH+/radioterapia (G2) 

mostrou que a radioterapia não modulou a expressão de PHD3 (p=0,7449). Porém, a 

expressão de PHD3 em tumores pertencentes ao Grupo DMH+/tabaco+/radioterapia 

(G4) foi superior àquela observada no Grupo DMH+/tabaco+ (G3) (p=0,0001) 

(FIGURA 7 G). 
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Figura 7 – Análise da expressão de PHD3 em adenocarcinoma tubular de modelo experimental para 
câncer colorretal exposto e não exposto à fumaça do cigarro. Notar diferença no escore de expressão de 
PHD3 em controle negativo DMH-/tabaco- (G0) (A), adenocarcinoma tubular do grupo DMH+ (G1) (B) e 
grupo DMH+/tabaco+ (G3) (C). Em D, expressão em adenocarcinoma tubular do grupo 
DMH+/radioterapia (G2), e E, expressão em adenocarcinoma tubular no grupo 
DMH+/tabaco+/radioterapia (G4). F – Notar a diferença no escore de expressão da proteína PHD3 
utilizando o anticorpo anti-PHD3 em G0, G1 e G3. O escore de expressão de PHD3 foi menor no grupo 
DMH+ (G1) em relação aos grupos controle negativo DMH-/tabaco- (G0) e grupo DMH+/tabaco+ (G3) 
(p=0,0002). G – Análise dos escores de expressão de PHD3 antes e após radioterapia. O escore de 
expressão de PHD3 foi significativamente maior no grupo DMH+/tabaco+/radioterapia (G4) em relação ao 
grupo DMH+/radioterapia (G2) (p=0,0011) e em relação ao grupo DMH+/tabaco+ (G3) (p=0,0001). * - 
Significativo pelo teste Kruskall-Wallis (alfa=5%); ** e *** - Significativo pelo teste de Mann-Whitney 
(alfa=5%), mediana e erro padrão, IHQ. 

 

 

5.2.2 Análise da expressão da HIF1-α em adenocarcinoma tubular de 

modelo experimental para câncer colorretal, antes e após tratamento 

radioterápico 

A proteína HIF1-α também apresenta variação no escore de expressão entre 

os grupos estudados (p=0,0005) antes da radioterapia. O escore de expressão de 

HIF1-α observado no grupo DMH+/tabaco+ (G3) se assemelha ao escore encontrado 

no grupo controle negativo DMH-/tabaco- (G0) (p=0,9721), no entanto, é 

significativamente maior que aquele observado no grupo DMH+ (G1) (p=0,0002) 

(FIGURA 8 A-C, F). A radioterapia não alterou o escore de expressão de HIF1-α no 

grupo DMH+/tabaco+/radioterapia (G4) em comparação ao grupo DMH+/radioterapia 
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(G2) (p=0,4988). Ademais, a comparação entre o grupo DMH+ (G1) com o grupo 

DMH+/radioterapia (G2) mostrou que a expressão de HIF1-α foi maior após 

radioterapia (p=0,0398). No entanto, nos grupos DMH+/tabaco+/radioterapia (G4) e 

DMH+/tabaco+ (G3) a expressão de HIF1-α não mostrou diferença significativa 

(p=0,2407) (FIGURA 8 D-E, G). 

 

 

Figura 8 - Análise da expressão de HIF1-α em adenocarcinoma tubular de modelo experimental para 
câncer colorretal exposto e não exposto à fumaça do cigarro. Notar diferença no escore de expressão de 
HIF1-α no grupo controle negativo DMH-/tabaco- (G0) (A), adenocarcinoma tubular do grupo DMH+ (G1) 
(B) e grupo DMH+/tabaco+ (G3) (C). Em D, expressão em adenocarcinoma tubular do grupo 
DMH+/radioterapia (G2), e E expressão em adenocarcinoma tubular do grupo DMH+/tabaco+/radioterapia 
(G4). F – Notar a diferença no escore de expressão da proteína HIF1-α utilizando o anticorpo anti- HIF1-α 
em G0, G1 e G3. O escore de expressão de HIF1-α foi menor no grupo DMH+ (G1) em relação ao escore 
observado no grupo controle negativo DMH-/tabaco- (G0) e DMH+/tabaco+ (G3) (p=0,0005). G – Análise 
dos escores de expressão de HIF1-α antes e após radioterapia. O escore de expressão de HIF1-α foi 
significativamente maior no grupo DMH+/radioterapia (G2) em relação ao grupo DMH+ (G1) (p=0,0398). * 
- Significativo pelo teste Kruskall-Wallis (alfa=5%); ** - Significativo pelo teste de Mann-Whitney (alfa=5%), 
mediana e erro padrão, IHQ. 

 

  

5.2.3 Análise da expressão de SOD1 em adenocarcinoma tubular de modelo 

experimental para câncer colorretal, antes e após tratamento 

radioterápico  

Antes da radioterapia o escore de SOD1 diferiu entre os grupos controle 

negativo DMH-/tabaco- (G0), DMH+ (G1) e DMH+/tabaco+ (G3) (p=0,0002), sendo 
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maior no grupo DMH+ (G1) em relação ao grupo controle negativo DMH-/tabaco- (G0) 

(p=0,0168), e em relação ao grupo DMH+/tabaco+ (G3) (p=0,0002) (FIGURA 9 A-C, 

F).  

