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EPIGRAFE

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



RESUMO

O tabagismo é um fator de risco para o desenvolvimento de cancer colorretal e pode
interferir na expressao de proteinas envolvidas na progressao tumoral, progndéstico e
resposta terapéutica. Assim, objetivou-se estudar a expressdo de PHD3, HIFl-a e
SOD1, bem como resposta a radioterapia em modelo experimental para céancer
colorretal tabagista. Utilizou-se 53 ratos Wistar, machos jovens, pesando em média
181,359 (%£18,7g). Cinco animais foram mantidos como controle negativo DMH-
ftabaco- (G0). Induziu-se carcinogénese colorretal com DMH durante cinco semanas,
em 48 animais, que foram divididos em grupos experimentais contendo 12 animais
cada: grupo DMH+ (G1l), grupo DMH+/radioterapia (G2), grupo DMH+/tabaco+ (G3) e
grupo DMH+/tabaco+/radioterapia (G4). A exposicdo dos grupos G3 e G4 a fumaca do
cigarro ocorreu em camara de inalacdo equipada com puff de fumacga, e correspondeu
a 12 cigarros/dia divididos em dois turnos de exposi¢cdo de 60 minutos cada, durante
143 dias. Na 212 semana de experimento 0s animais dos grupos G2 e G4 foram
submetidos a trés sessbes de radioterapia na dose de 700 cGy cada, totalizando 2500
cGy. Na 222 semana, os animais foram eutanasiados para a retirada das lesfes acima
de 0,1 centimetro em sua maior porcdo, que foram fixadas, processadas
histologicamente e coradas com Hematoxilina-eosina para diagnéstico. Selecionou-se
as amostras classificadas como adenocarcinoma tubular (G1, G2, G3 e G4) e mucosa
normal (GO) para a aplicacdo da técnica imunohistoquimica para as proteinas PHD3,
HIF1-a, SOD1 e Caspase 3 clivada. A resposta a radioterapia foi obtida por meio do
indice apoptético das amostras pertencentes aos grupos G2 e G4. No grupo Gl
encontrou-se lesfes displasicas, benignas e malignas, inflamac&o moderada a severa
e pleomorfismo moderado a severo. No grupo G3 encontrou-se lesdes displasicas e
malignas, inflamacdo 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-a foi menos expressa no grupo G1 (p=0,0005) e apés radioterapia
aumentou sua expressdo nesse grupo, em relagdo aos outros. A SOD1 foi mais
expressa no grupo G1, e apés radioterapia no grupo G4 (p=0,005). O indice apoptético
foi significativamente maior no grupo G4 (p=0,0289). Neoplasias malignas
predominaram no modelo experimental de céancer colorretal exposto a fumaca do
cigarro indicando sua utilizagdo em estudos prognésticos e sobrevida de pacientes
tabagistas, pelo uso de ferramentas moleculares, e que a subexpressdo de PHD3, a
superexpressdo de HIF1l-a e niveis de expressdo de SOD1 abaixo daquele de
neoplasia de animais ndo expostos, culminaram com melhor resposta radioterapica.
Palavras-chave: carcinogénese, neoplasia, tabaco, biomarcadores, coélon 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-a 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 181,359
(x18,79). Five animals were kept as negative control DMH-/tobacco- (GO0).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 (Gl), 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 (Gl1l, G2, G3, G4) and normal mucosa for
immunohistochemical technique for proteins PHD3, HIFl-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-a 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-lalpha 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. INTRODUCAO

O céancer colorretal (CCR) € a neoplasia do sistema digestivo mais
frequentementemente observada (WANG et al., 2010). De acordo com o Instituto
Nacional do Céancer, estima-se, para 2016, no Brasil, 16.660 casos novos de cancer
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 trés vias moleculares principais responsaveis pela progressao do
cancer colorretal. A primeira diz respeito a instabilidade cromossémica, envolvida em
rearranjos cromossdmicos que contribuem para a aneuploidia tumoral, sendo esta via
a responsavel pela maioria dos casos de céancer colorretal esporadico (LENGAUER et
al., 1998). A segunda via molecular compreende a instabilidade de microssatélites pela
metilacdo das ilhas CpG do promotor dos genes de reparo de mau-pareamento do
DNA (ex.: MLH1), via presente na maioria dos casos hereditarios e em cerca de 15%
dos casos esporadicos (CUNNINGHAM et al., 1998). Por ultimo, existe uma via
recentemente descoberta, denominada via dos polipos serrilhados que envolve
mecanismos moleculares diferentes da sequencia ja conhecida no desenvolvimento do
adenoma-carcinoma (NOFFSINGER, 2009).

Como relatado por Roynette et al. (2004), fatores ambientais também estéo
envolvidos, com uma alta frequéncia, nos casos de desenvolvimento de céancer
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 alcool, a
obesidade e o0 sedentarismo, a doenca inflamatdria crbnica intestinal e o habito
tabagista, também sdao incluidos como fatores de risco.

O tabagismo aumenta o risco de o individuo desenvolver véarias doencas
crbnicas em relagdo aos individuos ndo fumantes (INCA, 2008). Além disso, também é
fator de risco para o desenvolvimento de cancer no sistema gastrointestinal, incluindo
cavidade oral, eséfago, estbmago, ileo e cdélon (CHEN et al., 2001; GIOVANNUCCI,
2001; WHO, 2015).

A fumaca do cigarro contém mais de 7000 substancias quimicas, dessas, 72
foram identificadas como cancerigenas pela Agéncia Internacional de Investigacdo do
Cancer (HECHT, 2012), muitas das quais podem contribuir para os efeitos
reforcadores do tabaco. Dentre estas substancias, encontram-se presentes varios
metais pesados, que atuam indiretamente sobre o DNA, estando relacionado a
alteracdo na regulacdo da expressdo génica de varios 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 expressdo de proteinas importantes envolvidas na progressao tumoral,
prognostico e resposta terapéutica, importantes para estudos pré-clinicos, e que serdo
responsaveis por desencadear uma série de alteracfes fenotipicas e metabdlicas no
microambiente tumoral, procuramos estudar as alteracfes na expressdo de PHDS3,
HIFl-a e SOD1 e suas influéncias no tratamento radioterapico em modelo
experimental de céncer colorretal tabagista, bem como avaliar a influéncia do hébito
tabagista no desenvolvimento do CCR.

Esta pesquisa abriu discussdo para os efeitos que a exposicdo ao tabaco
possui sobre a expressdo de proteinas de grande valor prognéstico, e
interessantemente, para uma parcela da populagdo que desenvolve o cancer colorretal
e possui habito tabagista, bem como seu comportamento terapéutico, principalmente
para 0os casos em que a radioterapia € solicitada, pois os resultados encontrados
mostraram que existe uma modulacdo na expressao proteica mediante exposicdo a

fumaca do cigarro, e que a mesma culminou com melhor resposta a radioterapia.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Gerais do Cancer Colorretal

O cancer 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 econémico e social (BRAMBILLA et al., 2012; SIEGEL et
al., 2014).

Segundo informac¢des publicadas na Estimativa GLOBOCAN (IARC, 2012), o
cancer colorretal (CCR) é uma das mais importantes causas de morbidade e
mortalidade no mundo, com uma incidéncia anual maior que 1,3 milhées 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 regides mais desenvolvidas,
variando geograficamente, sendo que as taxas mais altas de estimativa estariam na
Australia/Nova Zelandia para homens e mulheres, e o menor na Africa Ocidental. As
regides 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 0 sexo masculino e quatro vezes para o sexo feminino. A maior
estimativa de mortalidade em ambos os sexos € observada na Europa Central e
Oriental, e a menor na Africa Ocidental (WHO, 2015).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer, estima-se, para 2016, no Brasil,
16.660 casos novos de céancer colorretal em homens e 17.620 em mulheres. Esta
neoplasia maligna é a mais frequente em ambos 0s sexos, com um risco estimado de
16,84 novos casos a cada 100 mil homens e 17,10 para cada 100 mil mulheres. Na
regido Sudeste do pais, o CCR é o segundo mais frequente em ambos 0s sexos
(22/100.000 homens e 23/100.000 mulheres) (INCA, 2015).

Como visto, a incidéncia do CCR é diferente entre as regides do mundo, e
ocorre 0 mesmo no Brasil. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o
cancer colorretal em homens é o segundo mais frequente na Regido Sudeste
(24,27/100 mil) e terceiro nas Regides Sul (22,35/100 mil) e Centro-Oeste (14,16/100
mil). E nas Regides Nordeste (7,05/100 mil) e Norte (5,34/100 mil), ocupa a quarta
posicdo. Para as mulheres, é o segundo mais frequente nas Regibes Sudeste
(22,66/100 mil) e Sul (23,27/100 mil). Nas Regibes 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 incidéncia de cancer colorretal é observada com maior frequéncia em

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

(FIGUEIREDO et al., 2014)

2.1.1 Sobrevida e Prognostico

O Diagnéstico e a remocédo precoce das lesGes pré-malignas vém reduzindo a
taxa de mortalidade dos individuos com CCR, confirmadas por estudos de triagem em
populacdes de risco geral, por meio do teste de sangue oculto nas fezes. Além disso,
o diagnostico precoce demonstrou resultados promissores em estudos randomizados
no Reino Unido e nos Estados Unidos onde se observaram reducfes significativas,
tanto na incidéncia quanto na mortalidade da doenca (ATKIN et al., 2010; SCHOEN et
al., 2012).

A mortalidade e a sobrevida dos pacientes acometidos com CCR séo
altamente dependentes do estdgio da doenca. Em geral, quanto mais cedo
diagnosticada, maior a sobrevida. Deste modo, paises com alta expectativa de vida e
com bom acesso aos servicos de saude apresentam melhores taxas de sobrevida.
Sendo assim, a sobrevida média global em cinco anos aumentou em 22 paises, e
ficou em torno de 60% na maioria dos paises desenvolvidos durante o periodo de
2005 a 2009 (INCA, 2015).

Véarios aspectos anatomopatolégicos do CCR como profundidade da parede
intestinal acometida pelo tumor, nimero de linfonodos que contém metastase e
metastase em oOrgaos distantes, podem interferir na sobrevivéncia dos portadores,
sendo esses, relacionados a um pior prognostico (PEREIRA et al.,, 2006; CAMPOS et
al., 2011). Ademais, outros fatores adicionais também podem influenciar no
prognéstico como: idade, sexo e sitio anatbmico 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 célon varia entre 74 e 77,5%, ao passo que pacientes com lesdes retais
foi de 62 a 66%. Recentemente, Figueiredo et al. (2014) ressaltaram, apds avaliagdo
de sobrevida de pacientes com céancer colorretal acompanhados entre janeiro de 2007
e janeiro de 2013, que a sobrevida no pés-operatério 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 infiltragdo tumoral na parede intestinal e o
ndmero de linfonodos acometidos com metastase influenciaram negativamente o
tempo de vida de pacientes com CCR. Portanto, a observacdo das caracteristicas
clinicas e anatomopatolédgicas torna-se fundamental no estabelecimento de estratégias

de triagem e prevencao.
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A maioria dos casos de céancer colorretal é curavel se detectado precocemente
(INCA, 2015). O tratamento mais utilizado atualmente é a ressecc¢do cirlrgica,
entretanto, dependendo do tamanho, localizagdo e extensdo do tumor, intervengdes

de quimioterapia ou radioterapia sdo necessarias (INCA, 2016).

2.1.2 Etiopatogénese

O céancer colorretal (CCR) € resultado de uma progressdo ordenada desde
estgios iniciais benignos, a partir de uma mucosa normal de cdllon ou reto, até o
surgimento de lesGes malignas ocasionadas por alteracdes genéticas distintas e
cumulativas em genes supressores de tumor e oncogenes. Sendo assim, o grande
desenvolvimento da biologia molecular vem permitindo a melhor compreensédo dos
mecanismos genéticos e moleculares envolvidos no desenvolvimento do CCR
(FEARON; VOGELSTEIN, 1990).

Existem trés vias moleculares principais responsaveis pela progressdao do
cancer colorretal. A primeira diz respeito a instabilidade cromossdmica, envolvida em
rearranjos cromossdmicos que contribuem para a aneuploidia tumoral, sendo esta via
a responsavel pela maioria dos casos de cancer colorretal esporadico (LENGAUER et
al.,, 1998). Nesta via, uma mutacdo chave inicial ocorre no gene supressor tumoral
APC, que resulta em cancer colorretal esporadico e também polipose adenomatosa
familiar (SHIH et al., 2001; SIEBER et al., 2002). O gene supressor de tumor APC esta
envolvido na via de sinalizagdo APC/B-catenina/Tcf, e sua inativacdo promove o
aumento da via de sinalizagdo wnt, pela incapacidade de degradagdo de B-catenina,
culminando com o aumento da proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e adeséo de
células colorretais (SPARKS et al., 1998).

Inserida na via de instabilidade cromossdmica encontram-se também, as
mutagcdes do gene K-ras (mais de 90% acontecem no cédon 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).
MutacGes no codon 13 do gene K-ras estdo envolvidas na transicdo adenoma-
carcinoma, ao passo que mutagBes no cédon 12 estdo relacionadas a predisposicdo
das células tumorais a invaséo local e metastases (GUERRERO et al., 2000).

Também pertencente a via de instabilidade cromossémica, 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 carcinogénese colorretal
(OIKAWA et al, 2005). P53 também interage com cicloxigenase 2 (COX-2) que
desempenha um papel na promocdo da inflamacédo e a proliferacdo de células em
CCR (SWAMY et al., 2003).
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Outras vias envolvidas na instabilidade cromossdmica incluem: a perda da
heterozigose do cromossomo 18q (associado a um progndstico negativo e elevado
potencial metastatico) (KERN et al. 1989; LANZA et al.,, 1998), via de sinalizacéo
fosfatidilinositol-3-quinase (podem estimular o crescimento celular e a producdo de
acidos graxos) (SAMUELS; VELCULESCU, 2004; DEMING et al, 2013),
hipometilacdo de LINE-1 (BABA et al., 2010a), alteragcbes de componentes do
cinetécoro, cuja superexpressdo foi encontrada em muitos canceres 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
metilacdo das ilhas CpG do o promotor dos genes de reparo de mau-pareamento do
DNA, via presente na maioria dos casos hereditarios e em cerca de 15% dos casos
esporadicos (CUNNINGHAM et al., 1998). Essa via é a evidéncia de que o reparo do
DNA ndo esta funcionando corretamente e células, onde essa situacdo é observada,
tendem a acumular mutacfes nas regides de microssatélites de genes de codificagdo
do DNA, levando ao surgimento de CCR (GEIERSBACH; SAMOWITZ, 2011).}

Como visto, a inativacdo dos genes de reparo podem ocorrer devido metilagédo
aberrante nas ilhas CpG do gene MLH1 e é responsavel 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 mutacGes em genes importantes,
como por exemplo, o gene APC (ARMAGHANY et al., 2012).

