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Resumo






O cancro de pulmao (CP) é uma das principais causas de morte por cancro em
todo o mundo. Em geral, o CP pode ser classificado em dois tipos: cancro do pulméo
ndo-pequenas células (CPNPC) e cancro do pulmdo de pequenas células (CPPC). O
CPNPC inclui ainda os subtipos adenocarcinoma, carcinoma de pulmédo de células
escamosas e carcinoma de pulmao de células grandes, cada um com subtipos. Embora o
namero de estudos sobre CP seja muito elevado, a eficacia dos tratamentos ainda se
encontra abaixo do ideal, contribuindo para tal uma ampla gama de fatores que afetam o
resultado do tratamento.

Avaliar os efeitos da radiacdo X (raios-X), em duas linhas celulares de CP ap06s
a irradiacdo de CPNPC (H1299 e A549) a nivel da proliferacdo, viabilidade e tipo de
morte celular. Para além disso estudaram-se alguns dos mecanismos envolvidos, o papel
do stresse oxidativo, alteragbes no potencial de membrana mitocondrial (PMM),
proteinas anti e proapoptéticas, citotoxicidade e ciclo celular.

Os estudos foram realizados ap6s as linhas celulares serem expostas a RX de
4MeV no acelerador linear Varian 600C 12D10. Em todos os estudos foram incluidas
células controlo (auséncia de radiacdo), sendo as células irradiadas com varias doses,
entre 0,5 a 60Gy. A sobrevivéncia das células foi estudada recorrendo ao ensaio
clonogenico durante 12 dias. O efeito da radiagé@o a nivel intracelular foi avaliado com
recurso a citometria de fluxo (CF) apds um periodo de incubacéo de 48 horas. A morte
celular foi avaliada recorrendo a dupla marcacdo com Anexina-V (AV)/iodeto de
propidio (IP). O ciclo celular foi estudado atraves de IP/RNase. Recorremos a
anticorpos monoclonais conjugados com FITC para determinar a razdo BAX/BCL-2.
Para avaliar a expressdo Da proteina P53 usamos a técnica de Western blot. Os niveis de

stresse oxidativo, foram determinados por CF, nomeadamente o anido superoxido,
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peroxidos e niveis de glutationa reduzida recorrendo as seguintes sondas, Dihidroetideo
(DHE), 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) e alaranjado de
mercurio  (1-(4-Chloromercuriophenylazo)-2-naphthol), respetivamente. Avalidmos
ainda o PMM, utilizando a sonda fluorescente JC-1 (iodeto de 5,5, 6,6’—tetracloro 1,1°,
3,3 —tetraetilbenzimidazolocarbocianina), por CF.

Observamos uma diminuicdo na proliferacdo e da viabilidade celular
dependente da dose, do tempo e da linha celular. O principal tipo de morte observado
foi a apoptose. Os efeitos anti proliferativos e citotoxicos estdo de acordo com o
bloqueio de ciclo celular. No entanto, os nossos resultados demonstram que as células
A549 sdo mais sensiveis a morte celular induzida por radiacdo, sendo que as células
H1299 as mais resistentes. Estes resultados podem estar relacionados com diferencgas na
expressdo da P53 e niveis de stresse oxidativo.

Os resultados sugerem que a radiacdo X diminui a viabilidade celular e induz
morte preferencialmente por apoptose. No entanto, a sensibilidade e/ou a resisténcia a
radiacdo, podera estar dependente das caracteristicas moleculares do CP influenciando

assim a resposta a radioterapia e, por conseguinte, o sucesso do tratamento.
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Abstract






Lung cancer (LC) is one of the leading causes of cancer-related death
worldwide. Classification and staging of LC are critical for definitive diagnosis,
treatment strategy and to predict the patient’s outcome. Since 70% of patients are
diagnosed in advanced stages, the pathologist has a crucial role in the classification of
LC, for which the diagnosis is established by the histology and molecular analysis of
biopsies collected from the involved place. In general, LC can be split into two main
types: Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC) and Small Cell Lung Cancer (SCLC).
The NSCLC type includes adenocarcinoma, squamous-cell lung carcinoma, and large-
cell lung carcinoma, each with its subtypes. Although the number of studies discussing
lung cancer is vast, treatments efficacy is still suboptimal due to the wide range of
factors that affect the patient’s outcome.

To evaluate the effects of X radiation (X-rays), in two lung cancer cell lines
after irradiation, two of non-small cell lung cancer (H1299 and A549 cells) namely in
cell viability, proliferation and death. We also wanted to study some of the mechanisms
involved, the role of oxidative stress and mitochondrial potential.

The assays were performed after the cell lines were exposed to 4MeV RX in
the Varian 600C Linear Accelerator 12D10. Assays included control cells (absence of
radiation) and cells irradiated with various doses from 0.5 to 60 Gy. Cell survival was
studied by clonogenic assay, plated immediately after radiation and incubated for 12
days (370C, 5% CO2). Measurement of RX impact on intracellular activities was
achieved by using flow cytometry (FC) after an incubation period of 48 hours. Cell
death was evaluated using double staining with AnnexinV (AV)/ Propidium lodide (PI).
Cell cycle was performed with PI/RNase assay. By using FITC-conjugated monoclonal
antibodies the quantity of BAX and BCL-2 was determined and subsequently a

BAX/BCL-2 ratio was calculated. To evaluate OS was determined, by FC, the
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superoxide anion, peroxides and reduced glutathione levels using the probes,
dihydroethidium, 2',7'-dichlorofluorescin diacetate and orange mercury, respectively.
We also evaluate mitochondria membrane potential (MMP) by FC, using the
fluorescent probe, 5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethyl benzimidazolcarbocyanine.

X-rays induces a decrease in cell proliferation and viability in a dose, time and
cell line dependent manner, inducing cell death preferentially by apoptosis. These anti-
proliferative and cytotoxic effects are in agreement with the observed cell cycle arrest.
However, our results show that A549 is more sensitive to cell death induced by
radiation than H1299 cells. These results may be related with differences in the p53
expression or stress oxidative response and could contribute to radiotherapy failure in
this type of cancer.

Our results suggest that X-rays leads to a decrease in LC cells viability
inducing cell death mainly by initial apoptosis. However, the sensibility and/or
resistance to radiation may be dependent on molecular LC characteristics which could

influence the response to radiotherapy and consequently treatment success.
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1.Introducao






1. Cancro

O cancro € uma patologia que se carateriza por uma proliferagdo celular
descontrolada, apresentando elevada incidéncia e prevaléncia no mundo atual,
constituindo uma das principais causas de morte. Por norma é uma doenga prolongada
no tempo, requerendo anualmente elevado consumo de recursos humanos e
econdmicospelos sistemas de saide (American Society for Therapeutic Radiology and
Oncology, 2012).

O cancro é uma doenca que pode ter origem em diversos factores. Podendo ser
provocado por causas genéticas ou causas ambientais. Esta doenca podera envolver a
sobrexpressao e inactivacdo de diferentes genes, originando células independentes do
controlo local e central do organismo (Bower & Waxman, 2006).

Os oncogenes identificados em diferentes trabalhos envolvendo virus tumorais,
demonstraram contribuir para a autonomia do cancro devido a producdo de fatores de
crescimento e/ou presenca de recetores de membrana plasmatica, componentes das vias
de transduc&o de sinais ou de fatores de transcri¢do (Bower & Waxman, 2006, Simms et
al., 1980).

A nivel ambiental podem igualemnte reunir-se diversas condigdes favoraveis a
formagdo de celulas tumorais. Estas condi¢Ges poderdo ser divididas em fisicas,
quimicas ou biologicas. A radiacdo € um carcinogénio de origem fisica e esta presente
nos mais diversos locais (radiagdo X (RX), radiacdo gama, radiacdo corpuscular
resultante do decaimento de isétopos ou luz ultra violeta (UV)). A carcinogénese
quimica é um processo pelo qual um quimico desenvolve uma série de reagdes na célula
que irdo levar a carcinogénese. Este processo carateriza-se por trés diferentes fases, a
fase de iniciacdo, a fase de promocdo e a fase de progressdo. Quanto as causas
bioldgicas, estas podem ser as mais diversas, destacando-se os virus (human papiloma
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virus, hepatite B e C, virus herpes humano 4 e 8 entre outros), bactérias ou helmitas
oncogénicos (Bower & Waxman, 2006).

Diversos processos metabdlicos poderdo apresentar-se alterados nas células
tumorais, dando origem, nomeadamente, a um aumento de consumo de glicose (Caims
etal.,, 2011).

A maioria dos tumores solidos apresenta uma grande quantidade de vasos
sanguineos altamente permeéveis. Este processo de formacdo destes novos vasos é
denominado de neoangiogénese, e é de crucial importancia para o crescimento dos
diferentes tumores. Para além do crescimento tumoral, a angiogénese encontra-se ainda
relacionada com a disseminacdo de células do tumor, visto que a partir deste processo
surge uma forma bastante eficaz das células tumorais entrarem na corrente sanguinea,
potenciando a mestastizacdo. Tendo sido ja descritos varios de fatores angiogénicos,
entre eles, os mais conhecidos sdo os pertencentes a familia dos fatores de crescimento
de fibroblastos (FGF do inglés fibroblast growth factors) e do fator de crescimento de
vasos endoteliais (VEGF do inglés vascular endothelial growth factor). Os fatores
angiogenicos poderdo ser produzidos pelas células endoteliais ou por células recrutadas

pelo tumor, tais como macréfagos ou linfocitos (Zetter, 1998).

1.1. Epidemiologia das doencas neoplasicas

De acordo com as estatisticas mundiais, as doencas neoplasicas ocupam 0
segundo lugar de causas de morte, seguidamente as doencas cardiovasculares, e 0s tipos
de cancros mais diagnosticados sdo o cancro do pulméo (CP) no homem e o cancro da
mama no caso da mulher, sendo estes dois tipos os que apresentam uma elevada taxa de

mortalidade juntamente com o cancro do figado e intestino (WHO, 2014).



A prevaléncia mundial destas doencas oscila de acordo com a regido. A maior
percentagem de casos observa-se nos paises desenvolvidos, sendo que é nestes onde a
esperanca média de vida € igualmente superior, entre outros fatores (Jemal et al., 2011)

Em Portugal, 21,5% das mortes sdo devidas a cancro e, dentro destas, 13,9%
ocorrem devido a CP, sendo s6 ultrapassado pelo cancro colorretal (Aradjo et al., 2009).

No acesso ao tratamento de cancro observa-se uma desigualdade entre os
diversos paises, verificando-se um menor acesso nos paises em desenvolvimento. Em
relacdo ao acesso a radioterapia, na figura 1 podemos constatar a diferenca no nimero
de pessoas por centros de radioterapia em diferentes paises, ao qual se verifica uma
escassez destes centros em muitos paises, principalmente no continente africano (Jemal

etal., 2011).

I - 200 milion
I 10.0- 19.9 milion
[ ] s0-s.9milion
[ 1.0- 2.9 miltion
I 500.000 - 899,999
I - 500.000

- No center

No data

Figura 1 - NUmero de habitantes por cada centro de radioterapia no mundo (Jemal, 2011). et al.



2. Cancro do pulmao

O cancro do pulméo (CP) é o cancro com maior incidéncia se considerarmos
ambos 0s sexos. Estima-se que em 2014, esta seja a neoplasia com uma taxa de
mortalidade mais elevada, com cerca de 19,4% de todos os tipos de cancro (WHO,
2014).

Existem diferentes tipos de CP, podendo ser classificados em cancro do pulméo
de ndo pequenas células (CPNPC) e cancro do pulmao de pequenas células (CPPC) e

O tabaco € uma das principais causas de desenvolvimento de CP, sendo que
50,96% dos doentes sédo fumadores e 24,78% sdo ex-fumadores (Hespanhol et al.,
2013).

A radioterapia (RT) é um tratamento que pode ser utilizado para este tipo de
cancro dependendo do estadio em que se encontra, e € normalmente utilizada como

terapia adjuvante (Bower & Waxman, 2006).

2.1. Cancro do Pulmao de Nao Pequenas Células

O CPNPC representa cerca de 85% dos cancros do pulmdo que séo
diagnosticados, e esta neoplasia € geralmente menos agressiva do que o CPPC, pois
habitualmente desenvolve-se e metastiza mais lentamente. O CPNPC pode ser ainda
subdividido em diferentes subtipos, o adenocarcinoma, o carcinoma de células
escamosas, 0 carcinoma de células grandes e o carcinoma Not Otherwise Specified
(NOS). Estes subtipos de CP apresentam caracteristicas morfoldgicas distintas bem
como diferentes resisténcias a terapia. O CP, podera ainda apresentar-se numa forma

mista, significando uma mistura das duas formas (American Cancer Society, 2012).



2.2. Cancro do Pulmao de Pequenas Células

O CPPC apresenta uma incidéncia de cerca de 15% do total de casos de CP e é
caraterizado pelos seus efeitos clinicos rapidos e agressivos (Bower & Waxman, 2006).

Por norma, o CPPC apresenta resisténcia a quimioterapia, o0 que se traduz por
uma elevada taxa de mortalidade. Apenas 5% dos doentes diagnosticados sobrevivem
dois anos ap6s o diagnostico, sendo que cerca de 95% das pessoas com este tipo de
tumor apresenta metastases a data do diagnostico (Jemal et al., 2011).

Recentemente foram descobertas novas mutagdes em diferentes genes como o
gene que codifica a proteina tumoral 53 (TP53) e 0 gene do retinoblastoma 1 (RB1),
que ocorrem no CPPC e que poderdo ser responsaveis pela sua elevada resisténcia.
Estas mutacGes genéticas parecem ainda alterar o transporte e a atividade dos farmacos

utilizados na terapéutica (Peifer, M., 2012).

3. Diagnostico e Tratamento para Cancro do Pulméo de Nao Pequenas Células

O diagndstico desta neoplasia deve ser realizado, de acordo com a Organizacgao
Mundial de Salde (OMS), recorrendo a diversos exames complementares de
diagnostico, como por exemplo, técnicas de imagiologia molecular, anatomia patologica
ou citologia (Bower & Waxman, 2006).