Após tratamento radioterápico, a comparação entre o grupo DMH+ (G1) com o 

grupo DMH+/radioterapia (G2) mostrou que a radioterapia não modulou a expressão 

de SOD1 (p=0,1695). Porém, o escore de expressão de SOD1 aumenta 

significativamente nos tumores do grupo DMH+/tabaco+/radioterapia (G4) em relação 

ao grupo DMH+/tabaco+ (G3) (p=0,005) (FIGURA 9 D-E, G). 

 

 

Figura 9 - Análise da expressão de SOD1 em adenocarcinoma tubular de modelo experimental para 
câncer colorretal exposto e não exposto à fumaça do cigarro. O escore de expressão de SOD1 diferiu no 
grupo controle negativo DMH-/tabaco- (G0) (A), adenocarcinoma tubular do grupo DMH+ (G1) (B) e grupo 
DMH+/tabaco+ (G3) (C). Em D, expressão em adenocarcinoma tubular do grupo DMH+/radioterapia (G2), 
e E expressão em adenocarcinoma tubular do grupo DMH+/tabaco+/radioterapia (G4). F – Notar a 
diferença no escore de expressão da SOD1 utilizando o anticorpo anti- SOD1 no grupo controle negativo 
DMH-/tabaco- (G0), grupo DMH+ (G1) e grupo DMH+/tabaco+ (G3). SDO1 foi mais expressa no grupo 
DMH+ (G1) em relação aos grupos DMH-/tabaco- (G0) (p=0,0168) e grupo DMH+/tabaco+ (G3) 
(p=0,0002). G – Análise dos escores de expressão de SOD1 antes e após radioterapia. O escore de 
expressão de SOD1 foi significativamente maior no grupo DMH+/tabaco+/radioterapia (G4) em relação ao 
grupo DMH+/tabaco+ (G3) (p=0,005). * e **- Significativo pelo teste Kruskall-Wallis, seguido pela análise 
pos hoc pelo teste t de Student (alfa=5%); *** - Significativo pelo teste de Mann-Whitney (alfa=5%), 
mediana e erro padrão, IHQ. 
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5.3 Análise da Caspase 3 clivada na resposta à radioterapia 

A resposta à radioterapia, pelo índice apoptótico, foi maior no grupo 

DMH+/tabaco+/radioterapia (G4) que no grupo DMH+/radioterapia (G2) (p=0,0289) 

(FIGURA 10 A-C). No grupo exposto à fumaça do cigarro e submetido ao tratamento 

radioterápico, o índice apoptótico médio foi 97%, com mínimo de 78,79% e o máximo 

de 100% de células apoptóticas. Ao passo que no grupo de animais não expostos à 

fumaça do cigarro tratados com radioterapia, o índice apoptótico médio encontrado foi 

77%, sendo que o menor índice observado foi 9,72% e o maior índice 100% de células 

em apoptose em adenocarcinoma tubular colorretal. 

 

 

Figura 10 – Análise do índice apoptótico após tratamento radioterápico em adenocarcinoma tubular de 
modelo experimental para câncer colorretal induzido com 1,2-dimetilhidrazina. A – Fotomicrografia de 
adenocarcinoma tubular pertencente ao grupo DMH+/radioterapia (G2), evidenciando células 
imunopositivas para o anticorpo anti-caspase3 clivada em quantidade representativa do índice apoptótico 
encontrado para esse grupo. B – Fotomicrografia de adenocarcinoma tubular pertencente ao grupo 
DMH+/tabaco+/radioterapia (G4), evidenciando células imunopositivas para o anticorpo anti-caspase3 
clivada em quantidade representativa do índice apoptótico encontrado. C – Comparativo da distribuição 
de cada amostra analisada em cada grupo estudado. O índice apoptótico mostrou-se mais variável no 
grupo G2 que no grupo G4 (p = 0,0289), pelo teste de Mann-Whitney, α = 0,05, IHQ. 
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6. DISCUSSÃO 

 

6.1 Desenvolvimento de lesões em mucosa colorretal de modelo 

experimental 

Os resultados deste experimento mostraram que apesar do número maior de 

lesões no grupo tabagista, a exposição à fumaça da queima direta do cigarro não 

alcançou diferença significativa em relação ao grupo não exposto, e que as lesões 

apresentaram pleomorfismo e inflamação brandas a moderadas, bem como 

características histopatológicas compatíveis com lesões em humanos. Além disso, o 

protocolo utilizando a 1,2-dimetilhidrazina (DMH) induziu, como esperado, lesões 

macroscópicas tanto no grupo DMH+/tabaco+ (G3) quanto no grupo DMH+ (G1), as 

quais foram possíveis de diagnosticar por meio da histopatologia. 

Estudando a associação de uma simples dose de 1,2-dimetilhidrazina como 

pró-carcinógeno seguido de colite ulcerativa crônica, Wang et al. (2004) encontraram 

alta incidência de displasia e câncer colorretal. Além disso, o hábito tabagista 

associado à colite tem sido bem estudado e mostrou que alterações moleculares 

importantes são encontradas e favorecem o aparecimento de lesões displásicas e 

pólipo-adenomatosas (LIU et al., 2003), e também seu envolvimento na co-regulação 

de 5-lipoxigenase e cicloxigenase-2 na promoção do câncer colorretal (SHEN et al., 

2016). Nesse contexto, nosso modelo experimental de carcinogênese colorretal 

tabagista utilizando 1,2-dimetilhidrazina permitiu encontrar lesões com características 

histopatológicas semelhantes àquelas encontradas em neoplasias colorretais em 

humanos e que também podem favorecer estudos moleculares e de expressão 

proteica. 

