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RESUMO 

 

O tabagismo é uma das principais causas de morte evitável do mundo e está 

relacionado ao surgimento de diversos tipos de tumores, dentre eles o câncer 

colorretal. Estudos com tumores sólidos mostram que a hipóxia é um importante 

fator preditor de resposta prognóstica e as vias de hipóxia, estresse oxidativo e 

imunossupressão podem atuar na progressão tumoral, influenciar a resposta ao 

tratamento e a resposta imunológica. Uma vez que estas vias podem ter a 

expressão de seus genes afetada tanto pela exposição à fumaça do cigarro quanto à 

radioterapia, o presente trabalho buscou investigar a influencia destes fatores de 

exposição na expressão das proteínas PHD3, HIF-1α, VEGF, RA2A e Foxp3 nos 

infiltrados intra e peritumorais de câncer colorretal induzido. Para tanto, foram 

utilizados 53 ratos Wistar, 5 com o intestino saudável como controle negativo (G0) e 

os 48 ratos restantes foram induzidos à tumorigênese colorretal com 1,2-

dimetilhidrazina (DMH) e divididos em 4 grupos, Grupo DMH (G1), Grupo 

DMH/Radioterapia (G2), Grupo DMH/Fumaça (G3) e Grupo 

DMH/Fumaça/Radioterapia (G4). A exposição à fumaça do cigarro dos grupos G3 e 

G4 ocorreu em câmara de inalação e correspondeu a 12 cigarros por dia/grupo 

durante 20 semanas. Na 21ª semana, os animais do grupo G2 e G4 foram 

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

2500 cGy. Na 22ª semana, os animais foram eutanasiados e as lesões fixadas, 

processadas e coradas com hematoxilina e eosina para diagnóstico. As lesões 

classificadas como Adenocarcinoma Tubular foram submetidas à Imunohistoquímica 

para as proteínas PHD3, HIF-1α, VEGF, da via de hipóxia, SOD-1 da via de estresse 

oxidativo e RA2A e Foxp3 da via de imunossupressão. Todas as amostras tumorais 

e controles foram analisadas nos infiltrados intra e peritumoral de forma semi-

quantitativa e avaliados quanto à exposição à fumaça do cigarro e radioterapia na 

modulação da expressão destas proteínas. A resposta à radioterapia também foi 

avaliada pelo índice apoptótico através do anticorpo da caspase-3 clivada nas 

amostras pertencentes aos grupos G2 e G4. Os resultados mostraram uma relação 

entre a exposição à fumaça do cigarro e radioterapia com alteração da expressão 

das proteínas nos infiltrados inflamatórios intra e peritumorais. A expressão das 

proteínas pode diferir entre os tipos de infiltrado inflamatório, bem como da 



 

 

expressão em células tumorais, mostrando a importância da função diferencial 

destas células no microambiente tumoral. Além disso, o grupo exposto à fumaça e 

radioterapia apresentou melhores características histopatológicas em relação à 

malignidade e melhor resposta terapêutica. Assim concluímos que os ratos expostos 

à fumaça do cigarro e tratados com radioterapia apresentaram melhores parâmetros 

histoquímicos dos marcadores de morte celular, inflamação, progressão tumoral, 

estresse oxidativo e resposta à radioterapia do que os não expostos à fumaça do 

cigarro. Uma vez que a fumaça é consagrada como indutora de tumor em vários 

estágios da tumorigênese, e que nossos resultados mostraram características 

opostas, sugerimos a necessidade de novos estudos que confirmem o real impacto 

do tabagismo nos processos de tumorigênese, inflamação e na resposta ao 

tratamento radioterápico. 

 

 

Palavras-chave: Câncer Colorretal, Expressão Gênica, Progressão Tumoral, 

Estresse Oxidativo, Imunossupressão 



 

 

ABSTRACT 

 

Smoking is the most leading cause of preventable death in the world, and is linked to 

the emergence of various types of tumors, including colorectal cancer. Studies with 

solid tumors show hypoxia as an important prognostic predictor and hypoxia and 

oxidative stress pathways, as well as immunosuppresion, may influence tumor 

progression, treatment and immune response. Since these pathways may have its 

genes expression altered by smoke and radiotherapy exposure, the present study 

sought to investigate explosion influence on PHD3, HIF-1α, VEGF, RA2A e Foxp3 

protein expression in intra and peritumoral infiltrates of induced colorectal cancer. For 

this, 53 Wistar rats were used, 5 as negative control (G0) and the remaining 48 were 

induced to colorectal tumorigenesis with 1,2-dimethylhydrazine (DMH) and divided 

into 4 groups, DMH Group (G1), DMH/Radiotherapy Group (G2), DMH/Smoke Group 

(G3) and DMH/Smoke/Radiotherapy Group (G4). Exposure to cigarette smoke from 

G3 and G4 groups occurred in a inhalation chamber and corresponded to 12 

cigarettes per day/group for 20 weeks. On 21st week, the animals of group G2 and 

G4 were submitted to three sessions of radiotherapy at the dose of 700 cGy each, 

totaling 2500 cGy. At 22nd week, animals were euthanized and the entire large 

intestine was open for removal of lesions, which were fixed and processed for 

inclusion in paraffin, and stained with hematoxylin and eosin for diagnosis. Lesions 

classified as Tubular Adenocarcinoma were submitted to immunohistochemistry for 

PHD3, HIF-1α, VEGF, hypoxia pathway, SOD-1 oxidative stress pathway and RA2A 

and Foxp3 immunosuppressive pathways. All tumor samples and controls were 

analyzed in intra- and peritumoral infiltrates semi-quantitatively and evaluated for 

exposure to cigarette smoke and radiotherapy in modulating the expression of these 

proteins. The response to radiotherapy was also evaluated by apoptotic index 

through caspase-3 cleaved antibody in samples belonging to groups G2 and G4. The 

results showed a relationship between exposure to cigarette smoke and radiotherapy 

with altered expression of proteins in intra- and peritumoral inflammatory infiltrates. 

Protein expression may differ between inflammatory infiltrates, and differ from 

expression in tumor cells, it shows the importance of differential function of these 

cells in the tumor microenvironment. In addition, the group exposed to smoke and 

radiotherapy presented better histopathological characteristics in relation to 



 

 

malignancy and better therapeutic response. Thus, we concluded that mice exposed 

to cigarette smoke and treated with radiotherapy presented better histochemical 

parameters of markers of cell death, inflammation, tumor progression, oxidative 

stress and response to radiotherapy than those not exposed to cigarette smoke. 

Since smoke is consecrated as a tumor inducer in several stages of tumorigenesis, 

and our results showed opposite characteristics, we suggest the need for new 

studies that confirm the real impact of smoking in the processes of tumorigenesis,  

Keywords: Colorectal Cancer, Gene Expression, Tumor Progression, Oxidative 

Stress, Imunossupression. 
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VEGF – Vascular Endothelial Growth Factor (Fator de Crescimento Endotelial 

Vascular) 

WHO – World Health Organization (Organização Mundial de Saúde) 
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1. INTRODUÇÃO 

O tabagismo é uma das principais causas de morte evitável do mundo, e está 

relacionado com o surgimento de várias doenças crônicas como isquemia, doenças 

cardiovasculares, enfisema pulmonar, derrame cerebral, alergias e câncer (INCA, 

2010; OMS, 2007; WHO, 2015). 

A maneira pela qual o tabagismo está relacionada ao surgimento de diversos tipos 

de tumores pode estar relacionada à composição da fumaça do cigarro, a qual 

contém mais de 7.000 substâncias químicas, dentre elas substâncias 

carcinogênicas, co-carcinogênicas e outras reforçadoras deste efeito, além da 

presença de vários tipos de metais que podem exercer uma modulação na 

expressão de muitas proteínas (FOWLES e DYBING, 2003; SALNIKOW et al., 

2000). 

Uma importante via que pode ser modulada pela fumaça do cigarro em tumores 

sólidos é a via de hipóxia. Em condições de baixa taxa de oxigênio ocorre a ativação 

do complexo HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor-1 – Fator Induzível por Hipóxia-1), 

responsável pela transcrição de mais de 100 genes envolvidos em resposta celular à 

hipóxia, metabolismo de glicose, angiogênese, reoxigenação, crescimento celular 

entre outras características, que quando elevadas, podem culminar com a 

progressão tumoral (SEMENZA, 2012b). 

Além de seu papel na progressão tumoral, a expressão da HIF-1α em tumores 

sólidos pode gerar uma modificação na resposta ao tratamento radioterápico, o qual 

necessita de oxigênio para a geração de radicais livres que danificam células 

tumorais na resposta apoptótica (MOELLER E DEWHRIST, 2006). Em contrapartida, 

a radioterapia também pode alterar a expressão de HIF-1α através da presença de 

radicais livres no tumor após o tratamento (MOELLER et al., 2004; MOELLER e 

DEWHRIST, 2006) 

A expressão desta proteína também está relacionada à alteração da resposta 

imunológica contra tumores, de modo que, em condições de elevada expressão e 

atividade do complexo HIF-1 pode ocorrer a inativação de células linfoides, 

essenciais para o combate ao tumor (SITKOVSKY E LUKASHEV, 2005; THIEL et 

al., 2007). 
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Grande parte dos estudos de expressão das proteínas da via de hipóxia é realizada 

no tecido tumoral como um todo, ou apenas em células tumorais. No entanto, o 

desenvolvimento do tumor depende da “orquestra funcional” de todas as células 

presentes no microambiente, com a presença de células tumorais e células 

inflamatórias, em que cada tipo celular exerce funções e expressões proteicas 

diferentes.  

Um estudo publicado por nosso grupo em carcinoma epidermoide de cabeça e 

pescoço mostrou uma forte relação entre a elevada expressão de HIF-1α no 

infiltrado inflamatório peritumoral e um pior prognóstico avaliado pela sobrevida 

global e livre de doença dos pacientes (MENDES et al., 2014). Este pior prognóstico 

pode ter sido modulado pela expressão de HIF-1α e seus transcritos fatores de 

crescimento de progressão tumoral, como o VEGF, ou também da inativação das 

células imunes do infiltrado inflamatório tumoral, promovendo um microambiente 

imunossuprimido (SEMENZA, 2012b, THIEL et al., 2007). 

Uma vez que a exposição à fumaça do cigarro e radioterapia podem alterar as vias 

de hipóxia, progressão tumoral e imunossupressão há a necessidade de se avaliar o 

quanto estes fatores podem alterar a expressão das proteínas destas vias. Desta 

forma, este trabalho busca parâmetros de expressão que possam ser utilizados no 

futuro como preditivos no curso da doença, no prognóstico, na resposta e até na 

escolha terapêutica. 

Logo, é necessário verificar se as células do infiltrado inflamatório tumoral de 

organismos expostos à fumaça do cigarro e radioterapia continuam a exercer função 

anti-neoplásica, ou se após esta exposição, existe alteração da expressão dos 

genes da vida de hipóxia, resultando no crescimento tumoral e imunossupressão. 

Esta avaliação também é importante para a aplicação clínica uma vez que a 

exposição à fumaça do cigarro pode interferir na ativação da via de hipóxia e, por 

conseguinte, na resposta à radioterapia. Portanto este trabalho visou elucidar os 

processos tumorais moleculares e prever o possível curso da doença, bem como 

esclarecer fatores que podem auxiliar uma melhor escolha terapêutica aos pacientes 

por meio da avaliação de células da imunidade. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

Avaliar a influência da exposição à fumaça do cigarro e radioterapia na expressão 

das proteínas PHD3, HIF-1α, VEGF, SOD-1, RA2A e Foxp3 em células do infiltrado 

inflamatório intra e peritumoral  

 

2.2. Objetivos Específicos 

 Verificar o número de lesões e composição das características 

histopatológicas das mesmas sob exposição da fumaça do cigarro e 

radioterapia; 

 

 Investigar quais proteínas estão associadas a uma melhor resposta à 

radioterapia; 

 

 Analisar a presença e a variação da expressão das proteínas no infiltrado 

inflamatório intra e peritumoral em cada um dos grupos avaliados; 

 

 Analisar a diferença de expressão das proteínas entre os infiltrados intra e 

peritumoral e na célula tumoral; 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Câncer e Tabagismo 

O tabagismo é considerado pela Organização Mundial de Saúde – World Health 

Organization (WHO) como a principal causa de morte evitável em todo o mundo 

(WHO, 2015). Mais da metade dos usuários vão a óbito e não há forma segura de 

exposição. Estima-se que um terço da população mundial adulta, representada por 

mais de um bilhão de pessoas, sejam tabagistas (WHO, 2015).  

Este aumento das taxas de morte causadas pelo tabagismo ocorre em virtude de 

suas várias doenças decorrentes como: isquemia, enfisema pulmonar, doenças 

cardiovasculares, acidente vascular cerebral, pneumonia, alterações na resposta 

imunológica e câncer (INCA, 2010; OMS, 2007; WHO, 2015). 

O tabagismo pode influenciar o surgimento de tumores de diversas formas, e a 

relação positiva entre o consumo de tabaco e o surgimento de diferentes tipos de 

câncer já é bem estabelecida (INCA, 2010), pois a fumaça do cigarro contém mais 

de 7.000 substâncias, muitas carcinogênicas, co-carcinogênicas e outras que podem 

auxiliar no processo tumorigênico (FOWLES e DYBING, 2003; SALNIKOW et al., 

2000). 

Muitos dos metais presentes na fumaça do cigarro podem substituir o núcleo 

metálico de metaloproteínas, e acabam por alterar a atividade da proteína 

prejudicando a homeostase do organismo (SALNIKOW e ZHITKOVICH, 2008), de 

modo que esta substituição também pode afetar a regulação da expressão de 

poteínas (CARUSO et al., 2014; KASPRZAK e BUZARD, 2000). 

É importante observar que muitas dessas proteínas agem como fatores de 

transcrição ou complexos transcricionais, portanto, caso haja uma interferência na 

função das mesmas, a regulação da expressão gênica consequentemente será 

prejudicada (KARACZYN, GOLEBIOWSKI e KASPRZAK, 2006; LEE et al., 1995). 
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2.2. Inflamação e Câncer 

O infiltrado inflamatório tumoral é observado em vários tipos de tumor, e possui um 

significado clínico bem compreendido em tumores colorretais sendo interpretados no 

laudo patológico como fatores preditivos de prognóstico (MOHAMED et al., 2012; 

TOUGERON et al., 2013). 

Desde o relato da presença de células inflamatórias no tecido neoplásico por 

Rudolph Virchow em 1863, imagina-se uma relação entre inflamação e câncer 

(BALKWILL e MANTOVANI, 2001; VAN KEMPEN et al., 2006; GRIVENNIKOV et al., 

2010; MACARTHUR, HOLD e EL-OMAR, 2004). Seguindo esta linha, na década de 

1950 com os estudos de Lewis Thomas, surgiram indícios de uma função fisiológica 

do sistema imunológico em evitar o crescimento de células neoplásicas (INCA, 

2010). 

E no final dos anos de 1960, McFarlane Burnet definiu o termo vigilância 

imunológica, que propunha que o sistema imunológico estaria em um estágio de 

constante alerta para evitar o crescimento de células transformadas, destruindo-as 

antes que se tornassem tumores lesivos. Desde então, a inflamação tem sido 

relacionada ao câncer em muitos aspectos do comportamento tumoral e o sistema 

imunológico pode apresentar duas respostas diferentes e antagônicas em relação ao 

tumor, a resposta anti-tumoral e a tumorigênese (GRIVENNIKOV et al., 2010; 

MANTOVANI et al., 2008). 

 

2.2.1.  Resposta Imunológica Frente a Neoplasias 

As respostas imunológicas anti-tumorais em geral são induzidas pelo 

reconhecimento de antígenos tumorais por células do sistema imune (ABBAS, 

LICHTMAN e PILLAI, 2007). O reconhecimento do corpo estranho induz um 

complexo programa de células imunológicas, as quais são designadas para destruir 

e remover os invasores (DEHNE e BRUNE, 2009).  

Ao surgir uma célula neoplásica, ela passa a expressar vários tipos de moléculas 

diferentes de células normais, e, portanto podem ser reconhecidos pelo sistema 

imunológico como algo não próprio, neste caso, antígenos tumorais (ABBAS, 
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LICHTMAN e PILLAI, 2007). Ao reconhecer uma célula neoplásica, as Células 

Apresentadoras de Antígeno locais (APCs) realizam a fagocitose, e esses antígenos 

tumorais são processados e exibidos em sua superfície via MHC de classe I e II. 

Então elas migram até os órgãos linfoides e apresentam estes antígenos para 

subpopulações de Células Linfoides, incluindo Linfócitos T auxiliares e Linfócitos T 

citolíticos ou citotóxicos (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2007). 