O diagndstico e estadiamento do CPNPC pode incluir biopsia, broncoscopia,
tomografia por emissdo de positrdes co-registada com a tomografia computorizada
(PET/CT do inglés positron emission tomography/computed tomography) e ressonancia
magnética nuclear. No caso de metastizacao a distancia é necessario a realizacdo de uma

tomografia computorizada abdomino-pélvica (Brady, 2011; Ceresoli, 2012).



O subtipo histologico é um fator a ter em conta para o tratamento do tumor. O
adenocarcinoma, os carcinoma das grandes células e o carcinoma NOS requerem muitas
vezes analise de mutacfes do gene que codifica o epidermal growth factor receptor
(EGFR) e do oncogene anaplastic lymphoma kinase (ALK) para definir qual o melhor
tratamento a realizar (Kroemer et al., 2009).

Apo6s o diagnostico, a extensdo anatdmica da doenga € descrita através da
classificacdo TNM, onde T se refere a tumor, N a ganglios linfaticos e M a metéstases,
0 que tem implica¢fes importantes no estadiamento e consequente prognostico do CP.
Adicionalmente, cada um destes pontos (T, N e M) tém uma classificacdo de 1 a 4, que
revela qual o grau de magnilidade de determinado tumor (Crino et al., 2010).

A cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia sdo 0s tratamentos mais
frequentemente utilizados, no entanto poderdo apresentar diversos efeitos secundarios,
pelo que se revela necessario estudar estes efeitos, de forma a os podermos minimizar
(Bower & Waxman, 2006).

A cirurgia é, nomalmente, limitada a doentes com estadio limitado da doenca, ou
seja, TLNOMO e T2MONO, o que significa que ndo existe metastizacdo a distancia. Se o
doente ndo apresentar critérios para ser operado, devido a uma qualquer condicdo
clinica desfavoravel, podera considerar-se a radioterapia radical, com intuito curativo. A
radioterapia paliativa é outro tipo de aplicacdo para utilizacao da radiacao ionizante, ndo
no sentido de curar o doente, mas antes no sentido de controlar o crescimento tumoral e,

eventualmente, minimizar os efeitos do cancro (Bower & Waxman, 2006).

4. Radiagéo ionizante

A radiacdo empregue no tratamento do cancro € a radiacdo ionizante (RI).
Designa-se por RI toda e qualquer tipo de energia que se propaga através de ondas
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eletromagnéticas (RX ou gama) ou particulas (neutrdes, protdes, p ou a) que é capaz de
arrancar eletrdes a &tomos ou moléculas com as quais interage (Forshier, 2002).

A RI esta presente no quotidiano, podendo provir tanto de vias naturais como
artificiais. Este tipo de radiacéo € utilizada pelo homem nas mais diversas atividades
como em medicina, na agricultura, na industria, entre outras. Na natureza, existe RI, que
poderd derivar da radiacdo c6smica ou do decaimento de elementos radioativos, como é
o0 caso do raddo, um gas radioactivo que resulta do decaimento do uranio. Os atomos
podem desintegrar-se espontaneamente e 0 excesso de energia resultante desse processo
podera resultar em emisséo de RI. A exposicdo a radiacdo ionizante esta relaconada com
0 aparecimentode cancro, por exemplo, a exposicao a niveis elevados de raddo aumenta
significativamente o risco de desenvolvimento de CP (WHO, 2011).

Quando a RI excede determinados niveis de seguranca, esta poderd provocar
lesbes nos individuos a ela expostos, mesmo as baixas doses que poderdo aumentar o
risco de efeitos a longo prazo, como é o caso das doencas oncoldgicas. A exposicdo a
radiacdo ionizante podera ocorrer internamente ou externamente.

A RI possui diversos efeitos celulares, podendo estes ser diretos, indiretos,
bystander ou originar uma resposta adaptativa (figura 2). Os efeitos diretos sao
provocados na célula apds deposicéo de energia pela radiacdo, que diretamente interage
com as biomoléculas, ionizando-as. As cadeias do acido desoxirribonucleico (DNA do
inglés deoxyribonucleic acid) podem, durante a irradiacdo, sofrer quebras numa ou em
ambas as cadeias que formam a dupla hélice. Os efeitos indiretos ndo provocam leséo
diretamente no DNA, mas sim atraves das especies reativas de oxigénio (ROS do inglés
Reactive Oxigen Species) que sdo produzidas pela radidlise da agua, associada ou ndo
ao efeito do oxigénio, e que poderdo lesar o DNA, oxidando-o. As lesbes celulares

podem ser também causadas pelo efeito bystander que é um efeito dependente de



fatores e de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio que sdo libertados pelas
células irradiadas. Todos estes tipos de efeitos podem originar a uma resposta adaptativa
das celulas, ativando mecanismos de reparagdo e, caso estes mecanismos sejam
suficientes, a célula podera continuara a proliferar e a dividir-se normalmente (Morgan

& Sowa, 2005).

Indirect effect ‘]\N\j\
w0t +e N Ho «amee.

DNA repair
Cell cycle checkpoint control

gﬂf;;f nd Qj’ "7 secreted soluble factors

\
Cel-Cell gap junction
communication

Figura 2 - Representacdo esquematica dos tipos de efeitos da radiacéo ionizante. Adaptado de
(Morgan WF, and Sowa MB. PNAS 2005;102:14127-14128)

O efeito bystander é um processo pelo qual células que ndo foram irradiadas
sofrem influéncia, indiretamente, pela irradiacdo de outras células. Varios estudos
demonstraram que pela transferéncia de meio de células irradiadas para células ndo
irradiadas, ocorrem nestas vérias alteracdes. Estes resultados demonstram que podera
ocorrer uma secrecdo de fatores por parte das células irradiadas para 0 meio de cultura.
Estes fatores libertados poderdo induzir morte celular ou ativar outro tipo de
mecanismos nas células ndo irradiadas (Mothersill & Seymour, 1997; Belyakov et al.,
2001). As células que estdo sujeitas ao efeito bystander, poderdo apresentar alteragdes

genéticas significativas quando comparadas com as células que ndo sofreram com este
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efeito. A evidéncia deste efeito ja foi bem estabelecida, no entanto os mecanismos
moleculares que o permitem explicar s6 agora comecam a emergir (Watson et al.,
2000).

Existem diversas vias relacionadas com o efeito bystander, como se encontra
explicitado na figura 3. O metabolismo oxidativo, a comunicagdo intercelular e os
fatores secretados por difusdo sdo propostos como os mediadores do efeito bystander
(Azzam et al., 2003).

Outros estudos demonstraram que a adi¢cdo de enzimas antioxidantes ao meio de
cultura como a superéxido dismutase (SOD do inglés Superoxide dismutase) (Yang et
al., 2005) ou a catalase (CAT) (Lyng et al., 2006) resulta na inibicdo da resposta
bystander, resposta que ativa mecanismos celulares a fatores libertados pelas células
irradiadas, o que sugere que haja um envolvimento de espécies radicalares neste

processo.

TRAIL

o Lo
- ' /

Mitochondrial
damage

iNOS promoter
AP-1 (Jun-Fos)

.............. (02 \NO ¢ == == = o= == i(péos)
. att

Inflammatory
response:
“ssmssasans ROScytokines

s,
-,
“,
-,
was,
s,
e,
o
a,

Gap junctions

Bystander response

Bystander signal propagates

Figura 3 - Mecanismos envolvidos no efeito bystander. Adaptado de (Hei et al., 2008).

Estudos genéticos revelaram que existe expressao de genes associados ao efeito

bystander, como por exemplo a ciclooxigenase-2 (Cox-2) (Hei et al., 2008).
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As proteinas da familia das cinases ativadas por fatores relacionados com a
divisdo celular (MAPK do inglés Mitogen-activated protein kinases) apresentam
igualmente um papel importante neste processo. Observou-se que apos a inibicdo dos
sinais extracelulares relacionados com estas cinases ocorria uma diminui¢do da resposta

bystander (Asur et al., 2009).

5. Tratamento com radiacgéo ionizante

A radioterapia tem sido um dos tipos de tratamento mais utilizados para a
irradicacdo de tumores e para o controlo do crescimento tumoral e pode ser utilizada em
diferentes tipos de tumores e em diferentes estadios evolutivos da doenca. A
radioterapia ndo é seletiva, pelo que se revela essencial ocorrer a delimitacdo do volume
a irradiar (Carvalho, 2002).

A dose aplicada ao tumor deve-se situar entre certos limites. Quando estes sdo
ultrapassados, no caso do limite superior, poderdo surgir alguns efeitos ndo desejados
nos tecidos envolventes ao volume irradiado podendo mesmo ocorrer nos casos mais
graves, necrose tecidular. Caso a dose depositada ndo atinja o limite inferior, poderemos
estar a contribuir para a inducdo de radioresisténcia tumoral (Carvalho, 2002; Brady,
2011).

Assim, a caracterizacdo do tipo tumoral serd sempre um fator essencial a ter em
conta para o calculo da dose que um determinado doente ir4 receber. Outro dos fatores
limitantes a ter em consideracdo € a localizacdo do tumor, pois em determinadas
localizagdes, podem surgir efeitos adversos para o doente a ser tratado (Crono, 2012).

A terapia convencional normalmente envolve o fracionamento da dose total de
radiacdo a ser recebida. Nesta terapia o doente € sujeito a fraccbes de 2 Gray (Gy) por
dia durante o periodo de tempo necessario até prefazer a dose total estabelecida.
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Normalmente os doentes com CP sdo tratados por periodos que prefazem
aproximadamente 30 dias, o que resulta numa dose total de cerca de 60 Gy (Crono,
2012).

Para além deste tipo da terapia utilizando um fraccionamento de dose
convencional, existem outros tipos de fraccionamento como o hiperfracionamento ou o
hipofracionamento. No primeiro, o doente recebe doses diérias abaixo da dose
convencional, normalmente abaixo de 1,8 Gy. Ja no segundo caso, o doente recebe
doses mais elevadas por fracgdo por um menor periodo de tempo. Existem ja estudos
que demonstram um aumento do tempo de sobrevida quando comparado com a terapia
convencional (Yin et al., 2003; Mello et al., 2003). O hipofracionamento s6 é possivel,
visto que existem técnicas radioterapéuticas especificas que permitem irradiar menos 0s
tecidos sdos, preservando-os (Anthony et al., 2005). Estudos anteriores relacionaram a
dose da RI com a proliferacdo celular (Cohen & Ellwein, 1990; Clowes et al., 1983).
Como esperado, com o aumento da dose de radiacdo observa-se uma inibicdo do
crescimento celular, no entanto este efeito ndo é linear. Num estudo especifico
investigadores testaram o efeito no crescimento celular numa linha de astrocitoma
humano com uma s6 dose de Rl de 12,5 Gy comparando com doses faccionadas de
4x5Gy (dose diaria de 5Gy durante 4 dias consecutivos) onde se verificou que as doses
fracionadas apresentavam maior efeito na inibicdo da proliferacéo celular, ainda assim
com um menor efeito de toxicidade (Bucci et al., 2006).

A dose equivalente em fracdes de 2 Gy (BQD; do inglés biological equivalent
dose in 2 Gy fractions), corresponde a dose que é fornecida ao doente, se esta fosse
fornecida de acordo com a terapia convencional, que para estudos comparativos €

amplamente usada. Esta calcula-se de acordo com a formula:
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EQD, = ——-% Equacéo 1

(2+E)

onde n representa 0 numero de fracGes, d a dose que é fornecida ao doente em cada
fracdo, 0 o/ é um parametro de cada tipo de tumor, que esta diretamente relacionado
com a radioresisténcia do tumor (De Leeuw et al., 2010; Rades & Schild, 2006).
Quando ¢é efetuado o hipo ou o hiperfracionamento, terd que se ter sempre em
conta estes valores, de modo a tentar percecionar quais 0s efeitos que esse
fracionamento ira ter. Nos ultimos anos tém sido realizados diversos estudos, na
tentativa de clarificar qual o impacto da alteracdo do modo de fracionamento, na
sobrevida dos doentes (Forman et al., 1993; Cox et al., 1990; Pahlajani et al., 2012;

King et al., 2009).

7. Morte celular

A morte celular é o processo pelo qual séo eliminadas as células e esta podera
ocorrer por varios mecanismos entre 0s quais salientamos a apoptose, a necrose ou a
autofagia, sendo que a morte celular ocorre principalmente pelos dois primeiros
mecanismos referidos e esta representada na figura 4. Estes processos tém mecanismos
de acdo diferentes assim como consequéncias finais distintas (Kroemer et al., 2009).

A apoptose, ou morte celular programada, € um processo de autodestruicdo
celular que requer uma prévia sinalizacdo celular que desencadeia uma cascata de
reacfes para a ativacdo deste mecanismo. Podendo ser induzida atraves da via
intrinseca, via extrinseca ou ainda mediada por citotoxicidade (via perforina/granzina).
As vias intrinseca e extrinseca, por norma, envolvem a ativacdo de caspases e

consequente destruicdo das células. Este processo carateriza-se por ocorrer
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fragmentacdo do DNA, condensacdo da cromatina, seguido pela fragmentagdo do
nacleo e posterior fragmentacdo celular (Kanduc et al., 2002; Watson et al., 2000;

Lorimore et al., 2001).

” é’ cell

Necrosis ) Apoptosis

Figura 4 - Diferengas morfoldgicas entre o processo de apoptose e de necrose. Adaptado de
http://drrajivdesaimd.com/tag/senescence/.

As células apoptoéticas apresentam diversas alteracdes celulares onde podemos
destacar as alteracBes na fluidez da membrana, na carga distribuida a superficie, na
conformacdo das proteinas da membrana e mesmo na assimetria da bicamada lipidica.
Estas alteraces tornam possivel detetar marcadores especificos de apoptose nas células
que iniciaram este processo (Gaudenzi et al, 2004).