Protocolos de carcinogênese colorretal utilizando o DMH são bem 

estabelecidos e permitem o estudo de alterações pré-neoplásicas até lesões malignas 

(BALMAIN; HARRIS, 2000), sejam para fins morfológicos, moleculares ou terapêuticos 

(SUMAN et al., 2012). Além disso, o modelo experimental utilizando DMH/AMO é útil 

no estudo de interações gene-gene, bem como gene-ambiente, que influenciam de 

maneira significativa a patogênese do câncer colorretal (JOHNSON; FLEET, 2013), 

como é o caso do hábito tabagista. 

O tempo de exposição ao tabaco influencia no desenvolvimento de lesões na 

mucosa colorretal (GIOVANUCCI, 2001). Nesse sentido, a escolha do protocolo 

utilizado por Laranjeira et al. (1998) se deu pelo fato de o mesmo ter encontrado 

lesões macroscópicas a partir da décima quinta semana após administração do DMH, 

ou seja, tempo capaz de permitir a ação dos elementos presentes na fumaça do 
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cigarro no desenvolvimento da lesão neoplásica colorretal, mimetizando, em 

comparação ao tempo de vida de um humano, um período considerável de hábito 

tabagista. 

O número de lesões encontradas neste estudo foi variável nos dois grupos 

estudados. Utilizando o DMH como indutora da carcinogênese colorretal, Laranjeira et 

al (1998) encontraram nove lesões no máximo em mucosa colorretal, o que se 

assemelha aos resultados encontrados em nosso estudo e que viabiliza o modelo 

experimental de câncer colorretal tabagista para estudos aplicáveis a pacientes 

tabagistas que desenvolvem câncer colorretal esporádico, no que diz respeito à 

patogênese, morfologia e alterações biomoleculares, e também estudos de sobrevida 

e prognóstico, bem como estratégias de tratamento. 

O presente estudo mostrou que as lesões malignas foram predominantes tanto 

no grupo exposto à fumaça do cigarro quanto no grupo não exposto. No entanto, no 

grupo de animais expostos à fumaça do cigarro não foram observadas neoplasias 

benignas, sugerindo até uma possível influência dos componentes do cigarro na 

diferenciação neoplásica durante a carcinogênese. Como as primeiras lesões 

observadas após aplicação de DMH são os focos de criptas aberrantes (McLELLAN, 

1991; THORUP, 1994; PARK et al., 1997), além da abundante fonte de compostos 

carcinogênicos e genotóxicos encontrados nos cigarros (HECHT, 1999), é provável 

que a exposição à fumaça da queima direta do cigarro tenha levado também à indução 

de alterações no DNA bem como falha nos sistemas de reparo nas células da mucosa 

(SALNIKOW; ZHITKOVICH, 2008; CHEN et al., 2009) que poderiam culminar no 

desenvolvimento de displasias ou hiperplasias e a partir destas na formação da 

neoplasia maligna. 

A inflamação observada nos grupos DMH+ (G1) e DMH+/tabaco+ (G3) variou 

de branda a severa. No que tange o efeito do tabagismo e nicotina na inflamação do 

intestino grosso, Cabral e Barbosa (2014) mostraram em sua revisão que modelos 

animais que analisaram o efeito do tabaco ao nível de mucosa intestinal saudável 

chegaram a um consenso de que o uso do tabaco e a exposição nicotínica não 

causam danos histológicos ou macroscópicos, nem inflamação na mucosa intestinal, 

tampouco qualquer impacto no marcador de infiltração linfocitária, a mieloperoxidase 

cólica (MPO), portanto, de forma geral, o tabaco apresenta efeito favorável no cólon, 

sendo a maioria deles de caráter “tolerogênico”. Além disso, já foi relatado que o 

tabagismo protegeu de forma significativa contra o aparecimento de retocolite 

ulterativa inespecífica e doença de Chron (MARTINS JÚNIOR et al., 1996). 

A inflamação é considerada um ponto crítico no desenvolvimento de câncer 

colorretal, uma vez que a colite ulcerativa e a doença inflamatória do intestino estão 
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associadas ao desenvolvimento deste tipo neoplásico, pois existe uma correlação 

entre a extensão e duração da inflamação e o risco de câncer (EKBOM et al., 1990; 

ULLMAN; ITZKOWITZ, 2011).  

Porém, em relação ao tabaco, inflamação e câncer, dados publicados sugerem 

não existir um consenso sobre o papel da fumaça do cigarro no desenvolvimento de 

neoplasia colorretal associada à inflamação (POHL et al., 2000). Assim, observamos 

em nosso estudo que os tumores encontrados no grupo exposto à fumaça do cigarro, 

estiveram relacionados principalmente a ação da 1,2-dimetilhidrazina, e que ao hábito 

tabagista em si, não alterou significativamente a indução de tumores. 