O principal mecanismo imunológico de erradicação tumoral é realizado por linfócitos 

T citolíticos (CTLs), da linhagem T CD8+, que quando ativados para antígenos 

tumorais, migram até o local onde se encontra o tumor e liberam citocinas citolíticas 

que desencadeiam um processo de morte da célula tumoral (ABBAS, LICHTMAN E 

PILLAI, 2007), enquanto que os linfócitos T CD4+ ou T helpers da linhagem de 

células pró-inflamatórias (Th1) secretam IFN-γ que ativa os macrófagos que tenham 

fagocitado uma célula neoplásica resultando no aumento da atividade desses, e 

consequentemente, morte do material fagocitado (BENJAMINI, COICO e 

SUNSHINE, 2002).  

Mas também há outra subpopulação de T helpers (Th2) que quando ativadas, 

produzem várias citocinas anti-inflamatórioas como IL-4, IL-5, IL-10, e IL-13, que 

inibem a ativação de células mieloides. Portanto, a resolução da inflamação será 

determinada pelo equilíbrio entre a ação pró-inflamatória e anti-inflamatória em 

resposta ao tumor (FOWELL et al., 1991; SAKAGUCHI e SAKAGUCHI, 1994; 

SHIMIZU, YAMAZAKI e SAKAGUCHI, 1999). 

 

2.2.2. O Papel do Sistema Imunológico na Promoção e Progressão Tumoral  

Além da proteção contra o câncer, o sistema imunológico pode contribuir para o 

desenvolvimento tumoral. Há muito tempo, a inflamação crônica tem sido 

reconhecida como um fator de risco para o desenvolvimento de tumores em muitos 

tecidos diferentes (GRIVENNIKOV et al., 2010), inclusive, alguns cânceres 

associados a infecções são considerados um resultado indireto dos efeitos 

carcinogênicos dos estados inflamatórios crônicos que são induzidos pelos 

microrganismos infecciosos (FERREIRA e ROCHA, 2010; LOPES, CHAMMAS e 

IYEYASU, 2013). 
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Enquanto que as células do sistema imunológico adquirido são os principais 

mecanismos efetores na resposta anti-tumoral, as células do sistema imunológico 

natural (ou inato) são consideradas os mais diretos responsáveis por promover 

tumores dentre as células imunes. Macrófagos associados a tumor (MATs) são 

componentes importantes desta resposta e estão fortemente relacionados à 

intensidade da inflamação tumoral. Estes macrófagos associados ao tumor (MATs) 

podem polarizar para dois tipos de células, M1 ou M2 (SCHOPPMANN et al., 2006). 

Presentes quando há um aumento no perfil de citocinas Th1, ou seja, pró-

inflamatórias, os Macrófagos do tipo 1 (M1), podem destruir células tumorais e 

também provocar reações de destruição tecidual, principalmente no endotélio 

vascular (LEEK et al., 1998; BALKWILL e MANTOVANI, 2001). Esse perfil tem como 

papel clássico a defesa contra células tumorais e produzem eficientemente 

moléculas efetoras como ROS, NO, TNF-alpha, IL-6 e IL-1beta (SICA e 

MANTOVANI, 2012). 

Ao contrário dos macrófagos M1, os macrófagos M2 se diferenciam na presença de 

citocinas anti-inflamatórias (perfil Th2) como IL-4 e IL-13. Essas citocinas inibem a 

ativação da resposta Th1 e levam à resposta, conhecida como alternativa, para 

macrófagos M2 (GORDON e TAYLOR, 2005; NOEL et al., 2004). Além de 

suprimirem a resposta Th1, eles participam na resolução da inflamação, cicatrização 

de feridas, angiogênese e reparo tecidual (BISWAS e MANTOVANI, 2010).  

Os M2 podem produzir fatores de crescimento e angiogênicos, assim como 

proteases que degradam a matriz extracelular facilitando a metástase, podendo 

assim, estimular a proliferação de células tumorais, promover a angiogênese e 

favorecer a invasão e metástase (BALKWILL e MANTOVANI, 2001). 

Ademais, as células imunes naturais também podem contribuir para a transformação 

maligna de células, ao gerarem radicais livres que causam dano ao DNA e levam a 

mutações nos genes supressores de tumor e oncogenes. Além disso, mastócitos, 

neutrófilos e macrófagos secretam fatores solúveis que podem promover a 

progressão do ciclo celular e a sobrevivência de células tumorais (ABBAS, 

LICHTMAN E PILLAI, 2007). 
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O desafio para os oncologistas é encontrar um equilíbrio benéfico no qual as 

respostas imunológicas adquiridas não sejam comprometidas, enquanto as reações 

inflamatórias crônicas, potencialmente prejudiciais, sejam controladas.  

De modo geral, a modulação da resposta imunológica para um perfil anti-inflamatório 

imunossupressor é de grande valia para a manutenção tecidual do organismo, no 

entanto, defeitos no ajuste fino de regulação do microambiente tecidual inflamatório 

contribuem para a persistência dos sinais gerados resultando em um efeito promotor 

tumoral. A reparação do tecido danificado é um processo normal de defesa que 

ocorre após quase toda resposta inflamatória. Entretanto a indução da tumorigênese 

ocorre apenas em caso de desequilíbrio, defeito do ajuste desta resposta. 

 

2.2.3. Imunossupressão 

A imunossupressão é um poderoso mecanismo evolutivo responsável por proteger o 

organismo contra os efeitos lesivos da resposta imunológica e manter tecidos 

saudáveis e órgãos vitais. Pois, embora as atividades das células imunológicas 

sejam necessárias para o sucesso da destruição do corpo estranho, a falta de 

controle das células imunológicas hiperativas ou inflamação prolongada pode levar a 

níveis inaceitáveis de danos colaterais ao hospedeiro (SITKOVSKY e OHTA, 2005).  

Nas respostas inflamatórias contra outros tipos de patógenos, as células 

imunológicas remanescentes ainda ativas são suficientes para o combate e 

eliminação do corpo estranho. Entretanto o mesmo não se aplica a tumores, pois 

seu crescimento descontrolado sobrepuja à resposta inflamatória, que por sua vez 

continua a causar danos ao tecido saudável, resultando em um pior prognóstico para 

o hospedeiro (ABBAS, LICHTMAN E PILLAI, 2007). 

Nas reações mais fortes, enzimas provenientes do fagolisossomo das APCs como 

oxidase fagocitária, proteases lisossômicas, espécies reativas de oxigênio (ROS), 

óxido nítrico (NO) e enzimas citotóxicas provenientes dos linfócitos T CD8+ podem 

ser liberadas no espaço extracelular e causar lesão nos tecidos do hospedeiro 

(ABBAS, LICHTMAN E PILLAI, 2007). Quando a resposta inflamatória é exacerbada 

e causa lesão tecidual, muitas proteínas são liberadas como prostaglandinas, 
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catecolaminas, dopamina e histamina, para que seja ativado um complexo 

mecanismo anti-inflamatório prevenindo o dano colateral excessivo e destruição dos 

tecidos normais (SITKOVSKY, 2003; SITKOVSKY et al., 2004). 

Como visto, o sistema imunológico apresenta diversas funções que podem resultar 

tanto na ativação da tumorigênese, como na imunossupressão da defesa anti-

neoplásica. Sendo assim, o que define o seguimento de uma via ou outra é a 

regulação da função de vários genes e proteínas das células presentes neste 

microambiente, de modo que a resposta destas células no microambiente tumoral, 

cujo metabolismo é altamente influenciado pelos fatores ambientais, dependerá da 

regulação da expressão gênica. 

 

2.3. As Vias de Hipóxia, Estresse Oxidativo e Imunossupressão no Câncer 

Uma via bem estabelecida da progressão tumoral é conhecida como via de Hipóxia. 

A hipóxia é um componente importante de várias doenças, incluindo acidente 

vascular cerebral, doenças inflamatórias e a progressão de tumores sólidos 

(RANTANEN et al., 2008).  

Esta baixa tensão de oxigênio tem sido demonstrada em vários tecidos normais, 

inflamados e tumorais (DEHNE e BRUNE, 2009; SEMENZA 1999) e pode prejudicar 

o metabolismo celular, em vista que estas necessitam de suprimentos adequados de 

oxigênio para a obtenção de energia (SEMENZA, 2012a).  

Sendo assim, as células apresentam uma necessidade de controle da homeostase 

do oxigênio para manutenção da fisiologia e bioquímica, essenciais para a 

sobrevivência da célula, portanto, as concentrações de oxigênio devem ser 

rigidamente controladas (SEMENZA, 2012b). 

Mecanismos protetores contra a hipóxia são importantes no desenvolvimento e 

progressão de tumores sólidos, pois para seu desenvolvimento, o tumor age 

prevenindo a morte celular até mesmo em condições de baixas taxas de oxigênio 

(FILLIES et al., 2005). Os tumores sólidos apresentam graus diferentes de taxa de 

oxigênio ao longo de seu tecido em virtude de alterações estruturais ou quantitativas 

nos vasos sanguíneos (SCHÖDER et al., 2009). 
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Estudos mostram que hipóxia e densidade vascular reduzida estão relacionadas a 

um pior prognóstico e são responsáveis pela resistência à quimioterapia e 

radioterapia (SCHÖDER et al., 2009), em vista que células hipóxicas requerem de 2 

a 3 vezes a dose de radiação para produzirem o mesmo nível de apoptose quando 

comparado a células apresentando níveis normais de oxigênio.  

Além disso, células que sobrevivem ao severo estresse hipóxico proveniente do 

tratamento radioterápico adquirem resistência a diversas alterações fisiológicas e 

não fisiológicas (SALNIKOW e ZHITKOVICH, 2008). Estas alterações fisiológicas 

também podem ter um impacto sobre a resposta anti-tumoral exercida pelo sistema 

imune pois respostas inflamatórias normalmente ocorrem em microambientes 

hipóxicos (DEHNE e BRUNE, 2009).  

A hipóxia no microambiente inflamatório se deve ao fato do elevado consumo de 

oxigênio destas células por conta de seu metabolismo acelerado, e, além disso, o 

suprimento sanguíneo é normalmente interrompido em virtude dos vasos obstruídos 

por fagócitos ou vasoconstritos por citocinas, gerando esta baixa taxa de oxigênio no 

tecido em questão (SITKOVSKY e LUKASHEV, 2005). 

Sendo assim, em situações de combate ao tumor, o sucesso da eliminação de 

células neoplásicas demanda de um metabolismo eficiente das células imunológicas 

em todos os microambientes do tecido e requer uma adaptação dessas em reduzida 

disponibilidade de oxigênio ou hipóxia (DEHNE e BRUNE, 2009; SEMENZA, 2003). 

No caso da resposta imunológica contra o câncer colorretal, a homeostase do 

oxigênio é um pouco mais complexa, pois o intestino apresenta um perfil de 

oxigenação próprio. Apesar da lâmina própria do intestino ser altamente 

vascularizada, sua posição anatômica é bem próxima à luz do intestino a qual é 

anaeróbia, sendo assim, é possível observar um gradiente de concentração de 

oxigênio da serosa à luz intestinal (SHEPHERD, 1982; ALBENBERG et al., 2014).  

No intestino há uma série de fatores que afetam a concentração e distribuição do 

oxigênio como o fluxo contra-corrente do sangue (SONNWEBER et al., 2014), 

flutuação de perfusão sanguínea ao longo do dia (COLGAN, 2010) e difusão de 

oxigênio até o lúmen (SHEPHERD, 1982). Todas estas condições resultam em uma 

baixa pressão de oxigênio <10mmHg quando comparada à pressão de oxigênio em 
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alvéolos saudáveis que apresentam uma pressão de oxigênio de 100-110mmHg, 

isto mostra que no intestino ocorre uma hipóxia fisiológica independente de mazelas 

ocorridas (KARHAUSEN et al., 2004; ALBENBERG et al., 2014; SCHAIBLE et al., 

2010). 

Em condições de hipóxia, muitas células não conseguem continuar a exercer seu 

metabolismo e entram em apoptose, no entanto, células de mamíferos 

desenvolveram um elaborado sistema para manter a homeostase fisiológica e 

sistêmica do oxigênio a fim de prevenir a morte celular em condições de hipóxia que 

agem tanto na regulação como na distribuição do oxigênio (BRUICK, 2003; 

SEMENZA, 1999 ; STIEHL et al., 2006). 

O Complexo HIF-1 (Hypoxia Induccible factor – Fator Induzível por Hipóxia) é o 

principal mecanismo regulador da homeostase celular e sistêmica e age como fator 

de transcrição para expressão de mais de 100 genes envolvidos na resposta celular 

à hipóxia, essenciais para a sobrevivência destas células em condições de baixas 

taxas de oxigênio, assim como de genes de metabolismo celular, angiogênese, 

eritropoiese, transporte de glicose, glicólise, entre outros (SEMENZA, 2012b). 

Este complexo transcricional é um heterodímero proteico composto por duas 

subunidades, HIF-1α e HIF-1β. A subunidade HIF-1β é constitutivamente expressa, 

com níveis de mRNA e de proteína constantes na célula, contudo a subunidade HIF-

1α é geralmente regulada pelas proteínas da família das dioxigenases ferro e 2-

oxoglutarato-dependentes, como por exemplo, as PHDs (HIF prolil hidrosilases) 

(WANG e SEMENZA, 1993; KAELIN e RATCLIFFE, 2008) 

 

2.3.1. PHD3 

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

dioxigenases e são dependentes de Ferro II (Fe2+), Oxigênio 2 (O2) e 2-

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

MCKNIGHT, 2001). Esta proteína tem sido conhecida como sensor de oxigênio pois 

sua afinidade com este elemento é em torno de 2 a 10 vezes superior às 

concentrações fisiológicas (HIRSILA et al., 2003). 
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A taxa de oxigênio intracelular permite que a atividade da PHD seja modulada ao 

longo de toda gama fisiológica (KAELIN e RATCLIFFE, 2008), normalmente, as 

PHDs realizam a hidroxilação de resíduos prolil nas subunidades alpha do fator 

induzível por hipóxia (HIF1-α) para serem degradadas posteriormente. No entanto, 

em condições hipóxia, a atividade enzimática das PHDs é inibida, levando ao 

acúmulo de HIF-1 (SCHOFIELD e RATCLIFFE, 2004; FONG e TAKEDA, 2008; 

KAELIN e RATCLIFFE, 2008). 

A sensibilidade das PHDs para Ferro II (Fe2+), Oxigênio 2 (O2), 2-oxoglutarato (2-

OG) e estado redox da célula é mais notável num microambiente de grave distúrbio 

metabólico e estresse oxidativo, muitas vezes observado em um microambiente 

tumoral, como é no câncer colorretal (CHANDEL et al., 2000; DEHNE e BRUNE, 

2009; PLACE e DOMANN, 2013). Outro fator ambiental capaz de alterar a atividade 

das proteínas PHDs é a concentração de diferentes tipos de metais no ambiente 

pois o organismo não apresenta um mecanismo de expulsão desses na célula, 

tendo, portanto, acesso irrestrito aos sítios de ligação de ferro das dioxigenases, 

causando inibição funcional dessa família de enzimas (CHEN e COSTA, 2009; 

SALNIKOW e ZHITKOVICH, 2008). 

A PHD é conhecida como um supressor tumoral devido à sua função de regulação 

da via de HIF, e sua ausência é relacionada à tumorigênese de câncer colorretal 

(XUE et al., 2010). A contribuição desta proteína para o fenótipo celular depende de 

várias condições, incluindo sua abundância relativa em um tecido específico 

(JOKILEHTO e JAAKKOLA, 2010), de modo que as alterações na expressão das 

proteínas PHD3, também podem resultar numa alteração da taxa de hidroxilação da 

HIF1-α (APPELHOFF et al., 2004; SOILLEUX et al., 2005). 

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

tumorigênese, estudos sobre a expressão destas enzimas podem auxiliar na nossa 

compreensão da progressão do câncer colorretal. Além disso, uma vez que a 

proteína PHD3 é peça chave para o controle da via de hipóxia, ao estudarmos esta 

via é necessário avaliar sua expressão antes de buscarmos entender os fatores 

ambientais envolvidos na regulação da expressão das proteínas que compõem a via 

de hipóxia 
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2.3.2. HIF-1α 

HIF-1α, também conhecida como aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 

(ARNT), pertence à família de proteínas basic helix-loop-helix-Per-ARNT-Sim (bHLH-

PAS) e sua expressão é constantemente suprimida na presença de O2 (KAELIN e 

RATCLIFFE, 2008). Sua transcrição e síntese proteica são constitutivas e 

particularmente não são afetadas pelo teor de oxigênio (WANG e SEMENZA, 1993), 

porém a presença do oxigênio atua na regulação da HIF-1α por modificações pós-

traducionais, como hidroxilação e ubiquitinação para que ela seja degradada pelo 

sistema proteossomal (BRAHIMI-HORN, MAZURE e POUYSSEGUR, 2005). 