Existe outra via recentemente descoberta, denominada via dos pdlipos
serrilhados que envolvem mecanismos moleculares diferentes da sequéncia ja
conhecida no desenvolvimento do adenoma-carcinoma (NOFFSINGER, 2009).
Caracteriza-se pela hipermetilacdo aberrante nas ilhas CpG localizadas nas regides
promotoras de genes da regulacdo do ciclo celular, apoptose, angiogénese, reparacao
do DNA, invasao e adesdo, que causam perda da expressdo desses genes e é
encontrada em cerca de 20 a 30% dos CCR (OGINO et al., 2006). Essa via é realgada
pela presenca de BRAF (proteina quinase B-Raf) mutada e pelo silenciamento
epigenético (JASS et al., 2002).

Mutagdo pontual no gene BRAF (V600E) promove a ativagdo constitutiva desta
quinase e sua insensibilidade para os mecanismos de feedback negativo, levando a
sinalizacdo de MAPK/ERK reforcada (RUSTGI, 2013), atingindo o DNA e
desencadeando a proliferacdo celular descontrolada, evasdo da resposta imune,
angiogénese dada por HIF1-a e VEGF, invasdo tecidual e metastases (pela regulacéo
positiva de proteinas envolvidas na migracdo, sinalizacdo de integrina e contratilidade

celular), bem como resisténcia a apoptose (ASCIERTO et al., 2012).
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As mutacbes em BRAF e K-ras s&o importantes e a mutacdo em K-ras foi
encontrada nos CCR da via serrilhada com baixa metilagdo (CIMP-) e isso também é
frequentemente associada a mutacbes no gene de reparo do DNA metilguanina
metiltransferase (MGMT) e com a perda da funcdo do PIK3CA (PETKO et al., 2005;
OGINO et al., 2007; SHIMA et al., 2011).

As alteracdes genéticas que ocorrem nessa via ndo sdo totalmente
esclarecidas e existe grande variabilidade de mudancas moleculares descritas. No
entanto, a Figura 1 resume os principais achados dessas trés vias (MUNDADE et al.,
2014).

A. Via de Instabilidade Cromossomal

. K-ras e outros Inativagao
Dano APC oncogenes de TP53
— L. —> @)
’ O e Q Perda de
Heterozigose s
Epitélio Adenoma de 18q Adenoma Cancer
Normal Recente Tardio

B. Via de Instabilidade de Microssatélite
Mutacdo em TGFB,
DanoAPC

. . BAX e outros
Falhanos ‘E

genes de
Epitélio reparo Adenoma

Normal

C. Via de Pélipo Serrilhado
M, WM Heterozigose, TP53 e
Mutacdo de BRAF ‘) % inativacdo de p16

—_— .\M{;"
Metilacao de DNA 2,«%%

o % Mutacdo ou metilacdo de
/ outros genes
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Figura 1 — Diferentes vias genéticas na patogénese do cancer colorretal. Trés vias paralelas distintas
estdo implicadas na patogénese CRC: instabilidade cromossémica, instabilidade de microssatélite e via
do pdlipo serrilhado. As alteragfes genéticas e epigenéticas sequenciais que ocorrem em cada percurso
séo simplificadas. (A) A via de instabilidade cromossémica é impulsionada por mutagdes que inativam
genes supressores de tumor, tais como o0 gene da polipose adenomatosa coli (APC) e mutacfes de
ativacdo em proto-oncogenes, tais como K-ras, etc, que levam ao aumento da expanséo clonal das
células. Subsequente perda de heterozigosidade para o bra¢o longo do cromossomo 18 (18q) e perda do
supressor tumoral TP53 confere expanséo as células com vantagens adicionais de crescimento que em
Ultima andlise leva a canceres invasivos. (B) A via de instabilidade de microssatélite € impulsionada pelo
dano do gene de APC, e caracteriza-se por inativagéo de genes de reparo do DNA, tais como a mutL
homolog 1 (MLH1), etc. A inativacdo de genes do reparo do DNA na maior parte é causada por
silenciamento epigenético através de hipermetilacdo do promotor. A falha desses genes conduz a
mutagdes subsequentes em genes alvws especificos envolvidos na proliferacao e diferenciacdo celular,
tais como receptor Il do fator de crescimento transformante B (TGFRRII); proteinas enwolvidas na
regulacdo da apoptose, como BAXe outros, levando a tumores invasivos com microssatélites instaweis.
(C) A via do pdlipo serrilhado é impulsionada por hipermetilagdo de genes e é caracterizada pela
presenca da mutacao de BRAF que faz com que a sinalizagdo MAPKs / ERK esteja aumentada, levando
a um aumento da metilagéo subsequente de outros genes e danos nos genes supressores de tumor, tais
como TP53, pl6, etc, que levara ao cancer colorretal. FONTE: Adaptado de Mundade et al. (2014).
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Ainda existem outras vias na patogénese do cancer colorretal, e uma delas é a
via do microRNA. Estes sdo RNAs ndo codificantes que regulam a expressdo de
proteinas por meio da inibicdo da traducdo do mRNA, principalmente de genes
relacionados a diferenciacdo celular, desenvolvimento, proliferacdo e apoptose.
Existem inimeros microRNAs envolvidos no deselvolvimento do cancer colorretal que
podem ser regulados positivamente quanto negativamente no CCR, agindo como
oncogenes e genes supressores de tumor (BANDRES et al, 2006).

O processo inflamatério cronico também é um componente critico na iniciacdo
e promocdo do cancer colorretal, pois existe forte associacdo entre a doenca
inflamatdria do intestino e o desenvolvimento de neoplasia neste segmento intestinal,
uma vez que ocorre reforco na estimulacdo do crescimento celular e sistema anti-
apoptoético, aumentando danos ao DNA por espécies reativas de oxigénio azotos
mutagénicos, bem como pela producdo de fatores de crescimento angiogénicos e
linfangénicos, e alteracdes dos sistemas de membranas para facilitar ades&o celular e
invasdo (COUSSENS; WERB, 2002).

Dando suporte ao papel da inflamacdo na patogénese do CCR, avaliou-se a
citocina pré-inflamatéria TNF-a (fator de necrose tumoral alfa), a interleucina 6 (IL-6), a
proteina C reativa (PCR) e o fator transdutor de sinal e ativador da transcricdo 3
(STAT3). Niveis elevados de TNF-a promovem o crescimento tumoral, proliferacdo e
metastase. A IL-6 é responsavel pela estimulacdo da transcricdo de STAT3. Essa por
sua vez, estimula a proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose e promove metastase
por meio da inducdo da expressdo 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 neoplasico apresenta trés etapas
distintintas, a saber: a iniciagdo, promocdo e progressdo (RUSSO, 2007; PITOT,
2007). Em relacdo ao CCR, a etapa de iniciacdo é irreversivel que envolve a acdo de
agentes carcinogénicos quimicos ou fisicos diretamente no DNA. No que diz respeito a
etapa de promocdo, ocorre um acUmulo de células pré-malignas em alta taxa de
mitose. Quanto a progressao, € nesta etapa que se verifica o crescimento do tumor e o
potencial invasivo e metastatico da leséo neoplasica (ALMEIDA, 2005).

As mutagBes 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 doenca estdo envolvidos em fatores
genéticos (ROYNETTE et al., 2004).
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As formas hereditarias nos casos familiais envolvem a polipose adenomatosa
familiar (PAF), a polipose familiar juvenil e a sindrome de Peutz-Jegher, e a ndo
polipose (cancer colorretal hereditario ndo polipose — HNPCC, ou sindrome de Lynch
(THORSON et al., 1999).

A PAF é uma doenca autossdmica dominante, resultado de uma mutacdo no
gene Adenomatous polyposis coli (APC), e é caracterizada pelo surgimento precoce
de multiplos adenomas ou pdlipos no colén e apresentam grande risco de tornarem-se
malignos precocemente (JORDE et al.,, 2000). O portador da mutacdo no gene APC
tem quase 100% de probabilidade de desenvolver cancer do cdlon (GRODEN et al.,
1991).

A polipose juvenil € uma sindrome autossdmica dominante rara e pode ser
desencadeada por mutacBes no gene SMAD4/DPC4 que codifica um sinalizador
intermediario do fator de crescimento TGF-B (HAMILTON; AALTONEN, 2000). E
caracterizada pelo aparecimento de 10 ou mais pélipos juvenis (lesdes
hamartomatosas focais do epitélio mucoso e da lamina propria no trato gastrintestinal,
principalmente no célon. A manifestagcdo ocorre geralmente entre quatro e 14 anos de
idade (MANGO et al.,1994).

A sindrome de Peutz-Jegher € uma doenca rara e assim como 0S Outros
fatores genéticos hereditarios, também é autossémica dominante. E caracterizada por
pélipos principalmente intestinais, pigmentacdo escura geralmente ao redor dos labios,
mucosa oral, lingua, nariz e as vezes também em volta dos olhos (HYER, 2001).

O HNPCC, também conhecido como Sindrome de Lynch, representa de 1 a 5%
de todos os casos de cancer colorretal e é responsavel por 20 a 30% dos casos de
cancer de cdlon hereditario (YU et al., 2003). E uma doenca autossémica dominante,
cinco vezes mais frequente que a PAF, apresenta um pequeno numero de pélipos e
penetrancia de 80% a 90% (LYNCH et al., 1996), e é resultado de mutaces nos
genes MSH2, MLH1, PMS1 e PMS2 (JORDE et al., 2000).

Como relatado por Roynette em 2004, fatores ambientais também estdo
envolvidos, com uma alta frequéncia, nos casos de desenvolvimento de céancer
colorretal. Cerca de 75% dos fatores de risco estdo relacionados a fumo, obesidade,
sedentarismo, envelhecimento, bem como habitos dietéticos (alto consumo de carnes
vermelhas e gorduras), excesso de &lcool e doenca inflamatoria crénica intestinal
(DRAY et al., 2003; CUNNINGHAM, 2010). Ainda, alguns fatores aumentam o risco de
desenvolvimento da doenca, como histérico familiar de CCR, idade acima de 50 anos,
ja ter desenvolvido outro tipo de cancer (ovario, Utero ou mama) e baixo consumo de
célcio (INCA, 2015).
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Os alimentos consumidos podem influir na modificacdo da mucosa do 6rgao
devido aos efeitos danosos dos &acidos biliares secundarios, causar danos diretos ao
DNA celular por produtos da peroxidacdo lipidica, mudar o metabolismo da flora
bacteriana e diminuir a protecdo devido a ingestdo inadequada de antioxidantes
(LESER; SOARES, 2001). Ainda, a mucosa pode ser danificada por uma alimentacéo
inadequada, aumentando assim, a vulnerabilidade a agentes carcindgenos (SCOTT-
STUMP; MAHAN, 2002).

Ainda sobre fatores ambientais, estudos prévios mostraram que tabagistas
desenvolvem céancer colorretal com mais frequéncia do que individuos nao tabagistas,
e que o numero de macgos fumados por ano esta fortemente relacionado & formacéo
de pdlipos adenomatosos (MARTINEZ et al., 1995; NEWCOMB et al., 1995; TERRY et
al., 2001). Um estudo de metanalise demonstrou que existe um risco elevado de
desenvolvimento do céancer colorretal quanto ao hébito tabagista, e que homens
fumantes especialmente os que consomem mais do que 30 mac¢os de cigarro por ano,

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

2.2 Tabagismo e Cancer colorretal

O tabagismo aumenta o risco de o individuo desenvolver varias doencas
crbnicas em relagcdo aos individuos ndo fumantes (INCA, 2008). Além disso, o
tabagismo também é um fator de risco para o desenvolvimento de cancer no sistema
gastrointestinal, incluindo cavidade oral, es6fago, estdmago, ileo e colon (CHEN et al.,
2001; GIOVANNUCCI, 2001; WHO, 2015).

O tabagismo é considerado pela World Health Organization (WHO, 2015) como
a principal causa de morte evitavel em todo o mundo, e estima-se que um terco da
populacdo mundial adulta, representada por mais de um bilhdo de pessoas, sejam
tabagistas. O tabaco € responsavel por uma morte a cada seis segundos, e
mundialmente, uma em cada dez mortes em adultos é pelo tabaco, totalizando 5,4
milhdes de mortes por ano (WHO, 2015).

De acordo com Gross et al. (2013) a relacdo entre o tabagismo e o cancer
colorretal € recente. De modo que a ac¢ao do tabaco em céancer colorretal se da em
longo prazo, pois se estima que o habito tabagista durante pelo menos 20 anos esteja
relacionado significativamente ao surgimento de pequenos polipos, e quando esta
exposicdo ultrapassa 20 anos relaciona-se ao surgimento de pdlipos grandes e
superior a 35 anos favorece o aparecimento de carcinoma colorretal (GIOVANNUCCI,
2001).
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A fumaga do cigarro contém mais de 7000 substancias quimicas, muitas das
quais podem contribuir para os efeitos reforgadores do tabaco (HECHT, 2012). Dentre
estas substancias, encontram-se presentes Varios metais pesados, incluindo o Niquel,
um metal considerado como agente carcinogénico reconhecido pelo IARC
(International Agency for Research on Cancer) e também considerado como co-
carcinogénico, por atuar indiretamente sobre o DNA, estando relacionado a alteracao
na regulacdo da expressdo génica de varios genes (SALNIKOW et al., 2000; CHEN et
al.,, 2001; CRUZ et al.,, 2004), por modificaces de histonas em regibes promotoras
como metilacdo, desacetilacdo, acetilacdo, fosforilacdo e  ubiquitinacéo
(GOLEBIOWSKI e KASPRZAK, 2005). Além disso, o niquel ainda pode substituir o
ndcleo metdlico de algumas proteinas, e levar a ineficiéncia 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 influéncia dos componentes do tabaco sobre o intestino
grosso foram desenvolvidos e explicam suas acfes sobre esse 6Orgao, principalmente,
sobre a inflamag¢do e sua contribuicdo na carcinogénese colorretal (VERSCHUERE et
al., 2012). Ademais, um modelo experimental de colite usando dextran sulfato de sodio
mostrou que a exposicdo a fumaca do cigarro promove a formacdo de adenomas e
adenocarcinomas associados a inflamacdo em célon de camundongos (LIU et al.,
2003).