Sabe-se que o pleomorfismo celular está associado ao grau de diferenciação 

tumoral (JONES et al., 2000). Neste sentido, tanto neoplasias malignas de animais 

expostos à fumaça do cigarro quanto animais não expostos foram moderadas a pouco 

diferenciadas. No entanto, o grau de diferenciação atribuído para estas lesões levou 

em consideração a informação publicada por Fleming et al. (2012) para tumores 

colorretais humanos, na qual, acima de 95% do tumor formado por glândulas, atribui-

se bem diferenciado; moderadamente diferenciado apresenta entre 50-95% de 

glândulas e tumores pouco diferenciados possui maior parte sólida com menos de 

50% de formação glandular. E como relatado também por esses autores, 

aproximadamente 70% dos adenocarcinomas colorretais são diagnosticados como 

moderadamente diferenciados, seguido de pouco diferenciado (20%) e bem 

diferenciado (10%), respectivamente. Assim, observamos que os tumores encontrados 

nesse estudo seguiram essa dinâmica, contribuindo ainda mais para a aplicação 

desse modelo também em estudos relativos ao tabagismo e câncer colorretal. 

As características histopatológicas avaliadas neste experimento foram 

importantes para o diagnóstico das lesões produzidas pela indução carcinogênica com 

1,2-dimetilhidrazina, pois abrangem critérios importantes de malignidade tumoral, além 

disso, as mesmas podem ser usadas para estratificar as amostras em estudos de 

prognóstico e sobrevida. Importante salientar que essas características foram 

baseadas em apresentações histopatológicas do câncer colorretal humano, como as 

descritas na revisão de Fleming et al. (2012), o que favorece a aplicação e 

comparação modelo experimental x humano. Porém, como trabalhamos com o modelo 

experimental de câncer colorretal, procuramos balizar nossa classificação de acordo 

com as descrições de lesões em mucosa colorretal relatadas por Perse e Cerar (2011) 

em sua revisão sobre as características histopatológicas encontradas nesses modelos. 

Assim, observamos que a abordagem histopatológica para o diagnóstico das 

lesões em mucosa colorretal de animais expostos e não expostos à fumaça da queima 
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direta do cigarro deste experimento abrangeu aquelas encontradas em pacientes 

humanos garantindo, por sua vez, a paridade das informações histopatológicas. 

6.2 Análise da expressão de HIF-1α, PHD3 e SOD1 

Nossos resultados mostraram que a PHD3 é subexpressa em adenocarcinoma 

tubular colorretal em relação à mucosa intestinal normal. Além disso, nas neoplasias 

de animais expostos à fumaça da queima direta do cigarro o escore de expressão da 

PHD3 foi significativamente maior que o escore de expressão observado no grupo não 

exposto. Estudos revelaram que a função da PHD3 é simultaneamente sensível à 

concentração de oxigênio, a perturbações do ciclo tricarboxílico e ao estado redox 

intracelular, e que a sensibilidade desta proteína a esses parâmetros é mais notável 

num microambiente de grave distúrbio metabólico e estresse oxidativo, como muitas 

vezes é observado no microambiente tumoral, inclusive em câncer colorretal 

(CHANDEL et al, 2000; DEHNE; BRUNE, 2009; PLACE; DOMANN, 2013). 

Dados publicados mostraram inconsistência na expressão da PHD3 durante o 

desenvolvimento do câncer colorretal (XUE et al., 2010; XIE et al., 2012), no entanto, 

estudos mostraram que os genes de PHD possuem uma ilha CpG em sua região 

promotora e a hiper ou hipo metilação destes genes podem alterar a expressão da 

mesma no microambiente tumoral (KONDO, 2009). Corroborando essa hipótese, 

Rawluszko et al. (2013) revelaram níveis aumentados de metilação na ilha CpG da 

PHD3 no câncer colorretal em comparação com o epitélio normal dos mesmos 

pacientes, e que essa alteração culminou com a diminuição significativa dos níveis de 

expressão de PHD3. Assim, podemos sugerir que o baixo escore de expressão da 

PHD3 observado nas neoplasias do modelo experimental utilizado nesse experimento 

poderia estar relacionado à metilação das ilhas CpG. 

Por outro lado, a exposição à fumaça do cigarro elevou a expressão de PHD3 

em adenocarcinoma tubular colorretal, conforme resultados obtidos neste estudo. É 

possível que a exposição tenha conferido um caráter protetor à mucosa colorretal, ou 

seja, existe a possibilidade de que componentes da fumaça do cigarro tenham 

aumentado a expressão da PHD por mecanismos diversos, inclusive epigenéticos. 

Uma publicação recente mostrou que a baixa expressão de PHD3 em 

neoplasias colorretais de humanos esteve relacionada ao aumento da frequência de 

metástases, piores prognósticos e formação de colônias migratórias reforçadas, 

mostrando a importância que essa proteína possui para estudos prognósticos 

(RADHAKRISHNAN et al., 2016). Desta forma, a partir dos dados da literatura e 

relacionando com os resultados obtidos em nosso estudo, houve aumento da 
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expressão da PHD3 nos ratos tabagistas e correlação com melhor resposta à 

radioterapia, assim podemos sugerir a possibilidade de que indivíduos tabagistas 

reduziriam risco de metástases por apresentarem tendência ao aumento da expressão 

de PHD3, com possibilidade de melhor prognóstico. 

As PHDs são conhecidas por diversas funções, das quais destacamos a 

regulação da via da hipóxia (SEMENZA, 2012; PLACE et al., 2011). No entanto, pelos 

escores encontrados da HIF1- α, verificamos que a PHD3 não é a principal reguladora 

nos níveis de expressão da HIF1-α no câncer colorretal, estando essa, sujeita a outras 

vias de regulação. Nossos resultados mostraram que a HIF1-α diminuiu sua expressão 

em adenocarcinoma tubular colorretal em relação à mucosa normal (acompanhando a 

baixa expressão de PHD3), mas seus níveis voltaram aos de “hipóxia fisiológica” 

quando os animais com adenocarcinoma tubular colorretal foram expostos à fumaça 

do cigarro. 