A proteína HIF-1α possui domínios como o PAS (Per-ARNT-Sim), que interage com 

o domínio PAS da HIF-1β para dimerização (CHOWDHURY, HARDY e 

SCHOFIELD, 2008). Existem também outros dois domínimos localizados na porção 

N-terminal (N-TAD) e na C-terminal (C-TAD), os quais atuam na ativação da 

transcrição gênica, como por exemplo, interagindo com o co-ativador transcricional 

CBP/p30056 (LANDO et al., 2002). Tanto na porção N-terminal como na C-terminal 

existe o importante domínio ODD (Oxygen-dependent degradation) que atua na 

mediação da estabilidade da HIF-1α de acordo com a disponibilidade de oxigênio, 

uma vez que neste domínio estão localizados sítios para a hidroxilação dependente 

de oxigênio (Figura 1) (PUGH et al., 1997; RUAS, POELLINGER e PEREIRA, 2002).  

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

enzimático e transfere um grupo hidroxila para o domínio ODD da HIF-1α (KAELIN e 

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

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

ligase para marcar a proteína HIF-1α e promover sua degradação proteossomal 

(Figura 2) (BAEK et al., 2005).  

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

HIF-1α é reduzida. Uma vez estabilizada, esta é translocada para o núcleo e se 

dimeriza com a subunidade HIF-1β, formando o complexo HIF-1 transcricionalmente 

ativo, o qual irá reconhecer uma região no genoma chamada HRE (hypoxia 

response elements) ativando a transcrição de seus diversos genes alvo (Figura 3) 

(SCHARTE, 2003; SEMENZA, 1999). 
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Figura 1 - Os domínios bHLH e PAS da HIF-1α mediam a dimerização com a proteína HIF-1β e a 
ligação do complexo ao DNA. Os domínios N-TAD e C-TAD são requeridos para hidroxilação da 
proteína HIF-1α e também para a ativação da transcrição gênica. As interações proteína-proteína são 
indicadas por setas para os dois sentidos. Modificado de Sitkovsky e Lukashev (2005). 

 

 

Figura 2 - Na presença do oxigênio a proteína PHD hidroxila o domínio ODD da HIF-1α, em seguida 

é reconhecida pela pVHL para posterior degradação proteossomal.   

 
Além do seu papel na homeostase do oxigênio há evidências de um importante 

função da HIF-1α em reações imunológicas. Várias citocinas e outros mediadores 

inflamatórios têm sido descritos como envolvidos na promoção da expressão da 

proteína HIF-1α, bem como a ligação do complexo HIF-1 ao DNA sob condições de 

hipóxia, ou até mesmo normóxia (SCHARTE et al., 2003).  
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Figura 3 - Esquema de formação do Complexo HIF-1 em condições de hipóxia, em que a proteína 
PHD em conjunto com a proteína pVHL não são responsáveis pela degradação da HIF-1α, a qual se 
transloca para o núcleo e se dimeriza à HIF-1β para compor o complexo HIF-1 e transcrever os genes 
da região HRE. 

 

Em microambientes inflamatórios, a ativação das células imunológicas promove a 

produção de uma variedade de citocinas como TNF-α e IL-1, alem de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e óxido nítrico (NO) que também aumentam a expressão 

da HIF-1α. De forma que na inflamação inicial, os macrófagos e neutrófilos 

produzem uma explosão de ROS, que é crítica para a ação antitumoral dos 

fagócitos, uma vez que a produção de ROS resulta num aumento de HIF-1α, a qual 

irá participar na ativação de diversas vias responsáveis por aprimorar o metabolismo 

dessas células na resposta antitumoral (Figura 4) (DEHNE e BRUNE, 2009). 

Uma consequência do aumento de ROS é a oxidação do Fe(II) no sítio catalítico das 

PHDs, ocasionando bloqueio de sua atividade, sendo assim, a PHD não irá 

hidroxilar a HIF-1α  para que ela seja degradada (GERALD et al., 2004). Outra 

possibilidade é que ROS iniba as prolil hidroxilases pela oxidação irreversível do 

sítio ativo de aminoácidos, com resíduos de histidina, resultado na inativação da 

enzima por oxidação induzida. Portanto essas considerações implicam que, um 

aumento de ROS durante a inflamação pode contribuir para um acúmulo de HIF-1α 
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e a ativação do complexo HIF-1 (DEHNE e BRUNE, 2009; KAELIN e RATCLIFFE, 

2008). 

 

 

Figura 4 - Regulação (in)dependente de O2 de HIF-1α no microambiente inflamatório. Múltiplos sinais 
afetam transcrição, tradução ou modificações pós-traducionais de HIF-1α. Estes múltiplos sinais, 
exemplificado por macrófagos, afetam a quantidade de proteína HIF-1α, a atividade de HIF-1 e 
concomitantemente genes alvo de expressão. Vias que bloqueiam a atividade da PHD são marcadas 
em vermelho. Vias de sinalização que conduzem à formação do heterodímero HIF-1α/ HIF-1β ativo 
são mostrados em azul. Fonte: DEHNE e BRUNE, 2009. 

 

Adicionalmente, o NO atenua a ubiquitinação da HIF-1α e atua na redução da 

atividade da PHD pela alteração do Fe(II) do sítio catalítico destas. Como resultado, 

ocorre a estabilização da HIF-1α (BRUNE e ZHOU, 2007). Também foi proposto que 

o aumento da expressão da PI3K aumenta os níveis de HIF-1α em resposta ao NO 

(BRUNE e ZHOU, 2007). Além disso, espécies ROS e NO, ativam vias a partir de 

TNF-α e IL-1β, que induzirão a produção de PI3K e/ou NF-κB que por sua vez, irão 

ativar o complexo HIF-1 (BRUNE e ZHOU, 2007; HELLWIG-BÜRGEL, et al., 1999). 

Além da regulação dependente de oxigênio, a glicose, presente em altas taxas no 

intestino, também afeta a expressão da HIF1-α neste órgão, influenciando a 
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estabilidade e ativação desta, a qual pode ser observada em altas taxas de 

expressão no intestino saudável em virtude desta regulação por glicose 

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

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

captação de glicose e glicólise (CHEN et al., 2001; VORDERMARK et al., 2005; 

STAAB et al., 2007). 

Os efeitos da proteína HIF-1α em células tumorais já foram descritos e relacionados 

com o prognóstico (DONG et al., 2013; KAYA et al., 2012; SANTOS et al., 2012), 

entretanto não há muitos dados na literatura acerca da expressão da HIF-1α em 

linfócitos, tampouco sua expressão em infiltrado inflamatório tumoral (MENDES et 

al., 2014; THIEL et al., 2007). Essa questão pode ser importante devido à relação 

entre a HIF-1α, microambiente tumoral e inflamatório (SITKOVSKY e LUKASHEV, 

2005; THIEL et al., 2007) e também a sua relação com a sobrevida de pacientes 

(MENDES et al., 2014). 

 

2.3.3. VEGF 

O complexo HIF-1 também é responsável pela transcrição de fatores de crescimento 

que podem promover um aumento da taxa de proliferação e redução da morte 

celular (SEMENZA, 2012b). Um importante fator de crescimento ressurgente desta 

via é o VEGF (Vascular Endotelial Growth Factor – Fator de Crescimento Endotelial 

Vascular), que regula a angiogênese tanto fisiológica quanto patológica, e é 

considerada a molécula mais importante na formação de novos vasos sanguíneos, 

pois inicia e modula todas as etapas deste processo (CARMELIET e JAIN, 2011). 

Este fator pertence a uma família multigênica composta por outros quatro membros: 

VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, P1GF (fator de crescimento placentário). O VEGF é 

essencial para o crescimento, migração e sobrevivência de células endoteliais, 

assim como para a morfogênese de vasos sanguíneos (KOWANETZ e FERRARA, 

2006). 

A formação de novos vasos sanguíneos é reconhecida como elemento chave em 

diversos eventos fisiológicos e patológicos que envolvem neovascularização, como a 

embriogênese, crescimento tumoral e cicatrização de feridas (HANAHAN e 
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WEINBERG, 2011; HORMBREY et al., 2002). De modo geral, a angiogênese é uma 

resposta do organismo à falta de oxigênio, pois sem o devido suprimento de 

nutrientes e oxigênio, as células tumorais têm sua capacidade de colonização 

reduzida e pode entrar em apoptose, no entanto, quando este mecanismo é ativado 

em tumores sólidos, favorece o crescimento tumoral e aumenta as chances de 

ocorrência de metástase (ELLIS et al., 2000; DURANYILDIZ et al., 2009). 

Além das células tumorais, células do infiltrado inflamatório também podem 

promover a angiogênese pela expressão de VEGF e estimular o crescimento 

tumoral (DE NARDO e COUSSENS, 2007; GRIVENNIKOV et al., 2010; LIN et al., 

2006; POLLARD, 2008). O VEGF é mediador de diversas etapas da vasculogênese 

tumoral, incluindo proliferação celular endotelial, permeabilidade vascular e 

vasodilatação, além de ser responsável pela migração, invasão, sobrevivência e 

recrutamento de células inflamatórias (ADAMS et al., 2000; ELLIS e HICKLIN, 2008; 

POLLARD, 2008). Sendo assim, o VEGF se tornou um alvo para terapias anti-

tumorais  uma vez que a inibição do VEGF leva à  regressão tumoral (LEE et al., 

2007). 

 

2.3.4. SOD-1 

Células têm desenvolvido um sistema para contrapor os radicais livres intracelulares, 

e dentre as proteínas que compõem a rede antioxidante, as superóxido dismutases 

(SODs) são enzimas que catalizam a degradação de superóxido em oxigênio e 

peróxido de hidrogênio, subsequentemente convertido em água e oxigênio pela 

glutationa peroxidase (GSH-Px) e/ou catalase (CAT) (LIOCHEV e FRIDOVICH, 

2010; FRANCO et al., 2013; McCORD e FRIDOVICH, 1969; EVANS et al., 2000).  

A família das superoxido dismutases apresenta três tipos de izoenzimas, e a Cu/Zn-

superóxido dismutase (SOD-1) contribui com aproximadamente 70-80% para a 

atividade das SODs na célula. Esta proteína é amplamente distribuída no citosol, 

núcleo, peroxissomo e espaço intermembrana das mitocôndrias em células de 

mamíferos, e é formada por duas subunidades idênticas pesando em torno de 32 

kDa cada, contendo um sítio ativo constituído por um átomo de cobre e um de zinco, 
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ligados entre si por uma ponte de histidina (BANCI et al., 2002; LIOCHEV e 

FRIDOVICH, 2010).  

Inúmeros fatores de transcrição regulam a expressão de SOD, principalmente 

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

entre os componentes importantes da resposta celular em situação de estresse 

oxidativo, além de participarem decisivamente nas questões de sobrevivência ou 

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

Estudos mostram que células tumorais parecem ter um nível baixo de ROS devido à 

maior expressão de moléculas de eliminação de radicais livres como SOD-1  

(CASARIL et al., 1994, VAN DRIEL et al., 1997; JUNG et al., 1997; WANG et al., 

2005). O aumento de SOD-1 no meio intracelular pode promover mecanismos de 

resistência à radioterapia visto que SOD-1 está envolvida na detoxificação celular 

por transformar os radicais livres (tóxicos) em peróxidos (não tóxicos), em contraste, 

um suprimento insuficiente de enzimas antioxidantes no meio intracelular, 

especialmente SOD-1 pode causar uma superprodução de ROS, levando à necrose 

e apoptose (JIN et al., 2001). 

Desta forma, num estudo que visa avaliar inflamação, exposição à fumaça do cigarro 

e radioterapia, é essencial que seja verificada a presença de proteínas 

antioxidantes, como a SOD-1, pois, sua elevada expressão está relacionada a uma 

baixa taxa de radicais livres, o que pode levar a uma pior resposta à radioterapia 

(MOELLER e DWEHRIST, 2006; ROOTS e SMITH, 1974). Além disso, foi visto que 

os radicais livres podem diminuir a atividade da proteína PHD3 (CHANDEL et al., 

2000; DEHNE e BRUNE, 2009), então uma elevada expressão de SOD-1 poderia 

atenuar a presença dos radicais livres intracelulares, culminando com uma boa 

atividade da PHD3 em regular a expressão do complexo HIF-1, resultando em uma 

baixa oxigenação local e consequentemente uma pior resposta à radioterapia. 

 

2.3.5. Receptor de Adenosina 2A  

Além do Complexo HIF-1 ativar a progressão tumoral através da transcrição de 

genes de fatores de crescimento, ele também pode permitir o crescimento tumoral 
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pela ativação de uma via imunossupressora regulada pelo Receptor de Adenosina 

2A (RA2A). 

Como visto, em caso de resposta exacerbada do sistema imunológico, ocorre a 

ativação de vias imunossupressoras a fim de evitar que ocorram mais danos ao 

tecido saudável. E o dano colateral menos tolerado durante uma resposta imune é o 

dano às estruturas da microcirculação, o que se reflete imediatamente na 

interrupção do suprimento sanguíneo local. A diminuição local no suprimento de 

oxigênio e a hipóxia tecidual local resultantes são os principais eventos que indicam 

a necessidade de se interromper o dano colateral por células imunes hiperativas 

(SITKOVSKY e OHTA, 2005). 

Esta condição de dano à microcirculação gera uma hipóxia local (além da hipóxia 

comumente observada em microambientes inflamatórios) que altera o metabolismo 

celular e causa um forte acúmulo extracelular de adenosina. Até curtos períodos de 

hipóxia pode permitir o acúmulo de adenosina em virtude do elevado gasto e baixa 

produção de ATP levando ao acúmulo de AMP (SITKOVSKY et al., 2004).  

Enzimas com regulação mediada por hipóxia estão envolvidas no acúmulo de 

adenosina como Adenosino Kinase (AK) e 5’-nucleotidase (NT5), transcrita pelo 

complexo HIF-1. A Adenosino Kinase, a qual tem a função de refosforilar a 

adenosina e convertê-la em AMP, é inibida em hipóxia, enquanto que a 5´-

nucleotidase tem a função de clivar o AMP em Adenosina e fosfato (DECKING et al., 

1997; KOBAYASHI, ZIMMERMANN e MILLHORN, 2000; SYNNESTVEDT et al., 

2002) 

A adenosina tem um importante papel imunossupressor, pois ativa vias de 

sinalização para a expressão de Receptores de Adenosina que podem agir como 

reguladores de células imunológicas (HUANG et al., 1996; SITKOVSKY et al., 2004). 

A concentração de adenosina extracelular irá determinar a intensidade de 

sinalização e expressão dos Receptores de Adenosina (SITKOVSKY e OHTA, 

2005).  

Existem quatro Receptores de Adenosina que podem ser distribuídos na superfície 

da célula: RA1, RA2A, RA2B e RA3 (FREDHOLM et al., 2001; LINDEN, 2001). Os 

receptores RA1 e RA3 são acoplados a proteínas G inibitórias (Gi), e os receptores 
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RA2A e RA2B são acoplados a proteínas G estimuladoras (Gs) de sinalização 

através dos quais resulta em aumento das concentrações de cAMP (HUANG et al., 

1997; KOSHIBA et al., 1997; LUKASHEV et al., 2003). 

Linfócitos T expressam, principalmente, os receptores RA2A e RA2B, entretanto os 

RA2A têm uma alta afinidade pela enzima Adenilil Ciclase, portanto são os maiores 

responsáveis pela imunossupressão em linfócitos (SITKOVSKY et al., 2004). De 

importância, o aumento de cAMP provocado pela ativação dos receptores RA2A 

resulta em bloqueio do TCR (T Cell Receptor – Receptor de Células T) e 

consequentemente inibição do reconhecimento de antígeno tumoral, ativação celular 

e expansão clonal (SITKOVSKY e OHTA, 2005), além de inibir a produção e 

exocitose de citocinas pró-inflamatórias, citocinas citotóxicas, grânulos e FasL 

(HUANG et al., 1997; KOSHIBA et al., 1997; MARONE, PLAUT e LICHENSTEIN, 

1978). Este aumento de cAMP mediado por RA2A também é responsável pela 

upregulation de citocinas anti-inflamatórias e indução de apoptose, pois todos os 

linfócitos T ativados para o antígeno tumoral que forem suprimidos serão induzidos à 

anergia, seguida de apoptose (SITKOVSKY, 2003; SITKOVSKY et al., 2004). 

