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One swears by whole meal bread, one by sour milk;
vegetarianism is the only road to salvation of some,
others insist not only on vegetables alone,

but on eating those raw.

At one time the only thing that matters is calories;

at another time they are crazy about vitamins and roughage.

The scientific truth may be put quite briefly;

eat moderately, have an ordinary mixed diet and don’t worry.

Sir Robert Hutchinson, in Newcastle Medical Journal 1932, Vol |2
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Resumo

O cancro colorretal € uma das maiores causas de morte no mundo. As elevadas taxas
de incidéncia tém sido associadas ao aumento da adogao de dietas tipicamente ocidentais,
caracterizadas por elevadas quantidades de proteina e de gorduras de origem animal. Por
outro lado, uma dieta rica em frutos e vegetais resulta no aumento da ingestao de fibras
dietéticas relacionadas com um baixo risco de desenvolvimento desta neoplasia. A
fermentagao bacteriana das fibras dietéticas no colon produz acidos gordos de cadeia curta,
nomeadamente o butirato, o qual tem uma fungao essencial no metabolismo celular e na
manutengao da homeostasia do epitélio do colon.

Uma das opgoes terapéuticas disponiveis para o tratamento do cancro colorretal é a
radioterapia, sendo utilizada principalmente quando os tumores se localizam no reto. A
radioterapia consiste na utilizacao da radiagao ionizante para a indugao de morte celular nas
células tumorais. Contudo, um dos problemas principais ¢ a resisténcia aos efeitos da radiacao,
nao so6 devido ao facto de se tratar dum cancro soélido mas também devido a radiorresisténcia
adquirida por uma percentagem de células do tumor, que impossibilita a previsao da resposta
tumoral a radioterapia.

Por esta razao, a utilizagdo de agentes quimicos radiossensibilizadores, nomeadamente
os inibidores das histona deacetilases, constitui uma estratégia que potencia os efeitos da
radioterapia. A inibicao das histona deacetilases promove a relaxacio da cromatina e a
exposicao das cadeias de DNA, com alteragao da estabilidade da dupla hélice durante um
periodo de tempo mais longo, o que contribui para uma maior sensibilizacio das células
tumorais a terapias que induzam danos no DNA. O butirato é considerado um inibidor das
histona deacetilases e tem a capacidade de induzir a apoptose e a diferenciagao seletiva nas
células tumorais, ao contrario da promogao de um efeito protetivo que se verifica nas células
normais.

O butirato tem assim as caracteristicas ideais para ser utilizado na radiossensibilizagao
de cancros colorretais e, deste modo, aumentar a eficacia da radioterapia. Assim, pretendeu-
se neste trabalho avaliar nao sé a interferéncia do butirato em alteragoes no metabolismo
glicolitico de uma linha celular radiorresistente, como o seu efeito na radiossensibilizagao de
duas linhas celulares humanas de cancro colorretal.

Primeiramente, verificou-se que o butirato interferiu com o metabolismo da linha
celular radiorresistente WiDr/10x, com indugao de uma diminuicao ligeira na produgao de

lactato. Na segunda parte do trabalho, os resultados demonstraram que, quando a linha celular
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WiDr/10x é tratada com butirato e posteriormente irradiada, a proliferagao celular diminuiu
de forma dependente da dose de radiagao. Este efeito foi mais evidente na linha celular nativa
WiDr e provou que o butirato sensibiliza as células aos efeitos da radiagao. Os efeitos da
radiacio podem promover a morte celular ou também a senescéncia das células. A
radiossensibilizacio com o butirato induziu a diminuicao da viabilidade da linha celular WiDr
as 72 horas, bem como o aumento da apoptose, interferindo na razao BAX/BCL-2. Na linha
celular WiDr/10x a radiossensibilizacao resultou na diminuicao da sobrevivéncia celular a
longo prazo, com diminuigao do DLs, e observou-se uma tendéncia para o aumento da
apoptose as 72 horas. Por esta razio, as células radiorresistentes aparentaram tornar-se
senescentes apos a indugao de danos no DNA, resultando numa morte celular tardia. Além
disso, as 72 horas, a radiossensibilizagao com o butirato induziu um bloqueio do ciclo celular
na fase G2/M mais acentuado relativamente ao tratamento de radioterapia isoladamente, bem
como um aumento do stresse oxidativo as 24 horas, interferindo com a produgao de espécies
oxidativas em ambas as linhas celulares em estudo. Estes efeitos estao correlacionados com a
diminuicao da proliferagao e da viabilidade celulares, sendo maiores com o aumento do tempo
de incubaciao, e estao relacionados com a senescéncia das células. A reversio da
radiorresisténcia induzida na linha celular WiDr/10x demonstra o potencial do butirato na
sensibilizacao de células com uma natureza radiorresistente.