A literatura relata que a alta expressão de HIF1-α em neoplasias colorretais 

humanas está relacionada a um pior prognóstico (RASHEED et al., 2009) e também 

associados à maior mortalidade, independente das características clínicas do paciente 

e variáveis moleculares (BABA et al., 2010b). Assim, em contraste com nossos 

resultados, percebemos que a expressão dessa importante proteína é controversa em 

tumores colorretais, mostrando a necessidade da observação das vias de regulação 

da mesma, já que a PHD não é a única fonte de regulação da HIF em tumores de 

intestino. Neste sentido, procurando avaliar a regulação da transcrição de HIF1-α por 

metilação do gene em câncer colorretal, Rawluszko-Wiecnorek et al. (2014) não 

encontraram mudanças na expressão dessa proteína, sugerindo complexidade na 

regulação epigenética de HIF1-α, e deixando claro que as possíveis alterações nos 

níveis de expressão de HIF1-α estão relacionadas a regulações pós-traducionais. 

Porém, diversos fatores ambientais como a dieta, atividade física e até mesmo o 

tabagismo podem afetar a metilação do DNA em neoplasias colorretais (MIGLIORE et 

al., 2011). Assim, destacamos que até mesmo o hábito tabagista poderia alterar a 

expressão da HIF, já que o tabagismo é indutor de hipóxia. 

Pelo que observamos a exposição à fumaça do cigarro ou hábito tabagista foi 

capaz de modular a expressão de HIF1-α, promovendo aumento da sua expressão em 

mucosa colorretal neoplásica, indicando a necessidade de maiores estudos 

relacionando o papel epigenético do tabaco no desenvolvimento de neoplasias 

colorretais. 

A expressão da proteína HIF1-α foi avaliada em mucosa colorretal normal e 

uma alta expressão da mesma foi encontrada, indicando uma hipóxia local. Esses 

resultados são confirmados por estudos que revelaram uma hipóxia fisiológica no 



61 

 

intestino pela baixa pressão de oxigênio local, geralmente <10mmHg (KARHAUSEN et 

al., 2003; KARHAUSEN et al., 2004; ALBENBERG et al., 2014). Adicionalmente, a 

elevada expressão de HIF1-α em indivíduos saudáveis também é explicada pela 

hiperglicemia local, a qual aumenta o número de receptores de fator de crescimento 

semelhante a insulina (IGFR) que ativa vias de síntese de HIF1-α (FUKUDA et al., 

2002). 

Esta indução da HIF1-α em mucosa colorretal saudável é plausível, pois uma 

vez sob condições hipóxicas, as células demonstram uma preferência pelo 

metabolismo glicolítico ao invés do metabolismo oxidativo para a produção de ATP 

(ZHANG et al., 2008). Assim, o complexo HIF-1 medeia a transcrição de vários genes 

que favorecem este fenótipo como, proteínas que inibem a entrada do ciclo carboxílico 

como PDK1 (piruvato desidrogenase kinase 1), a qual irá fosforilar e desativar a PDH 

que tem a função de converter o piruvato em acetil-coenzima A (KIM et al., 2006; 

PAPANDREOU et al., 2006) e LDHA (lactato deidrogenase A) que converte o piruvato 

a lactato (SEMENZA et al., 1996). 

Os resultados deste experimento mostraram que nos adenocarcinomas 

tubulares colorretais dos animais não expostos ao cigarro foi observada uma redução 

da expressão da proteína HIF1-α. Nós inferimos que esse resultado esteja relacionado 

à elevada quantidade de açúcares simples em seu estágio final de digestão no 

intestino delgado (WANTEN et al., 2007; BOUDRY et al., 2010), que é todo absorvido 

no intestino grosso, culminando com uma hiperglicemia local e aumentando a 

captação dos mesmos pelas células neoplásicas. 

Um dos metabólitos encontrados na via glicolítica em condições aberrantes é o 

metilglioxal (MGO) (XIAO et al., 2013). Alguns trabalhos relataram uma relação 

próxima entre o MGO e a expressão de HIF1-α, de modo que esse metabólito reduz 

significativamente a expressão da HIF1-α em neoplasias colorretais por várias vias, 

sendo elas: por modificação covalente do resíduo de arginina 23, impedindo sua 

dimerização com a HIF1-β para a formação do complexo HIF-1 (CERADINI et al., 

2008); por interação covalente do MGO com a proteína p300, impedindo sua ligação à 

porção CTAD da HIF1-α e posterior transporte  da mesma para o núcleo celular 

(KAJIWARA et al., 2009; THANGARAJAH et al 2009); e por fim, por aumento da 

associação da HIF1-α com a chaperona Hsp40/70 (heat shock protein 40/70) 

resultando em ubiquitinação e degradação proteossomal, sem a necessidade de que 

este recrutamento seja feito pela pVHL (BENTO et al., 2010). Desta forma, 

acreditamos pelo escore de expressão encontrado de HIF1-α em nosso estudo, que 

essa última via seja uma importante reguladora pós-traducional em adenocarcinoma 

tubular colorretal no modelo experimental utilizado. 
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Interessantemente, após exposição à fumaça do cigarro, a expressão de HIF1-

α em adenocarcinoma tubular colorretal esteve aumentada em comparação à 

expressão encontrada nos tumores do modelo experimental não tabagista (G1). 