O número de receptores RA2A por célula eventualmente irá determinar a intensidade 

da imunossupressão causada pela adenosina. De fato, a quantidade de cAMP 

induzida pela adenosina em células T é dependente do número de receptores RA2A 

(ARMSTRONG, et al., 2001). As respostas causadas por cAMP tem um efeito a 

longo prazo, então uma vez que esta molécula ativa os mecanismos anti-

inflamatórios, estes são irreversíveis (SITKOVSKY, 2003). 

 

2.3.6. Foxp3 

Outra forma de imunossupressão não mediada pela via de hipóxia ocorre pela 

ativação de células Treg. Estas células são consideradas como os mais importantes 

agentes supressores num organismo e apresentam como principal função a de 

prevenir respostas imunes descontroladas, que muitas vezes podem ser 

autodestrutivas (FEUERER et al., 2009; YAN e LIU, 2009).  
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Células Treg são caracterizadas pela expressão do marcador Foxp3 (do inglês 

Forkhead Box p3), um fator de transcrição considerado o marcador mais específico 

para células Treg, cuja principal função é reprimir vários sinais de ativação de 

células imune (HORI, NOMURA e SAKAGUCHI, 2003; SCHEREIBER, 2007; 

SOLOMON e MAGRO, 2008; WADA, 2009). 

Assim, as células Treg exercem uma função supressiva em células T, B e 

dendríticas através do contato direto ou por secreção de citocinas como IL-2 e IL-5, 

e causam anergia destas células (AZAB et al., 2008; HORI, NOMURA e 

SAKAGUCHI, 2003). Desta forma a Treg apresenta um papel importante na 

resolução e término da resposta imune (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2007).  

Neste sentido, o equilíbrio entre as funções regulatórias e efetoras das células 

imunológicas é de extrema importância para a manutenção de respostas imunes 

eficientes no combate ao tumor e também para a prevenção da lesão tecidual 

(SUGYUAMA et al., 2005). Ou seja, a atividade funcional das células T efetoras e 

das células Treg deve estar em condições equilibradas para possibilitar respostas 

imunes adequadas.  

Portanto, como desejamos observar o perfil de imunossupressão no microambiente 

tumoral, além da avaliação da expressão de RA2A que é um imunossupressor 

provindo da via de hipóxia, será necessário avaliar o principal marcador 

imunossupressor Foxp3. 

 

2.4. Aplicação Clínica na Resposta Terapêutica 

Muitos trabalhos científicos descrevem novos marcadores moleculares, como os de 

prognóstico, de progressão tumoral, porém, na prática clínica os painéis aplicáveis 

são ainda pouco utilizados e mal compreendidos pela equipe multidisciplinar. A 

exemplo disso, temos inúmeros trabalhos que  mostram as vias da hipóxia com 

implicação clínica e de resposta terapêutica e mais recentemente os estudos de 

imunomodulação e imunoterapia com alguma aplicação clínica, porém ainda 

distantes da realidade da maioria dos pacientes (BENCI et al., 2016; CATAKOVIC et 
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al., 2017; MENDES et al., 2014; SANTOS et al., 2012; WISTUBA-HAMPRECHT et 

al., 2017). 

A proteína HIF-1α desempenha um importante papel no câncer ao regular vários 

mecanismos. Sua estabilidade permite a formação do complexo HIF-1, que promove 

numerosas transcrições gênicas e facilita mudanças fenotípicas completas dentro do 

microambiente tumoral. Muitas destas alterações culminam em características 

essenciais à eficácia da radioterapia, uma vez que a radiação atua 

preferencialmente sobre os tipos de células com níveis mais elevados de oxigênio e 

um metabolismo rápido (MOELLER e DEWHIRST, 2006). 

De fato, os efeitos do complexo HIF-1 ajudam a célula a adaptar-se ao estresse 

hipóxico, uma vez que as alterações fenotípicas do tumor podem ter um impacto na 

radiossensibilidade, positiva ou negativamente, que pode variar de um tumor para 

outro (MOELLER e DEWHIRST, 2006). 

Em tumores sólidos, existem tanto células hipóxicas como células ainda oxigenadas 

devido à sua proximidade com os vasos e, portanto, mais acessíveis à fonte de 

oxigênio (MOELLER et al., 2004). A radiação, caracteristicamente, atinge células 

oxigenadas com metabolismo acelerado, portanto, após um regime de radiação, a 

morte das células libera oxigênio, tornando-o disponível para distribuição em outras 

áreas anteriormente hipóxicas. Este processo melhora o fornecimento de nutrientes 

e oxigênio para a região, tornando-o mais responsivo à radiação (MOELLER e 

DWEHRIST, 2006; ROOTS e SMITH, 1974). 

Uma upregulation do complexo HIF-1 ocorre sob condições hipóxicas (SEMENZA, 

1999), Mas no caso de tumores irradiados, a reoxigenação também será 

responsável por um aumento de sua expressão (e atividade). Isto ocorre devido ao 

estresse oxidativo da reoxigenação tumoral, de modo que as espécies reativas de 

oxigênio (ROS) acumulam-se nos tumores após a irradiação, promovendo a 

expressão do complexo HIF-1 (MOELLER et al., 2004). Assim, a reoxigenação 

induzida altera o ambiente redox do tumor e causa um acúmulo de HIF-1 

(MOELLER e DEWHIRST, 2006). 

Comumente, tumores hipóxicos são resistentes à radioterapia e quimioterapia pois 

estes tratamentos dependem da geração de espécies reativas de oxigênio para 
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induzir danos letais ao DNA (GATENBY et al., 1988; TOMIDA e TSURUO, 1999). No 

entanto, a hipóxia promove a expressão de HIF-1α e os tumores que apresentam 

esta característica ativam o complexo HIF-1. Isso consequentemente desencadeia a 

transcrição de genes associados à angiogênese, induz o aumento da vascularização 

do tumor, aumento da oxigenação e da concentração de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) pós-radioterapia, que por sua vez torna estes tumores mais 

responsivos a este tratamento.  

Seria, portanto, razoável esperar uma maior taxa de sucesso da radioterapia quando 

as concentrações de oxigênio no tecido e suas espécies reativas são altas, levando 

à morte de células tumorais de forma mais eficiente (MOELLER e DEWHIRST, 2006; 

ROOTS e SMITH, 1974). Isto pode ser explicado pelo fato do oxigênio aumentar a 

citotoxicidade da radiação em aproximadamente três vezes a do seu efeito sobre as 

células hipóxicas (MOELLER e DEWHIRST, 2006). Este fenômeno é conhecido 

como o efeito do oxigênio, em grande parte atribuído à capacidade do oxigênio de 

modificar quimicamente o DNA, induzindo o dano da radiação criando os adutos que 

não são reparados facilmente pelas células, conduzindo assim à sua morte (ROOTS 

e SMITH, 1974). 

Assim, os dados acima sugerem que o HIF-1 influencia a radiossensibilidade do 

tumor, mas o grau em que afeta a capacidade de resposta à radiação pode 

depender do contexto. Em geral, o tratamento radioterápico desempenha um papel 

chave no tratamento do câncer, sendo indicada para mais da metade dos pacientes, 

com eficácia variável (DELANEY et al., 2005), e este tratamento tem como agente 

terapêutico a radiação ionizante que promove ionização no meio onde incide, 

tornando-o eletricamente instável (CLARKE et al., 2005; NATTINGER et al., 2001).  

A Radiação ionizante pode agir diretamente sobre o DNA levando à morte ou à 

perda da capacidade reprodutiva da célula, mas pode também induzir a produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) devido à radiólise da molécula de água e 

ionização direta das moléculas alvo, a qual poderia resultar em dano oxidativo e 

citotoxicidade a biomoléculas importantes da célula, incluindo ácidos nucleicos, 

proteínas e lipídios (JHAM e FREIRE, 2006; RILEY, 1994). 
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Em relação à resposta terapêutica e sistema imune, sabe-se que o infiltrado 

inflamatório desempenha um papel importante em alguns tumores, como no câncer 

colorretal (MOHAMED et al., 2012; TOUGERON et al., 2013). Os laudos da 

anatomia patológica trazem a intensidade da inflamação dos tumores, porém, de 

fato, poucos estudos consideram a expressão de proteínas em células do infiltrado 

inflamatório e o efeito que a alteração de expressão delas pode trazer para o 

microambiente tumoral e para o paciente. Desta forma, os dados de expressão de 

proteínas e a função delas na modulação da resposta imunológica e terapêutica 

ainda não são muito bem compreendidos. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Aspectos Éticos 

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

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

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

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

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

Federal do Espírito Santo de acordo com o protocolo 003/2014 (ANEXO I e II). 

 

3.2. Procedimento Experimental 

No presente estudo foram utilizados 53 ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar 

obtidos no Biotério da Universidade Federal do Espírito Santo, machos jovens, 

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

com temperatura controlada entre 21º e 24ºC, umidade relativa do ar entre 45 e 

55%, ciclo luz escuridão de 12 horas, ração comercial para a espécie e água ad 

libitum. Todos os animais estudados foram obtidos e tratados no Biotério do Hospital 

Veterinário da Universidade Federal do Espírito Santo no campus de Alegre-ES. 

Os animais foram divididos de modo que 5 (cinco) foram mantidos saudáveis para 

controle negativo e comparação de expressões das proteínas (G0) e os 48 restantes 

foram induzidos à tumorigênese colorretal com o agente químico 1,2-dimetilhidrazina 

(DMH) de acordo com metodologia de Nauss et al. (1984) modificada por Laranjeira 

et al. (1998), onde o DMH foi dissolvido em solução de NaCl0,9% e EDTA 1,5% com 

pH 6,5. A aplicação do agente químico ocorreu por via subcutânea, uma vez por 

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

Ao início do processo de indução e promoção do câncer colorretal, os 48 animais 

experimentais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos com 12 animais 

cada, sendo eles: 

 Grupo G1 – DMH; 

 Grupo G2 – DMH/Radioterapia; 
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 Grupo G3 – DMH/Fumaça;  

 Grupo G4 – DMH/Fumaça/Radioterapia. 

A exposição à fumaça do cigarro dos grupos DMH/Fumaça (G3) e 

DMH/Fumaça/Radioterapia (G4) foi realizada de acordo com metodologia 

modificada de Paiva et al. (2003) em câmara de inalação equipada com puff de 

fumaça, e correspondeu à queima de 12 cigarros popularmente comercializados por 

dia/grupo, divididos em dois turnos (seis cigarros pela manhã e seis cigarros a tarde) 

de exposição de 60 minutos cada, em que a queima durou um minuto e o descanso 

entre os cigarros foi de 10 minutos. Ao todo foram utilizados 3232 cigarros contendo 

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

20 cigarros, segundo informação do fabricante, durante 140 dias de exposição (20 

semanas), tempo previsto para obtenção de lesões macroscopicamente visíveis 

(PERŠE e CERAR, 2011) e tempo de exposição à fumaça do cigarro 

proporcionalmente ao de humanos que corresponderia a 15 anos de hábito tabagista 

(ROMANOVA et al., 2004). 

Na 21ª semana de experimento, os animais dos grupos DMH/Radioterapia (G2), e 

DMH/Fumaça/Radioterapia (G4) foram anestesiados com a associação ketamina 

(75mg/Kg) + xilasina (6mg/Kg) e submetidos a três sessões de radioterapia na dose 

de 700 cGy cada, totalizando 2500 cGy. O tratamento foi elaborado e acompanhado 

por um médico radio-oncologista no Hospital Evangélico de Cachoeiro do 

Itapemerim (ES) sob supervisão de um oncologista. 

Todos os animais foram eutanasiados na vigésima segunda semana, necropsiados 

e tiveram toda a extensão do intestino grosso aberto pela inserção do mesentério 

para a retirada das lesões acima de 0,1 centímetro em sua maior porção e nos 

indivíduos controle foram coletadas as mucosas do intestino grosso por completo. 

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

processamento rotineiro de inclusão em parafina e coradas com hematoxilina e 

eosina para diagnóstico. Todas as amostras dos grupos experimentais, com 

exceção do Grupo G0 (intestinos normais que não sofreram indução neoplásica, 

tampouco exposição à fumaça do cigarro e radioterapia) foram diagnosticadas de 

acordo com Perše e Cerar (2011). 
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A fim de manter a homogeneidade da amostra para o estudo de expressão gênica, 

dentre todas as lesões obtidas, foram selecionadas apenas as amostras 

classificadas como adenocarcinoma tubular nos grupos experimentais de G1 a G4, e 

intestino saudável (G0) para a aplicação da técnica imunohistoquímica, por ser o tipo 

de neoplasia mais frequente encontrada nos animais. 

 

3.3. Imunohistoquímica 

A partir do bloco de tecido parafinizado, foram realizados cortes de 3µm de 

espessura e dispostos em lâminas histológicas silanizadas. A seguir, todos os 

tecidos foram desparafinizados, re-hidratados e submetidos à recuperação 

antigênica, bloqueio de peroxidase endógena e bloqueio de proteínas inespecíficas 

com tempos e reagentes demonstrados no Quadro1. A cada troca de etapa as 

lâminas foram lavadas em solução de TRIS pH 7,4. 

Para a reação imunohistoquímica de cada antígeno foram realizados um controle 

positivo e dois controles negativos utilizando tecidos com expressão previamente 

conhecida conforme indicação do fabricante. O primeiro controle negativo foi 

realizado sem o anticorpo primário, incubando apenas o diluente de anticorpo, e o 

segundo, sem o anticorpo secundário, incubando o tecido com o tampão de lavagem 

TRIS pH 7,4.  Os anticorpos primários utilizados, bem como sua diluição e tempo de 

incubação estão dispostos no Quadro 1.  

Após a incubação do anticorpo primário foram realizados três banhos de 5 minutos 

em 1x TRIS e as lâminas foram incubadas com o sistema de detecção de tecido de 

rato (N-Histofine – Simple Stain Max PO Rat, 414191F, NICHIREI®) a 25ºC durante 

30 minutos. Após três lavagens com 1x TRIS, a coloração foi visualizada com 3,3'-

diaminobenzidina (DAB, Sigma, St. Louis, MO). Todas as lâminas foram 

contrastadas com hematoxilina de Harris durante 1 minuto, desidratadas em etanol, 

limpas em xileno e montadas com Tissue Tek (Tipo Entellan, Sakura®). 
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Recuperação 

Antigênica 

Bloqueio 

Peroxidase 

Bloqueio 

Proteínas 

Anticorpo 

Primário 

Anticorpo 

Secundário 
Revelação 

PHD3 Citrato ph6       

15 min 

Peróxido 

de 

Hidrogênio 

30%           

30 min 

3% leite 

em pó 

diluído 

em Tris       

60 min 

 

anti-PHD3 

1:250 

AB30782, 

Abcam 

60 minutos 

N-Histofine – 

Simple Stain 

Max PO Rat, 

414191F, 

NICHIREI®) 

 

3,3'-

diaminobenzidina 

(DAB, Sigma, St. 

Louis, MO) 

 

HIF-1α Citrato ph6       

15 min 

Peróxido 

de 

Hidrogênio 

30%           

30 min 

3% leite 

em pó 

diluído 

em Tris       

60 min 

 

anti-HIF-1α 

1:2000 

AB51608, 

Abcam 

60 minutos 

N-Histofine – 

Simple Stain 

Max PO Rat, 

414191F, 

NICHIREI®) 

 

3,3'-

diaminobenzidina 

(DAB, Sigma, St. 

Louis, MO) 

 

VEGF Citrato ph6       

15 min 

Bloqueador 

de 

Peroxidase 

(Spring - 

DHP-125) 

30 min 

Protein 

Block 

(Spring - 

DPB-125) 

20 min 

 

anti-VEGFA 

1:250  

AB1316,  

Abcam 

Overnight 

 

N-Histofine – 

Simple Stain 

Max PO Rat, 

414191F, 

NICHIREI®) 

 

3,3'-

diaminobenzidina 

(DAB, Sigma, St. 

Louis, MO) 

 

SOD-1 Citrato ph6       

15 min 

Peróxido 

de 

Hidrogênio 

30%           

30 min 

3% leite 

em pó 

diluído 

em Tris       

60 min 

 

anti-SOD-1 

1:150 

 AB13498, 

Abcam 

60 minutos 

N-Histofine – 

Simple Stain 

Max PO Rat, 

414191F, 

NICHIREI®) 

 

3,3'-

diaminobenzidina 

(DAB, Sigma, St. 