A necrose € o tipo de morte celular provocada por diversos fatores fisiologicos
ou externos. No caso da necrose, ocorre um colapso da membrana plasmatica o que faz
com que haja libertacdo do conteudo citoplasmatico. Neste processo 0s conteudos
libertados tém dificuldade em ser fagocitados, devido a uma falta de sinalizacdo das

células do sistema imunitario (Kanduc et al., 2002).
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A autofagia € o processo de degradacdo celular que envolve mecanismos
associados ao lisossoma. Este processo € regulado por fatores de crescimento e pela
insulina envolvendo uma série de segundos mensageiros. A morte celular por autofagia
pode ser provocada por dois fendmenos distintos, podendo ativar a apoptose ou realizar
a autofagia em larga escala, provocando lesdes irreversiveis na célula. A autofagia esta
a ser estudada para possivel futura utilizacdo no tratamento de alguns casos de cancro
(Klionsky, 2007).

Estudos recentes sugerem que a inducdo da apoptose em células tumorais
apresenta um papel crucial na eficacia da radioterapia (WHO, 2011). Dependendo da
intensidade de radiacdo, as células podem ser conduzidas para a apoptose ou para a
necrose. De acordo com o trabalho apresentado por Bucci et al., este descreveu que
quando utilizada a menor dose de radiacdo, se observava um namero superior de células
em apoptose do que no caso em que se usaram maiores doses, situacdo em que as
células morriam principalmente por necrose. Estes resultados foram comprovados
recorrendo a western blot para a quantificagcdo de caspase 3, 0s quais revelaram existir
um aumento desta caspase ativa quando se utilizaram doses mais baixas, assim como
uma diminuicdo da proteina BCL-2 (do inglés, B-cell lymphoma-2) e um aumento da
proteina BAX (do inglés BCL-2—associated X protein)(Bucci et al., 2006).

A proteina supressora tumoral P53 ativa trés vias celulares opostas em resposta a
lesdo no DNA. Uma destas vias resulta no blogueio do ciclo celular, outra na reparacao
celular e uma terceira na inducdo de morte celular por apoptose. A probabilidade de um
individuo apresentar doenca neoplésica parece estar relacionada com a presenca desta
proteina, visto varios estudos terem descrito que a sua expressdo esta inversamente
relacionada com a incidéncia de cancro. Les6es no DNA induzem a ativacdo de uma

série de cinases e de outras proteinas que, por sua vez, poderdo modificar a proteina
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P53, assim como a proteina MDM-2 (do inglés, mouse double minute 2 homolog) na
célula. A P53 regula a transcricdo de diferentes genes (p21, MDM-2, ciclina, P53
upregulated modulator of apoptosis (Puma), Noxa, tumor necrosis factor receptor
superfamily member 6 (Fas)) envolvidos no bloqueio do ciclo celular., A MDM-2
funciona como um regulador negativo da P53. Este regulador da P53 é fosforilado pela
ataxia telangiectasia mutated (ATM) cinase 0 que leva & sua autoubiquitinacdo e
degradacdo, aumentando os niveis de P53 no citoplasma (Feng et al., 2008).

Como previamente mencionado, um dos mecanismos envolvidos na apoptose € a
ativacdo das varias caspases. A ativacdo das caspases de 1 a 10 foi descrita
principalmente associada a agentes fisicos e quimicos. Em particular a caspase-3, que se
encontra na forma inativa (pro-caspase-3) no citoplasma e que é convertida na forma
ativa por protedlise, nas células em apoptose. A proteina PARP (do inglés, poly (ADP-
ribose) polymerase), € um dos substratos da caspase-3, e € degradada por quebra
proteolitica, revelando-se um importante marcador de apoptose (Ferrer, 1999).

O gene BCL-2 é distinto de outros oncogenes existentes. A proteina BCL-2 esta
relacionada com o aumento da expressao da transcri¢cdo de &cido ribonucleico (RNA do
inglés ribonucleic acid) do gene Bcl-2 e parece estar envolvida na génese de tumores.
Elevados niveis de BCL-2 previnem a morte celular numa grande variedade de
situacOes de stresse, como a presenca de quimicos citotoxicos, de radiagdo ionizante e
de uma variedade de farmacos quimioterapéuticos (lkegaki et al., 1994; Watters, 1999).

Estudos anteriores demonstraram que mais de 90% das células de CPPC
expressam a proteina BCL-2 em maior quantidade. Um estudo em que no CPPC se usou
uma estratégia antisense, de modo a obter uma baixa expressdo de BCL-2, demonstrou

que havia uma diminuicéo de sobrevivéncia celular (Ziegler et al., 1997).
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8. Stresse oxidativo

O stresse oxidativo é o estado de um organismo quando se observa um
desequilibrio entre as espécies oxidantes e as antioxidantes. No organismo existem
normalmente mecanismos pelos quais estas ROS e as espécies reativas de nitrogenio
(do inglés reactive nitrogen species — RNS) sdo reguladas (Kirkinezos & Moraes,
2001).

O controlo homeostético das vias normais de crescimento celular demonstrou
encontrar-se ligado e dependente de agentes oxidantes. Anteriormente, 0s agentes
oxidantes eram associados apenas a degeneracéo celular (Valko et al., 2006).

A mitocbndria é um organelo preferencialmente responséavel pela producéo de
ROS. Durante a fosforilagdo oxidativa poderdo ocorrer fugas de protoes e de eletrdes da
cadeia respiratoria, o que podera causar diversas lesdes celulares. Enquanto a libertagdo
de protdes esta associada a termogénese, a fuga de eletrbes estéa associada a formacédo de
ROS. Uma disfuncdo mitocondrial ou metabdlica pode estar na origem do aumento de
ROS ou/e RNS (Kirkinezos & Moraes, 2001).

As ROS sédo espécies quimicas altamente instaveis como o anido superdxido
(O2*) ou o radical hidroxilo (HO®) ou, pelo contrario, ttm um longo periodo de vida e
se difundem rapidamente, como o perdxido de hidrogénio (H,0;) ou o mondxido de
azoto (NO°®) (Valko et al., 2006).

Quando ocorre um excesso de ROS ou de RNS, varios mecanismos
antioxidantes enzimaticos ou ndo enzimaticos sdo ativados. Como exemplos de
antioxidantes ndo enzimaticos sdo as formas ativas de varias vitaminas, comoa A e a C,
entre outras. Por outro lado existem os antioxidantes enzimaticos, como a superéxido

dismutase (SOD), a catalase (CAT), ou a glutationa redutase (GSH). Apesar de
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existirem estas defesas antioxidantes, por vezes ndo sdo suficientes, o que gera um
estado de desequilibrio e, por consequéncia, o stresse oxidativo (Valko et al., 2006).

A enzima SOD é responsavel pela conversdo do radical O,*no radical HO®, uma
das ROS mais reactiva. O radical HO® por sua vez é transformado pela CAT em H,0,
uma espécie que nao reage diretamente, mas que se difunde facilmente, podendo entrar

no nucleo da célula e reagir através da reacdo de Fenton (equacoes 2 e 3).

0,* + Fe** > 0, + Fe?* Equacdo 2
H,0, + Fe?" > HO "+ HO® + Fe** Equacdo 3

Como resultado desta reacdo, sdo produzidas no nucleo espécies reativas
altamente instadveis que poderdo lesar o DNA, podendo ser percursoras de Varias
patologias como € o caso do cancro. As espécies reativas podem ainda lesar as mais
variadas biomoléculas, desde proteinas, a glicidos ou lipidos.

As espécies radicalares formadas podem reagir com acidos gordos
polinsaturados e induzir a peroxidacdo lipidica. A peroxidacéo lipidica, assim designada
devido a parte dos seus intermediarios e produtos finais serem perdxidos, ocorre atraves
de um conjunto de reacdes em cadeia que inclui trés fases distintas, a iniciacdo, a
propagacao e a terminagéao.

Eeste processo inicia-se pela oxidacdo de um lipido seguido de uma reacdo em
cascata onde se originam outros tipos de radicais. A fase de terminacao da-se quando os
radicais formados reagem entre si ou com um antioxidante. Como produtos finais da
peroxidacao lipidica poderemos ter aldeidos, cetonas, éteres, alcoois e hidrocarbonetos

(Valko et al., 2006).
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A peroxidacdo lipidica pode ainda induzir diversas les6es celulares, tanto a nivel
das membranas como dos lipidos intra e extracelulares. Exemplos destas lesdes sdo as
alteragBes a nivel da viscosidade membranar, do transporte ionico, e a nivel das
atividades enziméticas. Os aldeidos podem difundir-se através da membrana originando
efeitos citopatolégicos ou oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL do
inglés low-density lipoprotein) do plasma (Barrera, 2011).

Durante o processo de degeneracdo celular ocorre um aumento da producéo de
ROS que pode afetar os parametros mitocondriais como a producdo de adenosina

trifosfato (ATP), ou o potencial de membrana, entre outros (Toyokuni et al., 1995).

9. Ciclo celular

O ciclo celular é um processo biolégico que permite a todas as células originar
células filhas geneticamente idénticas. Torna-se necessario entender o ciclo celular
normal para compreender de que forma o tratamento com radiacdo o podera influenciar.
O ciclo celular desenvolve-se em trés fases diferentes, fase GO/G1, fase de sintese (S) e
por fim G2/Mitose (M), representadas na figura 5 (Azevedo, 2005).

Na fase GO a célula ainda ndo iniciou a sua divisdo. Nesta fase a célula podera
receber um estimulo para se comecar a dividir e entrar na fase G1. Em alternativa, se
este estimulo ndo ocorrer, a celula ndo se dividird. Apos o estimulo, j& na fase G1,
existe uma grande atividade metabdlica, quer a nivel da transcricdo de RNA quer a nivel
da traducéo de proteinas. Esta fase tem uma duracao que varia entre as 18 e as 30 horas.
Segue-se a fase S, onde ocorre a replicacdo do DNA, o que se traduz na duplicacdo da
quantidade de DNA (de 2n passa para 4n) a qual tem uma duracgdo que varia entre as 18
e as 20 horas. A fase seguinte é a fase G2, que é relativamente mais rapida em
comparacao as fases anteriores, e que faz a transicao entre a fase S e o inicio da divisdo
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mitdtica. Finalmente a fase M ou fase de mitose, durante a qual a célula se divide. Esta
fase contempla varios passos que sao a profase, a metéfase, a anafase e a tel6fase. Apos
a telofase sdo obtidas duas células idénticas (American Cancer Society, 2012; Azevedo,
2005).

Apesar de a radiagdo ser eficaz na inibicdo do crescimento de tumores, a
radiacdo poderd igualmente afetar a normal proliferagdo das células. Por isso, revela-se
importante balancear a destruicdo de células tumorais com uma minimizagdo das lesGes

induzidas no tecido normal (Forshier, 2002).
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Figura 5 - Representacdo do ciclo celular e dos seus pontos de controlo. Adaptado de
http://gleesonbiology.pbworks.com/w/page/7537859/C9.

Durante o processo de divisdo celular ocorrem diversos controlos em pontos
criticos (Figura 5). Nestes pontos criticos, de transicdo entre diferentes fases, existem
mecanismos que regulam e reparam as lesdes que possam provir do stresse oxidativo,
da exposicdo a radiacdo ou de deficiéncias no metabolismo celular, entre outras. Se

forem detetadas anomalias nos “checkpoints” do ciclo celular a divisdo celular termina
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nesse ponto, ou entdo a divisdo é bloqueada, enquanto séo ativados os mecanismos de
reparacgdo celular para que a divisdo possa continuar a ocorrer (Novék et al., 2002).

Existem inUmeras vias de sinalizacdo envolvidas no bloqueio do ciclo celular,
quando a integridade gendmica estd ameacada, 0 que impede a transmissdo de mutagdes
genéticas as geracOes celulares subsequentes. Falhas nestes sistemas de controlo da
divisdo celular poderdo estar associadas a carcinogénese, pois apesar da célula se
encontrar alterada, a sua divisdo continua a ocorrer (Novak et al., 2002).

O tratamento com radiagdo ionizante causa atrasos na proliferacdo celular via
ativacdo de diversos chekpoints nas fases pré-G0, G1, S e G2/M. Este processo ocorre
na tentativa de reparar o DNA que se lesou por efeito da radiagdo ionizante.
Dependendo da dose de radiagdo, podem ser ativados diferentes blogueios no ciclo
celular. Por exemplo, com recurso a elevadas doses de radiacdo, alguns autores
mencionam que o principal checkpoint ativado é na passagem de G2 para M
(Yannamori, 2012).

Todas as passagens das diversas fases do ciclo celular dependem de cinases
ativadas por ciclinas (CDKs). Assim sendo, a ativacdo de checkpoints requere a inibigédo
dos complexos ciclina-CDK. A irradiacdo de células ativa diferentes mecanismos de
ativacdo deste processo, como a ativacdo dos inibidores das CDKs, as alteracdes da

fosforilagéo e a atividade da enzima CDK (Joiner & Kogel, 2009; Wang et al., 2000).
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2.0bjetivos






O tratamento para o cancro do pulmédo depende do tipo de tumor, das suas
dimensdes e do estadiamento aquando do diagndstico. Para tumores pequenos e
delimitados o tratamento passa maioritariamente por cirurgia, radio e quimioterapia.
Caso os tumores ultrapassem a fase cirdrgica, o tratamento fica limitado a radio e
quimioterapia de forma paliativa.

A radiacdo ionizante é utilizada como forma de tratamento para eliminar
tumores, assim como para controlar o seu crescimento. Os tratamentos com radiacao
ionizante para o cancro do pulméo utilizados atualmente s&o ainda insuficientes para
que os doentes apresentem uma taxa de controlo tumoral e uma sobrevivéncia
comparavel a outros tipos de tumores.