2.3 Modelos experimentais de carcinogénese colorretal utilizando 1,2-

dimetilhidrazina

Nas ultimas décadas muitos modelos murinos foram estabelecidos e s&o Uteis
na investigacdo da iniciacdo, expansdo e progressdo de canceres do trato
gastrointestinal (SUMAN et al., 2012). Area de interesse crescente, diversos estudos
procuraram avaliar os fatores envolvidos na indugéo e progressdo do céancer colorretal
(TAKETO; EDELMANN, 2009). Considerando que o0s acontecimentos genéticos e
ambientais que ocorrem durante a carcinogénese colorretal sdo complexos, além da
incerteza de depender da extrapolacdo de dados a partir de culturas de células, os
modelos animais tornam-se relevantes por apresentarem caracteristicas moleculares
do cancer colorretal (SUMAN et al., 2012).

O céncer de coélon induzido por substancia cancerigena contribui de maneira
significativa no entendimento sobre sua patogénese, além de partilhar muitas
semelhancas com neoplasmas humano (TAKETO; EDELMANN, 2009). Pelo fato da



29

inducdo do tumor ser rapida, reprodutivel, e ainda possibilitar o estudo da sequéncia
adenoma-carcinoma, 0s roedores sdo amplamente utlizados como modelos
experimentais de carcinogénese colorretal (BALMAIN; HARRIS, 2000). A substancia
1,2-dimetilhidrazina (DMH) e seu metabdlito azoximetano (AMO) s&o conhecidos
agentes cancerigenos e utlizados para induzir e promover o cancer colorretal em
camundongos e ratos (CORPET; PIERRE, 2005; PERSE; CERAR, 2005).

Os dados da carcinogénese colorretal experimental em roedores sao 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 cancer colorretal esporadico leva
em consideracdo o organotropismo das substancias cancerigenas pelo colon, como é
0 caso do DMH e AMO, que foram identificados a partir de um estudo em que a
hidrazina, possivel substancia cancerigena para células do coélon, foram isoladas da
améndoa 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 célon (LAQUEUR, 1964).

Dois tipos de agentes quimicos sdo utilizados para a carcinogénese colorretal:
0s agentes diretos (ndo necessitam metabolizac&o) e agentes indiretos (ativados por
reacGes enzimaticas na forma ativa) (TANAKA, 2009). O 1,2 dimetilhidrazina (DMH) é
um precursor metabdlico da metilazoximetanol (MAN) e o agente mais utilizado para
carcinogénese em ratos, cuja absorcdo pelas células do célon é trés vezes maior e
sua acdo pode ser obtida por meio de uma Unica injecdo ou injecBes seriadas
semanalmente (OLIVEIRA et al., 2001; GOIS et al., 2012).

Sendo um agente de metilacdo, o tratamento repetitivo com DMH foi capaz de
produzir neoplasmas de cdlon em roedores, 0s quais exibiram caracteristicas
patolégicas associadas com a doenca humana (HAASE et al.,, 1973; MARTIN et al.,
1973), fornecendo um modelo experimental reprodutivel para o estudo de neoplasia
colorretal esporadica (ndo familiar) (LAMONT; O’'GORMAN, 1978). Relatos cientificos
reportaram que o DMH e AMO sdéo 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 cancer colorretal em ratos Wistar (JUCA et al., 2014).

A aplicacdo de DMH ou AMO pode ocorrer pela via intraperitoneal ou
subcuténea e o desenvolvimento de tumores ocorre em tempo variado, porém, a
carcinogénese colorretal é induzida a partir de duas aplicaces de DMH, em torno de
150mg/Kg, ou de AMO, na dose de 15mg/Kg, com uma semana de intervalo (PERSE;
CERAR, 2011). A incidéncia tumoral pode ser modulada pela quantidade de agente

carcinogénico e o numero de administracbes, sendo que doses crescentes de
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carcinégenos culminam com menor periodo de laténcia e maior incidéncia tumoral
(MASKENS; DUJARDIN-LOITS, 1981; SHIRAI et al.,, 1983). Assim, os tumores s&o
distribuidos em todas as por¢des do coélon, porém, a maioria das lesdes é encontrada
na por¢ao distal, e em torno de 16 semanas lesdes s&o observadas no colon distal, ao
passo que as 22 semanas sdo observadas no célon proximal (SHIRAI et al.,, 1983;
McGARRITY etal., 1988; PARK et al., 1997; VECERIC; CERAR, 2004).

Nos modelos de inducédo de cancer colorretal com DMH ou AMO, a idade é um
fator de suscetibilidade (MAGNUSON et al., 2000), além do sexo, pois diferentes
resultados séo observados sobre a dependéncia do mesmo e ratazanas foram menos
suscetiveis ao desenvolvimento de cancer 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 cancer,
dessa forma, ratos machos com 6 a 10 semanas de idade e das cepas F344, Sprague-
Dawley e Wistar sdo mais comumente utilizados (ENDO et al., 2001; BISSAHOYO et
al., 2005; PERSE; CERAR, 2005; FEMIA; CADERNI, 2008; PERSE; CERAR, 2011).

Quanto as limitacGes, pesquisadores devem considerad-las no momento de
desenhar o modelo experimental para aplicagbes e estudos (SOHN et al., 2001;
PERSE; CERAR, 2007). Muitas vezes, o modelo experimental usando DMH/AMO é
criticado pelo fato de seres humanos ndo serem expostos a essas substancias com
tanta frequéncia, porém, tabaco, componentes naturais de cogumelos, constituintes de
herbicidas, combustivel 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 patoldgico, espontaneo ou induzido, possa ser investigado, e em que o
fendmeno em um ou mais aspectos assemelha-se ao mesmo fenbmeno em humanos
ou outras espécies animais” (HAU, 2003).

Atualmente, varios modelos animais estdo disponiveis para demonstrar as
diversas faces do cancer colorretal, bem como realizar estudos de estimativa de risco
(SUMAN et al., 2012). Porém, como qualquer outro modelo experimental, o modelo
animal de cancer colorretal induzido por DMH/AMO sé&o influenciados por situagdes,
gue incluem a ativacdo metabdlica da substancia 1,2 dimetilhidrazina, bem como o
potencial metastatico de adenocarcinomas colorretais (PERSE; CERAR, 2011). Neste
sentido, por exemplo, a administracdo concomitante de DMH/AMO e alcool inibe a
carcinogénese colorretal devido supressdo da ativacdo dos carcindgenos no figado
(NOGUERA AGUILAR; CUADRADO GARCIA, 2007; PERSE; CERAR, 2007). Outro

interferente, principalmente na incidéncia tumoral, inclui o periodo de laténcia e a
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guantidade de carcindégeno administrado, assim, a utilizacdo de modelos animais para
estudar a doenga em humanos tem suas proprias limitagcbes (SUMAN et al., 2012).

Como biomarcadores intermediarios da carcinogénese colorretal, os focos de
criptas aberrantes (FCA) e o nimero de tumores do célon sdo utilizados para verificar
estudos de curta ou longa duracéo, sendo que, os estudos de curta duragdo variam de
8 a 12 semanas ap6s a aplicacdo do agente indutor, e os de longa duracdo séo
acompanhados por 40 semanas ou mais (FIALA; STATHOPOULOS, 1984; ENDO et
al., 2001; PERSE; CERAR, 2011).

O DMH/AMO induz mutacbes em genes que sdo igualmente encontrados
mutados no céncer colorretal esporadico em humanos, e sdo alteragcdes Unicas de
nucleotideos em genes como o APC, [(-catenina e K-ras, aparentemente muito
frequentes no genoma desse modelo experimental (PERSE; CERAR, 2011). No
entanto, os modelos experimentais usando DMH/AMO apresentam mutacfes
genéticas em [B-catenina muito mais frequentes e que sdo semelhantes as alteracfes
encontradas no cancer colorretal hereditario nao-polipoide de seres humanos
(JOHNSON; FLEET, 2013). A reparacdo demorada ou incompleta do DNA danificado
aumenta a suscetibilidade especifica das células do célon ao DMH, que culmina no
acumulo de mutagfes em um pequeno numero de células que dardo origem ao cancer
colorretal (SWENBERG et al., 1979).

Junto as mutacBes genéticas observadas nos modelos de cancer colorretal
induzidos com DMH/AMO sé&o encontradas alteracGes celulares e moleculares que
desempenham papel importante no desenvolvimento do céncer colorretal,
relacionadas as vias Wnt, K-ras, TGF-f e processos inflamatoérios (YAMADA et al.,
2000; PERSE; CERAR, 2011; JOHNSON; FLEET, 2013). Dentre a maioria dos
modelos experimentais de céancer colorretal, as vias de sinalizacdo Wnt, bem como
TGF-B e a incompatibilidade de reparagao, sdo alvos para a compreensdo da iniciagdo
e progressao do cancer colorretal, e também utilizadas para avaliar os diferentes
agentes farmacéuticos e biolégicos de prevencdo 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 cancer colorretal permite aos investigadores realizar procedimentos
como endoscopia, microCT (tomografia computadorizada) e microPET (Positron
Emisson Tomography) no intuito de avaliar as intervengdes terapéuticas sem sacrificar
0 animal. Além disso, o0 modelo experimental utilizando DMH/AMO é util no estudo de
interacbes gene-gene, bem como gene-ambiente, que influenciam de maneira

significativa a patogénese do cancer 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 inflamatérios com céancer colorretal (WARD; TREUTING, 2014). Cabral e
Barbosa (2014) mostraram em sua revisdo, que modelos animais que analisaram o
efeito do tabaco ao nivel de mucosa intestinal saudavel direcionam um consenso de
gue o fumo do tabaco e a exposicdo nicotinica ndo causam danos histolégicos ou
macroscoépicos, nem inflamacdo na mucosa intestinal, tampouco qualquer impacto no
marcador de infiltracdo linfocitaria, a mieloperoxidase cdlica (MPQO), portanto, de forma
geral, o tabaco apresenta efeito favoravel no colon, sendo a maioria deles de carater
tolerogénico.

Quanto a terapéutica, em especial a radioterapia, varios estudos avaliaram o
efeito da mesma no cdlon de roedores, seja para estudos de reducdo de complicacdes
cirdrgicas (FRANCA et al, 2008), radioimunoterapia (KOPPE et al., 2003),
radiosensibilizacdo pré-operatéria (FLATMARK et al., 2006), dentre outros.

Os requisitos para a utilizagcdo de ratos como modelo experimental de cancer
colorretal sdo que 0 mesmo possua relevancia para as vias moleculares envolvidas no
desenvolvimento do céancer colorretal humano, ainda que existam correlagbes a
fatores que afetam a frequéncia da doenca, bem como seja suficiente realizar projetos
com um numero consideravel estatisticamente de animais para testar agentes
quimiopreventivos e terapéuticos. Nesse sentido, os modelos animais avancaram para
a compreensdo do céancer colorretal, principalmente iniciacdo e progressdo tumoral,
bem como no desenvolvimento de agentes e estratégias terapéuticas para reduzir a
incidéncia e mortalidade da doenca (SUMAN et al., 2012).

Em suma, o desenvolvimento de modelos animais in vivo que recapitula a
histéria natural das neoplasias humanas e sua resposta clinica a terapéutica contitui
um importante pré-requisito para a traducdo rapida de conhecimentos adquiridos em
investigagcbes de tratamentos anticancerigenos 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 cancer

2.4.1 Prolil-4-hidroxilases (PHD1, PHD2, PHD3 e PHDA4)
Prolil-4-hidroxilases (PHDs) sé&o proteinas pertencentes a familia das enzimas
dioxigenases e, para sua funcdo efetiva, sdo dependentes de Ferro Il (Fe*), Oxigénio
2 (0,) e 2-oxoglutarato (2-OG) como substratos para sua atividade catalitica (BRUICK;

MCKNIGHT, 2001). Sua baixa afinidade com o oxigénio, que é cerca de 2 a 10 vezes
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superior as concentracdes fisiologicas de oxigénio, permitem que essas enzimas
atuem como sensores de oxigénio (HIRSILA et al., 2003).

As PHDs estdo envolvidas na resposta celular ao oxigénio por hidroxilacdo de
residuos prolil conservados nas subunidades alpha do fator induzivel por hipoxia
(HIF1-a) (SCHOFIELD; RATCLIFFE, 2004; FONG; TAKEDA, 2008; KAELIN;
RATCLIFFE, 2008). Em condicdes de baixa taxa de oxigénio, a atividade enzimatica
das PHDs ¢ inibida, levando ao acumulo de HIF, assim, a taxa de oxigénio intracelular
permite que a atividade de hidroxilacdo da PHD seja estritamente modulada ao longo
de toda funcao fisiolégica (KAELIN; RATCLIFFE, 2008).

A familia das PHDs é composta isoformas: PHD1 (EgIN2), PHD2 (EgIN1) e
PHD3 (EgIN3/SM-20). Estes trés membros compartilham regides conservadas como a
porcdo COOH-terminal responsavel pela atividade de hidroxilase, mas diferem
significativamente na porcdo N terminal (EPSTEIN et al., 2001). Uma quarta enzima
(P4H-TM) localizada no reticulo endoplasmatico, e mais intimamente relacionado com
as prolil hidroxilases procolégeno, que de todas as isoformas também pode hidroxilar
HIF1-a in vitro (KOIVUNEN et al.,, 2007). Uma ligacéo a via de HIF é explicado pelos
efeitos de siRNA de P4H-TM e P4H-TM sobre-expressdo nos niveis de HIF1l-a
(inducdo e de reducdo, respectivamente), embora seja possivel que estes efeitos
sejam indiretos, e que o0 verdadeiro substrato ainda ndo tenham sido identificado
(KAELIN; RATCLIFFE, 2008).

Seus substratos sdo bastante diversos e especfficos para cada isoforma (KIM;
YANG, 2015), e cada uma das isoformas exibe seu préprio tecido e linhagem celular
padrdo especifica para sua expressdo, bem como sua particular distribuicdo subcelular
(METZEN et al., 2003).

A PHD1 est4d envolvida na proliferacdo celular através da degradacdo do
regulador do ciclo celular — Ciclina D1 — em uma maneira dependente da atividade de
hidroxilase. A subunidade maior da RNA polimerase II Rbpl também tem sido
mostrada por ser outro substrato da PHD1 (KODITZ et al., 2007). A PHD2 é
considerada critica na regulacdo da via da HIF, embora sua atividade de hidroxilase
seja necessaria para regular outras vias de sinalizagdo incluindo a fosforilacdo da
cofilina e a degradacdo da proteina NDRG3 (VOGEL et al., 2010; LEE et al., 2015), e
sua auséncia ou inatividade resulta no aumento da angiogénese e dos niveis 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, funcdo do sistema imunolégico, migracdo celular, apoptose e regulacdo da via
de hipéxia (SEMENZA, 2012; PLACE et al.,, 2011). A actina ndo muscular também é
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hidroxilada em seus residuos de prolina por PHD3 e a inibicdo desta leva ao aumento
da montagem de filamentos de F-actina (LUO et al., 2011). Distintamente de outras
atividades hidroxilase, a PHD3 pode regular varias vias de sinalizacdo (GARVALOV et
al., 2014).