Louis, MO) 

 

RA2A Citrato ph6       

15 min 

Bloqueador 

de 

Peroxidase 

(Spring - 

DHP-125) 

30 min 

Protein 

Block 

(Spring - 

DPB-125) 

20 min 

 

anti-Adenosine 

Receptor A2a 

3µg/ml 

AB115250, 

Abcam  

Overnight 

N-Histofine – 

Simple Stain 

Max PO Rat, 

414191F, 

NICHIREI®) 

 

3,3'-

diaminobenzidina 

(DAB, Sigma, St. 

Louis, MO) 

 

Foxp3 Citrato ph6       

15 min 

Bloqueador 

de 

Peroxidase 

(Spring - 

DHP-125) 

30 min 

Protein 

Block 

(Spring - 

DPB-125) 

20 min 

 

anti-FOXP3 

1:100 

 AB22510, 

Abcam 

Overnight 

N-Histofine – 

Simple Stain 

Max PO Rat, 

414191F, 

NICHIREI®) 

 

3,3'-

diaminobenzidina 

(DAB, Sigma, St. 

Louis, MO) 

 

Quadro 1 - Etapas e reagentes utilizados no processo de imunohistoquímica, em tecidos de 
adenocarcinoma tubuar, de acordo com cada anticorpo utilizado. 

 

3.4. Análise de Expressão 

A análise semi-quantitativa foi realizada por meio de microscopia óptica no 

equipamento Olympus CX40 em aumento de 400 vezes e foram avaliadas as 

expressões de cada uma das proteínas nas células linfoides no grupo G0 e do 

infiltrado inflamatório intratumoral e peritumoral nos grupos experimentais (G1 a G4). 

Em outro momento, a fim de elucidar questões relacionadas à expressão das 
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proteínas, as células epiteliais em G0 e as células tumorais em G1 a G4 também 

foram avaliadas. 

A expressão foi classificada de forma semiquantitativa e escores foram atribuídos a 

cada tipo de classificação. A intensidade de marcação foi pontuada como negativa 

(0), fraca (1), moderada (2) e forte (3) e, considerando a porcentagem de células 

imunorreativas, a pontuação 0 foi dada quando todas as células eram negativas; 1 

quando 1-25% das células eram positivas, 2 quando 25-50% das células eram 

positivas e 3 quando >50% das células eram positivas. Ambas as pontuações foram 

multiplicadas e escores foram obtidos variando de 0 a 9 (Mendes et al., 2014). 

Uma média dos escores provindos da observação em duplicata foi realizada e 

utilizada como escore final para análise de expressão quantitativa. Para a análise de 

expressão qualitativa as pontuações foram categorizadas em negativa (0), fraca (≤3) 

e forte (>3) para as proteínas PHD3, HIF-1α, RA2A e Foxp3 e, negativa (0), em fraca 

(≤6) e forte (>6) para VEGF e SOD-1 (Mendes et al. 2014, Peterle et al., 2014) 

 

3.5. Avaliação da Resposta à Radioterapia 

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

amostras pertencentes aos grupos DMH/Radioterapia (G2) e 

DMH/Fumaça/Radioterapia (G4). Este foi obtido individualmente de cada amostra 

analisada e calculado a partir da média de cinco campos aleatórios sob microscopia 

óptica em aumento de 400X da seguinte forma: número de células imunopositivas 

para caspase-3 clivada/número total de células x 100. 

 

3.6. Análise Estatística 

O Teste Qui-Quadrado de Independência foi utilizado para análise de associação 

das características histopatológicas e número de lesões, e também foi aplicado para 

a análise categórica das expressões das proteínas em relação às características 

histopatológicas.  
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Para as análises quantitativas, foi realizada uma estatística descritiva e o teste de 

Shapiro-Wilk foi aplicado para o cálculo de distribuição normal. Quando os valores 

assumiam normalidade foram utilizados testes paramétricos, e quando não 

assumiam, testes não-paramétricos foram aplicados. 

Para a análise de variância de expressão das proteínas entre grupos e entre 

infiltrado inflamatório intra e peritumoral e células tumorais foram utilizados o Teste 

ANOVA de uma via com post hoc de Tukey, e seu equivalente não paramétrico, o 

teste de Kruskal-Wallis com post hoc de Dunn. No estudo de diferença entre duas 

variáveis foram utilizados o Teste t não-pareado, e seu equivalente não paramétrico 

U Mann-Whitney. E para a análise de Influência de duas variáveis, o teste Two-Way 

ANOVA foi utilizado. 

Para o estudo de correlação entre as expressões das proteínas foram utilizadas a 

Correlação de Pearson em valores paramétricos e Correlação de Spearman em 

valores não paramétrico.  

Em todas as análises foi utilizado o teste Bicaudal, e os resultados estatisticamente 

significativos foram indicados por p<0,05. A análise estatística foi realizada com o 

software SPSS e GraphPad Prism® 6 Demo. 
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4. RESULTADOS  

4.1. Avaliação do número e diagnóstico de lesões em mucosa colorretal 

Antes de iniciarmos o estudo sobre a expressão das proteínas nos infiltrados intra e 

peritumorais, um estudo geral sobre número e diagnóstico das lesões obtidas foi 

realizado. 

O processo de carcinogênese colorretal com a substância DMH promoveu o 

surgimento de várias lesões com características semelhantes às encontradas em 

humanos conforme descrito na Tabela 1 e exposto na Figura 5. 

 

 

Figura 5 – Extensão do intestino grosso com extensão do ceco ao ânus, removido de animal 
experimental após eutanásia, com evidência para as lesões encontradas. 

 

No grupo G1 (DMH) foram encontradas 26 lesões, com uma média de 2,6 lesões por 

animal, número mínimo de uma e máximo de oito lesões por animal. O grupo G2 

(DMH/Radioterapia) apresentou 18 lesões, com média de 2,25 lesões por animal, 

sendo no mínimo uma e no máximo quatro lesões. No grupo G3 (DMH/Fumaça) 

foram encontradas 33 lesões, média de 2,75 lesões por animal, com número mínimo 

de uma lesão e máximo de nove. Por fim, no grupo G4 (DMH/Fumaça/Radioterapia) 

foram encontradas 19 lesões, com média de 2,71 lesões, com número mínimo de 

uma lesão e máximo de oito lesões por animal.  

Não houve diferença significativa no número de tumores por grupo (p=0,9905). No 

entanto, o Teste de Qui Quadrado mostrou haver uma relação do diagnóstico das 

lesões com os grupos experimentais (p=0,005). A seguir, para o estudo das 

características histopatológicas foram utilizadas apenas as neoplasias. Displasias 

foram excluídas.  



55 

 

 

Tabela 1 – Relação do número, porcentagem e diagnóstico das lesões obtidas em cada um dos grupos experimentais. 

    G1 G2 G3 G4 Valor p 

    n % n % n % n %   

Displasia   2 7,7 0 0,0 4 12,1 0 0,0 0,005 

Benigna Adenoma Tubular 2 7,7 2 11,1 0 0,0 0 0,0   

Maligna 

Adenocarcinoma Tubular 18 69,2 11 61,1 21 63,6 15 78,9   

Adenocarcinoma Anel em 
Sinete 

2 7,7 0 0,0 3 9,1 0 0,0   

Carcinoma in situ 1 3,8 0 0,0 5 15,1 0 0,0   

Adenocarcinoma Mucinoso 1 3,8 1 5,5 0 0,0 0 0,0   

Não foi possível 
diagnosticar 

  0 0,0 4 22,2 0 0,0 4 21,1   

TOTAL   26 100 18 100 33 100 19 100   
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4.2. Distribuição das Características Histopatológicas por Grupo  

De modo geral, as características histopatológicas não diferiram entre os grupos, 

mas algumas características importantes apresentaram diferença significativa como 

inflamação (p<0,0001), figuras de mitose (p<0,0001) e necrose (p<0,0001) (Tabela 

2). 

No grupo G1 a inflamação das lesões foi predominantemente moderada, seguida de 

inflamação grave. Quando os animais foram expostos à radioterapia (grupo G2), a 

inflamação das lesões era predominantemente leve, com pouca inflamação 

moderada e severa. O grupo que sofreu exposição à fumaça (grupo G3) apresentou 

inflamação moderada na maioria das lesões, com algumas lesões apresentando 

inflamação leve, e poucas com inflamação severa. No grupo G4 a inflamação foi 

leve em 100% dos casos. 

Em relação ao número de figuras de mitose presente nas lesões, apenas o grupo G1 

apresenta mais de 3 figuras de mitose por campo, e por outro lado, no grupo G4 é 

onde a figura de mitose mais esteve ausente. A exposição à fumaça associada a 

radioterapia reduziram a presença de células em atividade mitótica, diminuindo a 

chance de células tumorais se multiplicarem Em relação às características 

histopatológicas de inflamação e figuras de mitose, o grupo G1 acompanha o perfil 

de malignidade enquanto que G4 segue com características menos malignas. 

A necrose foi outra característica histopatológica altamente relacionada aos grupos, 

pois ela era maior nos grupos submetidos à radioterapia (G2 e G4). No grupo G1 

quase não foi observada necrose nas lesões, no grupo exposto apenas à fumaça do 

cigarro (G3), a necrose esteve presente em 53% das lesões, no entanto, quando a 

exposição à fumaça do cigarro era concomitante com a radioterapia, a necrose 

esteve presente em 100% das lesões. Diminuindo o número de células tumorais 

naquele microambiente.  

Como a necrose esteve muito mais presente no grupo exposto à radioterapia e 

fumaça do cigarro, buscamos avaliar também a apoptose das células nos grupos 

submetidos à radioterapia (G2 e G4) Assim, avaliamos o índice apoptótico por meio 

da caspase 3 clivada mostrada a seguir. 
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Tabela 2 - Comparativo em número e percentual das características histopatológicas, nos grupos 
experimentais, encontradas em mucosa colorretal de ratos induzidos a carcinogênese com 1,2-dimetilhidrazina. 

 

Características Histopatológicas de Lesões em relação aos grupos avaliados 

CARACTERÍSTICAS HISTOPATOLÓGICAS GRUPOS         

      G1   G2   G3   G4   Total valor p 
      n %   n %   n %   n %   n %   

  Inflamação                               

    Leve 4 9,8   9 22,0   9 22,0   19 46,3   41 100,0 <0,0001 *** 

    Moderada 12 40,0   4 13,3   14 46,7   0 0,0   30 100,0   

    Severa 7 50,0   3 21,4   4 28,6   0 0,0   14 100,0   
                                    
  Pleomorfismo                               

    Leve 6 31,6   3 15,8   7 36,8   3 15,8   19 100,0 0,126 

    Moderado 11 23,4   6 12,8   14 29,8   16 34,0   47 100,0   

    Forte 6 35,3   5 29,4   6 35,3   0 0,0   17 100,0   
                                    
  Figuras de Mitose                               
    Ausente 1 4,8   1 4,8   3 14,3   16 76,2   21 100,0 <0,0001 *** 

    <3/campo 20 33,3   13 21,7   24 40,0   3 5,0   60 100,0   
    >3/campo 2 100,0   0 0,0   0 0,0   0 0,0   2 100,0   
                                    

  Invasão de Submucosa                               
    Ausente 5 26,3   5 26,3   6 31,6   3 15,8   19 100,0 0,665 

    Presente 18 26,9   10 14,9   23 34,3   16 23,9   67 100.0   
                                    
  Desmoplasia                               
    Ausente 8 23,5   8 23,5   12 35,3   6 17,6   34 100,0 0,563 

    Presente 15 30,0   7 14,0   15 30,0   13 26,0   50 100,0   
                                    
  Debris Glandulares                               
    Ausente 0 0,0   1 16,7   3 50,0   2 33,3   6 100,0 0,433 

    Presente 23 29,5   14 17,9   24 30,8   17 21,8   78 100,0   
                                    
  Necrose                               
    Ausente 22 53,7   4 9,8   15 36,6   0 0,0   41 100,0 <0,0001 *** 

    Presente 1 2,2   13 28,3   13 28,3   19 41,3   46 100,0   
                                    
  Grau de Diferenciação •                               
    Muito 6 54,5   1 9,1   4 36,4   0 0,0   11 100,0 0,276 

    Moderadamente 9 26,5   7 20,6   11 32,4   7 20,6   34 100,0   
    Pouco 8 21,6   6 16,2   12 32,4   11 29,7   37 100,0   

  
 

                • Diferenciado                               

  ** p<0,05                               
  ***p<0,0001                               
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4.3. Estudo do Efeito da Radioterapia na Ativação da Apoptose Celular 

Para verificar a morte celular nos grupos submetidos à radioterapia (G2 e G4), foi 

realizado um estudo da presença de Caspase-3 clivada por imunohistoquímica nas 

células tumorais, que são o alvo do tratamento radioterápico e avaliar a eficiência da 

resposta à radioterapia nestes grupos. 

 
Figura 6 - Fotomicrografia de Adenocarcinoma Tubular colorretal proveninete de modelo 
experimental com carcinogênese induzida por 1,2-dimetilhidrazina evidenciando a expressão de 
Caspase-3 clivada, após Radioterapia. A) Amostra proveniente de animais não expostos à fumaça do 
cigarro (G2). B) Amostra proveniente do grupo exposto à fumaça do cigarro (G4). Objetiva de 100x. 
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O índice apoptótico foi maior no grupo G4(DMH/Fumaça/Radioterapia) do que no 

Grupo G2 (DMH/Radioterapia) (p=0,0289). No grupo exposto à fumaça do cigarro 

(G4) o índice apoptótico médio foi de 97%, com o mínimo de 78,79% e o máximo de 

100% de células apoptóticas. Enquanto que no grupo não exposto à fumaça do 

cigarro (G2), o índice apoptótico médio encontrado foi 77%, sendo que o menor 

índice observado foi 9,72% e o maior índice 100% de células em apoptose em 

adenocarcinoma tubular colorretal. 

 

4.4. Estudo de Expressão das Proteínas nos Infiltrados Inflamatórios Intra e 

Peritumoral 

Como mencionado anteriormente, apenas as lesões classificadas como 

Adenocarcinomas Tubulares foram selecionadas para o estudo de expressão das 

proteínas, pois este tipo de neoplasia esteve presente em maior quantidade e assim 

poderíamos efetuar nossos estudos em uma amostra mais homogênea. 

Uma análise semi-quantitativa foi realizada para o estudo de expressão das 

proteínas imunomarcadas pela técnica de imunohistoquímica em adenocarcinoma 

tubular de modelo experimental para todos os grupos estudados, a saber, G1 

(DMH), G2 (DMH/Radioterapia), G3 (DMH/Fumaça), G4 

(DMH/Fumaça/Radioterapia).  

 

4.4.1. PHD3 

Na análise de expressão de PHD3 no infiltrado inflamatório intratumoral, não foi 

observada diferença significativa entre os grupos experimentais avaliados [F (3, 69) 

= 0,332 ; p=0,80222] (Figura 7 e 8). 

No estudo do infiltrado peritumoral, com adição do grupo G0 (intestino saudável), foi 

mostrada uma diferença significativa entre os grupos avaliados (p<0,0001) de modo 

que a expressão de PHD3 era maior em G0 do que nos grupos com câncer, 

(p<0,0001), os quais não diferiram entre si (>0,9999).  

 



60 

 

 

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

G ru p o s

E
s

c
o

r
e

 d
e

 E
x

p
r
e

s
s

ã
o

 d
e

 P
H

D
3

G 1 G 4G 2 G 3

In f ilt ra d o  In tra tu m o ra l

0

1

2

3

G ru p o s

E
s

c
o

r
e

 d
e

 E
x

p
r
e

s
s

ã
o

 d
e

 P
H

D
3

G 0  M u c o s a

G 1  (D M H + )

G 2  (D M H + /R a d io te ra p ia + )

G 3  (D M H + /F u m a ç a + )

G 4  (D M H + /F u m a ç a + /R a d io te ra p ia + )

G 0 G 1 G 4G 2 G 3

In f ilt ra d o   P e r itu m o ra l

*

Figura 7 - Diferença de expressão da proteína PHD3 nos infiltrados inflamatórios intra e peritumoral em 
adenocarcinoma tubular de modelo experimental para câncer colorretal de modelo experimental. 
*p<0,0001 – G0 em relação aos grupos G1, G2, G3 e G4. Kruskal-Wallis seguido de Post Hoc de Dunn. 

 

Apesar da expressão da proteína PHD3 ter sido positiva nos infiltrados inflamatórios 

intra e peritumorais em todos os grupos avaliados (G0, G1, G2, G3 e G4), sua 

expressão esteve baixa em todos os grupos com câncer, enquanto que sua 

expressão no tecido saudável foi maior.  