Acreditamos que essa condição esteja relacionada à hipóxia causada pela exposição 

à fumaça do cigarro. Jensen et al. (1991) mostraram que fumar por 10 minutos diminui 

a tensão de oxigênio nos tecidos por aproximadamente uma hora e Yu et al. (2012) 

apontaram em pesquisa, significativo aumento em fatores indutores de hipóxia em 

células expostas a componentes da fumaça do cigarro. 

Outra linha de raciocínio que poderia relacionar os dados obtidos para a 

expressão da HIF1-α passa pela presença de radicais livres no microambiente 

tumoral. Dados sugerem que as espécies reativas de oxigênio geradas pelo complexo 

III do ciclo da ubiquinona estão relacionadas à ativação dos fatores induzíveis de 

hipóxia (HIFs) (BELL et al., 2007; KLIMOVA; CHANDEL, 2008). 

Uma vez que as espécies reativas de oxigênio funcionam como ativadoras da 

transcrição de HIF1-α, questionamos como estariam as expressões de enzimas 

antioxidantes envolvidas no bloqueio desses superóxidos, como é o caso da 

superóxido dismutase 1. Para tanto, nossos resultados mostraram 

surpreendentemente, que nos tumores pertencentes ao grupo de animais não 

expostos à fumaça do cigarro e cuja expressão de HIF1-α estava baixa, a expressão 

de SOD1 foi significativamente maior e possivelmente esteve mais ativa, bloqueando 

os ROS, enquanto nos tumores de animais expostos à fumaça do cigarro, a expressão 

de SOD1 foi significativamente menor e a expressão de HIF1-α atingiu níveis elevados 

possivelmente devido à presença de maior quantidade de ROS. 

Em mucosa colorretal normal, a exposição à fumaça do cigarro promove menor 

atividade de SOD (VERSCHUERE et al., 2012). Esses dados da literatura corroboram 

os resultados obtidos neste estudo, cuja expressão de SOD1 foi menor em tumores de 

animais expostos, sugerindo a premissa do envolvimento dos radicais livres na 

modulação de HIF1-α. Porém, relatos descreveram que a SOD1 não é uma enzima 

essencial para a vida (SHIMIZU et al., 2010), no entanto, inúmeros fatores de 

transcrição regulam a expressão de SOD, principalmente aqueles sensíveis ao 

estresse oxidativo, como a proteína AP-1 e o NF-κB, que estão entre os componentes 

importantes da resposta celular em situação de estresse oxidativo, além de 

participarem decisivamente nas questões de sobrevivência ou morte celular (KARIN, 

1999; SHAULIAN; KARIN, 2002; BUBICI et al., 2006). 

Em estágios iniciais de lesão da mucosa colorretal, os chamados focos de 

criptas aberrantes, a expressão de SOD1 esteve aumentada em relação à mucosa 

normal, em estudo utilizando modelo experimental de carcinogênese colorretal, 
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mostrando que a atividade dessa enzima aumenta quando lesões pré-cancerígenas 

são instaladas (AMARAL et al, 2006). No entanto, a expressão e atividade de 

isoformas de SOD mudaram em relação à progressão tumoral, ou seja, estágios mais 

avançados da diferenciação tumoral culminaram com menor expressão de SOD, 

indicando adaptação das células tumorais do câncer colorretal ao estresse oxidativo, e 

que os reativos de oxigênio presentes nas células tumorais podem aumentar a 

expressão de SOD1, porém, por outro lado, podem inativar parcialmente sua 

atividade, permitindo o acúmulo de mais espécies reativas de oxigênio (SKRZYCKI et 

al., 2009). 

Sajesh e McManus (2015) sugeriram que a SOD1 silenciada permitiu o 

aumento de espécies reativas de oxigênio, que culminaram em altas taxas de danos 

na dupla fita de DNA levando a apoptose em células defeituosas de mecanismos de 

reparo pelos genes BML e CHECK2. Também, que o microambiente tumoral no 

câncer colorretal é inerente à presença de espécies reativas em virtude do 

metabolismo aberrante (PLACE; DOMANN, 2013). Ainda, radicais livres podem 

interferir na ação da proteína PHD3 pela oxidação do Fe II ou até mesmo oxidação de 

seu sítio catalítico (CHANDEL et al., 2000; DEHNE; BRUNE, 2009) mostrando uma 

interessante conexão entre os radicais livres e a via de hipóxia, uma vez que há ação 

destes na expressão da proteína HIF1-α. Assim, nota-se um importante papel da 

proteína SOD1 em regular os níveis de radicais livres no microambiente tumoral uma 

vez que estes constantemente refletem na regulação das proteínas PHD3 e HIF1-α. 

Como visto estas três proteínas agem em conjunto no microambiente tumoral, 

e suas funções tornam-se responsáveis pelo fenótipo, comportamento e malignidade 

tumoral. O estudo da inter-relação destas proteínas pode levar à elucidação de 

processos de tumorigênese, malignização tumoral e possível resposta ao tratamento. 