Com este trabalho pretende-se perceber qual o efeito da radiacdo ionizante em
diferentes linhas de CPNPC, assim como os seus efeitos a nivel molecular resultantes
deste tipo de terapia. O objetivo foi clarificar e caraterizar quais os efeitos de diferentes
doses de RX a nivel da viabilidade celular, assim como qual o principal tipo de morte
induzida.

Foram ainda avaliadas diversas moléculas relacionadas com o stresse
oxidativo, proteinas pré e anti-apoptoticas, potencial de membrana mitocondrial, ciclo
celular e lesdes no DNA, de modo a melhor compreender, em cada linha celular, quais

0s mecanismos moleculares e celulares envolvidos.
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3.Materiais e Métodos






3.1. Linhas celulares

Para este trabalho recorremos a um sistema in vitro que permitiu a
sobrevivéncia, o crescimento e a multiplicacdo das linhas celulares. As células foram
mantidas em condi¢Ges propicias ao seu crescimento, utilizando meios de cultura
especificos, com pH de 7,4, temperatura de 37°C e atmosfera com 5% de CO, (Silva,
2012).

Os estudos realizaram-se em linhas celulares distintas, A549 e H1299, ambas
culturas aderentes com morfologia epitelial (figura 6). A linha celular A549 teve origem
e foi isolada de um individuo caucasiano com idade de 58 anos e a linha celular H1299
foi isolada de um individuo caucasiano com 43 anos de idade. Ambas as linhas sdo de
adenocarcinoma pulmunar, sendo que a linha H1299 foi isolada de um nédulo linfatico
deste doente. De referir ainda que as células da linha celular A549 expressam o gene
TP53 na forma normal (TP53wt), enquanto as células da linha celular H1299 o nédo
expressam (TP53null).

A linha A549 foi cultivada em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
(Sigma, 10011277506, St. Louis, USA) e a linha H1299 com Dulbeneco’s Modified
Eagle’s Medium — High Glucose (DMEM-HG). Ambos os meios foram suplementados
com soro fetal bovino (FBS do inglés Fetal Bovine Serum (10% (v/v)) (Sigma, 82024,
Taufkirchen, Germany), 400mM piruvato de sodio (Life Technologies, 11360-039, New
York, USA)e 1% de uma solugdo de antibidtico (Sigma, SLBB9277, St. Louis, USA)
constituida por 100U/mL de penicilina e por 10pg/mL de estreptomicina (GIBCO
15140-122). Todos os ingredientes foram filtrados na camara de fluxo, em condicdes de
assepsia e posteriormente conservados a temperatura de 4°C. Para garantir as condi¢oes

de assepsia 0s meios foram testados antes de proceder a sua utilizacédo (Silva, 2012).



Figura 6 - Fotografias das linhas celulares em estudo (H1299 e A549), obtidas por microscopia
6tica com uma ampliacéo de 100 vezes.

Os ensaios in vitro realizaram-se com diferentes tempos de incubacdo e apos a

irradiacdo das culturas as 24, 48, 72, 96 horas e 12 dias.

3.2 Irradiagéo das culturas celulares

A irradiagdo foi executada com as células contidas num dispositivo
especificamente criado para esse propdsito. A irradiagdo propriamente dita, foi realizada
através de um acelarador linear Varian 600C 12D10 (LINAC, Radiology Oncology
Systems Inc., San Diego/ U.S.).

As células foram preparadas previamente com uma concentracdo de 0,5X10°
células/mL, e as suspensbes foram colocadas em falcons ou ependorfs e transportadas
para o Servico de Radioterapia do Centro Hospitalar Universitario de Coimbra (CHUC),
convenientemente acomodadas.

As diferentes doses sdo fornecidas em doses cumulativas que sdo diretamente
proporcionais as Monitor Units (MUs). As MUs sdo o tempo em que o colimador se

encontra aberto e que é proporcional & dose de radiagdo, de acordo com a tabela I.



Tabela I - Monitor Units cumulativas para as diferentes doses de RX

Dose  05G 2Gy 5Gy 8Gy  12Gy 15Gy  30Gy  60Gy
OPY 05415 (243) (5+3)  (8+4)  (12+3) (15+15)  (30+30)
Lado
direito 2MU 67MU 133MU  133MU  178MU  133MU  669MU  1387MU
Lado
23MU  67MU  134MU  134MU  179MU  134MU 669MU  1387MU
esquerdo

3.3. Preparacdo das suspensdes celulares

A viabilidade celular € um parametro que pode ser medido com recurso a um
marcador celular, denominado azul de tripano, e analisado por microscopia. O azul de
tripano é um corante de exclusdo que apenas é capaz de penetrar nas células ndo viaveis.
Apbs a entrada pela membrana lesada, este corante atravessa o involucro nuclear,
corando os nucleos de azul. Deste modo as células mortas aparecem coradas e azul
enquanto as vivas aparecem brilhantes e ndo coradas.

Para a realizacdo deste ensaio, foi necessario utilizar uma suspensdo celular
devidamente homogeneizada, a qual se adicionam igual volume da solucdo de azul de
tripano na concentracdo de 0,02% em phosphate buffered saline (PBS) constituida por
0,1M de fosfato de sodio e 0,15M de cloreto de sédio, com um pH de 7,2. A suspensédo
celular e o azul tripano diluido foram misturados na proporcédo de 1:1 e esta mistura foi
transferida para o hemocitometro (Figura 7), onde foi efetuada a contagem recorrendo a
um microscoépio otico invertido Motic AE31 (Wetzlar, Alemanha) com uma ampliagédo
de 100x. Relativamente a contagem, foi analisado o niumero de células viaveis e ndo
viaveis nos quatro quadrantes do hemocitdmetro e calculada a concentracdo celular

(Santos, 2012).
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Figura 7 - Representacdo de um hemocitometro. Os quatro quadrantes utilizados para a
contagem de  células estdo  represntados pela letra L. Adaptada de
http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/hematologia/hematologia-4.php.

3.4. Avaliacao de viabilidade e proliferacao celular

O ensaio do alamar blue permite obter curvas de viabilidade celular das
diferentes linhas celulares em estudo, avaliando a atividade metabdlica.

Esta solucdo colorimétrica contém resazurina que, na presenca de agentes
redutores existentes nas células viaveis, € reduzida com formacdo de um novo composto
chamado resorufina, a qual emite luz numa diferente porcdo do espetro de luz visivel.

Deste modo este ensaio permite avaliar indirectamente a da viabilidade celular (figura

8).
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Figura 8- Reducéo da resazurina a resorufina por células metabolicamente ativas.



Para realizar este ensaio, apos irradiacdo celular, foram distribuidas 10 000
células por placas de cultura celular de 48 pocos e incubadas por 24, 48, 72 e 96 horas.
Ap0s o tempo de incubacédo foi adicionado o corante alamar blue aos pogos de modo a
que a percentagem de corante seja de 10% em relacdo a quantidade de meio existente no
poco. Foi monitorizada posteriormente a mudanga de cor do meio, e a partir do
momento em que existia uma alteracdo notoria no controlo, foram transferidos 200pL,
de todos os pocos, para uma placa de 96 pogos. Uma vez nesta placa, foi medida a
absorvancia nos comprimentos de onda de 570 e de 600nm num espetofotometro. A
proliferacdo celular, em percentagem, foi calculada com base na diferenga de
absorvéancias da condigdo em estudo e esta dividida pela diferenca de absorvancias do

controlo, representado na equacao 4.

(Abs570—Abs600)condicio
(Abs570—Abs600)controlo

proliferagio % = %100 Equacédo 4

3.5. Avaliacao de sobrevivéncia celular

O ensaio clonogénico permite avaliar a viabilidade celular, sendo avaliada a
capacidade das células formarem coldnias. Este ensaio é um dos ensaios gold standard
para avaliar a citotoxicidade induzida pela radiacdo ionizante (Pantelleva et al., 2003).

A suspensdo celular foi colocada em placas de seis pogos e incubada a 37°C
numa atmosfera com 5% de CO, durante sete dias. Ao sétimo dia foram retiradas as
placas para se realizar a coloracdo com violeta de cristal seguida de contagem das
colonias apds a coloracdo. Apos contagem foi calculada a eficiéncia da placa (PE do
inglés plate efficiency) e o fator de sobrevivéncia (SF do inglés survival factor) celular
para cada condicdo em estudo. A eficiéncia da placa (PE) é calculada através da razao

entre 0 numero de coldnias contadas dividindo pelo ndmero de células semeadas,



representado na equagéo 5, e o fator de sobrevivéncia (SF) foi calculado pela razdo
entre a PE das coldnias tratadas e a PE dos controlos, representado na equacdo 6. A
menor percentagem de formacdo de col6nias corresponde a uma maior citotoxicidade

(Franken et al., 2006).

Numero de colénias contadas ~
PE = — = Equacdo 5

Numero de células semeadas

SF = PE de determinada condicao Equagéo 6

PE do controlo

3.6. Citometria de fluxo

Para proceder a andlise de varios parametros celulares recorrereu-se a citometria
de fluxo (CF). No citdmetro a suspensdo celular é aspirada, atravessando uma camara
onde se da a passagem célula a célula, intercetando o feixe de radiagdo laser, processo
representado na Figura 9 (Mey et al., 2012).

O citébmetro € constituido por trés sistemas principais, o fluidico, o 6tico e o
electronico. O sistema fluidico € o responsavel por transportar as suspensdes até ao
laser, o sistema Otico consiste numa série de lasers que irradiam as amostras e por filtros
oticos do qual resultam sinais apropriados para os detetores. Por altimo, os sistemas
eletronicos os quais fazem a conversdo dos sinais luminosos em sinais eletronicos que
poderao ser processados pelo computador (Biosciencies BD, 2000).

Usaram-se para as varias determinagdes, sondas e anticorpos, que se irdo ligar e,
consequentemente reagir com determinadas moléculas, permitindo a diferenciacédo

seletiva de subpopulacdes celulares. A fluorescéncia destes compostos € entdo medida



por fotomultiplicadores, através de um sistema de lentes, espelhos dicroicos e filtros
oticos (Biosciencies BD, 2000).

Para a analise das amostras foram obtidos 10* eventos, com o auxilio do
programa CellQuest™. Para analise e quantificacdo da informacdo utilizou-se um
software especifico que corre em computador dedicado (Paint-a-Gate 3.02, Machintosh

Software).
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Figura 9 - Representacdo da constituicdo e funcionamento de um citometro de fluxo
(Adaptada de http://olomouc.ueb.cas.cz/book/export/html/18).

3.6.1. Avaliacéao do tipo de morte celular

A morte celular é um processo pelo qual sdo eliminadas algumas células
podendo ser provocada por apoptose, necrose ou autofagia. Estes processos tém
mecanismos de acdo diferentes assim como consequéncias finais distintas (Kroemer et
al., 2009).

A partir dos ensaios de viabilidade celular efetuados com recurso a citometria de
fluxo, com dupla marcacdo com anexina VV (AV) e iodeto de propideo (IP), podemos

retirar informacdes sobre as células vidveis, com capacidade de se dividirem, ou as



células em morte celular. Em termos de células em processo de morte, este método
permite-nos distinguir trés subtipos, as células que se encontram em apoptose inicial,
em apoptose tardia/necrose e em necrose (Elmore, 2007; Ormerod, 2002).

As anexinas sdo proteinas dependentes de calcio que se ligam a fosfolipidos,
com uma maior afinidade para a fosfatidilserina (FS). Esta encontra-se, na célula
normal, no folheto interior da membrana citoplasmética, no entanto, quando a célula se
encontra em apoptose, esta assimetria é desfeita sendo a fosfatidilserina externalizada.
Esta externalizacdo da fosfatidilserina permite a sua identificagdo por um ensaio de
fluorescéncia, com recurso a AV (Darzynkiewicz et al., 1992).

O iodeto de propideo € um marcador das células que s6 tem a capacide de entrar
nas células se a membrana estiver lesada, pelo que permite distinguir as células que se
encontram em necrose ou em apoptose tardia, devido a alteracdo lipidica membranar.

Usando estes dois marcadores em simultdneo, podemos diferenciar quatro
populaces distintas de células, as células vidveis quando o teste é negativo para os dois
marcadores, células em apoptose, em que se a apoptose € inicial o teste é positivo para a
AV e negativo para IP e se as células se encontrarem em apoptose tardia/necrose
verifica-se 0 teste positivo para as duas sondas anteriormente. Para as células em
necrose, o teste é apenas positivo para IP (tabela 1) (Brown& Wouters, 1999;

Darzynkiewicz et al., 1992).

Tabela Il - Representacdo dos diferentes tipos de morte celular avaliado por citometria de fluxo
com recurso a dupla marcacdo com anexina V e iodeto de propideo.

GRUPOS DE CELULAS ANEXINA V IP
Viaveis - -
Apoptose Inicial + -
Apoptose Tardia / Necrose + +

Necrose + -




Para proceder a estes estudos, centrifugaram-se as duas linhas celulares a 1300G
durante 5 minutos, aproveitando o sedimento, que foi lavado com PBS e posteriormente
incubado com 100pL de tampéo de ligacdo, ao qual foi adicionado 1pL de AnexinaV-
FITC (FITC - fluorescein isothiocyanate - annexin V apoptosis detection kit I, BD
Pharmingen, E.U.A.) e 5uL de iodeto de propideo. Os resultados foram lidos num
citbmetro FACSCalibur (BD Biociences, California, EUA) e apresentados em
percentagens de células presentes em cada grupo (Darzynkiewicz et al., 1992; Brown&

Wouters, 1999).

3.6.1.1. Confirmacéo do tipo de morte celular por citologia

O método May Grinwald — Giemsa, € um método que permite a coloragdo de
células para estudos citolégicos de elementos celulares, podendo observar-se também
tipo de morte que esta a ocorrer nas células dependendo dessas mesmas carateristicas.

O corante May Griinwald contém eosina e azul de metileno (180mg/dl) o
corante Giemsacontém azur 11(80mg/dl) e eosinato de azurll (100mg/dl). Estes dois
corantes véo atuar na célula fazendo com que as diferentes estruturas figuem marcadas
de cor diferente de acordo com o pH e carateristicas dessa estrutura celular.