Também foi realizado um estudo a fim de se verificar se a expressão de PHD3 entre 

os infiltrados intra e peritumoral se correlacionavam ou se eram diferentes entre si, e 

nos grupos G1, G2 e G4 a expressão de PHD3 nos infiltrados inflamatórios 

apresentou uma correlação positiva moderada/forte, e não se diferiu 

significativamente. Com exceção do grupo G3 em que as expressões entre os 

infiltrados que se diferiram (p=0,0246) e não estavam correlacionadas (p=0,5956; r= 

0,1229), de modo que a expressão no infiltrado intratumoral se encontrava maior do 

que a expressão no infiltrado peritumoral.  

Uma vez que a proteína PHD3 mostrou-se presente e invariável nos grupos 

experimentais (G1 a G4), temos a possibilidade de avaliar a alteração de expressão 

de HIF-1α, sem que esta análise seja prejudicada por níveis variados de PHD3 entre 

os grupos, e que a possível variação encontrada na expressão de HIF-1α poderia 

ser em virtude dos fatores expostos.  
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Figura 8 – Fotomicrografias de expressão da proteína PHD3 em lesões em mucosa colorretal de 
ratos submetidos à carcinogênese com 1,2-dimetilhidrazina pertencentes ao Grupo saudável (G0), 
Grupo DMH (G1), Grupo DMH/Radioterapia (G2), Grupo DMH/Fumaça (G3) e Grupo 
DMH/Fumaça/Radioterapia, com aumento de 400 vezes ilustrando o infiltrado inflamatório 
intratumoral. 
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4.4.2. HIF-1α 

A expressão de HIF-1α foi avaliada nas células dos Infiltrados Inflamatórios intra- e 

peritumorais a fim de se verificar sua presença nos grupos estudados e a variação 

de sua expressão de acordo com os tratamentos recebidos em cada um dos grupos, 

uma vez que tanto a exposição à fumaça do cigarro como à radioterapia podem 

alterar esta expressão.  

No infiltrado inflamatório intratumoral a expressão de HIF-1α foi positiva em todos os 

grupos, e o Teste One Way ANOVA mostrou não haver diferença significativa na 

expressão entre os grupos avaliados [F (3, 69)=1.361; p=0,2621] (FIGURA 9 e 10). 

O teste Two Way ANOVA confirmou que nem a exposição à fumaça do cigarro 

(p=0,0589) nem à radioterapia (p=0,9397), ou ambos os efeitos combinados 

(p=0,6949), foram capazes de induzir uma alteração na expressão de HIF-1α a 

ponto de diferir entre os grupos avaliados. 

Por outro lado, ao considerar a expressão de HIF-1α no infiltrado inflamatório 

peritumoral de todos os grupos com câncer (G1 a G4) e também na mucosa 

saudável (G0), houve uma diferença significativa entre os grupos [F (4,73)=4,988; 

p=0,0013], sendo que a expressão de HIF-1α em G0 era maior do que nos com 

câncer não expostos à radioterapia G1 (p=0,0024) e G3 (p=0,0378) (Figura 10). 

Além disso, também houve diferença significativa na expressão de HIF-1α do grupo 

apenas com câncer (G1) em relação aos dois grupos submetidos à radioterapia G2 

(p=0,0397) e G4 (p= 0,0404) em que a expressão em G1 (DMH) é significativamente 

menor do que nos grupos com radioterapia, onde houve um aumento de expressão 

da proteína.  
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Figura 9 - Fotomicrografias de expressão da proteína HIF-1α em lesões em mucosa colorretal de 
ratos submetidos à carcinogênese com 1,2-dimetilhidrazina pertencentes ao Grupo saudável (G0), 
Grupo DMH (G1), Grupo DMH/Radioterapia (G2), Grupo DMH/Fumaça (G3) e Grupo 
DMH/Fumaça/Radioterapia, com aumento de 400 vezes ilustrando o infiltrado inflamatório 
intratumoral. 
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Figura 10 - Análise de expressão de HIF-1α nos infiltrados inflamatórios intra e peritumoral de 
adenocarcinoma tubular de câncer colorretal em modelo experimental. O escore de expressão de 
HIF-1α no infiltrado intratumoral foi semelhante em todos os grupos experimentais. Notar diferença no 
escore de expressão da proteína HIF-1α. *p<0,05 – G0 em relação aos grupos G1 e G3 e, •p<0,05 
G1 em relação aos grupos G2 e G4. One Way ANOVA seguido de Post Hoc de Tukey. 

 

No Infiltrado Peritumoral, o teste Two Way ANOVA confirmou que a exposição à 

radioterapia tem influência significativa no aumento de expressão de HIF-1α 

(p=0,0025). O teste também mostrou que nem a exposição à fumaça do cigarro 

(p=0,3643) nem a combinação de fumaça e radioterapia (p=0,2431) tiveram efeito 

sob a expressão de HIF-1α (Figura 11). 
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Figura 11 - Análise dos escores de expressão de HIF-1α sob influência de fumaça e radioterapia. O 
escore de expressão nos indivíduos submetidos à radioterapia foi significativamente maior em relação 
aos grupos não expostos. *p<0,05 Two Way ANOVA. 

 

Uma vez que não foi encontrada diferença na expressão de HIF-1α no infiltrado 

inflamatório intratumoral entre os diferentes grupos, avaliamos a diferença e também 

a correlação da expressão de HIF-1α no infiltrado intratumoral em relação à célula 

tumoral e ao infiltrado peritumoral, para averiguar se este fator poderia estar 
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envolvido com a persistência e invariância desta expressão no interior do 

microambiente tumoral. Assim,  

Nos grupos G1, G2 e G3, a expressão de HIF-1α no infiltrado intratumoral se 

assemelhava tanto à expressão na célula tumoral como no infiltrado peritumoral, 

com exceção do grupo G4 em que o infiltrado intratumoral foi semelhante ao 

peritumoral (p=0,8443), mas diferiu da célula tumoral (p=0,0115) (Figura 12).  

Concordando com estes dados, as análises de correlação mostrou que a expressão 

de HIF-1α no infiltrado intratumoral esteve correlacionada com o infiltrado 

peritumoral em todos os grupos (G1 a G4), e que em relação à célula tumoral, houve 

correlação nos grupos G1 e G4 (p=0,0001; r=0,7807 e p=0,0306; r= 0,4965 

respectivamente), mas não houve correlação nos grupos G2 e G3 (p=0,4009; 

r=0,2342 e p=0,0665; r=0,4133, respectivamente). 
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Figura 12 - Análise de expressão de HIF-1α no infiltrado intratumoral, peritumoral e célula tumoral 
nos grupos experimentais G1, G2, G3, G4 ilustrando diferença significativa de expressão entre os 
tipos celulares. *p<0,05 One Way ANOVA seguido de Post Hoc de Tukey. 
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Sendo assim, a expressão de HIF-1α não alterou no infiltrado intratumoral, mas no 

infiltrado peritumoral foi visto que a exposição à radioterapia pode aumentar os 

níveis de expressão desta proteína. E para verificarmos a funcionalidade de HIF-1α, 

estudamos a expressão de um de seus transcritos. 

 

4.4.3. VEGF 

A fim de se verificar o efeito da função HIF-1α em transcrever seus genes alvo, 

realizamos também o estudo da expressão de VEGF nos infiltrados intra e 

peritumoral, em vista que este é um fator de crescimento importante para o 

crescimento e progressão tumoral da via de hipóxia.  

Neste estudo, a expressão de VEGF não diferiu nem no infiltrado intra- [F 

(3,69)=1,86; p=0,5998] nem no infiltrado peritumoral [F(4,73)=1,408; p=0,3075]  

entre os grupos avaliados (Figura 13 e 14). Este resultado foi confirmado pelo teste 

Two Way ANOVA em que nem a exposição à fumaça e nem a radioterapia 

apresentaram influência na expressão desta proteína. 
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Figura 13 - Análise de expressão de VEGF nos infiltrados intra e peritumoral de adenocarcinoma tubular de 
câncer colorretal em modelo experimental. O escore de expressão de VEGF foi semelhante em todos os 
grupos experimentaisno infiltrado inflamatório intratumoral e no peritumoral. 
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Figura 14 - Fotomicrografias de expressão da proteína VEGF em lesões em mucosa colorretal de 
ratos submetidos à carcinogênese com 1,2-dimetilhidrazina pertencentes ao Grupo saudável (G0), 
Grupo DMH (G1), Grupo DMH/Radioterapia (G2), Grupo DMH/Fumaça (G3) e Grupo 
DMH/Fumaça/Radioterapia, com aumento de 400 vezes ilustrando o infiltrado inflamatório 
intratumoral. 
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Além disso, também foi avaliada a diferença e correlação da expressão de VEGF 

entre o infiltrado intratumoral, peritumoral e célula tumoral, e também não houve 

diferença significativa na expressão de VEGF entre estes tipos celulares. Ou seja, a 

expressão de VEGF esteve semelhante em todos os grupos e em todos os tipos 

celulares, não havendo qualquer tipo de variação.  

Assim, a expressão de VEGF não acompanhou as alterações de expressão 

observadas em HIF-1α, não houve nenhum tipo de variação do VEGF, ele esteve 

similar e forte em todo o microambiente. 

 

4.4.4. SOD-1 

Uma vez que o estresse oxidativo pode influenciar positiva ou negativamente na 

resposta à radioterapia e na função das células imunológicas componentes dos 

infiltrados inflamatórios tumorais, a expressão de SOD-1 também foi estudada a fim 

de se avaliar o estresse oxidativo do microambiente, que pode ter sido alterado tanto 

pela influência da fumaça do cigarro, quanto da radioterapia. 
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Figura 15 - Análise de expressão de SOD-1 nos infiltrados inflamatórios intra e peritumoral de 
adenocarcinoma tubular de câncer colorretal em modelo experimental. Notar diferença no escore de 
expressão da proteína SOD-1. *p<0,05 em relação aos grupos G2 e G3 e, <0,05 em relação ao grupo 
G4 em infiltrado intratumoral. E no infiltrado peritumoral, *p<0,05 em relação aos grupos G1 e G4. 
One Way ANOVA seguido de Post Hoc de Tukey. 

 

A análise mostrou que a expressão de SOD-1 foi positiva em todos os grupos 

avaliados (Figura 16). No infiltrado intratumoral, houve diferença significativa na 

expressão de SOD-1 entre os grupos [F (3,69) = 9,851; p<0,0001], de modo que o 

grupo apenas com câncer (G1) apresentou expressão de SOD-1 maior do que o 
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grupo exposto à fumaça (G3 - p<0,0001) e à radioterapia (G2 - p=0,0089), mas foi 

significativamente semelhante ao grupo G4 que foi exposto a ambos os fatores 

(p=0,4427) onde a expressão de SOD-1 se encontrava elevada. Além disso, a 

expressão de G3 foi menor do que em G4 (p=0,0033) (Figura 15 e 16). 

 

 

Figura 16 - Fotomicrografias de expressão da proteína SOD-1 em lesões em mucosa colorretal de 
ratos submetidos à carcinogênese com 1,2-dimetilhidrazina pertencentes ao Grupo saudável (G0), 
Grupo DMH (G1), Grupo DMH/Radioterapia (G2), Grupo DMH/Fumaça (G3) e Grupo 
DMH/Fumaça/Radioterapia, com aumento de 400 vezes ilustrando o infiltrado inflamatório 
intratumoral. 
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No Infiltrado Inflamatório Peritumoral também houve diferença significativa na 

expressão de SOD-1 entre os grupos [F (4,73) = 6,211; p=0,0002] e o Post Hoc de 

Tukey mostrou que a expressão de SOD-1 foi menor no grupo G3 em relação aos 

grupos G1 e G4 (p=0,0044 e p=0,0007, respectivamente), mas não diferiu 

significativamente de G2 (p >0,9999).  

Para tentarmos entender como as expressões podem alterar e não ter influência dos 

fatores fumaça e radioterapia associadas buscou-se averiguar se esta alteração 

poderia estar sendo influenciada pela expressão de SOD nas células adjacentes 

como na célula tumoral. Assim, buscamos realizar um teste de variância da 

expressão de SOD-1 no infiltrado intratumoral em relação à célula tumoral e ao 

infiltrado peritumoral.  

Também buscamos avaliar a diferença e correlação da expressão de SOD-1 no 

infiltrado intra-, no infiltrado peritumoral e na célula tumoral. A expressão de SOD-1 

no infiltrado inflamatório intratumoral foi semelhante à expressão na célula tumoral 

apenas em G1 (p= 0,4084), enquanto que nos grupos G2, G3 e G4 essa expressão 

se assemelhou à do infiltrado inflamatório peritumoral (Figura 17). 
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Figura 17 - Análise de expressão de SOD-1 no infiltrado inflamatório intratumoral, peritumoral e célula 
tumoral nos grupos experimentais G1, G2, G3, G4 ilustrando diferença significativa de expressão 
entre os tipos celulares. *p<0,05 One Way ANOVA seguido de Post Hoc de Tukey. 
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Apesar da expressão de SOD-1 no infiltrado intratumoral ser semelhante à das 

células tumorais apenas em G1, sua expressão se correlacionou positivamente em 

todos os grupos. E em relação ao infiltrado peritumoral, a expressão de SOD-1 se 

correlacionou nos grupos G2, G3 e G4 (Tabela 3). Neste sentido podemos ver que a 

expressão de SOD-1 no infiltrado intratumoral está frequentemente relacionada às 

suas células adjacentes, o que talvez possa explicar a falta de influência das 

variáveis na alteração desta expressão. 

 
 
Tabela 3 – Análise de variação e correlação da expressão de SOD-1 no infiltrado 

intratumoral em relação à expressão na célula tumoral e no infiltrado peritumoral. 

  Célula Tumoral Infiltrado Peritumoral 

  Variância Correlação Variância Correlação 

  p valor p valor; r p valor p valor; r 

          
G1 0,4084 0,0019; 0,6789 ** 0,0037** 0,5790; 0,1402 
          

G2 0,0141* 0,0269; 0,569 * >0,9999 <0,0001; 0,8706 *** 
          

G3 0,0228* <0,0001; 0,7496 *** 0,8329 0,0475; 0,4207 * 
          

G4 0,0005** 0,0082; 0,5871 ** 0,6866 <0,0001; 0,8176 *** 

* p<0,05         
** p<0,002          
*** p<0,0001         

 

 

A avaliação da expressão de SOD-1 nos permite observar que o estresse oxidativo 

variou de acordo com cada exposição em que os grupos foram submetidos. E o 

efeito que os fatores de exposição exercem no estresse oxidativo pode modular a 

resposta à radioterapia bem como a resposta das células imunológicas presentes no 

microambiente. 

 

4.4.5. RA2A 

A análise de RA2A também foi realizada nos infiltrados tumorais nos grupos 

avaliados, uma vez que a alteração de expressão na via de hipóxia pode interferir 

em sua expressão e resultar num perfil de imunossupressão. A análise semi-

quantitativa mostrou não haver expressão de RA2A nos dois grupos submetidos à 
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radioterapia (G2 e G4), havendo expressão positiva apenas nos grupos não 

submetidos à radioterapia. 

O infiltrado inflamatório intratumoral apresentou diferença significativa na expressão 

de RA2A entre os grupos avaliados (p=0,0065). E na comparação múltipla foi 

observada diferença de expressão entre o grupo G1 e os dois grupos submetidos à 

radioterapia onde não houve expressão da proteína G2 p=0,0213 e G4 p=0,0117. 

No entanto, G1 não apresentou diferença significativa com G3, seu correspondente 

submetido apenas à exposição da fumaça do cigarro (p=0,3704) (Figura 18 e 19).  

Também foi observada diferença significativa na expressão RA2A entre os grupos no 

infiltrado peritumoral (p<0,0001) de modo que a expressão em G0 foi 

significativamente maior em relação aos grupos com câncer (G1 a G4) com p 

<0,0001. Estes por sua vez, não apresentaram diferença na expressão da proteína. 
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Figura 18 - Análise de expressão de RA2A nos infiltrados inflamatórios intra e peritumoral de adenocarcinoma 
tubular de câncer colorretal em modelo experimental. Notar diferença no escore de expressão de RA2A. *p<0,05 
em relação aos grupos G1 e G2 no infiltrado inflamatório intratumoral e, *p<0,05 em relação aos demais grupos 
(G1, G2, G3 e G4).Kruskal-Wallis com Post Hoc de Dunn. 

 

O teste de Two Way ANOVA confirma estes resultados de modo que a radioterapia 

apresenta uma influência significativa na expressão desta proteína tanto no infiltrado 

intratumoral (p=0,0048), como no infiltrado peritumoral (p= 0,0205). A radioterapia 

parece ser um fator determinante para que não haja expressão RA2A nas células 

dos infiltrados intra- e peritumoral, visto que não houve expressão da proteína nos 

grupos submetidos à radioterapia independente da exposição à fumaça do cigarro. 