Este trabalho buscou avaliar a expressão das proteínas relacionadas ao 

tratamento radioterápico. Os indivíduos induzidos à carcinogênese por DMH (G1) 

apresentaram baixa expressão de PHD3 e baixa expressão de HIF1-α, sugerindo que 

a expressão desta última seja regulada por outras vias não dependentes da PHD3, 

como é o caso da via da hiperglicemia ou até mesmo pela pouca presença de radicais 

livres. Além disso, nestes mesmos indivíduos foi observada uma alta expressão de 

SOD1, que possui a função de inibir as espécies reativas de oxigênio (ROS), o que 

permite que a pouca PHD3 presente exerça sua função de inibir ainda mais a proteína 

HIF1-α. 

O grupo DMH+/tabaco+ (G3) teve um perfil de expressão proteica divergente. 

Nesses indivíduos foi observado um aumento da expressão da PHD3, alta taxa de 

expressão de HIF1-α e uma pequena redução na expressão de SOD1. Apesar de ter 
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sido observado um acréscimo de PHD3, é possível que esta proteína esteja afuncional 

na presença da fumaça do cigarro, uma vez que apresenta mais de 7.000 substâncias, 

dentre elas metais, como níquel e cobalto, que podem substituir o núcleo metálico da 

PHD3 evitando assim que a mesma exerça sua função de inibir a proteína HIF1-α. 

Esta, por sua vez esteve presente em elevadas concentrações no tecido, sendo capaz 

de ativar o complexo HIF-1 para a ativação de genes que, em caso de radioterapia, 

aumentam a sua efetividade. 

Após radioterapia, a expressão de PHD3 em tumores de modelo experimental 

não exposto à fumaça do cigarro (G2) aumentou, porém não se mostrou diferente 

significativamente em relação aos tumores de modelos também não expostos sem 

tratamento radioterápico (G1). Diante disso, podemos inferir que todas as questões 

prognósticas relacionadas à baixa expressão de PHD3, como por exemplo, o risco de 

metástase, pode ser atribuído após o tratamento radioterápico. No entanto, nos 

tumores de animais expostos à fumaça do cigarro (G4), o tratamento radioterápico 

promoveu uma elevada expressão de PHD3 em relação aos demais grupos. De certa 

forma, se pensarmos em resistência à ação radioterápica e também no papel que a 

PHD3 desenvolve no prognóstico de pacientes com câncer colorretal, a exposição à 

fumaça do cigarro permitiria maior controle da via de hipóxia por essa proteína, desde 

que a mesma estivesse ativa. 

A radiação normalmente atinge células oxigenadas com metabolismo 

acelerado, então após a radiação, a morte celular libera oxigênio, deixando-o 

disponível para distribuição em outras áreas previamente hipóxicas. Este processo 

aumenta o suprimento de oxigênio e nutrientes, tornando-o mais responsível à 

radiação (ROOTS; SMITH, 1974; MOELLER; DWEHRIST, 2006). 

Como visto o aumento da expressão de HIF1-α ocorre em condições hipóxicas 

(SEMENZA, 1999), entretanto, no caso de tumores irradiados, a reoxigenação também 

é responsável por um aumento de HIF1-α. Isto se deve ao estresse oxidativo causado 

pela reoxigenação do tumor, de modo que ocorre um acúmulo de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) em tumores após a radiação, promovendo a expressão de HIF1-α 

(MOELLER et al., 2004). Desta forma, a mudança do microambiente redox promovido 

pela reoxigenação causa um acúmulo de HIF1-α no microambiente (MOELLER; 

DWEHRIST, 2006). Neste trabalho, encontramos níveis elevados de HIF1-α após 

tratamento radioterápico, em tumores de modelo experimental não exposto à fumaça 

do cigarro, corroborando as informações descritas anteriormente de que o acúmulo de 

espécies reativas de oxigênio pós-radiação pode ser a causa dessa elevação de 

expressão. 
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No que diz respeito à expressão de HIF1-α em tumores de modelo 

experimental exposto à fumaça do cigarro após radioterapia, não houve um aumento 

da expressão desta proteína como ocorreu em indivíduos não expostos à fumaça. 

Possivelmente, a expressão desta proteína nos tumores colorretais estudados já 

estava demasiadamente elevada que mesmo com a radiação do tratamento, não foi 

possível ocorrer alguma outra via de aumento de expressão nestas células. 

Em relação à expressão de SOD1 após tratamento radioterápico, sugerimos 

que o acúmulo de espécies reativas de oxigênio tenha exigido a transcrição de maior 

número de moléculas dessa enzima antioxidante. Isso pode ser justificado pelos 

escores de expressão estatisticamente iguais nos tumores de modelo experimental 

não exposto à fumaça do cigarro (grupo G2) e ao aumento da expressão nos tumores 

de modelo experimental exposto (grupo G4), significativamente diferente da expressão 

encontrada nos tumores de modelo experimental exposto à fumaça e não tratado com 

radioterapia. 

O que o estudo da expressão dessas três proteínas após o tratamento 

radioterápico trouxe de importante em relação ao tratamento do câncer colorretal? Em 

sua maioria, a conduta terapêutica da neoplasia colorretal passa pela ressecção 

cirúrgica primeiramente, seguido da radioterapia associada ou não à quimioterapia 

(INCA, 2016). No entanto, uma possível resistência terapêutica após radioterapia, 

pelas células tumorais, culminaria com recidivas e piores prognósticos. Desta forma, 

dada a importância que as proteínas estudadas e seus escores de expressão 

possuem na progressão tumoral e prognóstico, validam sua utilização como painel 

preditor de resposta terapêutica e sucesso do tratamento. 