Fizeram-se esfregacos, e estes foram corados com 0s meios anteriormente
referidos. Adicionaram-se primeiramente 20 gotas do corante May Grinwald ao
esfregaco e deixou-se atuar durante 3 min. Apds os 3 min decorridos, adicionaram-se 20
gotas de agua da torneira, evitando o extravasamento do corante. Desprezou-se a

mistura que recobria a ld&mina e adicionouse o corante Giemsa, deixou-se atuar durante



12 a 15min e removeu-se posteriormente o liquido do topo da lamina. Finalmente o
esfregaco foi lavado em &gua corrente e deixou-se a secar na vertical.
As imagens foram observadas num microscopio apropriado com uma objetiva

de imerséo e foram retiradas fotografias destas células.

3.6.2. Detecao das espécies reativas de oxigénio (ROS)

Ap0s a irradiacdo das células estas iniciam diferentes processos que podem
conduzir a morte celular por diferentes vias, libertando umconjunto de fatores para o
meio extracelular. Muitos destes fatores podem provocar alteragdes na homeostase de
ROS sendo por isso relevante avaliar a alteracdo deste equilibrio, assim como os efeitos

que estas espécies poderdo provocar (Kirkinezos et al., 2001).

3.6.2.1.Detecdo de peroxidos intracelulares

A sonda 2',7'-dichlorfluorescein-diacetate (DCFH-DA) permite a detecdo de
peroxidos intracelulares, em que a quantidade destes é diretamente proporcional a
intensidade da fluorescéncia emitida. A sonda emite uma cor verde fluorescente com
comprimento de onda de 530nm quando é oxidada e excitada a um comprimento de
onda de 488nm (Wang et al., 2013).

A molécula DCFH-DA é uma sonda que € constituida por grupos acetato e por
esse motivo consegue facilmente atravessar a membrana citoplasmatica e colocar-se no
meio intracelular. Apés a entrada no citosol sofre remocéo do grupo DA por parte de
esterases, formando-se DCFH,. Esta molécula é oxidada pelos peroxidos formando
DCF que é altamente fluorescente (Wang et al., 2013), como se pode ver na reacao

representada na figura 10.
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Figura 10 - Esterificacdo da diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) em diclorofluoresceina
(DCFH) e posterior conversdo em DCFH"™ (adaptado de Gomes et al., 2005)

O procedimento deste método iniciou-se com a centrifugacdo das varias
suspensdes celulares a 1300G durante um periodo de 5min, onde foi aproveitado o
sedimento, lavado com PBS e adicionado um tampé&o de incubacdo. A esta mistura foi
adicionada a sonda DCFH,-DA a qual permitira monitorizar a oxidacdo levada a cabo
pelos perdxidos. Esta sonda foi usada na concentracdo de 5uM dissolvida em
dimetilformamida na concentracdo de 1mM, durante 45min, na auséncia de luz e a
temperatura de 37°C (Laranjo, 2010). Ap6s o periodo de incubacdo, fez-se uma nova
centrifugacdo a 1300G durante 5min, seguida de lavagem e de ressuspensdo do
sedimento. A leitura no citometro foi feita com o comprimento de onda de 529nm e os
resultados apresentados em média de intensidade de fluorescéncia (MIF) |,

posteriormente, normalizados relativamente ao controlo.



3.6.2.2. Avaliagdo da producéo do radical superoxido no meio intracelular

O dihidroetidio (DHE), cuja estrutura molecular se encontra representado na
Figura 11, é uma sonda utilizada também em citometria de fluxo para a detecdo de
ROS, visto que apds oxidacdo pelo radical superdxido e da sua intercalagdo no DNA,
emite uma fluorescéncia na zona do vermelho. O DHE é oxidado com formagdo de

etidio e € esta por¢cdo que se vai intercalar no DNA (Smits et al., 1997).

Figura 11 - Estrutura molecular da sonda DHE.

Iniciou-se o processo com uma centrifugacdo das suspensdes celulares a 1300G
durante 5min, com lavagem e ressuspensdo do sedimento em PBS. Posteriormente, a
suspensdo foi incubada com a sonda DHE depois de dissolvida em dimetilsulfoxido
(DMSO) na concentragdo de 5uM, e foi colocada a temperatura ambiente (T.A.), em
condig@es de auséncia de luz, durante um periodo de 15min. De seguida a suspenséo foi
novamente centrifugada a 1300G durante 5min, lavada e ressuspendida em PBS e a

leitura feita no citometro a 620nm (Laranjo, 2010).



3.6.2.3. Avaliacao da expresséo do glutatido reduzido

O glutatido reduzido (GSH) é um nucledfilo forte e confere protecdo as células
contra danos advindos da presenca de radicais livres, de oxidantes e de eletrofilos. A
modulacdo das concentragdes de GSH pode influenciar a sensibilidade das células a
radioterapia, bem como o efeito citotoxico de diferentes agentes quimioterapéuticos
(Rice et al., 1986). Em 1975, foi desenvolvido um método répido e simples para a
marcagdo de GSH, de modo a evitar o recurso a métodos de citometria de fluxo que
envolvessem a utilizacdo de luz ultravioleta (UV). Este novo método baseia-se no uso
de um composto denominado alaranjado de mercurio. Este composto liga-se aos grupos
sulfidril das proteinas, sendo que a sua cinética de ligacdo ao GSH € superior a da sua
ligagdo aos grupos sulfidril referidos anteriormente (O’Connor et al. 1988). Assim
sendo, para a detecdo de GSH, centrifugou-se uma suspensdo celular com
aproximadamente 3 milhGes de células a 1300G, durante 5min, tendo-se ressuspenso o
sedimento em 1mL de tampéo PBS.

De seguida, adicionou-se o alaranjado de mercdrio (Sigma, EUA) na
concentragdo de 40uM, incubando-se a temperatura de 37°C, na auséncia de luz, durante
15min. Apods a marcagdo, as células foram novamente centrifugadas a 1300G, durante
5min e ressuspendeu-se o sedimento em 400ul. de PBS. A detecdo foi efetuada com o

comprimento de onda de excitacdo de 620nn.

3.6.3. Avaliagdo do Potencial Membrana Mitocondrial

Para medir o potencial de membrana mitocondrial com a citometria de fluxo,
recorremos a sonda lipofilica e cationica 5,5'6,6-tetrachloro-1,1'3,3"-

tetraethylbenzimidazol carbocyanine iodide (JC1), representada na figura 12, que emite



luz com um comprimento de onda de 527nm quando excitada com um comprimento de

onda de 490nm (Hocsak et al., 2010).
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Figura 12 - Representacdo estrutural da sonda JC1. (Retirada de http://www.biovision.com/jc-
1-165.html)

O JC1 poderé estar presente sob duas formas diferentes, na forma de monémeros
ou na forma de agregados, os quais emitem fluorescéncia com comprimentos de onda
distintos. A sonda entra na mitocondria e forma agregados quando esta polarizada,
emitindo fluorescéncia vermelha, com comprimento de onda de 590nm. Quando o
potencial mitocondrial diminui a sonda é extrusada e forma mondémeros que emitem
fluorescéncia verde com comprimento de onda de 527nm. Desta forma € possivel
determinar o potencial de membrana mitocondrial nas diferentes condi¢Ges celulares
(Hocsak et al., 2010).

Para realizar este procedimento, centrifugaram-se as suspensdes celulares a
1300G durante 5min, cujo sedimento foi lavado e ressuspendido em tampéo PBS. De
seguida, procedeu-se a incubacédo da suspensdo celular com JC1 dissolvido em DMSO,
numa concentracdo final de 5uM (Dernbach et al., 2004; Laranjo, 2010), durante 15min
a temperatura ambiente, na auséncia de luz. Apds a incubacgdo, procedeu-se a nova

centrifugacdo com a mesma aceleracdo e 0 mesmo tempo anteriormente mencionado,



com posterior lavagem e ressuspensdo em tampédo PBS. A deteccdo foi efectuada com
um comprimento de onda de excitagdo de 527nm e de 590nm e os resultados
apresentados como MIF dos mondmeros dividido pelo MIF dos agregados (Laranjo,

2010; Hocsak et al., 2010).

3.6.4. Expressdo de BAX/BCL-2

A proteina BCL-2 esté relacionada com o aumento da expressao da transcrigdo
de RNA do gene BCL-2 e parece estar evolvida na génese de tumores. Elevados niveis
de BCL-2 previnem a morte celular numa grande variedade de situagdes de stresse, na
presenca de quimicos citotoxicos ou de radiagdo ionizante e de uma multiplicidade de
farmacos quimioterapéuticos (Ikegaki et al., 1994; Watters, 1999). A proteina BAX,
contrariamente a BCL-2, é uma proteina pré-apoptdtica que em situacGes de stresse esta
associada a formacdo de poros na membrana da mitocondria induzindo a libertacdo do
citocromo c (Cit-c). Esta libertacdo pressupde o inicio do evento apoptético através da
via intrinseca (Motyl et al., 1998; Zhong et al., 2011).

Para proceder ao célculo da relacdo entre as expressdes de BAX e de BCL-2 foi
necessario medir os niveis de BAX e de BCL-2, e para tal recorremos a citometria de
fluxo. Inicialmente, as celulas foram centrifugadas a 1300G durante 5min, lavadas e
ressuspendidas em PBS. As células foram fixadas com uma solugdo de fixacao
(Immunostep, 416668, Salamanca, Espanha) durante 30min a temperatura ambiente e
permeabilizadas em uma solugdo permeabilizacdo (Immuostep, 416668, Salamanca,
Espanha) por um periodo de 45min. Posteriormente, incubaram-se com anticorpos
monoclonais anti-BCL-2 conjugados com FITC (Santa Cruz Biotechnology, E0611,
Santa Cruz, USA) e anti-BAX conjugados com phycoerytrin (Santa Cruz

Biotechnology, J0809, Santa Cruz, USA) no escuro a temperatura de 37°C. Apos



lavagem em PBS, a amostras foram avaliadas no citdbmetro com comprimentos de onda
de 575nm e de 521nm para a BAX-PE e a BCL-2-FITC, respetivamente. Os resultados
foram obtidos em forma MIF, sendo feito a relagio BAX/BCL-2 posteriormente

(Williamson et al.,1998; Zerp et al., 2009).

3.6.5. Avaliagéo do Ciclo celular

Estdo descritas vérias vias de sinalizacdo envolvidas no bloqueio do ciclo
celular, quando a integridade gendmica estd ameacada, impedindo a transmissdo de
mutacdes genéticas para as geracdes celulares subsequentes. Falhas nestes sistemas de
controlo de divisdo celular poderdo estar associadas a carcinogénese, pois apesar da
celula apresentar anomalias, a sua divisdo continua a ocorrer (Novék et al., 2002).

Para o estudo do ciclo celular recorreu-se ao iodeto de propideo. Esta molécula
intercala-se no DNA e a fluorescéncia emitida é proporcional a quantidade deste acido
nucleico. O iodeto de propideo liga-se igualmente ao RNA e, por isto, é necessario
adicionar RNase para eliminar esta interferéncia. A quantidade de DNA presente em
cada fase do ciclo celular, permite dividir as células em subpopulagdes diferentes,
correspondentes as fases GO, G1, S ou G2/M e avaliar a partir da intensidade da
fluorescéncia emitida pelo iodeto de propideo (Bryan et al., 2010; Jonhson & Walker,
1999).

O ensaio iniciou-se com a centrifugacédo da suspenséo celular a 1300G durante
5min, lavagem e ressuspensao do sedimento em alcool a 70% com agitacdo no vortex e
incubacdo por um periodo de 30min a temperatura ambiente, posteriormente lavado
com PBS, centrifugado e novamente ressuspendido em PBS. De seguida adicionou-se a
solucéo de IP/RNase com a qual a amostra foi incubada a temperatura ambiente durante

15min, na auséncia de luz. A leitura foi feita apds este ultimo passo num citometro com



um comprimento de onda de excitagdo de 488nm. Os resultados foram obtidos em

percentagem de células em cada fase do ciclo celular (Schwartz et al., 1994).

3.8. Avaliagéo da Citotoxicidade

O ensaio cometa avalia os efeitos citotoxicos de diferentes compostos ou de
radiacdo ionizante através da extensdo da lesdo provocada no DNA, a qual é
diretamente proporcional ao tamanho da cauda e a largura do cometa.

Para este ensaio as células foram incubadas por um periodo de 48h apés
tratamento com radiagdo ionizante. Cerca de 25000 células foram misturadas com
agarose com um low melting point (LMP) numa proporcdo de 1:1 e posteriormente
colocada a suspensdao em laminas que ja se encontravam revestidas com agarose de high
melting point (HMP). As ldminas foram colocadas a temperatura de 4°C por um periodo
de aproximadamente 15min de modo a solidificar a agarose. Preparou-se uma solugéo
de lise com 2,5M de NaCl, 100mM de EDTA, 10mM de trizimabase, DMSO a 10% e
triton-X a 1%, com pH de 10, onde foram colocadas as laminas durante a noite.

Apb6s as membranas celulares serem lisadas, realizou-se uma eletroforese
durante 15min, com poténcia de 25 watts e intensidade de corrente de 750mA para
separar 0 DNA pelos seus diferentes tamanhos. O DNA foi visualizado recorrendo a
uma coloragdo com brometo de etidio posteriormente as lavagens apos a eletroforese e
as fotografias foram adquiridas num microscopio oOtico e as imagem processadas usando
o software CometScore. Nos resultados apresentamos o parametros correspondente ao

momento da cauda para cada condi¢cdo em estudo.