Estudos revelaram que a PHD3 é simultdneamente sensivel a concentracéo de
oxigénio, a perturbacBes do ciclo tricarboxilico (TCA), e ao estado redox dentro da
célula. A sensibilidade das PHDs para estes parametros é mais notavel num
microambiente de grave disturbio metabdlico e estresse oxidativo, muitas vezes
observado em um microambiente tumoral, inclusive em cancer colorretal (CHANDEL
et al., 2000; DEHNE; BRUNE, 2009; PLACE; DOMANN, 2013).

Pesquisas recentes tém sugerido a PHD como um potencial supressor de
tumor devido & sua funcdo de regulacdo da via da HIF, e sua auséncia relacionada a
tumorigénese de céancer colorretal (XUE et al., 2010). No entanto, a concentracdo de
oxigénio ndo € a Unica causa da funcdo alterada de PHD3 durante a tumorigénese, a
contribuicdo desta proteina para o fendtipo celular depende de vérias condicdes,
incluindo a abundancia relativa das proteinas PHD3 em um tecido especfifico
(JOKILEHTO; JAAKKOLA, 2010). Com as alteracGes na expressdo das proteinas
PHD3, havera uma alteracdo da taxa de hidroxilacdo da HIF1l-a (APPELHOFF et al.,
2004; SOILLEUX et al., 2005).

A expressdo da PHD3 é induzida em condi¢cbes de hipoxia (BOCK et al., 2005;
ROHDE et al.,, 2008), caracteristica observada em uma série de tumores solidos,
incluindo o cancer colorretal (SEMENZA, 2012). No entanto, Xue et al. (2010)
demonstraram que a expressao de PHD3 é reduzida em cancer colorretal humano,
sugerindo que a hipdxia provavelmente ndo € a Unica via de regulacdo da expresséo
de PHD3.

Recentemente varios estudos tém demonstrado dados inconsistentes de
expressdo da proteina PHD3 durante o desenvolvimento do céancer 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 ndo esta
completamente elucidado. Interessantemente, os genes de PHD possuem uma ilha
CpG em sua regido promotora e a hiper ou hipometilacdo destes genes pode alterar a
expressao destes no microambiente tumoral (KONDO, 2009). Dados tém demonstrado
gue a regido promotora do gene da PHD3 é hipermetilado em células de cancer de
prostata, melanoma e mama (HATZIMICHAEL et al., 2010; PLACE, 2011).

Os resultados de Rawluszko et al. (2013), revelaram niveis aumentados de
metilacdo na ilha CpG da PHD3 no céancer colorretal, em comparacdo com o epitélio

do célon normal, a partir dos mesmos doentes. Estas alteracfes epigenéticas foram



35

associadas com uma diminuicdo significativa dos niveis de expressdao da PHD3 em
pacientes com cancer colorretal (RAWLUSZKO et al., 2013).

Uma vez que a Prolil-4-hidroxilase apresenta tdo amplo e profundo um efeito
sobre tumorigénese, estudos sobre a regulacdo da expressédo destas enzimas podem

auxiliar na nossa compreensdo da progressado do cancer colorretal.

2.4.2 Fator Induzivel por Hipéxia (HIF)

O complexo HIF-1 (Fator induzivel por hipéxia - 1) é o principal mecanismo de
homeostase do oxigénio celular e sistémico (HUANG; BUNN, 2003; SEMENZA, 2003).
Quando ligado ao DNA genémico, o complexo age como fator de transcricdo de mais
de 100 genes que desencadeiam mecanismos especificos para evitar a morte celular
causada pela hipéxia, como metabolismo celular, angiogénese, eritropoiese,
transporte de glicose, glicolise, entre outros (SCHARTE et. al, 2003; SEMENZA,
2003).

Este complexo transcricional é um heterodimero proteico composto por duas
subunidades, HIF1-a e HIF1-3. Ambas as subunidades s&o proteinas basic helix-loop-
helix (bHLH) da familia PAS (PER, AHR, ARNT e SIM), entretanto elas séo expressas
de maneira distinta. A subunidade HIF-18 ¢é constitutivamente expressa, ou seja,
possui niveis de mMRNA e de proteina constantes na célula. Entretanto a subunidade
HIF1-a é geralmente regulada na presenca de O,. Sua transcricdo e sintese proteica
sao constitutivas, no entanto, a mesma sofre uma regulacdo pés-traducional de acordo
com o teor de oxigénio presente no microambiente, como hidroxilacdo e ubiquitinacédo
seguida de degradacdo proteossomal (WANG; SEMENZA, 1993; BRAHIMI-HORN et
al., 2005).

Em geral, a abundancia da proteina HIF1-a €& primariamente regulada pela
familia de Prolil-4-hidroxilases denominadas PHD1, PHD2 e PHD3 (KAELIN;
RATCLIFFE, 2008), porém a HIF1-a pode ser alvo de uma gama de vias de regulagao.
Rawluszko-Wiecnorek et al. (2014) sugerem complexidade na regulacdo epigenética
de HIF1-a, e deixam claro que as possiveis alteragdes nos niveis de expressdo de
HIF1-a estdo relacionadas a regulagbes pos-traducionais. Por exemplo, o metilglioxal
(MGO) reduz significativamente a expressdo de HIF1-a em neoplasias colorretais, que
passam pelas vias: de maodificacdo covalente do residuo de arginina 23, impedindo
sua dimerizacdo com a HIF1-f para a formagao do complexo HIF-1 (CERADINI et al,
2008); por interacdo covalente do MGO com a proteina p300, impedindo sua ligacéo a

porcdo CTAD da HIF1l-a e posterior transporte da mesma para o nlcleo celular
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(KAJIWARA et al., 2009; THANGARAJAH et al 2009); e por fim, por aumento da
associagdo da HIF1-a com a chaperona Hsp40/70 (heat shock protein 40/70)
resultando em ubiquitinacdo e degradagcdo proteossomal, sem a necessidade de que
este recrutamento seja feito pela pvHL (BENTO et al., 2010).

Sob condicdes de normodxia, a proteina PHD utiliza o oxigénio como cofator
enzimatico e transfere um grupo hidroxila para o dominio ODD da HIF1-a (KAELIN;
RATCLIFFE, 2008). Apdés a hidroxilacdo, esta é reconhecida pela proteina supressora
de tumor pVHL (von Hippel-Lindau), que recruta um complexo ubiquitina ligase para
marcar a proteina HIF1-a, e promover a degradacédo proteossomal da mesma (BAEK
et al., 2007).

Em condicbes de hipdxia, a atividade da proteina PHD decresce e a
degradacdo da HIF1-a é reduzida, uma vez estabilizada, esta é translocada para o
nicleo e se dimeriza com a subunidade HIF1-B, formando o complexo HIF-1
transcricionalmente ativo, o qual ird reconhecer seus varios genes alvo para a
transcricdo (SEMENZA, 1999; SCHARTE, 2003).

Agentes oxidantes presentes no microambiente também induzem o acumulo da
proteina HIF1-a, aumentando a atividade do complexo HIF-1 (KAELIN; RATCLIFFE,
2008; DEHNE; BRUNE, 2009). E mostrado que espécies reativas de oxigénio (ROS)
oxidam o Fe(ll) no sitio catalitico da PHD, bloqueando sua atividade (GERALD et al.,
2004). Outra possibilidade é que o ROS inibe estas prolil hidroxilases por oxidacéo
irreversivel de seu sitio ativo com residuos de histidina, levando a inativacdo desta
enzima por oxidacdo. Estas consideracfes sugerem que um aumento de radicais
livres no microambiente pode contribuir para um acumulo de HIF1l-a e sua ativacao
(CHANDEL et al., 2000; DEHNE; BRUNE, 2009).

Todavia, 0 intestino apresenta um perfil de oxigenacdo préprio. Apesar da
lAmina prépria do intestino ser altamente vascularizada, sua posi¢do anatdbmica é bem
préxima a luz do intestino a qual é anaerdbia, sendo assim, é possivel observar um
gradiente de concentracdo de oxigénio da serosa a luz intestinal (SHEPHERD, 1982;
ALBENBERG et al., 2014). No intestino ocorre uma série de fatores que afetam a
concentracdo e distribuicdo do oxigénio como o fluxo contra-corrente do sangue
(SONNWEBER et al., 2014), flutuacdo de perfusdo sanguinea ao longo do dia
(COLGAN; TAYLOR, 2010) e difusdo de oxigénio até o limen (SHEPHERD, 1982).
Todas estas condigbes resultam em uma baixa pressdo de oxigénio <10mmHg
guando comparada a pressdo de oxigénio em alvéolos saudaveis que apresentam
uma pressédo de oxigénio de 100-110mmHg, mostrando que nestes Orgdos ocorre uma
hipdxia fisiolégica (KARHAUSEN et al.,, 2004; ALBENBERG et al., 2014; SCHAIBLE et
al., 2010).
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Além da regulagdo em nivel de oxigénio, a glicose, presente em altas taxas no
intestino, também afeta a expressdo da HIF1l-a neste 6rgdo (VORDERMARK et al.,
2005; STAAB et al., 2007). Muitas vezes, a relacdo entre glicose e HIF1-a é mitua. De
um lado, a HIFl-a regula a expressdo de enzimas envolvidas no processo de
captacdo de glicose e glicélise (CHEN et al.,, 2001), por outro, o metabolismo da
glicose influencia a estabilidade e ativacdo da HIF1-a, a qual pode ser observada em
altas taxas de expressdo no intestino saudavel em virtude desta regulacdo por glicose
(MALHOTRA et al., 2002; VORDERMARK et al., 2005; STAAB et al., 2007).

A elevada expressdo de HIF1l-a é frequentemente observada em tumores
solidos, pois normalmente estes tumores apresentam uma baixa taxa de oxigénio
(BRIZEL et al., 1999), e nestes casos, a resposta celular em condi¢Bes de hipdxia pela
via da HIF1-a é essencial para sobrevivéncia e progressao tumoral (MAXWELL et al.,
1997; RYAN et al, 2000). Em virtude desta acdo da HIFl-a, a mesma tem sido
estudada em vérios tipos de tumores, tais como renal (NA et al., 2003), bexiga
(THEODOROPOULOS et al., 2004), mama (BOS et al., 2003), ovario (NAKAYAMA et
al., 2002) e colorretal (KUWAI et al, 2003), estando frequentemente associada a
carcinogénese, prognéstico e sobrevida dos pacientes.

De fato, os efeitos do complexo HIF-1 podem ajudar a célula a se adaptar ao
estresse hipoxico, e a mudanca deste fenétipo pode ter um impacto sobre a
radiossensibilidade do tumor, uma vez que muitas das alteracdes provocadas pelo
complexo HIF-1 resultam em caracteristicas essenciais para a efetividade da
radioterapia, que visa, preferencialmente em tipos celulares com elevados niveis de
oxigénio e metabolismo acelerado (MOELLER; DEWHIRST, 2006).

O resultado do complexo mecanismo de regulacdes presentes no tumor resulta
na taxa de expressdo da proteina HIF1-a e sua presenca afetara todo o fendtipo e
microambiente tumoral (SEMENZA, 2012). Consequentemente, a expressdo de HIF1-

a deve ser considerada para fins de abordagens terapéuticas.

2.4.3 Superdéxido Dismutase (SOD)

Foram identificadas quatro classes de superdxido dismutase (SOD), as quais
contém cofatores dinucleados, por exemplo Cu-Zn, ou mononucleados, como o Fe, Mn
ou Ni (BUETNER, 2011). Em humanos, existem trés isoformas de SOD, a saber: Cu-
Zn-SOD citosélica (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
responsavel pela transformacdo do ion superéxido em oxigénio molecular e peroxido
de hidrogénio (McCORD; FRIDOVICH, 1969). Abundante em células eucariotas, a
SOD corresponde a 1% do total de proteina celular (OKADO-MATSUMOTO;
FRIDOVICH, 2001).

A SOD1, também chamada de cobre, zinco-superoxido dismutase (Cu,Zn-
SOD) é uma das classes de enzima conservada ao longo da evolucdo, cuja
composicdo é formada por duas subunidades idénticas pesando em torno de 32 kDa
cada, contendo um sitio ativo constituido por um atomo de cobre e um de zinco,
ligados entre si por uma ponte de histidina (BANCI et al., 2002). E uma enzima
relativamente pequena, com 153 aminoacidos e que funciona como homodimero e
requer alta estabilidade para a catalise. Esta estabilidade é dada pela estrutura
guaternaria da proteina, bem como a ligacdo dos dois ions metalicos, cobre e zinco,
posicionados no nucleo cataliico dessa enzima rapida (TRUMBULL; BECKMAN,
2009; PERRY et al., 2010). Desta forma, a transformacdo do superéxido é uma reacéo
guimica de oxirredugdo, distribuidas em duas etapas que envolvem a ciclagem do
atomo de cobre (FRANCO et al, 2013).

Relatos descreveram que a SOD1 ndo é uma enzima essencial para a vida
(SHIMIZU et al., 2010). No entanto, essa enzima ndo mostrou diferenca na atividade
em tecidos normais, em comparacdo com a SOD mitocrondrial, por exemplo, mas
mostrou-se em baixos niveis em tecidos tumorais (MARKLUND et al., 1982). Porém,
sabe-se que diversos mecanismos podem induzir a transcricdo de SOD1, como por
exemplo, ginsenoides (tdnicos naturais), citocinas (interferon-gama), fatores
ambientais, calor, peréxido de hidrogénio, metais pesados (Cd, Cu, Zn), xenobiéticos
(B-naftoflavona), herbicidas (paraquat) e dioxina (CHO et al., 1997).

Inimeros fatores de transcricdo regulam a expressdo de SOD, principalmente
agueles sensiveis ao estresse oxidativo, como a proteina AP-1 e o NF-kB, que estéo
entre 0s componentes importantes da resposta celular em situacdo de estresse
oxidativo, além de participarem decisivamente nas questdes de sobrevivéncia ou
morte celular (KARIN, 1999; SHAULIAN; KARIN, 2002; BUBICI et al., 2006).