 



73 

 

 

 

Figura 19 - Fotomicrografias de expressão da proteína RA2A em lesões em mucosa colorretal de 
ratos submetidos à carcinogênese com 1,2-dimetilhidrazina pertencentes ao Grupo saudável (G0), 
Grupo DMH (G1), Grupo DMH/Radioterapia (G2), Grupo DMH/Fumaça (G3) e Grupo 
DMH/Fumaça/Radioterapia, com aumento de 400 vezes ilustrando o infiltrado inflamatório 
intratumoral. 

 

 

A avaliação da expressão de RA2A se assemelhou ou se diferiu entre os infiltrados 

tumorais e a célula tumoral, principalmente para averiguar se o efeito da radioterapia 

G0

G1 G2

G3 G4
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nesta expressão ocorria apenas nas células imunológicas, uma vez que cada célula 

exerce função diferente e pode ter tido regulações e expressões diferentes. 
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Figura 20 - Análise de expressão de RA2A no infiltrado inflamatório intratumoral, peritumoral e célula 
tumoral nos grupos experimentais G1, G2, G3, G4 ilustrando diferença significativa de expressão 
entre os tipos celulares. A e C) A expressão de RA2A foi semelhante entre os tipos celulares. B e D) 
Não foi possível avaliar diferença, pois a expressão de RA2A foi negativa em ambos os infiltrados 
inflamatórios. 

 

A expressão RA2A no infiltrado intratumoral se assemelhou tanto à expressão nas 

células tumorais como no infiltrado peritumoral nos grupos G1 e G3 com p>0,9999. 

Além disso, a expressão de RA2A no infiltrado intratumoral se correlacionou tanto à 

expressão nas células tumorais como no infiltrado peritumoral também nos grupos 

G1 e G3 (Figura 20 e Tabela 4). Não foi possível avaliar a diferença e correlação nos 

grupos submetidos à radioterapia (G2 e G4), pois a expressão de RA2A tanto no 

infiltrado intra- como no peritumoral foi negativa em ambos os grupos.  

Esperava-se que com o aumento de expressão das proteínas da via de hipóxia, 

também haveria aumento do RA2A. No entanto, enquanto que a radioterapia esteve 

relacionada com a expressão negativa de RA2A, a fumaça do cigarro apresentou um 

efeito apenas de diminuir sua expressão. 

Sendo assim, também buscamos verificar a imunossupressão local por outra via, 

que não fosse relacionado com a via de hipóxia estudando um marcador de 

imunossupressão relacionado apenas à inflamação, para assim verificarmos a 
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influência da fumaça do cigarro e da radioterapia no perfil de imunossupressão do 

microambiente. 

Tabela 4 - Análise de variação e correlação da expressão de RA2A no infiltrado intratumoral 

em relação à expressão na célula tumoral e no infiltrado peritumoral. 

  Célula Tumoral Infiltrado Peritumoral 

  Variância Correlação Variância Correlação 

  p valor p valor; r p valor p valor; r 

          
G1 >0,9999 <0,0001***; 0,8186  >0,9999 0,0006**; 0,7315  

          
G2 -  -   -  - 

          
G3 >0,9999 p<0,0001***; 0,9974  >0,9999 0,0225*; 0,4951  

          

G4 -   -  -  - 

* p<0,05         
** p<0,002          
***p<0,0001         

 

 

 

 

4.4.6. Foxp3 

Para o estudo da resposta imunossupressora nos grupos avaliados também foi 

verificada a imunoexpressão da proteína Foxp3 nos infiltrados intra e peritumoral, 

onde ocorreu expressão positiva em todos os grupos exceto no grupo G4 em ambos 

os infiltrados inflamatórios. 

No infiltrado intratumoral houve diferença significativa na expressão de Foxp3 entre 

os grupos (p<0,0001), esta expressão no grupo G1 foi significativamente maior em 

comparação aos demais grupos (G2, G3 e G4) com p<0,0001 em cada uma das 

combinações, mas os demais grupos não diferiram entre si (>0,9999) (Figura 21 e 

22). 
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Figura 21 - Fotomicrografias de expressão da proteína Foxp3 em lesões em mucosa colorretal de 
ratos submetidos à carcinogênese com 1,2-dimetilhidrazina pertencentes ao Grupo saudável (G0), 
Grupo DMH (G1), Grupo DMH/Radioterapia (G2), Grupo DMH/Fumaça (G3) e Grupo 
DMH/Fumaça/Radioterapia (G4), com aumento de 400 vezes ilustrando o infiltrado inflamatório 
intratumoral. 
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Figura 22 - Análise de expressão de Foxp3 nos infiltrados inflamatórios intra e peritumoral de 
adenocarcinoma tubular de câncer colorretal em modelo experimental. Notar diferença no escore de 
expressão de Foxp3. *p<0,05 em relação aos demais grupos no infiltrado inflamatório intratumoral e 
*p<0,05 em relação a G2, G3 e G4 no infiltrado peritumoral. 

 

O infiltrado peritumoral também apresentou diferença significativa na expressão de 

Foxp3 nos grupos estudados (p <0,0001), de modo que a diferença ocorria entre o 

grupo G1 em relação aos demais grupos com câncer (G2 p= 0,0018, G3 p= 0,0012 

E G4 p <0,0001), mas não houve diferença significativa entre o grupo G0 e G1 p 

>0,9999. 

No infiltrado inflamatório intratumoral o Two Way mostrou que a radioterapia e a 

exposição à fumaça do cigarro, bem como ambos em interação, apresentaram 

influência significativa na alteração de expressão de Foxp3 (p=<0,0001 para cada 

fator). De forma semelhante, os mesmos fatores apresentam influência significativa 

na alteração da expressão de Foxp3 no infiltrado inflamatório peritumoral 

(radioterapia - p=0,0004, fumaça - p= 0,0003; interação entre radioterapia e fumaça - 

p= 0,0127).  

Neste estudo também foi averiguada a diferença e correlação na expressão de 

Foxp3 entre os infiltrados intra- e peritumoral e a célula tumoral. Em todos os 

grupos, a expressão de Foxp3 no infiltrado inflamatório intratumoral era diferente da 

expressão em células tumorais e também não se correlacionavam. A expressão de 

Foxp3 foi semelhante apenas entre os infiltrados intra e peritumoral nos grupos G2 e 

G3, mas só se correlacionou em G3 (p<0,0001; r=0,8059). Além disso, a expressão 

negativa de Foxp3 ocorreu em ambos os infiltrados tumorais no grupo G4 (Figura 

23). 



78 

 

 

0

2

4

6

8

E x p r e s s ã o  d e  F O X P 3 -  G ru p o  G 1  (D M H + )

E
s

c
o

r
e

 d
e

 E
x

p
r
e

s
s

ã
o

 d
e

 F
O

X
P

3

0

1

2

3

4

E x p re s s ã o  d e  F O X P 3  -  G ru p o  G 2  (D M H + /R a d io te ra p ia + )

E
s

c
o

r
e

 d
e

 E
x

p
r
e

s
s

ã
o

 d
e

 F
O

X
P

3

C é lu la  T u m o ra l

In f ilt ra d o  In tra tu m o ra l

In filt ra d o  P e r itu m o ra l

0

1

2

3

4

E x p re s s ã o  d e  F O X P 3  -  G ru p o  G 3  (D M H + /F u m a ç a + )

E
s

c
o

r
e

 d
e

 E
x

p
r
e

s
s

ã
o

 d
e

 F
O

X
P

3

0

1

2

3

E x p re s s ã o  d e  F O X P 3  -  G ru p o  G 4  (D M H + /F u m a ç a + /R a d io te ra p ia + )

E
s

c
o

r
e

 d
e

 E
x

p
r
e

s
s

ã
o

 d
e

 F
O

X
P

3

C é lu la  T u m o ra l

In f ilt ra d o  In tra tu m o ra l

In filt ra d o  P e r itu m o ra l

*

*

*

A B

C D

 

Figura 23 - Análise de expressão de Foxp3 no infiltrado inflamatório intratumoral, peritumoral e célula 

tumoral nos grupos experimentais G1, G2, G3, G4 ilustrando diferença significativa de expressão entre os 

tipos celulares. A) A expressão de Foxp3 foi diferente entre os três tipos celulares. B e C) A expressão de 

Foxp3 foi diferente apenas na célula tumoral. D) A expressão de Foxp3 no infiltrado intra e peritumoral foi 

negativa. *p<0,005 Kruskal-Wallis com Post Hoc de Dunn. 

 

A diferença de expressão de Foxp3 entre os tipos celulares nos diferentes grupos 

ocorreu de forma diversa. No entanto, em todos os grupos, esta expressão no 

infiltrado intratumoral era diferente da expressão na célula tumoral. E a baixa 

expressão de Foxp3 nos infiltrados intra- e peritumoral nos grupos expostos à 

fumaça do cigarro e/ou à radioterapia seguiu o perfil de expressão mostrado por 

RA2A. 
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5. DISCUSSÃO 

Os resultados apresentados na discussão foram divididos em tópicos para melhor 

compreensão, conforme dispostos abaixo. 

 

5.1. Características Histopatológicas 

Nossos resultados não mostraram diferença nas características histopatológicas e 

no número de lesões por grupo, mesmo sendo submetidos à exposição de 

diferentes fatores como fumaça do cigarro e radioterapia. A semelhança destas 

características nos diferentes grupos mostra a eficácia do DMH na indução de 

lesões homogêneas num trabalho em que se almejava estudar a expressão das 

proteínas de acordo com os fatores de expressão com o mínimo de interferência 

possível.  

Outro ponto importante do presente estudo foi a similaridade apresentada entre as 

características histopatológicas dos tumores do modelo experimental com aquelas 

encontradas em seres humanos, o que nos permite extrapolar os dados aqui 

apresentados para o estudo em neoplasias humanas (FLEMING et al., 2012; 

PERSE e CERAR, 2011). 

Algumas características histopatológicas como inflamação, figuras de mitose e 

necrose, apresentaram um aspecto mais maligno no grupo G1, que não foi exposto 

a nenhum fator, e este aspecto ia perdendo a malignidade à medida em que os 

grupos foram sendo submetidos à exposição da fumaça e radioterapia, até que no 

grupo G4, exposto a ambos os fatores, estas características apresentavam um perfil 

ainda menos maligno, sugerindo uma relação inversa entre a exposição à fumaça e 

radioterapia com características histopatológicas mais brandas. 

Interessantemente, quanto à análise de necrose do tecido após a radioterapia, o 

grupo exposto à fumaça do cigarro (G4) apresentava muito mais necrose do que o 

grupo não exposto (G2). Esses achados foram confirmados pela avaliação do índice 

apoptótico verificado por imunohistoquímica da caspase3-clivada que se mostrou 

maior no grupo exposto à fumaça e radioterapia (G4) do que no grupo exposto 

apenas à radioterapia (G2). Ou seja, parece que os indivíduos expostos à fumaça do 
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cigarro apresentaram uma melhor responsividade ao tratamento radioterápico do 

que os não expostos na morte de células tumorais. 

Os dados apresentados acima nos pareceram bastante diferentes do esperado, uma 

vez que a fumaça do cigarro é amplamente conhecida por conter compostos 

carcinogênicos e co-carcinogênicos (FOWLES e DYBING, 2003; SALNIKOW et al., 

2000) que deveriam promover piores características histopatológicas e uma pior 

resposta à radioterapia nos indivíduos tabagistas. 

No entanto, de acordo com estes resultados obtidos, é possível sugerir que entre os 

componentes do cigarro, que são mais de 7.000 (e não foram objeto deste estudo), 

existam alguns com atividade protetora, anti-inflamatória e até citoprotetora que 

possam favorecer aspectos histopatológicos de menor malignidade e melhor 

resposta ao tratamento radioterápico.  

De fato, após a revisão da literatura, alguns estudos mostram que a fumaça do 

cigarro não causa danos histopatológicos ou macroscópicos no intestino, e, de modo 

geral, o fumo parece exercer um efeito favorável no cólon, sendo a maioria deles de 

caráter “tolerogênico”, tolerando mais os danos sofridos (CABRAL e BARBOSA, 

2014), mostrando um efeito protetor da fumaça do cigarro no intestino de modelo 

experimental de inflamação. 

 

5.2. Expressão de Proteínas 

Este estudo analisou a diferença de expressão das proteínas PHD3, HIF-1α, VEGF, 

SOD-1, RA2A e Foxp3 nos infiltrados inflamatórios intra e peritumorais, de acordo 

com a exposição à fumaça do cigarro e/ou radioterapia. 

A proteína PHD3, reguladora do complexo HIF-1 esteve presente em todos os 

grupos estudados e, como esperado, não variou com a exposição à fumaça ou à 

radioterapia.  Sua expressão foi verificada neste estudo para que fosse possível 

avaliar se, na ocorrência de alteração de expressão de HIF-1α, ela estaria sendo 

modificada apenas por fatores ambientais e não pela expressão assimétrica de 

PHD3 entre os grupos.  
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No entanto, PHD3 se apresentou maior no grupo sem câncer (G0) do que nos 

grupos experimentais com câncer (G1 a G4). É possível que esta baixa expressão 

de PHD3 encontrada nos tecidos tumorais seja devido ao controle epigenético 

comumente observado em câncer colorretal. 

Os mecanismos pelos quais a PHD3 pode ser regulada ainda não estão 

completamente elucidados. Interessantemente, estudos mostraram que a hiper ou 

hipometilação ilha CpG na região promotora dos genes de PHD estão relacionados 

com alterações de sua expressão (KONDO, 2009). Em câncer colorretal, foram 

identificados níveis aumentados da metilação destes genes, quando comparados 

com o epitélio do cólon normal observados nos mesmos indivíduos. Estas alterações 

epigenéticas foram associadas a uma diminuição significativa dos níveis de 

expressão da PHD3 em pacientes com câncer colorretal (RAWLUSZKO et al., 2013). 

Em relação à expressão de HIF-1α, ao ser avaliada no infiltrado peritumoral e no 

infiltrado presente na mucosa saudável (G0) foi visto que sua expressão foi maior no 

tecido saudável do que no tecido tumoral, um resultado também inesperado, pois a 

literatura mostra que a expressão de HIF-1α é maior em tumores sólidos em virtude 

do ambiente hipóxico e devido a alterações do microambiente tumoral (SEMENZA, 

2003; SEMENZA, 2012a; SEMENZA, 2012b).  

No entanto, esta elevada expressão de HIF-1α no intestino saudável pode ter 

ocorrido pois, como visto, este tecido apresenta uma hipóxia fisiológica em virtude 

de uma série de fatores que afetam a concentração e distribuição do oxigênio neste 

órgão como o fluxo contra-corrente do sangue (SONNWEBER et al., 2014; ZHENG, 

KELLY e COLGAN, 2015), flutuação de perfusão sanguínea ao longo do dia 

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

Em relação à expressão de HIF-1α no infiltrado inflamatório intratumoral, nem a 

fumaça do cigarro nem a radioterapia exerceram influência para que houvesse 

alteração de sua expressão em qualquer um dos grupos estudados. Esta expressão 

no infiltrado intratumoral se mostrou bastante homogênea em todos os grupos, o que 

nos levou a considerar a possibilidade de que algum fator pudesse permitir essa 

manutenção de expressão, uma vez que no infiltrado inflamatório peritumoral houve 

alteração de expressão da HIF-1α sob exposição à fumaça e radioterapia.  
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Nesse caso, é possível que exista uma interação das células do sistema imune com 

as células tumorais no microambiente tumoral, modulado de maneira própria, 

mantendo a expressão de HIF-1α inalterada neste local, porém com alteração na 

expressão no infiltrado peritumoral. Estes dados concordam com o que foi exposto 

por Mendes et al. (2014) em que a expressão de HIF-1α no infiltrado inflamatório 

peritumoral exerce um efeito muito mais significativo no prognóstico dos pacientes 

em relação à mesma expressão no infiltrado intratumoral, que não era tão decisiva 

na prognóstico. 

Já no infiltrado inflamatório peritumoral, foi observada alteração da expressão de 

HIF-1α entre os grupos. Interessantemente a exposição à fumaça do cigarro não 

modulou a expressão desta proteína como esperado. A alteração da expressão de 

HIF-1α ocorreu apenas sob exposição à radioterapia (grupos G2 e G4), que 

aumentou sua expressão independente da presença ou não da fumaça do cigarro. 

Neste sentido, a literatura mostra que a radioterapia pode elevar a expressão de 

HIF-1α, pois, após a irradiação, ocorre uma reoxigenação do microambiente, que 

resulta na geração de estresse oxidativo promovendo a expressão desta proteína 

(MOELLER et al., 2004; MOELLER e DEWHIRST, 2006). 