3.9. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com recurso ao software IBM SPSS® v.109.
(National Opinion Research Center, Chicago, USA) para Windows. Na analise
descritiva foram determinadas medidas de tendéncia central (média e mediana) e de
dispersdo (desvio-padrdo e amplitude inter-quartil) para as varidveis quantitativas. Os
resultados dos ensaios clonogénicos sdo apresentados sob a forma de razdo
relativamente ao controlo. Para avaliar a normalidade da distribuicdo das variaveis
recorrer reu-se ao teste Shapiro-Wilk. Para variaveis com distribuicdo normal foram
utilizados testes paramétricos e em caso contrario recorreu-se a testes ndo parameétricos.
A comparacdo de variaveis quantitativas entre dois grupos foi realizada com recurso ao
teste de U-Mann-Whitney (teste ndo paramétrico). A comparacdo de variaveis
quantitativas entre mais de dois grupos foi obtida com recurso ao teste de Kruskal-
Wallis (teste ndo paramétrico) ou com recurso ao teste ANOVA de um fator (teste
paramétrico). As comparacGes multiplas foram realizadas considerando a correcgdo de
Bonferroni. A comparacdo dos resultados dos ensaios clonogénicos com o respetivo
controlo foi realizada pela determinagéo do intervalo de confianga a 95% (IConf 95%)
do valor da condicéo, considerando-se significativamente diferente do controlo caso o
intervalo de confianca de 95% né&o englobe o valor 1.

As curvas de dose-resposta para os estudos de citotoxicidade foram obtidas
através do ajuste dos dados experimentais a uma curva sigmoidal, com recurso ao
software OriginPro (OriginLab Corporation, Northampton, Massachusetts, USA)
utilizando o modelo “DoseResp”. As curvas referentes aos ensaios clonogénicos foram

D/DO

obtidas considerando o modelo linear de agressdo celular (SF= e~~"), utilizando o

mesmo software. Foi considerado um nivel de significancia de 5%.



4.Resultados*

* Resultados obtidos em coautoria com Fernando José Figueiredo Agostinho
D’Abreu Mendes






Este trabalho tem como objectivo o estudo do efeito da radiagcdo ionizante em
linhas celulares de CPNPC. Assim, e de acordo com as metodologias descritas, neste

capitulo serdo descritos os resultados obtidos para cada técnica.

4.1. Viabilidade e proliferacéo celular

A viabilidade e a proliferacdo celular constituem indicadores para avaliagdo da
citoxicidade. Assim, para avaliar qual o efeito da radiagdo ionizante nas linhas celulares
foi realizado inicialmente o ensaio de alamar blue que mede indiretamente estes
parametros. O ensaio foi realizado as 24, 48, 72 e 96 horas ap0s irradiacdo e mede a
presenca de compostos redutores presentes nas células viaveis (Al-Nasiry et al., 2007).

De acordo com os resultados obtidos e representados na figura 13, verificou-se
que nas linhas celulares H1299 e A549 ocorre uma diminui¢do na viabilidade celular,

sendo que esta se revela dose e tempo dependente.
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Figura 13 — Curvas dose/resposta do efeito da radiagdo ionizante obtida pelo ensaio de alamar
blue 24, 48, 72 e 96 hora s apds irradiagdo das linhas celulares A) H1299 e B) A549. Os dados
expressam a média e o desvio padrdo de seis experiéncias independentes.

Na linha celular H1299 verificamos uma reducédo significativa na viabilidade
com 0,5Gy a partir das 48h em relagéo ao controlo (p<0,001). Com doses de 15, 30 e
60Gy, na linha H1299, verificAmos também diferencas significativas na viabilidade
quando comparadas com a condicéo controlo, sendo que estas alteragdes se verificaram
a todos os tempos de incubacéo (p<0,001).

A linha celular A549 comporta-se de forma diferente comparativamente a linha
anterior, verificando-se uma maior diminui¢do na viabilidade celular com todas as doses
e em praticamente todos os tempos de incubagdo estudados. Entre as diferentes doses,

observou-se que existem diferencas estatisticamente significativas logo as 24h, mesmo
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com a dose mais baixa estudada de 0,5Gy (p<0,001), sendo que as diferengas sdo ainda
maiores nas doses mais elevadas relativamente ao controlo (p<0,001). Ainda as 24h,
entre as doses mais elevadas testadas (15, 30 e 60Gy) constatou-se a existéncia de
diferengas significativas entre os 15 e 0os 60Gy (p=0,027) e também entre os 30 e 0s
60Gy (p=0,04). Com o aumento do tempo de incubacdo, a viabilidade decresce de
forma mais pronunciada, obtendo-se as 48, 72 e 96h diferencas entre o controlo e as
restantes doses, assim como entre a dose de 0,5Gy e as restantes doses testadas, sempre

com significado estatistico (p<0,001).

4.2. Sobrevivéncia Celular

Recorrendo ao ensaio clonogénico, foi determinado o valor da SF para as duas

linhas celulares em estudo, assim como a dose responsavel por matar 50% da colénia de

células (DLsg). Podemos observar na figura 14, que existe uma diminuicdo do fator de

sobrevivéncia registado quando se aumenta a dose de radiagéo.
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Figura 14 - Curvas de dose/resposta obtidas pelo ensaio clonogénico nas linhas H1299 e
A549, 12 dias ap0s irradiagdo. Os dados expressam a média e o desvio padrdo de seis
experiéncias independentes.

Quando avaliado o SF, observou-se uma diminuicdo do mesmo com as doses
mais baixas testadas, 2 Gy, que quando comparado com o controlo, se verificou possuir
diferencas com significado estatistico (p<0,001). Todas as doses mais elevadas testadas
apresentaram diferencas com significado estatistico na sobrevivéncia celular em relacdo
ao controlo (p<0,001).

A linha A549 mostrou 0 mesmo comportamento que a anterior, com diferencas
na dimiuicdo da viabilidade a partir dos 2Gy com significancia em relagdo ao controlo
(p<0,001).

A linha celular H1299, mais uma vez, mostrou ser mais resistente que a linha
celular A549. Quando comparados os resultados das duas linhas celulares, observou-se
que dos 2 aos 15 Gy, para a linha celular H1299, se verificou um maior valor de SF com
diferencas estatisticamente significativas (p<0,001), ou seja, uma linha celular mais

resistente a radioterapia.
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4.3. Tipo de Morte

Tendo-se verificado uma diminuicdo da sobrevivéncia celular em resultado da
irradiacdo foi necesséario avaliar o tipo de morte. Os gréficos representados na figura 15
mostram qual o tipo de morte pelo qual as células morrem 48 horas ap06s a irradiacéo.

Na linha celular H1299, representada no gréfico A, verificou-se uma tendéncia
para a diminuicdo da viabilidade celular com a dose mais baixa, aumentando as
diferencas para as doses mais elevadas. A linha celular A549 também mostrou uma
diminuigdo da viabilidade com o aumento da dose de radiagé&o ionizante, no entanto,
para as mesmas doses de radiacdo utilizadas existe uma maior diminuicao da viabilidade
em relagdo a linha celular H1299, com significado estatistico, relativamente as doses de
30 e de 60 Gy (p<0,001).

Relativamente ao mecanismo preferencial de morte celular, as duas linhas
apresentaram um padrdo distinto. A linha celular H1299 ndo mostrou diferencgas
significativas no aumento de apoptose inicial nas doses mais elevadas, no entanto,
verificaram-se diferencas estatisticamente significativas (p=0,012) relativas a morte por
necrose na condicao de irradiagdo com 60Gy em relagdo com o controlo.

A linha celular A549 revelou outro padrdo, com uma tendéncia para o aumento
progressivo da morte por apoptose inicial com o aumento de dose de radiagdo,
verificando alteragfes significativas entre o controlo e os 30Gy (p=0,025) e 60Gy
(p=0,02). A necrose ndo apresenta diferencas estatisticamente significativas com o
aumento da dose de radiacdo e parece haver apenas uma tendéncia para 0 aumento a

partir dos 15Gy.
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Figura 15 - Viabilidade Celular recorrendo a dupla marcagdo AV/IP, 48h apds irradiacdo, nas
linhas celulares H1299(A) e A549 (B). Nos graficos encontram-se representados 0s conjuntos
de células, em percentagem, de células viaveis, em apoptose inicial, apoptose tardia/necrose e
necrose. Os dados expressam a média e o desvio padrdo de quatro experiéncias independentes.

Os resultados obtidos por citometria acompanham os resultados do ensaio
indireto de viabilidade celular realizado com o alamar blue, ou seja, verificou-se uma

diminuicdo da viabilidade celular com o aumento de dose de radiacdo, sendo que, a
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linha celular H1299, as 48h, revela maior resisténcia a este tipo de terapia que a linha
celular A549. A linha celular H1299, as 48h, apresentou uma sobrevivéncia de 65%,
enquanto que a linha celular A549, a mais sensivel, apresentou uma viabilidade de

aproximadamente 40%.

4.4. Morfologia Celular

Com o objectivo de avaliar as principais carateristicas dos diferentes tipos de
morte, nomeadamente, a apoptose e a necrose, foram realizados ensaios de morfologia
das células controlo e das células irradiadas com diferentes doses de radiacdo ionizante.

Os resultados referentes a linha celular H1299, representados na figura 16,
revelaram alteracdes da morfologia. Nos grupos de células irradiadas, com doses
superiores a 15Gy, estas apresentaram notoriamente carateristicas de morte celular,
particularmente beblings, um padrdo carateristico da apoptose. Relativamente a dose de
60Gy existem algumas células que revelaram aumento do volume celular, caracteristico
da necrose.

As células da linha celular A549 mostraram também caracteristicas distintas
apos irradiacdo com as diferentes doses de radiacdo. As células irradiadas com 0,5Gy
parecem ndo sofrer alteragdes relativamente ao controlo. Com as doses mais elevadas,
de 15, de 30 e de 60 Gy, representadas respetivamente nas imagens C, D e E da figura
17, verificou-se aumento do volume celular, rotura da membrana citoplasmatica, sendo

estas, carateristicas de células necroticas.
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Figura 16 - Coloragdo May-Grounewald/Gimsa, na linha celular H1299, em diferentes
condigdes, A) Controlo, B) 0,5 Gy, C) 15 Gy, D)30 Gye E)60 Gy, com uma ampliacdo de
1500 vezes.
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Figura 17 - Coloragdo May-Grounewald/Gimsa, na linha celular A549, em diferentes
condicdes, A) Controlo, B) 0,5 Gy, C) 15 Gy, D)30 Gye E)60 Gy, com uma ampliacdo de
1500 vezes.
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4.5. Ciclo Celular

Os resultados de ciclo celular, representados na figura 18, revelaram ocorrer
alteragBes ao ciclo celular nas duas linhas celulares estudadas, 48h apos a irradiacéo.
Em ambas as linhas, na situacdo controlo, a distribuicdo das células pelas diferentes
fases do ciclo ndo sdo muito distintas. As celulas no controlo encontram-se
maioritariamente, cerca de 80%, na fase GO/G1. Na fase de duplicacdo de DNA, a fase
S, encontram-se 15 a 20% das células e, por ultimo, na fase G2/M encontram-se cerca
de 5%. Ainda, na fase pré-G0, o chamado pico pré-apoptético, encontram-se cerca de
1% das células. Os testes estatisticos revelaram que ndo existem alteraces
significativas na situagdo controlo entre ambas as linhas.

Na linha celular H1299, houve alteracdes mais significativas ao nivel do ciclo
celular. Observou-se uma diminuicao de células em fase GO/G1 para os 30Gy (p=0,009)
e para 0s 60Gy (p<0,001), aumentando a0 mesmo tempo a percentagem de células que
se encontrava na fase G2/M para os 30Gy (p=0,009) e para os 60Gy (p<0,001), ambas
as condi¢Oes comparadas com o controlo. A linha celular A549 ndo mostrou alteragdes
tdo Obvias como a linha celular H1299, no entanto, verificou-se uma diminuicdo
significativa da percentagem de células em fase GO/G1 com os 0,5Gy (p=0,002), ndo se
observando a partir desta dose alteracGes significativas nesta fase. Verificou-se ainda
que, com o aumento de dose havia uma maior percentagem de celulas na fase pré-Go,
estatisticamente significativo aos 60Gy (p=0,002), e aumento significativo também

entre o controlo e 0os 60Gy da percentagem de céluas na fase G2/M (p=0,044).
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Figura 18 - Distribuicdo da percentagem de células em cada fase do ciclo celular, 48h ap6s
irradiacdo, nas linhas H1299 (A) e A549 (B) Os dados expressam a média e o desvio padrao de
quatro experiéncias independentes.

4.6. Glutationa e Espécies Reativas de Oxigénio

Avaliaram-se as altera¢fes nos niveis de ROS intracelulares e de GSH (figura
19). Relativamente aos niveis de anido superoxido e de perdxidos intracelulares, na
linha celular H1299, observou-se um aumento deste radical com o aumento da dose,
verificando-se alteracOes estatisticamente significativas a partir dos 15Gy em relacéo ao
controlo (p<0,001).
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Na linha celular A549 o anido superoxido aumenta com o aumento da dose de
radiacdo até aos 30Gy, dose em que estes niveis atingem o seu valor maximo com
significancia estatistica (p<0,001). Aos 60Gy os niveis deste radical tendem a diminuir
apresentando, no entanto, diferengas estatisticamente significativas relativamente ao
controlo (p=0,037). A existéncia de peroxidos intracelulares observou-se ser dependente
da dose verificando-se um aumento significativo para a dose mais baixa testada
(p=0,01), sendo que este aumento é progressivo com doses mais elevadas de radiacéo,
apresentando sempre resultados estatisticamente significativos em relagdo ao controlo,
para 15Gy (p=0,01), para 30Gy (p<0,001) e para 60Gy (p=0,023).

Os niveis de GSH intracelulares ndo sofreram qualquer alteracdo com o aumento da

dose de radiacéo relativamente ao controlo em ambas as linhas celulares.
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Figura 15 - Niveis de espécies reativas de oxigénio e glutationa, 48h apds irradiacdo, na condicdo
controlo e irradiadas com 0,5, 15, 30 e 60Gy, nas linhas celulares A) H1299 e B) A549. Todos 0s
resultados foram normalizados relativamente ao controlo. Os dados expressam a média e o desvio
padrdo de quatro experiéncias independentes.