 

6.3 Resposta à radioterapia pelo índice apoptótico  

Este estudo revelou que a expressão de HIF1-α esteve elevada e a de SOD1 

foi levemente reduzida nos tumores de modelo experimental para câncer colorretal 

exposto à fumaça do cigarro anteriormente ao procedimento radioterápico, permitindo, 

possivelmente, que houvesse um maior acúmulo de espécies reativas de oxigênio 

(ROS), culminando com melhor resposta terapêutica, confirmada com a porcentagem 

de 97% de células apoptóticas nos adenocarcinomas tubulares destes indivíduos, em 

contraste com os indivíduos não expostos à fumaça do cigarro, com baixa expressão 

de HIF-1α e alta expressão de SOD1, que provavelmente não permitiram um aumento 

de espécies reativas de oxigênio o suficiente para induzirem a uma maior taxa de 

apoptose, sendo esta representada apenas por 77% das células em apoptose. 

Relatos anteriores mostraram que, normalmente, tumores hipóxicos são 

resistentes à radioterapia e à quimioterapia, uma vez que estes tratamentos 
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necessitam da geração de (ROS) para induzir dano letal ao DNA (GATENBY et al, 

1988; TOMIDA; TSURUO, 1999). No entanto, observamos que nos tumores cuja 

expressão de HIF1-α esteve elevada, a resposta à radioterapia foi melhor. Somamos 

ainda, a considerável diminuição na expressão de SOD1, enzima responsável pelo 

metabolismo de ROS. Assim, inferimos um importante papel desempenhado pelas 

ROS na resposta à radioterapia. 

Corroborando a importância dos ROS e de suas vias de metabolização, Gao et 

al. (2008) mostraram uma relação de radiorresistência de células de glioma humano 

quando a proteína SOD1 foi superexpressa. Esses autores também relataram que a 

maior radiosensibilidade foi observada em células deficientes de SOD1, sugerindo que 

a forte presença da SOD1 estava ligada a uma menor concentração de ROS, 

necessárias para um maior dano e morte celular.  

Outro fato observado é que a expressão de HIF-1α esteve mais elevada no 

grupo que respondeu melhor à radioterapia. Possivelmente pela capacidade da 

formação do complexo HIF-1 e posterior transcrição de vários genes que favorecem o 

aumento na concentração de espécies reativas de oxigênio (ROS) após a radioterapia, 

o que por sua vez torna esses tumores mais susceptíveis a este tipo de terapia 

(MOELLER; DWEHRIST, 2006). 

Uma vez que a radiação é mais efetiva em células oxigenadas e com o 

metabolismo acelerado (ROOTS; SMITH, 1974), e que o complexo HIF-1 é capaz de 

transcrever mais de 100 genes responsáveis por estas características (SEMENZA, 

2012), é razoável esperar uma maior taxa de sucesso da radioterapia em tumores com 

elevada expressão de HIF1-α, baixa expressão de SOD1, elevado metabolismo e 

concomitantemente uma elevada concentração de espécies reativas de oxigênio, 

levando à morte das células tumorais de forma mais eficiente. 

Estudos mostraram que células deficientes de HIF1-α não respondem bem à 

radioterapia (MOELLER et al., 2005), de forma semelhante, Santos et al. (2012) 

observaram que uma elevada expressão de HIF1-α em tumores de cavidade oral 

promove maior radiossensibilidade e consequentemente melhor prognóstico. Estes 

dados corroboram o presente estudo, onde tumores que apresentaram elevada 

expressão de HIF1-α tiveram uma maior índice apoptótico obtido por meio da 

Caspase-3 clivada, sugerindo uma maior taxa de apoptose destas células. 

Assim, os dados acima sugerem que o conjunto de alta expressão de HIF1-α e 

baixa expressão de SOD-1 em indivíduos tabagistas estejam facilitando o aumento de 

espécies reativas de oxigênio no microambiente tumoral, e consequentemente, 

aumentando os níveis de apoptose pós-radioterapia. 
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7. CONCLUSÕES 

 

Com o desenvolvimento deste estudo conclui-se: 

 A exposição à fumaça da queima direta do cigarro não afeta o número de 

lesões em mucosa colorretal de animais induzidos à carcinogênese, em 

comparação àqueles não expostos; 

 O modelo experimental de câncer colorretal aplicado, sob condições de 

exposição ou não à fumaça do cigarro, permite estudar características 

histopatológicas compatíveis com o câncer colorretal de humanos, e as 

limitações desse modelo experimental passam pelo não surgimento de lesões 

benignas e a possibilidade de estudos inerentes a essa categoria neoplásica; 

 O modelo experimental de câncer colorretal aplicado possibilita os estudos 

moleculares e resposta terapêutica, e abre perspectiva para estudos de 

prognóstico e sobrevida de pacientes tabagistas; 

 A exposição à fumaça do cigarro modula a expressão de PHD3, HIF1-α e 

SOD1 em adenocarcinoma tubular colorretal em modelo experimental, e PHD3 

subexpressa, HIF1-α superexpressa e SOD1 expressa em níveis abaixo de 

neoplasia de animais não expostos, culminam com melhor resposta 

radioterápica; 

 A exposição à fumaça do cigarro promove melhor resposta à radioterapia em 

modelo experimental de câncer colorretal. 
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