Muita discrepancia sobre a expressdo e atividade de isoformas, mitocondrial e
citosodlica, de SOD em tumores foi observada, pois alguns autores relataram aumento
da expressdo (JANSSEN et al, 2000; DEVI et al.,, 2000; HILEMAN et al.,, 2004),
enquanto outros verificaram uma diminuicdo da atividade ou até mesmo inalteracdo
em varios tipos tumorais, bem como varios estagios clinicos da doenca (CASARIL et
al.,, 1994, VAN DRIEL et al., 1997; JUNG et al., 1997; WANG et al., 2005).
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Em estégios iniciais de lesdo da mucosa colorretal, os chamados focos de
criptas aberrantes, a expressdo de SOD1 esteve aumentada em relacdo a mucosa
normal, em estudo utlizando modelo experimental de carcinogénese colorretal,
mostrando que a atividade dessa enzima aumenta quando lesGes pré-cancerigenas
sdo instaladas (AMARAL et al, 2006). No entanto, a expressdo e atividade de
isoformas de SOD mudaram em relacdo a progressao tumoral, ou seja, estagios mais
avancados da diferenciacdo tumoral culminaram com menor expressdao de SOD,
indicando adaptacdo das células tumorais do cancer colorretal ao estresse oxidativo, e
que os reativos de oxigénio presente nas células tumorais podem aumentar a
expressdo de SOD1, porém, por outro lado, inativar parcialmente sua atividade,
permitindo o acumulo de mais espécies reativas de oxigénio (SKRZYCKI et al., 2009).

Neste contexto, Sajesh e McManus (2015) sugeriram que a SOD1 silenciada
permitiu 0 aumento de espécies reativas de oxigénio, 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 terapéuticas para tratamento do cancer colorretal e demais tipos
tumorais.

O microambiente tumoral no cancer colorretal é inerente a presenca de
espécies reativas em virtude do metabolismo aberrante (PLACE; DOMANN, 2013).
Como visto, radicais livres podem interferir na acdo da proteina PHD3 pela oxidacao
do Fe Il ou até mesmo oxidacdo de seu sitio catalitico (CHANDEL et al., 2000;
DEHNE; BRUNE, 2009) mostrando uma interessante conexao entre os radicais livres
e a via de hipoxia, uma vez que ha acado destes na expressao da proteina HIF1-a. A
ativacdo da via de hipdxia ja 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 proteina SOD1 em regular os niveis de radicais livres no
microambiente tumoral uma vez que estes constantemente refletem na regulacdo das
proteinas PHD3 e HIF1-a.

Como visto estas trés proteinas agem em conjunto no microambiente tumoral,
e suas fungdes tornam-se responsaveis pelo fendtipo, comportamento e malignidade
tumoral. O estudo da inter-relagdo destas proteinas pode levar a elucidacdo de

processos de tumorigénese, malignizacdo tumoral, e possivel resposta ao tratamento.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Estudar a influéncia da exposicdo a fumaca da queima direta do cigarro no
desenvolvimento de lesdes colorretais, bem como na expressao das proteinas PHD3,
HIF1-a e SOD1, em modelo experimental de cancer colorretal, associando esses

achados a resposta a radioterapia.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito da exposicdo a fumaga da queima direta do cigarro no
desenvolvimento e caracteristicas das lesbes em mucosa colorretal de modelo
experimental de cancer colorretal induzido com o agente 1,2-dimetilhidrazina, bem
como as limitagcBes e &reas de aplicabilidade nos estudos que envolvem o céncer

colorretal e habito tabagista.

- Avaliar a influéncia da exposicdo a fumaca da queima direta do cigarro na
expressdo das proteinas PHD3, HIFl-a e SOD1 em adenocarcinoma tubular
proveniente do modelo experimental para cancer colorretal e sua relagdo com a
resposta radioterapica.

- Avaliar por meio da expressdo de Caspase 3 clivada, a resposta a
radioterapia no modelo experimental para cancer colorretal expostos e ndo expostos a

fumaca da queima direta do cigarro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos Eticos
Os animais usados neste estudo foram mantidos de acordo com o Guia do
Instituto Nacional de Saude e Cuidados no uso de Animais de Laboratério (NIH
Publications N° 8023), revisado em 2011 e com a Lei Brasileira de Procedimentos para
Uso Cientifico de Animais (#11794/2008). Os procedimentos experimentais foram
revisados e aprovados pelo Comité de Etica e Utilizacdo de Animais da Universidade

Federal do Espirito 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 inicio do experimento,
mantidos em grupos de cinco a seis animais por gaiola em sala com temperatura
controlada entre 21° e 24°C, umidade relativa do ar entre 45 e 55%, e ciclo luz
escuridao de 12 horas. Os animais receberam racdo comercial para a espécie e agua
ad libitum.

A inducdo a carcinogénese colorretal com o0 agente quimico 1,2-
dimetilhidrazina (DMH) foi conduzida em 48 animais e cinco animais foram mantidos
como grupo controle negativo (intestino normal). A inducdo 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 veiculo 1,5% de
EDTA, em pH final de 6,5, que foi atingido com o uso de solucdo de NaOH 1N quando
necessario, e a aplicacdo do agente quimico ocorreu por via subcutanea, uma vez por
semana, por um periodo de cinco semanas, na dose de 65mg/kg/semana.

Os grupos experimentais foram divididos como segue:

- Grupo controle negativo DMH-/tabaco- (GO) = 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 exposicdo a fumaca da queima direta do cigarro para 0S grupos
DMH+/tabaco+ (G3) e DMH+/tabaco+/radioterapia (G4) ocorreu em camara de

inalacdo equipada com puff de fumaca, e correspondeu a queima 12 cigarros
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popularmente comercializados por dia/grupo, divididos em dois turnos (seis cigarros
pela manha e seis cigarros a tarde) de exposicdo 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 exposicdo (20 semanas) e utilizados 3432 cigarros, que continham 8 mg de
alcatrdo, 0,7 mg de nicotina e 7 mg de monodxido de carbono por maco de 20 cigarros
segundo informacdo do fabricante. A exposicdo a fumaca do cigarro seguiu
modificacbes da metodologia utilizada por Paiva et al. (2003), cuja finalidade foi o
estudo de enfisema pulmonar.

Na 212 semana de experimento os animais dos grupos G2 e G4 foram
anestesiados com a associacdo ketamina (75mg/Kg) + xilasina (6mg/Kg) e submetidos
a trés sessbes 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 inducdo anestésica com a associagdo ketamina (75mg/Kg) + xilasina (6mg/Kg),
seguido da aplicacdo de cloreto de potassio hipersaturado, necropsiados e tiveram
toda a extensdo do intestino grosso aberto pela insercdo do mesentério para a retirada
das lesbes acima de 0,1 centimetro em sua maior porg&o.

Os tecidos coletados foram fixados em formalina 10% tamponada e submetidos
ao processamento rotineiro de inclusdo em parafina. Posteriormente, foram realizados
cortes histologicos de 3um de espessura e dispostos em laminas histolégicas e
coradas com hematoxilina e eosina.

Todas as amostras dos grupos experimentais, com excec¢do do grupo controle
negativo (intestinos normais) foram diagnosticadas de acordo com PERSE e CERAR
(2011). Nas amostras pertencentes aos Grupos DMH+ (G1l) e DMH+/tabaco+ (G3)
foram avaliadas as seguintes caracteristicas histopatoldgicas: processo inflamatério
(tipo e intensidade), pleomorfismo celular (intensidade), figuras de mitose (ausente,
<3/campo, >3/campo), invasdo de submucosa (auséncia ou presenca), invasao
vascular (auséncia ou presencga), invasdo perineural (auséncia ou presenca), invasao
linfatica (auséncia ou presenca), desmoplasia (auséncia ou presenca), debris
glandulares (auséncia ou presenca), necrose (auséncia ou presenca).

As amostras classificadas como adenocarcinoma tubular  (grupos
experimentais), e mucosa normal foram selecionadas para a aplicacdo da técnica

imunohistoquimica.

4.3 Imunohistoquimica
Os cortes embebidos em parafina foram montadas em laminas silanizadas.

Os cortes de 3 uym foram desparafinados em xileno e re-hidratadas por meio de uma
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série de banho em Aalcoois graduados. Em seguida foram enxaguadas com &agua
desionizada e submetido a recuperacdo antigénica com citrato de sédio a uma
temperatura elevada durante 15 minutos. Apds esse procedimento, as laminas foram
lavadas em 1x TRIS e as peroxidases endégenas foram bloqueadas com perdxido de
hidrogénio a 30% em 1x TRIS durante 20 minutos a 25°C. Depois de trés banhos de 5
minutos cada em 1x TRIS, as laminas foram incubadas em solucdo de bloqueio de
proteinas inespecificas (3% de leite em pd diluido em 1x TRIS) durante 60 minutos a
25°C e, em seguida, foram lavadas em 1x TRIS por trés vezes de 5 minutos.

As laminas controle (sem anticorpo primario) e experimentais foram
incubadas a temperatura ambiente, respectivamente, em 1x TRIS ou solucdo de
diluicdo de anticorpo contendo anticorpo anti-HIF-1a (1:2000, [EP1215Y], AB51608,
Abcam, Cambridge, MA), anticorpo anti-PHD3 (1:250, AB30782, Abcam, Cambridge,
MA), anticorpo anti-superdxido dismutase 1 (1:150, AB13498, Abcam, Cambridge, MA)
e anticorpo anti-caspase 3 clivada (1:300, Aspl75, Cell Signaling Technology ,
Danvers MA) durante 60 minutos. Depois de trés banhos de 5 minutos em 1x TRIS, as
ldminas foram incubadas com o sistema de detec¢cdo de tecido de rato (N-Histofine —
Simple Stain Max PO Rat, 414191F, NICHIREI®) a 25°C durante 30 minutos. Ap6s trés
lavagens com 1x TRIS, a coloracdo foi visualizada com 3,3'-diaminobenzidina (DAB,
Sigma, St. Louis, MO). Todas as laminas foram contrastadas com hematoxilina de
Harris durante 1 minuto, desidratadas em etanol, limpas em xileno e montadas com
Permount (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA).

As laminas foram analisadas por microscopia 6ptica, por dois observadores
patologistas, que receberam as mesmas laminas para andlise de forma independente,
sem discussdo prévia dos achados, cujo indice de concordancia foi de 99,1%, obtido
pela seguinte formula: [CONCORDANCIA / (CONCORDANCIA + DISCORDANCIA)] x
100. O escore de cada amostra foi determinado por analise semiguantitativa,
considerando-se o0 numero de células coradas e a intensidade de expressao.
Considerando a percentagem de células imunopositivas, foi atribuida uma pontuacao
de 0, quando todas as células foram negativas; uma pontuacdo 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 expressao foi classificada como
negativa (0), fraca (1), moderada (2) e forte (3). Ambas as pontuacdes foram
multiplicadas (SOINI et al, 2000; CAMPOS et al, 2009) e o escore resultante foi

utilizado.
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4.4 Resposta a radioterapia pelo indice apoptético
A resposta a radioterapia foi obtida por meio do indice apoptético 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 aleatérios sob microscopia 6ptica em aumento de 400X da
seguinte forma: (nimero de células imunopositivas para caspase 3 clivada/nimero

total de células) x 100.

4.5 Estatistica

Os dados das caracteristicas histopatolégicas de adenocarcinoma tubular
colorretal foram dispostos de forma descritiva, em ndmero e percentual.

Para avaliar a variagdo dos escores de PHD3, HIF1-a e SOD1 nos grupos foi
aplicado o teste ndo parameétrico Kruskall-Wallis, seguido pela analise pos hoc pelo
teste t de Student (LSD).

Para a comparacdo dos escores de cada proteina estudada entre os grupos
experimentais, bem como a comparacdo do indice apoptético pela Caspase 3 Clivada,
aplicou-se o teste U Mann-Whitney.

Os resultados estatisticamente significativos foram indicados por p<0,05. A
andlise estatistica 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 estdo descritos em trés sessbfes, que compreendem,
respectivamente, a influéncia da exposicdo a fumaca do cigarro no: 1)
desenvolvimento das lesdes colorretais em modelo experimental, 2) andlise da
expressao das proteinas PHD3, HIF1-a e SOD1 antes e ap0s a radioterapia em
neoplasia colorretal de modelo experimental, e 3) resposta a radioterapia no modelo

experimental verificada por meio do indice apoptético.
5.1 Desenvolvimento de lesdes em mucosa colorretal de modelo experimental

5.1.1 Avaliagdo do numero e caracteristicas histopatolégicas de lesdes em
mucosa colorretal de modelo experimental para céncer colorretal,

exposto (G3) e ndo exposto (G1) a fumaga do cigarro

No Grupo DMH+/tabaco+ (G3) foram encontradas 34 lesGes, com média de
2,83 lesdes por animal, e nimero minimo de uma lesdo e maximo de nove. No Grupo
DMH+ (G1) foram encontradas 26 lesdes, com uma média de 2,17 lesGes por animal.
O menor numero de lesdo encontrado foi uma e o maior nimero foi oito. A andlise
estatistica mostrou ndo haver diferenca significativa no nimero de lesGes nos dois
grupos avaliados (p=0,309). A Figura 2 ilustra o aspecto macroscopico das lesBes

encontradas em cada grupo.

Animal: Az4
Grupo: Controle Controle (CC4)

Animal: ChAz2
Grupo: Fumante Controle (FC2)

Figura 2 - Les®es induzidas por 1,2-dimethilhidrazina na mucosa colorretal de ratos, na 212 semana de
experimento. Lesdes polipoides séo obsernadas de forma multifocal na mucosa do intestino grosso. A —
Grupo DMH+ (G1). B — Grupo DMH+/tabaco+ (G3).

Em relacdo as caracteristicas histopatolégicas avaliadas nos grupos G1 e G3,
a Tabela 1 resume o nimero e percentual encontrados em adenocarcinoma tubular

colorretal.
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Tabela 1- Descritivo em nimero e percentual das caracteristicas histopatolégicas de adenocarcinoma
tubular colorretal de ratos induzidos a carcinogénese pertencentes aos grupos DMH+/tabaco+ (G3) e
Grupo DMH+ (G1),

DMH+ (G1) DMH+/tabaco+ (G3)
Inflam ac&o Adenocarcinoma Tubular Colorretal Adenocarcinoma Tubular Colorretal
n (%) 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 - -
Invasd@o Submucosa
Ausente 2 (11,11%) 1 (4,76%)
Presente 16 (88,89%) 20 (95,24%)
Invasdo Perineural
Ausente 18 (100%) 21 (100%)
Presente - -
Invasdo Linfatica
Ausente 18 (100%) 21 (100%)
Presente - -
Invasdo 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 Diferenciagao
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 Avaliacdo das caracteristicas microscOpicas quanto a malignidade.

Nenhuma les&o benigna foi encontrada no Grupo DMH+/tabaco+ (G3), no

entanto, 85,29% (29/34) das lesdes foram classificadas como malignas (Figura 3A) e
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14,70% (5/34) como displasias (FIGURA 3B). As lesdes malignas corresponderam a
adenocarcinoma tubular, adenocarcinoma de células em anel em cinete e carcinoma
in situ (FIGURA 3C).