4.7. Expressao de BAX/BCL-2

As proteinas BAX e BCL-2 estdo envolvidas na ativacdo da apoptose, e foram

descritas como sendo pro-apoptoética ou antiapoptética, respetivamente. Desta forma
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realizdmos este ensaio para perceber qual o balango destas duas proteinas tanto na
situacdo controlo, assim como nas condigdes irradiadas (figura 20 e 21).

Relativamente aos niveis basais de BAX e de BCL-2, verificamos que 0s niveis
de BAX sédo ligeiramente mais elevados na linha celular H1299, sem significado
estatistico. J& na expressdo de BCL-2 observam-se maiores diferencas entre as duas
linhas celulares, sendo que a linha celular A549 apresenta, tendencialmente, uma maior

expressdo basal dessa proteina, no entanto estes resultados ndo possuem significancia

estatistica.
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Figura 20 - Expresséo basal de Bax e Bcl-2, em MIF, nas linhas celulares H1299 e A549. Os
dados expressam a média e o desvio padrdo de quatro experiéncias independentes.

A razdo BAX/BCL-2 em ambas as linhas celulares mostrou ter um
comportamento similar como representado na figura 21. Na linha celular H1299

apresentou o valor mais elevado desta razéo nas doses de 15 e 30Gy, com diferencas
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estatisticamente significativas relativamente ao controlo apenas para as doses de 30Gy
(p=0,03). Com a dose de 60Gy verificou-se que existe uma diminuicdo desta razéo,
deixando de apresentar diferencas significativas relativamente ao controlo, mas
revelando uma tendéncia para o aumento. Na linha celular A549 verifica-se 0 mesmo
padrdo, primeiro 0 aumento da razdo até aos 30Gy onde se verificou um maximo, no
entanto sem diferencas significativas , apenas apresentando significado estatistico para a

dose de 60Gy (p=0,02).
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Figura 21 — Expressdo de Bax e Bcl-2, 48h apds irradiagdo, na condicdo controlo e
irradiadas com 0,5, 15, 30 e 60Gy, nas linhas celulares A) H1299 e B) A549. Todos o0s
resultados foram normalizados relativamente ao controlo. Os dados expressam a média e o
desvio padrdo de quatro experiéncias independentes.
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4.8. Potencial de Membrana Mitocondrial

O potencial de membrana mitocondrial (PMM) avaliado com a sonda JC1 ap0s
irradiagdo, no nosso estudo demonstrou ter um comportamento diferente nas duas linhas
celulares (figura 22).

Na linha celular H1299 observou-se uma tendéncia para o aumento do potencial
de membrana mitocondrial na dose mais baixa testada, 0,5Gy, sem significado
estatistico. Com a dose de 15Gy houve uma diminui¢do do PMM mitocondrial
estatisticamente significativa relativamente ao controlo (p<0,001) e também a dose de
0,5Gy (p=0,007). Com doses mais elevadas, de 30 e de 60Gy, a tendéncia foi para um
menor PMM que no controlo, no entanto, apenas com significado estatistico nos 30Gy
(p<0,001).

Relativamente a linha celular A549 o padrdo revelou-se completamente
diferente, sendo que existe uma relacdo de proporcionalidade inversa, ou seja, com 0
aumento da dose existe uma diminuicdo do PMM. A partir da dose mais baixa testada,
0,5Gy, existem ja diferencas estatisticamente significativas comparando com as células
controlo (p<0,001), sendo que com maiores doses e comparando com o controlo

continua a mater-se esta significancia.
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Figura 22 - Potencial de Membrana Mitocondrial dado pela razdo entre mondmeros e
agregados da sonda JC1, ap6s 48h da irradiacdo, nas linhas celulares H1299 (A) e A549 (B).Os
resultados foram normalizados ao controlo. Os dados expressam a média e o desvio padrdo de
quatro experiéncias independentes.

4.9. Citotoxicidade Celular

A radiagdo ionizante poderd originar diversas lesbes celulares. Durante a

irradiacdo podera ocorrer a quebra das cadeias de DNA, podendo estas ser, double
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strand breaks (DSB) ou single strand breaks (SSB). Nos resultados obtidos nas
imagens e graficos seguintes, pretendeu-se avaliar a extensdo dessas lesdes.

Através das imagens nas figuras seguintes, 23 e 24, observou-se que ocorre um
aumento das lesdes de DNA, com o aumento da dose de radiacdo. Este facto é
demonstrado pelo aumento de ndcleos com DNA fragmentado, que leva ao aumento do
comprimento das caudas dos cometas apos a eletroforese.

Verificaram-se diferencas relativamente as duas linhas celulares, sendo que, na
linha celular H1299, com aumento da dose de radiacdo, ao fim de 48h, esta apresentou
lesbes no DNA das células, aumentando estas com a dose de radiacdo. Relativamente ao
controlo, a dose de 0,5Gy ja& apresentava lesdes no DNA com significado estatistico
(p=0,023). Para doses superiores, de 15, 30 e 60Gy a diferenca apresentada é maior
(p<0,001). Na linha celular A549 observou-se um aumento progressivo das lesdes no
DNA, com aumento da dose de RI (figura 25). Com a dose de 0,5 Gy ndo se
observaram alteracdes no parametro medido, para doses mais elevadas como 15, 30 e
60Gy ja se verificou um aumento das lesdes de DNA, com significado estatistico,

respetivamente p<0,001; p=0,003 e p<0,001.
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Figura 236 - Fotografias resultantes da eletroforese de DNA, na linha celular H1299, 48h apds
irradiacdo, nas condicdes, A) Controlo, B) 0,5 Gy, C) 15Gy, D) 30 Gy, E) 60 Gy e F) Controlo
Positivo.
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Figura 24 - Fotografias resultantes da eletroforese de DNA, na linha celular A549, 48h ap6s
irradiacdo, nas condicdes, A) Controlo, B) 0,5 Gy, C) 15Gy, D) 30 Gy, E) 60 Gy e F) Controlo
Positivo.
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Figura 25— Resultados de citotoxicidade celular obtidos no ensaio cometa, nas linhas celulares
H1299 e A549, 48h apds irradiacdo, nas condi¢des, Controlo, 0,5 Gy, 15Gy, 30 Gy, 60 Gy. Os
dados expressam a média e o desvio padrdo de quatro experiéncias independentes.
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5.Discussao






A radioterapia é uma abordagem terapéutica utilizada para tratar e/ou controlar
o0 crescimento de tumores localizados. O uso de radiagdo ionizante gera muitas vezes
uma resposta que nao é suficiente para garantir a irradicacdo completa do tumor,
levando a que ocorra a recidiva. Vérios investigadores tém estudado diversas doses
alternativas, de forma a contribuirem para melhores resultados da sobrevivéncia nos
doentes (Bower & Waxman, 2006; Brady, 2011).

Doentes com cancro do pulmdo normalmente apresentam um progndstico
muito pobre, apresentando uma taxa de sobrevivéncia ao fim de cinco anos de apenas
16,8% (National Cancer Institute, 2014). Estes dados tornam necessario otimizar as
abordagens ja existentes para o tratamento deste tipo de patologia, assim como,
desenvolver outras e, ainda, sempre que possivel, personalizar o tratamento dependendo
do tipo celular e do tipo de doente envolvido (National Cancer Institute, 2014).

Estudos de novas abordagens terapéuticas com o recurso a radiacdo ionizante
tém sido realizados na tentativa do controlo local do tumor assim como a sua
disseminacdo loco-regional e mesmo a distancia. Estas novas abordagens que parecem
muito promissoras envolvem o uso de doses de radiagdo mais elevadas que as
convencionais, tendo-se obtido ja bons resultados em doentes com cancro do pulméo. O
desenvolvimento da tecnologia que permite a focalizacdo da RI, praticamente em
exclusivo no tumor ou com margens muito pequenas, permite um aumento da dose
fornecida, apresentando efeitos secundarios menores. A reducdo dos efeitos secundarios
prende-se muito com o fato de que € necesario preservar 0s tecidos saudaveis
circundantes, depositando a dose nos locais a tratar (Brady, 2011; Bernien et al., 2004).

Para a realizagcdo deste trabalho experimental foram utilizadas duas linhas
celulares distintas de CPNPC, a linha celular H1299 e a linha celular A549. A linha

celular H1299 é uma linha de adenocarcinoma que apresenta uma delecdo parcial do
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gene TP53 e, como consequéncia, ndo expressa a proteina supressora tumoral P53. As
células provenientes desta linha apresentam ainda a capacidade de expressar
neuromedina B, uma proteina que se encontra envolvida no crescimento celular (ATCC,
2013). No que diz respeito a linha celular A549, esta é igualmente uma linha de
adenocarcinoma que, ao contrario da linha anterior, expressa a proteina P53, mas esta
descrita como tendo uma mutacdo no oncogene K-RAS (ATCC, 2013).

No que diz respeito ao trabalho experimental verificou-se, em ambas as linhas
celulares, segundo os resultados obtidos, que a sobrevivéncia celular ap6s irradiacdo é
dependente da dose e do tempo. Observou-se também que na linha celular H1299 a
viabilidade das células € reduzida com o aumento do tempo e da dose de radiacdo, no
entanto, com um menor efeito na linha celular A549 que apresenta viabilidade celular
mais reduzida para 0 mesmo tempo e dose comparativamente com a linha celular
H1299.

A linha celular que no nosso estudo indicou ser mais radiorresistente foi a linha
celular H1299. As células desta linha ndo expressam a P53 e, por isso, certas vias de
morte celular e de paragem do ciclo celular poderdo ndo estar a ser inibidas como
resultado da agressao pela radiacdo uma vez que, tal como previamente descrito, a P53
tem trés principais func6es que s&o o bloqueio do ciclo celular, a reparagdo do DNA e a
inducdo de morte celular (Bitomsky & Hofmann, 2009). Os resultados mostrados no
ensaio clonogénico, realizado para demonstrar os efeitos da radiacdo ionizante a longo
prazo, mostram que a RI, na linha celular H1299 apresenta um efeito anti-proliferativo
dependente da dose, muito semelhante ao verificado na linha A549. Verificaram-se
diferengas significativas entre as duas linhas celulares, para doses entre os 2 e os 15 Gy,

havendo uma maior sobrevivéncia das células da linha H1299.
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Existem diferentes modelos para descrever a resposta celular a radiacdo. O
modelo mais utilizado para ajustar os dados experimentais é o modelo linear-quadratico,
em que o factor de sobrevivéncia é relacionado com a dose de radiacdo segundo uma
exponencial com dois parametros:

SF = e—aD—BDZ

Outros modelos que permitem o ajuste de dados experimentais a uma curva de
dose-resposta sdo, por exemplo, os modelos de alvo (um s6 alvo, um s6 toque; varios
alvos, um s6 toque) ou o modelo linear-quadréatico-cubico.

Os dados experimentais obtidos ndo sdo ajustaveis de forma adequada aos
modelos descritos, razdo pela qual ndo foi determinada uma equacdo de curva de
dose-resposta com esses dados. Esse ajuste poderia permitir a determinacdo de
diferentes parametros, tais como a dose que reduz o SF a 50% (DL50), um indicador da
sensibilidade da linha celular a radiacdo. No entanto, por comparagdo entre as linhas
celulares para cada dose, foi possivel verificar que a linha celular H1299 é mais
resistente que a linha celular A549.

O tipo de morte celular apresentado pelas duas linhas celulares foi avaliado
recorrendo a citometria de fluxo e confirmado por técnica histologica pela coloracéo de
May Grunwald Giemsa realizada 48h apds a irradiacdo. Os ensaios de citometria de
fluxo revelaram uma diminuicdo da viabilidade celular, estando de acordo com o0s
resultados obtidos através do ensaio de alamar blue. A linha celular H1299 mais uma
vez demonstrou ser mais resistente que a linha celular A549, ja que se verificou uma
maior percentagem de viabilidade celular na primeira linha celular em todas as
condigdes em estudo. Estes resultados vdo de encontro aos obtidos com o0 ensaio

clonogénico.
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Foi descrito ja por diversos autores que a radiacdo ionizante conduz a um
diferente nimero de respostas celulares e ativacdo de diferentes vias de transducdo de
sinal (Mothersill & Seymour, 1997; Belyakov et al., 2001; Whatson et al., 2000. E
sabido ainda que existem diversas vias que poderdo estar envolvidas na ativagdo da
apoptose, variavel de acordo com o tipo de linha celular, do estimulo que desencadeara
a apoptose ou até da forma como o estimulo é transmitido (Bitomsky & Hofmann,
2009; Fei & El-Deiry, 2003).

A P53 é uma proteina que influencia o mecanismo de apoptose, ja que uma das
vias na qual a P53 est4 fortemente envolvida € na inducdo da transcri¢cdo da proteina
BAX, que por sua vez ativa mecanismos de apoptose. No entanto, a ativacdo da
apoptose poderd também ocorrer por vias independentes da P53. Um dos exemplos ja
documentados da indugdo de apoptose independentemente da P53 ocorre quando células
do epitélio gastrointestinal sdo submetidas a radiacdo ionizante, que ativam a apoptose
na auséncia de P53. Foi também documentado que, em principio, a apoptose
independente de P53 demora mais tempo a ocorrer do que aquela que é auxiliada por
esta proteina (Bitomsky & Hofmann, 2009; Fei & El-Deiry, 2003; Sak, 2003;
Rupnirain, 2004).

A linha celular H1299 apresentou uma maior percentagem de morte por
necrose comparativamente com a linha celular A549. Nesta ultima, o tipo de morte
preferencial que ocorreu foi a apoptose inicial, no entanto para doses acima de 15Gy
verificou-se também um aumento de necrose em relagé@o ao controlo.