Além disso, a literatura também mostra que a expressão de HIF-1α pode promover 

uma melhor resposta à radioterapia em vista que o complexo HIF-1 desencadeia a 

transcrição de genes associados à angiogênese que induz a vascularização do 

tumor, aumento da oxigenação e da concentração de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) pós-radioterapia, que poderia tornar estes tumores mais responsivos ao 

tratamento radioterápico (MOELLER e DEWHIRST, 2006; ROOTS e SMITH, 1974). 

No entanto, nossos resultados não mostraram a influência da expressão de HIF-1α 

na melhor resposta à radioterapia, pois sua expressão era similar tanto nos 

indivíduos expostos (G4) quanto nos não expostos à fumaça do cigarro (G2). 

Entretanto nossos dados mostraram que os tabagistas (G4) apresentaram melhor 

resposta à radioterapia do que os não tabagistas (G2), então parece que a HIF-1α 

não esteve relacionada à melhor resposta ao tratamento, e que, talvez esta melhor 

resposta ao tratamento não tenha sido em virtude desta expressão e sim por outros 

fatores como o estresse oxidativo do microambiente, discutido a diante.  
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Apesar de não termos mostrado que a melhor resposta à radioterapia ocorreu em 

virtude da expressão de HIF-1α, todos estes dados se cruzam no grupo G4, onde os 

indivíduos foram expostos à fumaça e à radioterapia, apresentaram uma maior 

expressão de HIF-1α e também uma melhor resposta ao tratamento radioterápico 

(evidenciado pelo número de mortes de células tumorais). 

Neste sentido, extrapolando hipoteticamente para humanos, é possível que haja 

uma pior resposta à radioterapia em pacientes não tabagistas decorrente de menor 

apoptose de células tumorais. Porém após a radioterapia, é esperado que ocorra 

aumento da expressão de HIF-1α no infiltrado inflamatório peritumoral que ficará 

presente no microambiente com a transcrição de genes de progressão tumoral e 

imunossupressão e, por consequência, promoção de um pior prognóstico. Essa 

hipótese está embasada por Mendes e colaboradores (2014) que observaram um 

pior prognóstico relacionado à elevada expressão de HIF-1α no infiltrado inflamatório 

peritumoral. 

Desta forma, o presente estudo mostra uma grande importância na avaliação da 

expressão de HIF-1α nos infiltrados inflamatórios tumorais e sua correlação com os 

hábitos do pacientes, pois esta conduta pode permitir uma melhor tomada de 

decisão para a escolha terapêutica dos pacientes com câncer, pois, uma vez que os 

efeitos desta proteína no tumor e no paciente são bem conhecidos, tal avaliação 

indicaria os possíveis caminhos que podem ser tomados pela doença após 

expressão e efeito desta proteína. 

Ainda sobre o desenvolvimento e progressão tumoral, um importante fator de 

crescimento relacionado a este processo é o VEGF que age na formação de novos 

vasos sanguíneos e pode auxiliar no crescimento tumoral (CARMELIET e JAIN, 

2011; HANAHAN e WEINBERG, 2011).  No entanto, nossos resultados não 

mostraram qualquer alteração na expressão de VEGF independente dos fatores a 

que os grupos foram expostos (fumaça e radioterapia).  

Por muito tempo o VEGF tem sido considerado um dos principais fatores de 

crescimento envolvidos na progressão tumoral transcrito do complexo HIF-1. Desta 

forma, esperávamos que uma elevada expressão de HIF-1α estivesse relacionada a 

um aumento de expressão de VEGF, contudo mesmo com a expressão de HIF-1α 

sendo alterada pelos fatores de exposição, a expressão de VEGF se manteve 
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constante de modo que, além de não variar entre os grupos, ele também não variou 

entre infiltrado intratumoral, peritumoral, ou célula tumoral, ou seja, em todos os 

grupos e tipos celulares, sua expressão se manteve semelhante.  

Para o nosso estudo o VEGF não foi um fator que nos permitiu observar qual grupo 

estaria mais propício a desenvolver uma maior progressão tumoral, nem melhor 

resposta à radioterapia. Pois em todas as situações a sua expressão foi a mesma.   

Porém, esta elevada e constante expressão de VEGF nos infiltrados tumorais pode 

ser explicada pela literatura, que mostra que o VEGF apresenta uma grande relação 

com a inflamação (ARDELEAN et al., 2014; SHAIK-DASTHAGIRISAHEB et al., 

2013). Como visto, microambientes inflamatórios normalmente são hipóxicos, e a 

efetividade das células inflamatórias depende de um bom fluxo, aporte e fonte de 

oxigênio (DEHNE e BRUNE, 2009; SEMENZA, 2003; SITKOVSKY e LUKASHEV, 

2005). Neste caso, é comum ocorrer a expressão desta proteína em células 

inflamatórias apontando uma atividade pró-inflamatória destas células, pois é uma 

proteína efetora naquele microambiente e normalmente tem sua expressão induzida 

por citocinas (BOESIGER et al 1998; YAMAUCHI et al., 2009). 

Além de sua importância na ação pró-inflamatória, a expressão de VEGF também é 

importante na resolução de respostas imunológicas, homeostase e reparo do tecido 

local, pois, após exagerada resposta imunológica comumente ocorre lesão tecidual, 

e a expressão de VEGF é benéfica nestes casos auxiliando na revascularização do 

tecido promovendo sua recuperação (HORMBREY et al., 2002). 

Uma vez que a exposição à fumaça do cigarro e radioterapia pode alterar o estresse 

oxidativo do microambiente tumoral e a expressão das proteínas do presente 

estudo, também buscamos estudar a expressão da Superoxido Dismutase-1, 

envolvida no bloqueio de radicais livres, nos infiltrados inflamatórios intra e 

peritumoral para averiguação do estresse oxidativo após a exposição a estes 

fatores. 

Como esperado, a expressão de SOD-1 nos intestinos saudáveis (G0) foi baixa, e 

no grupo com câncer (G1), sua expressão foi elevada. No entanto, nos grupos 

expostos à radioterapia (G2) ou à fumaça do cigarro (G3) sua expressão foi 
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reduzida. A exposição tanto à fumaça do cigarro quanto à radioterapia (G4) 

aumentou a expressão de SOD-1 significativamente. 

No microambiente tumoral, é comum que haja uma elevada expressão de SOD-1, 

uma vez que este microambiente é frequente a presença de espécies reativas em 

virtude do metabolismo aberrante (PLACE e DOMANN, 2013). Desta forma, são 

vários os fatores de transcrição que regulam a expressão de SOD-1, principalmente 

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

estão entre os componentes importantes da resposta celular em situação de 

estresse oxidativo e que também participam da sobrevivência ou morte celular em 

caso de elevados níveis de radicais livres (KARIN, 1999; SHAULIAN e KARIN, 2002; 

BUBICI et al., 2006). 

Nos grupos expostos ou à radioterapia (G2) ou à fumaça do cigarro (G3) a 

expressão de SOD-1 foi menor do que em G1 e em G4. Neste sentido, estudos 

mostram que quando a expressão de SOD-1 é silenciada, o estresse oxidativo 

aumenta (SAJESH e MCMANUS, 2015). Esta afirmação nos faz questionar se o 

resultado desta baixa expressão em SOD-1 pode ter permitido a ocorrência de mais 

radicais livres no ambiente. 

É possível que em G2 e em G3 possa ter ocorrido uma menor taxa de radicais livres, 

que não foram capazes de induzir o aumento da expressão de SOD-1. Isto pode 

estar relacionado ao fato de que em G2 foi observada a uma pior resposta à 

radioterapia, provavelmente porque não foi gerada uma taxa de radicais livres tão 

alta a ponto de lesionar um maior número de células tumorais.  

Além disso, os dados histopatológicos em G3 eram brandos, e como comentado 

anteriormente, a fumaça apresentou um efeito tolerogênico no intestino, o que pode 

estar relacionado também a uma baixa taxa de radicais livres presentes no 

microambiente resultando na baixa expressão de SOD-1. 

Já no grupo G4, em relação à expressão de SOD-1 após tratamento radioterápico, 

sugerimos que o acúmulo de espécies reativas de oxigênio, geradas pela 

radioterapia e fumaça em sinergia, tenha exigido a transcrição de maior número de 

moléculas dessa enzima antioxidante. Este aumento de estresse oxidativo 

evidenciado pela forte expressão de SOD-1 no grupo G4 pode ter sido decisivo na 
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melhor resposta à radioterapia encontrada neste grupo e que, após a expressão e 

função de SOD-1, pode ter ocorrido uma redução no estresse oxidativo que fosse 

capaz de causar danos lesivos ao tecido. Mantendo talvez a quantidade mínima de 

radicais livres responsáveis pela ação pró inflamatória anti neoplásica das células 

inflamatórias. 

Com este estudo podemos observar como estaria o estresse oxidativo na presença 

e ausência da exposição à fumaça e radioterapia nas células inflamatórias, e talvez 

relacionar o estresse oxidativo com sua função inflamatória em tumores de 

pacientes nestas condições, uma vez que a presença de radicais livres é uma 

característica comum da resposta pró-inflamatória (DEHNE e BRUNE, 2009) e de 

resposta à radioterapia (MOELLER et al., 2004; MOELLER E DEWHRIST, 2006). 

Buscando entender as razões pelas quais a expressão de HIF-1α no infiltrado 

inflamatório peritumoral poderia estar relacionada a um pior prognóstico, a literatura 

mostra que esta expressão poderia ser capaz de induzir a imunossupressão pela 

expressão do imunossupressor RA2A. Visto que os fatores de exposição poderiam 

afetar a expressão de HIF-1α, imaginamos que esta exposição também poderia 

afetar todo o resultado de sua via.  

Neste contexto, a exposição à radioterapia, de modo geral, diminuiu a expressão de 

RA2A em células do infiltrado inflamatório peritumoral. De fato, a expressão desta 

proteína esteve mais forte no tecido normal, menor no tecido tumoral e, negativa nos 

grupos submetidos à radioterapia (G2 e G4). Esses dados são interessantes na 

melhora da vigilância imunológica e na resposta anti-neoplásica após a radioterapia, 

pois na ausência de um imunossupressor, as células do sistema imune ainda 

presentes no microambiente possuem atividade pró-inflamatória e podem ser 

capazes de combater o tumor até a total resolução desta resposta anti-neoplásica. 

Adicionalmente, nos grupos com radioterapia (G2 e G4), a expressão de RA2A nos 

infiltrados intra e peritumoral foi negativa, no entanto, havia expressão nas células 

tumorais. Isto pode indicar que o efeito da radioterapia não ocorreu no 

microambiente tumoral como um todo na expressão de RA2A, seu efeito se deu 

apenas nas células dos infiltrados tumorais. 
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Uma das possibilidades decorrente do efeito da radioterapia na eliminação das 

células tumorais e da indução de resposta inflamatória pelas células do sistema 

imune, com isso, ocorre a diminuição da imunossupressão gerada por RA2A, com 

supressão da expressão após o tratamento. 

Para melhor avaliação do perfil imunossupressor nestes indivíduos, de acordo com 

os fatores expostos, buscou-se também estudar a expressão de Foxp3, o principal 

marcador para imunossupressão. 

No grupo apenas com câncer, sem exposição aos fatores, a expressão de Foxp3 

esteve bem elevada, possivelmente pelo fato de que no tumor, de modo geral, 

ocorre uma atividade imunossupressora como um mecanismo de escape da 

vigilância imunológica do tumor, permitindo o crescimento tumoral (ABBAS, 

LICHTMAN e PILLAI, 2007).  

Desta forma, a elevada de Foxp3 no grupo com câncer (G1) estaria relacionada a 

uma maior probabilidade de progressão tumoral, e, porventura, um pior prognóstico 

dos indivíduos nestas condições. 

Nos grupos G2 e G3 a expressão de Foxp3 foi menor, concordando com os dados 

apresentados por RA2A em que a radioterapia elimina as células tumorais que 

poderiam ser responsáveis por induzir sua expressão, e a fumaça apresenta um 

efeito tolerogênico além de todas as características tumorais mais brandas, então é 

plausível que haja uma menor imunossupressão neste grupo também. 

Como comentado anteriormente, a expressão do Foxp3 caracteriza células T 

reguladoras e, o impacto da presença destas células tem sido demonstrado como 

relacionada à redução destas células em sangue periférico de pacientes com câncer 

colorretal, o que leva a um aumento das respostas T efetoras contra o crescimento 

tumoral (BONERTZ et al., 2009; CLARKE et al., 2006), então é possível que o 

mesmo possa ocorrer na redução destas células no microambiente tumoral. 

Avaliando a expressão desta proteína no infiltrado intra e peritumoral e na célula 

tumoral, foi observado que nesta última, a expressão de Foxp3 era alta, como 

ocorria também na expressão de RA2A, em que o efeito da radioterapia na alteração 

de sua expressão ocorreu apenas nas células inflamatórias e provavelmente, a 

presença desta proteína nas células tumorais poderia estar relacionada à tentativa 
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de escape da vigilância imunológica por meio da produção de fatores de 

imunossupressão. 

O conjunto destas proteínas foi avaliado quanto à sua expressão, pois Mendes e 

colaboradores em 2014 mostraram que a elevada expressão de HIF-1α no infiltrado 

inflamatório peritumoral estava relacionada a um pior prognóstico, e, com base na 

literatura, este pior prognóstico poderia ter ocorrido em virtude da transcrição de 

fatores de crescimento (como o VEGF) responsáveis pela progressão tumoral, ou 

também pela indução da imunossupressão ativando a expressão de RA2A. No 

entanto, nossos dados não mostraram influência da expressão de HIF-1α na 

expressão de VEGF mesmo sob exposição à fumaça e radioterapia. Além disso, 

HIF-1α não induziu o aumento de RA2A em nosso trabalho, como proposto pela 

literatura.  

Nos grupos submetidos à radioterapia (G2 e G4) a expressão de HIF-1α foi elevada, 

no entanto, nestes dois grupos a expressão de RA2A foi negativa, mostrando que, 

provavelmente, a regulação da expressão deste receptor não foi modulada por HIF-

1α, mas por outros mecanismos moleculares que nosso trabalho não avaliou, apesar 

de sabermos quais os fatores de exposição estiveram relacionados à esta 

expressão.  

Efetivamente, o presente estudo mostrou um resultado interessante no grupo G4 

(DMH/Fumaça/Radioterapia) que nos leva a hipotetizar a seguinte situação: com 

uma melhor resposta à radioterapia, maior taxa de morte de células tumorais, 

elevada expressão de SOD-1, presente para eliminar os radicais livres que poderiam 

ser prejudiciais aos tecidos, com isso, haveria uma melhor recuperação do local e 

impedindo que houvesse uma nova situação de iniciação carcinogênica.  

Além disso, neste grupo não houve expressão dos imunossupressores RA2A e 

Foxp3, mesmo com células inflamatórias ali presentes, ou seja, uma vez que estas 

células não estão imunossuprimidas, elas podem ser células efetoras que 

provavelmente irão exercer sua função anti-neoplásica e combater as células 

tumorais restantes ali naquele microambiente.  

Apesar do esperado, de que a fumaça estaria relacionada à piores características 

histopatológicas e moleculares, foi observado que a submissão destes indivíduos ao 
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tratamento radioterápico alterou o perfil das características tumorais para um estado 

mais benéfico. 
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6. CONCLUSÕES 

O presente trabalho avaliou a influência da exposição à fumaça do cigarro e 

radioterapia na expressão das proteínas PHD3, HIF-1α, VEGF, SOD-1, RA2A e 

Foxp3 em células do infiltrado inflamatório intra e peritumoral de câncer colorretal 

induzido em ratos. 

A exposição à fumaça e a radioterapia não alterou o número de lesões entre os 

grupos, mas gerou melhores características histopatológicas e moleculares além de 

melhor resposta à radioterapia, enquanto que apenas a presença do tumor, sem a 

exposição a estes fatores resultou em características histopatológicas relacionadas 

a uma maior malignidade, que provavelmente poderia estar relacionada a um pior 

prognóstico. 

A exposição a estes fatores também alterou a expressão das proteínas estudadas 

nos infiltrados inflamatórios intra e peritumoral. Isto evidencia o quanto os dados na 

literatura ainda podem ser controversos necessitando de mais estudos para elucidar 

estas questões. 

A expressão das proteínas difere entre o infiltrado inflamatório intratumoral, 

peritumoral e célula tumoral, evidenciando a importância do estudo de expressão e 

função das proteínas em células diferentes que podem ter resultados e aplicações 

diferentes. 
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