Neoplasias Malignas - Grupo Cancer Tabagista
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Figura 3 - LesGes em mucosa colorretal de ratos submetidos a carcinogénese com 1,2-dimetilhidrazina
pertencentes ao Grupo DMH+/tabaco+ (G3) na 212 semana de experimento. A — Mucosa com displasia
moderada das criptas, B — Adenocarcinoma tubular colorretal, C — Percentual de neoplasias malignas de
acordo com o diagnostico histopatoldgico, onde prevaleceu o adenocarcinoma tubular colorretal. A e B:
HE.

A inflamacdo mononuclear com presenca de eosindfilos foi a mais
predominante nas amostras do Grupo DMH+/tabaco+ (G3). Uma amostra classificada
como adenocarcinoma de células em anel em cinete apresentou invasao linfatica.
Amostras  consideradas bem  diferenciadas  (4/29) compreenderam  trés
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 trés
carcinomas in situ (25%). A figura 4 resume as principais caracteristicas encontradas

nesse grupo.
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Figura 4 - LesGes em mucosa colorretal de ratos submetidos a carcinogénese com 1,2-dimetilhidrazina
pertencentes ao Grupo DMH+/tabaco+ (G3) na 212 semana de experimento. A —Inflamag&o mononuclear
com presenca de numerosos eosindfilos em adenocarcinoma tubular (asterisco), B — Invasao linfatica 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 (cabeca de seta) e debris glandulares (estrela). HE.

Em relacdo ao Grupo DMH+ (G1), as lesbes 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,



49

adenocarcinoma mucinoso e carcinoma in situ, engquanto as displasias

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

D
Neoplasias Malignas - Grupo Cancer
u Adenocarcinoma tubular #Adenocarcinoma anel em cinete
u Adenocarcinoma mucinoso mCarcinoma in situ

Figura 5 - LesGes em mucosa colorretal de ratos submetidos a carcinogénese com 1,2-dimetilhidrazina
pertencentes ao Grupo DMH+ (G1) na 212 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 diagndstico histopatoldgico, onde prevaleceu o adenocarcinoma
tubular colorretal. A, B e C: HE.

No Grupo DMH+ (G1) a inflamag¢do mononuclear com presenca de neutrdfilos e
eosindfilos foi predominante. Apenas uma amostra apresentou invasao sanguinea e
essa foi classificada como adenocarcinoma de células em anel em cinete. As lesdes
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
relacdo as 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 caracteristicas encontradas nesse grupo.
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Figura 6 - Fotomicrografia de neoplasia colorretal de ratos submetidos a carcinogénese com 1,2-
dimetilhidrazina pertencentes ao Grupo DMH+ (G1) na 212 semana de experimento. A — Notar inflamagéo
mononuclear com presenga de neutrdfilos e eosinéfilos em adenocarcinoma tubular (asterisco), B —
Invasdo sanguinea 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 (cabeca de seta). HE

5.2 Analise da expressao de HIF-1a, PHD3 e SOD1

Para andlise da expressdo da PHD3, HIF1l-a e SOD1 foram utilizadas 73
neoplasias diagnosticadas como adenocarcinoma tubular colorretal, sendo 18

amostras pertencentes ao Grupo DMH+ (G1l), 21 amostras oriundas do Grupo
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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- (GO0).

5.2.1 Analise da expressdo de PHD3 em adenocarcinoma tubular de modelo
experimental para cancer colorretal, antes e apds tratamento

radioterapico

O escore de expressdao da proteina PHD3 em adenocarcinoma tubular de
modelo experimental para cancer colorretal foi menor nos grupos DMH+ (G1) e cancer
DMH+/tabaco+ (G3) em relagdo ao grupo DMH-/tabaco- (GO0), antes do tratamento
radioterapico, mostrando-se, desta forma, em subexpressao (p=0,0002). Ainda, que a
comparagdo dos escores de expressdo entre o Grupo DMH+ (G1l) e Grupo
DMH+/tabaco+ (G3), mostrou diferenga significativa, sendo o menor escore de
expressao nos tumores pertencentes ao grupo G1 (p=0,0270) (FIGURA 7 A-C; F).

Apés radioterapia, o escore de expressdo de PHD3 foi maior nas neoplasias
pertencentes aos animais tabagistas tratados [Grupo DMH+/tabaco+/radioterapia (G4)]
gue nos de animais do Grupo DMH+/radioterapia (G2) (p=0,0011) (FIGURA 7 D-E, G).
A comparacdo entre o Grupo DMH+ (Gl) com o Grupo DMH+/radioterapia (G2)
mostrou que a radioterapia ndo modulou a expressao de PHD3 (p=0,7449). Porém, a
expressdo de PHD3 em tumores pertencentes ao Grupo DMH+/tabaco+/radioterapia
(G4) foi superior aquela observada no Grupo DMH+/tabaco+ (G3) (p=0,0001)
(FIGURA 7 G).
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Figura 7 — Andlise da expresséo de PHD3 em adenocarcinoma tubular de modelo experimental para
cancer colorretal exposto e ndo exposto a fumacga do cigarro. Notar diferenca no escore de expresséo de
PHD3 em controle negativo DMH-/tabaco- (GO) (A), adenocarcinoma tubular do grupo DMH+ (G1) (B) e
grupo DMH+/tabaco+ (G3) (C). Em D, expressdo em adenocarcinoma tubular do grupo
DMH+/radioterapia (G2), e E, expressdo em adenocarcinoma tubular no grupo
DMH+/tabaco+/radioterapia (G4). F — Notar a diferenca no escore de expressao da proteina PHD3
utilizando o anticorpo anti-PHD3 em GO, G1 e G3. O escore de expressao de PHD3 foi menor no grupo
DMH+ (G1) em relagdo aos grupos controle negativo DMH-/tabaco- (GO) e grupo DMH+/tabaco+ (G3)
(p=0,0002). G — Analise dos escores de expressdo de PHD3 antes e apds radioterapia. O escore de
expressao de PHD3 foi significativamente maior no grupo DMH+/tabaco+/radioterapia (G4) em relagdo ao
grupo DMH+/radioterapia (G2) (p=0,0011) e em relagdo 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 padréo, IHQ.

5.2.2 Anadlise da expressdo da HIFl-a em adenocarcinoma tubular de
modelo experimental para cancer colorretal, antes e apds tratamento

radioterapico

A proteina HIF1-a também apresenta variagdo no escore de expressao entre
0s grupos estudados (p=0,0005) antes da radioterapia. O escore de expressdo de
HIF1-a observado no grupo DMH+/tabaco+ (G3) se assemelha ao escore encontrado
no grupo controle negativo DMH-/tabaco- (GO0) (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 ndo alterou o escore de expressdo de HIF1l-a no

grupo DMH+/tabaco+/radioterapia (G4) em comparacdo ao grupo DMH+/radioterapia
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(G2) (p=0,4988). Ademais, a compara¢ao entre o0 grupo DMH+ (G1l) com o grupo
DMH+/radioterapia (G2) mostrou que a expressdo de HIFl-a foi maior apds
radioterapia (p=0,0398). No entanto, nos grupos DMH+/tabaco+/radioterapia (G4) e
DMH+/tabaco+ (G3) a expressdo de HIF1-a ndo mostrou diferenca significativa
(p=0,2407) (FIGURA 8 D-E, G).
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Figura 8 - Andlise da expresséo de HIF1-a em adenocarcinoma tubular de modelo experimental para
cancer colorretal exposto e ndo exposto a fumacga do cigarro. Notar diferenca no escore de expresséo de
HIF1-a no grupo controle negativo DMH-/tabaco- (GO0) (A), adenocarcinoma tubular do grupo DMH+ (G1)
(B) e grupo DMH+/tabaco+ (G3) (C). Em D, expressdo em adenocarcinoma tubular do grupo
DMH+/radioterapia (G2), e E expresséo em adenocarcinoma tubular do grupo DMH+/tabaco+/radioterapia
(G4). F — Notar a diferenga no escore de expresséo da proteina HIF1-a utilizando o anticorpo anti- HIF1-a
em GO, G1 e G3. O escore de expressao de HIF1-a foi menor no grupo DMH+ (G1) em rela¢do ao escore
observado no grupo controle negativo DMH-/tabaco- (G0) e DMH+/tabaco+ (G3) (p=0,0005). G — Analise
dos escores de expressdo de HIF1-a antes e apos radioterapia. O escore de expressao de HIF1-a foi
significativamente maior no grupo DMH+/radioterapia (G2) em relagdo 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 padréo, IHQ.

5.2.3 Analise da expressdo de SOD1 em adenocarcinoma tubular de modelo

experimental para cancer colorretal, antes e apds tratamento
radioterapico

Antes da radioterapia 0 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 relacdo ao grupo controle negativo DMH-/tabaco- (GO)

(p=0,0168), e em relagdo ao grupo DMH+/tabaco+ (G3) (p=0,0002) (FIGURA 9 A-C,
F).

Apés tratamento radioterdpico, a comparacdo entre o grupo DMH+ (G1) com o
grupo DMH+/radioterapia (G2) mostrou que a radioterapia ndo modulou a expresséo
de SOD1 (p=0,1695). Porém, o escore de expressdao de SOD1 aumenta
significativamente nos tumores do grupo DMH+/tabaco+/radioterapia (G4) em relacdo
ao grupo DMH+/tabaco+ (G3) (p=0,005) (FIGURA 9 D-E, G).
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Figura 9 - Andlise da expressdo de SOD1 em adenocarcinoma tubular de modelo experimental para
cancer colorretal exposto e ndo exposto a fumaca do cigarro. O escore de expresséo de SOD1 diferiu no
grupo controle negativo DMH-/tabaco- (GO0) (A), adenocarcinoma tubular do grupo DMH+ (G1) (B) e grupo
DMH+/tabaco+ (G3) (C). Em D, expressdo em adenocarcinoma tubular do grupo DMH+/radioterapia (G2),
e E expressdo em adenocarcinoma tubular do grupo DMH+/tabaco+/radioterapia (G4). F — Notar a
diferenca no escore de expresséo da SOD1 utilizando o anticorpo anti- SOD1 no grupo controle negativo
DMH-/tabaco- (GO0), grupo DMH+ (G1) e grupo DMH+/tabaco+ (G3). SDO1 foi mais expressa no grupo
DMH+ (G1) em relagdo aos grupos DMH-/tabaco- (GO) (p=0,0168) e grupo DMH+/tabaco+ (G3)
(p=0,0002). G — Analise dos escores de expressdo de SOD1 antes e ap6s radioterapia. O escore de
expressao de SODL1 foi significativamente maior no grupo DMH+/tabaco+/radioterapia (G4) em relagdo ao
grupo DMH+/tabaco+ (G3) (p=0,005). * e **- Significativo pelo teste Kruskall-Wallis, seguido pela anélise
pos hoc pelo teste t de Student (alfa=5%); *** - Significativo pelo teste de Mann-Whitney (alfa=5%),
mediana e erro padrao, IHQ.
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5.3 Andlise da Caspase 3 clivada na resposta aradioterapia

A resposta a radioterapia, pelo indice apoptético, foi maior no grupo
DMH+/tabaco+/radioterapia (G4) que no grupo DMH+/radioterapia (G2) (p=0,0289)
(FIGURA 10 A-C). No grupo exposto a fumaca do cigarro e submetido ao tratamento
radioterapico, o indice apoptético médio foi 97%, com minimo de 78,79% e 0 maximo
de 100% de células apoptéticas. A0 passo que no grupo de animais ndo expostos a
fumaca do cigarro tratados com radioterapia, o indice apoptético médio encontrado foi
77%, sendo que o menor indice observado foi 9,72% e o maior indice 100% de células

em apoptose em adenocarcinoma tubular colorretal.
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Figura 10 — Andlise do indice apoptético apds tratamento radioterapico em adenocarcinoma tubular de
modelo experimental para cancer 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 indice apoptético
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 indice apoptético encontrado. C — Comparativo da distribui¢éo
de cada amostra analisada em cada grupo estudado. O indice apoptético mostrou-se mais variavel no
grupo G2 que no grupo G4 (p = 0,0289), pelo teste de Mann-Whitney, a = 0,05, IHQ.
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6. DISCUSSAO

6.1 Desenvolvimento de lesbes em mucosa colorretal de modelo

experimental

Os resultados deste experimento mostraram que apesar do ndmero maior de
lesBes no grupo tabagista, a exposicdo a fumaca da queima direta do cigarro ndo
alcancou diferenca significativa em relacdo ao grupo ndo exposto, e que as lesdes
apresentaram pleomorfismo e inflamacdo brandas a moderadas, bem como
caracteristicas histopatolégicas compativeis com lesbes em humanos. Além disso, o
protocolo utlizando a 1,2-dimetilhidrazina (DMH) induziu, como esperado, lesfes
macroscoépicas tanto no grupo DMH+/tabaco+ (G3) quanto no grupo DMH+ (G1), as
quais foram possiveis de diagnosticar por meio da histopatologia.

Estudando a associacdo de uma simples dose de 1,2-dimetilhidrazina como
pro-carcindégeno seguido de colite ulcerativa crénica, Wang et al. (2004) encontraram
alta incidéncia de displasia e céancer colorretal. Além disso, o0 habito tabagista
associado a colite tem sido bem estudado e mostrou que alteracBes moleculares
importantes sdo encontradas e favorecem o aparecimento de lesdes displasicas e
pélipo-adenomatosas (LIU et al., 2003), e também seu envolvimento na co-regulacéo
de 5-lipoxigenase e cicloxigenase-2 na promocdo do céancer colorretal (SHEN et al.,
2016). Nesse contexto, nosso modelo experimental de carcinogénese colorretal
tabagista utilizando 1,2-dimetilhidrazina permitiu encontrar lesGes com caracteristicas
histopatolégicas semelhantes aquelas encontradas em neoplasias colorretais em
humanos e que também podem favorecer estudos moleculares e de expresséo
proteica.

Protocolos de carcinogénese colorretal utlizando o DMH sédo bem
estabelecidos e permitem o estudo de alteragcBes pré-neoplasicas até lesGes malignas
(BALMAIN; HARRIS, 2000), sejam para fins morfolégicos, moleculares ou terapéuticos
(SUMAN et al.,, 2012). Além disso, o modelo experimental utiizando DMH/AMO é dtil
no estudo de interagdes gene-gene, bem como gene-ambiente, que influenciam de
maneira significativa a patogénese do céancer colorretal (JOHNSON; FLEET, 2013),
como é 0 caso do habito tabagista.