Apesar da linha celular H1299 nédo expressar P53, verifica-se que 0 nimero de
células em apoptose inicial & aproximadamente igual em todas as condi¢des, 0 que

sugere que a apoptose inicial estara a ocorrer numa via dependente da P53.
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No que diz respeito aos resultados obtidos por histologia com a coloracgdo de
May Grunewald Giemsa, observou-se um padrdo de aumento da morte celular com
aumento da dose de radiacdo, como verificado em ensaios anteriores, observando-se a
existéncia de blebbing membranar, fragmentacdo nuclear e condensagdo da célula,
sendo estas, carateristicas de células em apoptose. Observaram-se ainda as principais
caracteristicas de necrose com as doses mais elevadas, tais como, o aumento do volume
celular, a disrup¢do da membrana citoplasmatica e a fragmentacdo do DNA nuclear, o
que vai de encontro ao ja observado por outros autores (Joiner & Kogel, 2009).

As proteinas BAX e BCL-2 foram estudadas para verificar a existéncia de uma
possivel relacdo com a morte celular observada, uma vez que a apoptose induzida pela
via intrinseca € normalmente acompanhada por uma aumento da razdo BAX/BCL-2. Na
presenca do aumento desta razdo, as células estdo mais propensas a entrar em apoptose
inicial, tal como descrito por Sak e Rupnirain (Sak, 2003; Rupnirain, 2004).

Estudaram-se, inicialmente, os niveis basais de BAX e de BCL-2 em ambas as
linhas celulares, expressos em média de intensidade ed fluorescéncia (MIF), de modo a
perceber se existia diferenca nos valores basais entre as duas linhas celulares. No estudo
experimental observou-se que a expressao de BAX nas duas linhas celulares revelou ser
bastante semelhante, ao contrario da expressdao de BCL-2 que na linha celular A549 ¢
tendencialmente superior, mas sem significancia estatistica.

Estudos prévios demonstraram que as ceélulas que apresentavam uma
sobrexpressdo de BAX e de BCL-2 ndo mostravam sinais de ativacdo de caspases e
sobreviviam mesmo na presenca de elevados niveis de Cit-c. As célula da linha celular
H1299 parecem ser mais radioresistentes, apesar de apresentarem niveis de BCL-2

mais baixos, 0 que aparentemente discorda do estudo efetuado por Rosse e 0s seus
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colaboradores, no entanto estes resultados poderédo ser explicados novamente pela néo
existéncia da proteina P53 (Rosse et al., 2011).

Relativamente as células da linha celular H1299 que receberam diferentes
doses de radiacdo, estas apresentaram um aumento da razdo BAX/BCL-2 até aos 30 Gy,
verificando-se uma diminui¢cdo com a dose de 60Gy. Na linha celular A549, verificou-
se igualmente um padréo ligeiramente diferente ao anterior, com um aumento da razéo
gradual até aos 60Gy.

Durante a irradiacdo sdo produzidas diversas moléculas reativas através da
radidlise da adgua, normalmente devido aos efeitos indiretos da radiacéo ionizante. As
ROS produzidas poderdo ainda originar outras moléculas através de diversas reacdes,
podendo atravessar a membrana nuclear e induzir lesio no DNA, aumentando a
peroxidacdo lipidica, oxidacdo proteica e ainda provocar alteragdes na homeostase do
calcio e de grupos sulfidrilo (Valko et al., 2006). Varios autores demonstraram que uma
elevada producédo de ROS interfere com a transcri¢do de alguns genes e algumas vias de
transducéo de sinais (Thannickal et al., 2000). Assim, dependendo da concentracdo de
ROS, estas podem induzir a proliferacdo celular ou provocar morte e a inibicdo da
mesma (Valko et al., 2006).

Neste trabalho experimental verificou-se que na linha celular H1299 e para
todas as doses testadas, ocorreu um aumento da producdo de ROS, as 48h, com o
aumento da dose de radiacdo ionizante. Na linha celular A549, verificou-se um
comportamento ligeiramente diferente da linha anterior, havendo um aumento do
progressivo da producdo de ROS até aos 30 Gy, mas com a dose mais elevada testada
(0,5Gy) ocorreu uma ligeira diminuicdo da producdo do radical superoxido. O efeito

observado na linha celular A549 podera dever-se a uma sobrepressdo da enzima
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responsavel pela eliminacdo deste radical, resultando assim desta reacdo o peroxido de
hidrogénio.

O maior aumento do stresse oxidativo na linha celular H1299 podera ainda ser
devido a fase em que se encontra o blogueio do ciclo celular. Este comportamento ja
descrito por Yamamori et al. O qual demonstrou a existéncia de niveis superiores de
stresse oxidativo nas linhas celulares que apos irradiacdo se encontram bloqueadas na
fase G2/M quando comparadas com a fase GO/G1 e fase S (Yamamori et al., 2012). Os
niveis basais de GSH, molécula antioxidante por noés estudada, ndo revelou ser
significativamente diferente entre as duas linhas. Para além disso, foram avaliados os
niveis de GSH, de modo a ter uma nog¢do se estes aumentavam simultaneamente com o
aumento dos niveis de ROS. Esta relacdo ndo se verificou para nenhuma das linhas
celulares estudadas, podendo estes resultados significar que estas foram consumidas e
se encontram esgotadas.

Apos irradiacdo, as células lesadas poderao sofrer atrasos ou mesmo bloqueio na
progressao do ciclo celular. Este bloqueio podera ocorrer nas diferentes fases do ciclo,
seja na fase G1, fase S ou fase G2/M (Wang et al., 2000; Yannamori, 2012; Novak et
al., 2012).

Alguns dos checkpoints do ciclo celular requerem a proteina P53 para a sua
ativacdo, mas como a linha celular H1299 esta descrita como sendo null para a P53, néo
a expressando, pode ser esta a explicacdo porque Ihe serd impossivel ativar certas vias
de sinalizacéo e checkpoints (Zhou et al.,2000; Xu et al., 2001).

Os resultados sugerem que na linha celular H1299 ocorrem grandes alteracdes
a nivel do ciclo celular, estando as células na situacdo controlo na fase GO/G1 e

passando progressivamente, com o aumento da dose de radiacao, a estar bloqueadas na
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fase G2/M, sendo que com a dose mais elevada em estudo, perto de 90% das células se
encontravam nesta fase do ciclo celular 48h apds a irradiag&o.

Na linha celular A549, as células encontram-se maioritariamente na fase
GO0/G1, independentemente da dose, sendo que a percentagem varia entre 65 e 80%.
Existe também um ligeiro aumento no pico pré-GO, que podera estar relacionado com
um aumento da apoptose. Com a dose mais baixa testada (0,5Gy) verificou-se ainda um
ligeiro bloqueio na fase S. As células na fase G2/M sofreram igualmente uma ligeira
alteracdo, verificando que na situagdo controlo 5% das células estdo nesta fase enquanto
que com a dose mais elevada testada (60Gy) este valor acresce para 20%.

O potencial de membrana mitocondrial foi também avaliado, porque este se
podera relacionar com os niveis de ROS produzidas, com a morte celular e com o
bloqueio do ciclo celular. A mitocondria encontra-se envolvida na ativagdo de diversos
processos, podendo estes ser ativados por muitos mecanismos (Yanamori et al., 2013).

Estudos anteriores, realizados por Yanamori e colaboradores provaram que
apos irradiacdo ocorria um aumento do contetdo mitocondrial na célula, estando este
associado a fase do ciclo celular em que as células se encontravam. Na fase G2/M
observou-se-se que existia um maior contelldo mitocondrial que nas fases G1 ou S
(Yanamori et al., 2013).

Os resultados obtidos na linha celular H1299 relativamente ao potencial de
membrana mitocondrial revelaram existir um aumento para a dose de 0,5 Gy, seguido
de uma diminuicdo com valor estatistico (p<0,001) em relagdo ao controlo para os 15
Gy, com um posterior aumento nas celulas irradiadas com 30 e com 60 Gy
relativamente aos 15 Gy. O aumento verificado nos 30 e 60 Gy em relagdo aos 15 Gy
podera ser explicado pelo aumento do contetdo mitocondrial que se da na fase G2/M, e

que se observa nos resultados obtidos no ciclo celular. Assim, com um maior contetdo

80



mitocondrial ocorrerd uma maior formacdo de agregados da sonda JC1, aumentando a
relacdo agregados/mondmeros, o que é proporcional ao potencial de membrana
mitocondria.

Durante a irradiacdo o DNA podera ser lesado devido aos efeitos diretos da
radiacdo, originando DSB ou SSB. A extensdo da lesdo induzida no DNA foi avaliada
recorrendo ao ensaio cometa e os resultados obtidos foram os relacionados com 0s
resultados da viabilidade celular, tanto obtidos pelo ensaio indireto do alamar blue como
os resultados do ensaio clonogénico, verificando-se que existe uma maior resisténcia a
radiacdo no caso da linha celular H1299. Nas imagens obtidas no ensaio cometa
verificamos que na linha H1299, apesar de ocorrerem algumas lesdes no DNA, existem
ainda muitas células que ap6s 48h parecem ainda ter o DNA integro, ndo se verificando
qualquer tipo de alteracéo (Bitonsky & Hofmann, 2009).

A linha celular A549, pelo contrario com este tempo de incubacdo, revela
lesbes com uma extensdo mais elevada, sendo que praticamente todos os nucleos
celulares revelam uma cauda, evidenciando as lesdes no DNA. Estes resultados véo de
encontro com os resultados obtidos anteriormente, relacionando-se com a viabilidade

celular e o fator de sobrevivéncia obtido no ensaio clonogénico.
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6. Conclusao e
Prespetivas Futuras






Com este trabalho pretendeu-se estudar quais os efeitos da Rl em duas linhas
distintas de CPNPC, nomeadamente nas linha celulares H1299 e A549.

Observou-se ao longo dos ensaios realizados, que a RI tem um efeito
antiproliferativo e citotoxico para as células em estudo, sendo dependente da dose e do
tempo, tal como esperado, foi nas doses mais elevadas que estes efeitos foram mais
observados, nomeadamente na linha celular A549.

Relativamente as duas linhas celulares os resultados sugerem que a linha
celular H1299, possa ser mais radioresistente que a linha celular A549. Esta linha
celular apresentou ainda uma maior viabilidade quando sujeita as mesmas doses que a
linha celular A549, e o tipo de morte, que ocorreu apos 48h, de irradiagdo foi
principalmente devido a necrose e apoptose. Ja na linha celular A549 observamos uma
menor viabilidade celular e o principal tipo de morte observado foi a apoptose.O ciclo
celular foi bloqgueado em momentos diferentes, as 48h, sendo que a linha celular H1299
bloqueou o ciclo na fase G2/M e a linha celular A549 continuou a ter um padrdo
parecido ao controlo com maior parte das células na fase GO/G1 do ciclo celular e um
ligeiro aumento da percentagem de células na fase G2/M, podendo ser explicado pela
expressdo de P53, uma vez que este blogueio, na fase GO/G1 esta descrita como sendo
dependente da atividade desta proteina.

Os nossos resultados sugerem ainda que na linha celular H1299 em que o
bloqueio do ciclo celular ocorre maioritariamente na fase G2/M, em que alguns autores
descrevem ocorrer um aumento da densidade mitocondrial e dos niveis de stresse
oxidativo, esta linha apresenta ainda niveis basais mais elevados de BCL-2 o que podera
justificar uma eventual maior resisténcia a terapia, visto que nesta condicdo as células

poderdo conseguir sobreviver com maiores concentracdes de Cit-c no seu citoplasma.
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Na linha celular A549, verificAmos menos alteracBes nos niveis de stresse
oxidativo e na razdo BAX/BCL-2, no entanto o efeito anti proliferativo foi superior,
bem como as lesGes induzidas no DNA, muito provavelmente por esta linha celular
expressar P53. Uma vez que alguns autores sugerem ainda uma eventual participagédo
desta proteina na geracdo de ROS.

Desta forma, é possivel concluir que as linhas celulares apresentam
mecanismos moleculares diferentes em resposta a exposicdo de Rl e que ocorre 0
envolvimento de diversas moléculas, sendo estas responsaveis pela ativacdo de
diferentes vias e pela radio resisténcia celular, podendo estas vir, num futuro préximo,

ser alguns dos alvos no tratamento desta neoplasia.

No seguimento destes estudos parece-nos pertinente realizar um estudo dos
niveis de outras espécies antioxidantes, de modo a verificar se a radiorresisténcia
apresentada pela linha celular H1299 podera advir ou ndo desse fator.

Estudos que por transfecdo se consiga inibir a expressdo de P53 na linha
celular A549 ou expressa-la na linha celular H1299 poderdo fornecer a informacéo
relevante para clarificar como esta proteina podera estar a influenciar a resisténcia a RI.

De igual modo, sera importante combinar este tipo de terapia com
outras,terapias, convencionais ou nao, e verificar qual possui uma maior eficiencia no

controlo do crescimento tumoral
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ANexos






Classificacdo TNM

O sistema TNM usado para descrever a extensdo anatdmica de uma neoplasia

baseia-se em trés fatores:

T - a extensdo do tumor primario

N - a auséncia ou presenca e a extensao de metéastase em nddulos linfaticos

regionais

M - a auséncia ou presenca de metastase a distancia

Tabela 3 - Classificagdo TNM. Adaptado de: TNM Classification of Malignant Tumours - 6th
ed.Edited by L.H. Sobin and Ch. Wittekind. John Wiley & Sons, INC., Publication — 2002

ISBN 0-471-22288-7 (alk. Paper)

Tx

O tumor primario ndo

pode ser avaliado

TO

Né&o ha evidéncia de

tumor primario

Tis

Carcinoma in situ

T1, T2, T3, T4

Tamanho crescente e/ou
extensdo local do tumor

primario
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Os nédulos linfaticos do

NX pode m ser avaliados
Auséncia de metastases
em nédulos linfaticos
NO L.
regionais
Comprometimento
crescente dos nodulos
N1, N2, N3 linfaticos regionais
A presenca de metéstases
a distancia ndo pode ser
Mx ]
avaliada
Auséncia de metastase a
MO distancia
Metastase a distancia
M1
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