O tempo de exposicdo ao tabaco influencia no desenvolvimento de lesGes 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
lesBes macroscopicas a partir da décima quinta semana apds administracdo do DMH,

ou seja, tempo capaz de permitir a acdo dos elementos presentes na fumaca do
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cigarro no desenvolvimento da lesdo neoplasica colorretal, mimetizando, em
comparagdo ao tempo de vida de um humano, um periodo consideravel de habito
tabagista.

O numero de lesbes encontradas neste estudo foi variavel nos dois grupos
estudados. Utilizando o DMH como indutora da carcinogénese colorretal, Laranjeira et
al (1998) encontraram nove lesfes no maximo em mucosa colorretal, o que se
assemelha aos resultados encontrados em nosso estudo e que viabiliza o modelo
experimental de cancer colorretal tabagista para estudos aplicdveis a pacientes
tabagistas que desenvolvem céancer colorretal esporadico, no que diz respeito a
patogénese, morfologia e alteragdes biomoleculares, e também estudos de sobrevida
e progndstico, bem como estratégias de tratamento.

O presente estudo mostrou que as lesdes malignas foram predominantes tanto
no grupo exposto a fumaga do cigarro quanto no grupo ndo exposto. No entanto, no
grupo de animais expostos a fumaca do cigarro ndo foram observadas neoplasias
benignas, sugerindo até uma possivel influéncia dos componentes do cigarro na
diferenciacdo neoplasica durante a carcinogénese. Como as primeiras lesfes
observadas apés aplicacdo de DMH sdo os focos de criptas aberrantes (McLELLAN,
1991; THORUP, 1994; PARK et al., 1997), além da abundante fonte de compostos
carcinogénicos e genotéxicos encontrados nos cigarros (HECHT, 1999), é provavel
gue a exposicdo a fumaca da queima direta do cigarro tenha levado também a inducéo
de alteracdes 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 formacdo da
neoplasia maligna.

A inflamacao observada nos grupos DMH+ (G1l) e DMH+/tabaco+ (G3) variou
de branda a severa. No que tange o efeito do tabagismo e nicotina na inflamacdo do
intestino grosso, Cabral e Barbosa (2014) mostraram em sua revisdo que modelos
animais que analisaram o efeito do tabaco ao nivel de mucosa intestinal saudavel
chegaram a um consenso de que o uso do tabaco e a exposi¢cdo nicotinica nao
causam danos histolégicos ou macroscépicos, nem inflamacdo na mucosa intestinal,
tampouco qualquer impacto no marcador de infiltracdo linfocitaria, a mieloperoxidase
codlica (MPO), portanto, de forma geral, o tabaco apresenta efeito favoravel no célon,
sendo a maioria deles de carater “tolerogénico”. Além disso, ja foi relatado que o
tabagismo protegeu de forma significativa contra o aparecimento de retocolite
ulterativa inespecifica e doenca de Chron (MARTINS JUNIOR et al., 1996).

A inflamacédo é considerada um ponto critico no desenvolvimento de cancer

colorretal, uma vez que a colite ulcerativa e a doenca inflamatéria do intestino estéo
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associadas ao desenvolvimento deste tipo neoplasico, pois existe uma correlagdo
entre a extensdo e duracdo da inflamacdo e o risco de cancer (EKBOM et al., 1990;
ULLMAN; ITZKOWITZ, 2011).

Porém, em relagdo ao tabaco, inflamacao e cancer, dados publicados sugerem
nao existir um consenso sobre o papel da fumaca do cigarro no desenvolvimento de
neoplasia colorretal associada a inflamacao (POHL et al., 2000). Assim, observamos
em nosso estudo que os tumores encontrados no grupo exposto a fumaca do cigarro,
estiveram relacionados principalmente a acdo da 1,2-dimetilhidrazina, e que ao habito
tabagista em si, ndo alterou significativamente ainducédo de tumores.

Sabe-se que o pleomorfismo celular est4d associado ao grau de diferenciacéo
tumoral (JONES et al.,, 2000). Neste sentido, tanto neoplasias malignas de animais
expostos & fumaca do cigarro quanto animais ndo expostos foram moderadas a pouco
diferenciadas. No entanto, o grau de diferenciacdo atribuido para estas lesfes levou
em consideracdo a informacdo publicada por Fleming et al. (2012) para tumores
colorretais humanos, na qual, acima de 95% do tumor formado por glandulas, atribui-
se bem diferenciado; moderadamente diferenciado apresenta entre 50-95% de
glandulas e tumores pouco diferenciados possui maior parte sélida com menos de
50% de formacdo glandular. E como relatado também por esses autores,
aproximadamente 70% dos adenocarcinomas colorretais sdo diagnosticados como
moderadamente diferenciados, seguido de pouco diferenciado (20%) e bem
diferenciado (10%), respectivamente. Assim, observamos que os tumores encontrados
nesse estudo seguiram essa dindmica, contribuindo ainda mais para a aplicacdo
desse modelo também em estudos relativos ao tabagismo e cancer colorretal.

As caracteristicas histopatolégicas avaliadas neste experimento foram
importantes para o diagnéstico das lesbes produzidas pela inducéo carcinogénica 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
prognéstico e sobrevida. Importante salientar que essas caracteristicas foram
baseadas em apresentacfes histopatoldégicas do cancer colorretal humano, como as
descritas na revisdo de Fleming et al. (2012), o que favorece a aplicacdo e
comparagdo modelo experimental x humano. Porém, como trabalhamos com o modelo
experimental de cancer colorretal, procuramos balizar nossa classificagdo de acordo
com as descricfes de lesbes em mucosa colorretal relatadas por Perse e Cerar (2011)
em sua revisdo sobre as caracteristicas histopatoldgicas encontradas nesses modelos.

Assim, observamos que a abordagem histopatoldgica para o diagnéstico das

lesBes em mucosa colorretal de animais expostos e ndo expostos a fumaca da queima
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direta do cigarro deste experimento abrangeu aquelas encontradas em pacientes

humanos garantindo, por sua vez, a paridade das informac@es histopatolégicas.

6.2 Andlise da expressdo de HIF-1a, PHD3 e SOD1

Nossos resultados mostraram que a PHD3 é subexpressa em adenocarcinoma
tubular colorretal em relacdo a mucosa intestinal normal. Além disso, nas neoplasias
de animais expostos a fumaca da queima direta do cigarro o escore de expresséo da
PHD3 foi significativamente maior que o0 escore de expressao observado no grupo nao
exposto. Estudos revelaram que a funcdo da PHD3 é simultaneamente sensivel a
concentracdo de oxigénio, a perturbacbes do ciclo tricarboxilico e ao estado redox
intracelular, e que a sensibilidade desta proteina a esses parametros € mais notavel
num microambiente de grave distirbio metabdlico e estresse oxidativo, como muitas
vezes é observado no microambiente tumoral, inclusive em céncer colorretal
(CHANDEL et al, 2000; DEHNE; BRUNE, 2009; PLACE; DOMANN, 2013).

Dados publicados mostraram inconsisténcia na expressdo da PHD3 durante o
desenvolvimento do céncer colorretal (XUE et al.,, 2010; XIE et al.,, 2012), no entanto,
estudos mostraram que os genes de PHD possuem uma ilha CpG em sua regido
promotora e a hiper ou hipo metilacdo destes genes podem alterar a expresséo da
mesma no microambiente tumoral (KONDO, 2009). Corroborando essa hipotese,
Rawluszko et al. (2013) revelaram niveis aumentados de metilacdo na ilha CpG da
PHD3 no cancer colorretal em comparacdo com o epitélio normal dos mesmos
pacientes, e que essa alteracdo culminou com a diminuicdo significativa dos niveis de
expressdo de PHD3. Assim, podemos sugerir que o baixo escore de expressado da
PHD3 observado nas neoplasias do modelo experimental utilizado nesse experimento
poderia estar relacionado a metilagdo das ilhas CpG.

Por outro lado, a exposicdo a fumaca do cigarro elevou a expressdo de PHD3
em adenocarcinoma tubular colorretal, conforme resultados obtidos neste estudo. E
possivel que a exposicdo tenha conferido um carater protetor & mucosa colorretal, ou
seja, existe a possibilidade de que componentes da fumaga do cigarro tenham
aumentado a expressdo da PHD por mecanismos diversos, inclusive epigenéticos.

Uma publicacdo recente mostrou que a baixa expressdo de PHD3 em
neoplasias colorretais de humanos esteve relacionada ao aumento da frequéncia de
metastases, piores prognésticos e formacdo de colbnias migratérias reforcadas,
mostrando a importancia que essa proteina possui para estudos progndsticos
(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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expressdo da PHD3 nos ratos tabagistas e correlagdo com melhor resposta a
radioterapia, assim podemos sugerir a possibilidade de que individuos tabagistas
reduziriam risco de metastases por apresentarem tendéncia ao aumento da expressao
de PHD3, com possibilidade de melhor progndstico.

As PHDs s&o conhecidas por diversas funcbes, das quais destacamos a
regulacdo da via da hipéxia (SEMENZA, 2012; PLACE et al., 2011). No entanto, pelos
escores encontrados da HIF1- a, verificamos que a PHD3 nao é a principal reguladora
nos niveis de expressao da HIF1-a no cancer colorretal, estando essa, sujeita a outras
vias de regulacdo. Nossos resultados mostraram que a HIF1-a diminuiu sua expressao
em adenocarcinoma tubular colorretal em relagcdo a mucosa normal (acompanhando a
baixa expressdo de PHD3), mas seus niveis voltaram aos de “hipoxia fisiologica”
guando os animais com adenocarcinoma tubular colorretal foram expostos a fumaca
do cigarro.

A literatura relata que a alta expressdo de HIF1-a em neoplasias colorretais
humanas esta relacionada a um pior prognostico (RASHEED et al., 2009) e também
associados a maior mortalidade, independente das caracteristicas clinicas do paciente
e variaveis moleculares (BABA et al, 2010b). Assim, em contraste com nossos
resultados, percebemos que a expressdo dessa importante proteina é controversa em
tumores colorretais, mostrando a necessidade da observacdo das vias de regulacdo
da mesma, ja que a PHD ndo é a Unica fonte de regulacdo da HIF em tumores de
intestino. Neste sentido, procurando avaliar a regulacdo da transcricdo de HIF1-a por
metilacdo do gene em céancer colorretal, Rawluszko-Wiecnorek et al. (2014) né&o
encontraram mudancas na expressao dessa proteina, sugerindo complexidade na
regulacdo epigenética de HIF1l-a, e deixando claro que as possiveis alteragbes nos
niveis de expressdo de HIF1l-a estdo relacionadas a regulacbes pods-traducionais.
Porém, diversos fatores ambientais como a dieta, atividade fisica e até mesmo o
tabagismo podem afetar a metilacdo do DNA em neoplasias colorretais (MIGLIORE et
al., 2011). Assim, destacamos que até mesmo 0 habito tabagista poderia alterar a
expressdo da HIF, ja que o tabagismo é indutor de hipdxia.

Pelo que observamos a exposicdo a fumaca do cigarro ou habito tabagista foi
capaz de modular a expressdo de HIF1-a, promovendo aumento da sua expressdo em
mucosa colorretal neoplasica, indicando a necessidade de maiores estudos
relacionando o papel epigenético do tabaco no desenvolvimento de neoplasias
colorretais.

A expressao da proteina HIF1-a foi avaliada em mucosa colorretal normal e
uma alta expressdo da mesma foi encontrada, indicando uma hipoxia local. Esses

resultados sdo confirmados por estudos que revelaram uma hipoxia fisioldgica no
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intestino pela baixa pressdo de oxigénio local, geralmente <10mmHg (KARHAUSEN et
al., 2003; KARHAUSEN et al, 2004; ALBENBERG et al., 2014). Adicionalmente, a
elevada expressdo de HIFl-a em individuos saudaveis também é explicada pela
hiperglicemia local, a qual aumenta o nidmero de receptores de fator de crescimento
semelhante a insulina (IGFR) que ativa vias de sintese de HIF1-a (FUKUDA et al.,
2002).

Esta inducdo da HIF1-a em mucosa colorretal saudavel é plausivel, pois uma
vez sob condicbes hipdxicas, as células demonstram uma preferéncia pelo
metabolismo glicolitico ao invés do metabolismo oxidativo para a producdo de ATP
(ZHANG et al., 2008). Assim, o complexo HIF-1 medeia a transcricdo de Vvéarios genes
que favorecem este fenétipo como, proteinas que inibem a entrada do ciclo carboxilico
como PDK1 (piruvato desidrogenase kinase 1), a qual ira fosforilar e desativar a PDH
gue tem a funcdo de converter o piruvato em acetil-coenzima A (KIM et al., 2006;
PAPANDREOQU 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 ndo expostos ao cigarro foi observada uma reducéo
da expressao da proteina HIF1-a. Nés inferimos que esse resultado esteja relacionado
a elevada quantidade de acUcares simples em seu estagio final de digestdao 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
captacdo dos mesmos pelas células neoplasicas.

Um dos metabdlitos encontrados na via glicolitica em condi¢cbes aberrantes é o
metilglioxal (MGO) (XIAO et al.,, 2013). Alguns trabalhos relataram uma relacao
préxima entre o0 MGO e a expressao de HIF1-a, de modo que esse metabdlito reduz
significativamente a expressdo da HIF1-a em neoplasias colorretais por varias vias,
sendo elas: por modificagdo covalente do residuo de arginina 23, impedindo sua
dimerizacdo com a HIF1-f para a formacdo do complexo HIF-1 (CERADINI et al.,
2008); por interacdo covalente do MGO com a proteina p300, impedindo sua ligagdo a
porcdo CTAD da HIF1l-a e posterior transporte da mesma para o nucleo celular
(KAJIWWARA et al., 2009; THANGARAJAH et al 2009); e por fim, por aumento da
associagdo da HIF1-a com a chaperona Hsp40/70 (heat shock protein 40/70)
resultando em ubiquitinacdo e degradagcdo proteossomal, sem a necessidade de que
este recrutamento seja feito pela pVHL (BENTO et al, 2010). Desta forma,
acreditamos pelo escore de expressdo encontrado de HIF1-a em nosso estudo, que
essa Ultima via seja uma importante reguladora pdés-traducional em adenocarcinoma

tubular colorretal no modelo experimental utilizado.
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Interessantemente, apds exposicdo a fumaca do cigarro, a expressdo de HIF1-
a em adenocarcinoma tubular colorretal esteve aumentada em comparagdo a
expressdo encontrada nos tumores do modelo experimental ndo tabagista (G1).
Acreditamos que essa condicdo esteja relacionada a hipdxia causada pela exposicdo
a fumaca do cigarro. Jensen et al. (1991) mostraram que fumar por 10 minutos diminui
a tensdo de oxigénio nos tecidos por aproximadamente uma hora e Yu et al. (2012)
apontaram em pesquisa, significativo aumento em fatores indutores de hipdxia em
células expostas a componentes da fumaca do cigarro.

Outra linha de raciocinio que poderia relacionar os dados obtidos para a
expressdo da HIF1l-a passa pela presenca de radicais livres no microambiente
tumoral. Dados sugerem que as espécies reativas de oxigénio geradas pelo complexo
Il do ciclo da ubiguinona estdo relacionadas a ativacdo dos fatores induziveis de
hipéxia (HIFs) (BELL et al., 2007; KLIMOVA; CHANDEL, 2008).

Uma vez que as espécies reativas de oxigénio funcionam como ativadoras da
transcricdo de HIF1-a, questionamos como estariam as expressdes de enzimas
antioxidantes envolvidas no bloqueio desses superdxidos, como é o0 caso da
superdxido  dismutase 1. Para tanto, nossos  resultados  mostraram
surpreendentemente, que nos tumores pertencentes ao grupo de animais nao
expostos a fumaca do cigarro e cuja expressdo de HIF1-a estava baixa, a expressao
de SOD1 foi significativamente maior e possivelmente esteve mais ativa, bloqueando
0s ROS, engquanto nos tumores de animais expostos a fumaca do cigarro, a expresséo
de SOD1 foi significativamente menor e a expressdo de HIF1-a atingiu niveis elevados
possivelmente devido a presenca de maior quantidade de ROS.

Em mucosa colorretal normal, a exposicdo a fumaca do cigarro promove menor
atividade de SOD (VERSCHUERE et al., 2012). Esses dados da literatura corroboram
os resultados obtidos neste estudo, cuja expressao de SOD1 foi menor em tumores de
animais expostos, sugerindo a premissa do envolvimento dos radicais livres na
modulacdo de HIF1l-a. Porém, relatos descreveram que a SOD1 ndo é uma enzima
essencial para a vida (SHIMIZU et al., 2010), no entanto, inUmeros fatores de
transcricdo regulam a expressdo de SOD, principalmente aqueles sensiveis ao
estresse oxidativo, como a proteina AP-1 e o NF-kB, que estdo entre os componentes
importantes da resposta celular em situacdo de estresse oxidativo, além de
participarem decisivamente nas questdes de sobrevivéncia ou morte celular (KARIN,
1999; SHAULIAN; KARIN, 2002; BUBICI et al., 2006).

Em estagios iniciais de lesdo da mucosa colorretal, os chamados focos de
criptas aberrantes, a expressdo de SOD1 esteve aumentada em relacdo a mucosa

normal, em estudo utlizando modelo experimental de carcinogénese colorretal,
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mostrando que a atividade dessa enzima aumenta quando lesGes pré-cancerigenas
sdo instaladas (AMARAL et al, 2006). No entanto, a expressdo e atividade de
isoformas de SOD mudaram em relacdo a progressao tumoral, ou seja, estagios mais
avancados da diferenciagdo tumoral culminaram com menor expressdao de SOD,
indicando adaptacdo das células tumorais do cancer colorretal ao estresse oxidativo, e
gue os reativos de oxigénio presentes nas células tumorais podem aumentar a
expressdo de SOD1, porém, por outro lado, podem inativar parcialmente sua
atividade, permitindo o acumulo de mais espécies reativas de oxigénio (SKRZYCKI et
al., 2009).

Sajesh e McManus (2015) sugeriram que a SOD1 silenciada permitiu o
aumento de espécies reativas de oxigénio, 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
cancer colorretal é inerente a presenca de espécies reativas em virtude do
metabolismo aberrante (PLACE; DOMANN, 2013). Ainda, radicais livres podem
interferir na acdo da proteina PHD3 pela oxidacdo do Fe Il ou até mesmo oxidagdo de
seu sitio cataliico (CHANDEL et al., 2000; DEHNE; BRUNE, 2009) mostrando uma
interessante conexao entre os radicais livres e a via de hipdxia, uma vez que ha acéo
destes na expressdo da proteina HIF1-a. Assim, nota-se um importante papel da
proteina SOD1 em regular os niveis de radicais livres no microambiente tumoral uma
vez que estes constantemente refletem na regulacéo das proteinas PHD3 e HIF1-a.

Como visto estas trés proteinas agem em conjunto no microambiente tumoral,
e suas fungdes tornam-se responsaveis pelo fendtipo, comportamento e malignidade
tumoral. O estudo da inter-relacdo destas proteinas pode levar a elucidacdo de
processos de tumorigénese, malignizacdo tumoral e possivel resposta ao tratamento.

Este trabalho buscou avaliar a expressdo das proteinas relacionadas ao
tratamento radioterapico. Os individuos induzidos a carcinogénese por DMH (G1)
apresentaram baixa expressdo de PHD3 e baixa expressédo de HIF1-a, sugerindo que
a expressado desta Ultima seja regulada por outras vias ndo dependentes da PHD3,
como é o caso da via da hiperglicemia ou até mesmo pela pouca presenca de radicais
livres. Além disso, nestes mesmos individuos foi observada uma alta expressao de
SOD1, que possui a fungdo de inibir as espécies reativas de oxigénio (ROS), o que
permite que a pouca PHD3 presente exer¢a sua funcao de inibir ainda mais a proteina
HIF1-a.

O grupo DMH+/tabaco+ (G3) teve um perfil de expresséo proteica divergente.
Nesses individuos foi observado um aumento da expressdo da PHD3, alta taxa de

expressdo de HIF1l-a e uma pequena reducdo na expressado de SOD1. Apesar de ter
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sido observado um acréscimo de PHD3, é possivel que esta proteina esteja afuncional
na presenca da fumaca do cigarro, uma vez que apresenta mais de 7.000 substancias,
dentre elas metais, como niquel e cobalto, que podem substituir 0 ndcleo metalico da
PHD3 evitando assim que a mesma exerca sua funcdo de inibir a proteina HIF1-a.
Esta, por sua vez esteve presente em elevadas concentracfes no tecido, sendo capaz
de ativar o complexo HIF-1 para a ativacdo de genes que, em caso de radioterapia,
aumentam a sua efetividade.

Apés radioterapia, a expressdo de PHD3 em tumores de modelo experimental
nao exposto a fumaca do cigarro (G2) aumentou, porém nao se mostrou diferente
significativamente em relacdo aos tumores de modelos também ndo expostos sem
tratamento radioterdpico (G1). Diante disso, podemos inferir que todas as questdes
prognésticas relacionadas a baixa expressdao de PHD3, como por exemplo, o risco de
metastase, pode ser atribuido apés o tratamento radioterapico. No entanto, nos
tumores de animais expostos a fumaca do cigarro (G4), o tratamento radioterapico
promoveu uma elevada expressdo de PHD3 em relacdo aos demais grupos. De certa
forma, se pensarmos em resisténcia a acao radioterapica e também no papel que a
PHD3 desenvolve no prognostico de pacientes com cancer colorretal, a exposicdo a
fumaca do cigarro permitiria maior controle da via de hipdxia por essa proteina, desde
gue a mesma estivesse ativa.

A radiacdo normalmente atinge células oxigenadas com metabolismo
acelerado, entdo apés a radiacdo, a morte celular libera oxigénio, deixando-o
disponivel para distribuicdo em outras areas previamente hipoxicas. Este processo
aumenta o suprimento de oxigénio e nutrientes, tornando-o mais responsivel a
radiacdo (ROOTS; SMITH, 1974; MOELLER; DWEHRIST, 2006).

Como visto 0 aumento da expressao de HIF1-a ocorre em condigdes hipoxicas
(SEMENZA, 1999), entretanto, no caso de tumores irradiados, a reoxigenacdo também
€ responsavel por um aumento de HIF1l-a. Isto se deve ao estresse oxidativo causado
pela reoxigenacdo do tumor, de modo que ocorre um acumulo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) em tumores apds a radiacdo, promovendo a expressdo de HIF1l-a
(MOELLER et al., 2004). Desta forma, a mudanga do microambiente redox promovido
pela reoxigenacdo causa um acumulo de HIF1-a no microambiente (MOELLER;
DWEHRIST, 2006). Neste trabalho, encontramos niveis elevados de HIF1-a apds
tratamento radioterapico, em tumores de modelo experimental ndo exposto a fumaca
do cigarro, corroborando as informacfes descritas anteriormente de que o acimulo de
espécies reativas de oxigénio pos-radiacdo pode ser a causa dessa elevacdo de

expressao.
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No que diz respeito a expressdo de HIFl-a em tumores de modelo
experimental exposto a fumaca do cigarro apos radioterapia, ndo houve um aumento
da expressdo desta proteina como ocorreu em individuos ndo expostos a fumaca.
Possivelmente, a expressdo desta proteina nos tumores colorretais estudados ja
estava demasiadamente elevada que mesmo com a radiacdo do tratamento, ndo foi
possivel ocorrer alguma outra via de aumento de expressdo nestas células.

Em relacdo a expressdo de SOD1 apos tratamento radioterapico, sugerimos
gue o acumulo de espécies reativas de oxigénio tenha exigido a transcricdo de maior
namero de moléculas dessa enzima antioxidante. Isso pode ser justificado pelos
escores de expressao estatisticamente iguais nos tumores de modelo experimental
ndo exposto a fumaca do cigarro (grupo G2) e ao aumento da expressdo nos tumores
de modelo experimental exposto (grupo G4), significativamente diferente da expresséo
encontrada nos tumores de modelo experimental exposto a fumaga e ndo tratado com
radioterapia.

O que o0 estudo da expressdo dessas trés proteinas apdés o tratamento
radioterapico trouxe de importante em relacdo ao tratamento do cancer colorretal? Em
sua maioria, a conduta terapéutica da neoplasia colorretal passa pela resseccéo
cirdrgica primeiramente, seguido da radioterapia associada ou ndo a quimioterapia
(INCA, 2016). No entanto, uma possivel resisténcia terapéutica apds radioterapia,
pelas células tumorais, culminaria com recidivas e piores progndsticos. Desta forma,
dada a importancia que as proteinas estudadas e seus escores de expressdo
possuem na progressdo tumoral e prognostico, validam sua utilizacdo como painel

preditor de resposta terapéutica e sucesso do tratamento.

6.3 Resposta a radioterapia pelo indice apoptético

Este estudo revelou que a expressdo de HIF1-a esteve elevada e a de SOD1
foi levemente reduzida nos tumores de modelo experimental para cancer colorretal
exposto a fumaca do cigarro anteriormente ao procedimento radioterapico, permitindo,
possivelmente, que houvesse um maior acumulo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), culminando com melhor resposta terapéutica, confirmada com a porcentagem
de 97% de células apoptéticas nos adenocarcinomas tubulares destes individuos, em
contraste com os individuos ndo expostos a fumaca do cigarro, com baixa expressao
de HIF-1a e alta expresséo de SOD1, que provavelmente ndo permitiram um aumento
de espécies reativas de oxigénio 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 hipdxicos sé&o

resistentes a radioterapia e a quimioterapia, uma vez que estes tratamentos
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necessitam da geracdo de (ROS) para induzir dano letal ao DNA (GATENBY et al,
1988; TOMIDA; TSURUO, 1999). No entanto, observamos que nos tumores cuja
expressdo de HIF1l-a esteve elevada, a resposta a radioterapia foi melhor. Somamos
ainda, a consideravel diminuicdo na expressdo de SOD1, enzima responsavel pelo
metabolismo de ROS. Assim, inferimos um importante papel desempenhado pelas
ROS na resposta a radioterapia.

Corroborando a importancia dos ROS e de suas vias de metabolizacdo, Gao et
al. (2008) mostraram uma relacdo de radiorresisténcia de células de glioma humano
guando a proteina SOD1 foi superexpressa. Esses autores também relataram que a
maior radiosensibilidade foi observada em células deficientes de SOD1, sugerindo que
a forte presenca da SOD1 estava ligada a uma menor concentracdo de ROS,
necessarias para um maior dano e morte celular.

Outro fato observado é que a expressao de HIF-1a esteve mais elevada no
grupo que respondeu melhor a radioterapia. Possivelmente pela capacidade da
formacdo do complexo HIF-1 e posterior transcricdo de varios genes que favorecem o
aumento na concentracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) apés a radioterapia,
0 que por sua vez torna esses tumores mais susceptiveis a este tipo de terapia
(MOELLER; DWEHRIST, 2006).

Uma vez que a radiacdo 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 responsaveis por estas caracteristicas (SEMENZA,
2012), é razoavel esperar uma maior taxa de sucesso da radioterapia em tumores com
elevada expressdo de HIF1-a, baixa expressdo de SOD1, elevado metabolismo e
concomitantemente uma elevada concentracdo de espécies reativas de oxigénio,
levando a morte das células tumorais de forma mais eficiente.

Estudos mostraram que células deficientes de HIF1-a ndo respondem bem a
radioterapia (MOELLER et al., 2005), de forma semelhante, Santos et al. (2012)
observaram que uma elevada expressdao de HIF1-a em tumores de cavidade oral
promove maior radiossensibilidade e consequentemente melhor prognéstico. Estes
dados corroboram o presente estudo, onde tumores que apresentaram elevada
expressdo de HIF1-a tiveram uma maior indice apoptético 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 expresséo de HIF1-a e
baixa expressdo de SOD-1 em individuos tabagistas estejam facilitando o aumento de
espécies reativas de oxigénio no microambiente tumoral, e consequentemente,

aumentando os niveis de apoptose poés-radioterapia.
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CONCLUSOES

Com o desenvolvimento deste estudo conclui-se:

A exposicdo a fumaca da queima direta do cigarro ndo afeta o numero de
lesbes em mucosa colorretal de animais induzidos a carcinogénese, em

comparacdo aqueles ndo expostos;

O modelo experimental de céancer colorretal aplicado, sob condicbes de
exposicdo ou nao a fumaca do cigarro, permite estudar caracteristicas
histopatolégicas compativeis com o cancer colorretal de humanos, e as
limitacdes desse modelo experimental passam pelo ndo surgimento de lesdes

benignas e a possibilidade de estudos inerentes a essa categoria neoplasica;

O modelo experimental de céncer colorretal aplicado possibilita os estudos
moleculares e resposta terapéutica, e abre perspectiva para estudos de

prognostico e sobrevida de pacientes tabagistas;

A exposicdo a fumaca do cigarro modula a expressdo de PHD3, HIF1l-a e
SOD1 em adenocarcinoma tubular colorretal em modelo experimental, e PHD3
subexpressa, HIF1-a superexpressa e SOD1 expressa em niveis abaixo de
neoplasia de animais ndo expostos, culminam com melhor resposta
radioterapica;

A exposicdo a fumaca do cigarro promove melhor resposta a radioterapia em

modelo experimental de cancer colorretal.
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