Podemos concluir com este trabalho que o butirato foi capaz de influenciar a
radiorresisténcia tumoral, aumentando a sensibilidade das células aos efeitos da radiacao
ionizante. Uma dieta rica em fibra dietética podera sensibilizar os tumores colorretais aos

efeitos da radiagao, melhorando assim a eficacia da radioterapia.
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Abstract

Colorectal cancer is a major cause of death worldwide. Its high incidence has been
associated with the adoption of Western diets, rich in animal protein and fat. On the other
hand, a diet rich in fruit and vegetables increases the intake of dietary fiber, which is associated
with a low risk of developing this carcinoma. Bacterial fermentation of dietary fiber in colon
produces short-chain fatty acids, particularly butyrate, which has an essential function in cell
metabolism and in the maintenance of the colon epithelium homeostasis.

One of the most common therapies currently used for the treatment of colorectal
cancer is radiotherapy, mainly used when tumors are located in the rectum. Radiotherapy
involves the use of ionizing radiation to induce cell death in tumor cells. However, one of the
main problems is the radioresistance acquired by a percentage of tumor cells, making it difficult
to predict tumor response in patients.

For this reason, the use of radiosensitizers, in particular inhibitors of histone
deacetylases, constitutes a strategy to enhance the effects of radiotherapy. The inhibition of
histone deacetylases promotes the relaxation of chromatin and the exposure of DNA strands,
altering the double-helix stability over a longer period of time and contributing to a higher
sensitization of tumor cells to DNA damaging agents. Butyrate is stated as an inhibitor of
histone deacetylases and it has the ability to induce apoptosis and differentiation selectively in
tumor cells, plus stimulating a protective effect in normal cells.

Thus, butyrate has ideal characteristics that make it useful to radiosensitize colorectal
tumors to the effects of radiation, increasing radiotherapy efficacy. In this work, it was intended
to evaluate the interference of butyrate in glycolytic metabolism of a radioresistant cell line
and its capability to radiosensitize two human colorectal cancer cell lines.

Firstly, it was found that butyrate interferes with the metabolism of the radioresistant
cell line WiDr/10x, inducing a slight decrease on lactate production. In the second part, the
results showed that, when the radioresistant cell line WiDr/[0x is treated with butyrate and
after irradiated with increasing radiation doses, cell proliferation decreases in a dose-
dependent way. This effect is marked in the native cell line WiDr and proves that butyrate can
sensitize cells to the radiation effects. Radiation effects can promote cell death or induce
senescence. After 72 hours, the irradiation effects in the presence of butyrate had also
promoted the reduction of cell viability in WiDr cell line, and the increase of apoptosis by
interfering with BAX and BCL-2 expression. In WiDr/10x cell line, radiotherapy combined

with butyrate resulted in the decrease of cell survival on long term, allowing the reduction of

Xl



DLs,, and also showing a tendency to the increase of apoptosis after 72 hours. Radioresistant
cells appear to become senescent after DNA damage, which results in a late cell death.
Furthermore, after 72 hours, radiation treatment in combination with butyrate lead to a
marked blockage of cell cycle at G2/M phase relative to the radiotherapy alone, and increased
oxidative stress after 24 hours, by interfering with the production of oxidative species, for
both cell lines. These effects correlate the decrease of cell proliferation and viability, becoming
marked after 96 hours. These effects are also related with cell senescence. The regression of
the radioresistance induced phenotype in WiDr/10x cell line, demonstrates butyrate’s
potential in sensitizing radioresistant cells.

With this work, we conclude that butyrate can influence tumor radioresistance,
increasing the sensitivity of cells to the effects of ionizing radiation. A diet rich in dietary fiber
could sensitize colorectal tumors to radiation effects, thereby improving the effectiveness of

radiotherapy.
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Introdugao

I.I. Cancro do célon

O cancro colorretal (CCR) é atualmente uma das maiores causas de morte no mundo.
Prevé-se que a incidéncia desta neoplasia continue a aumentar com o crescimento e o
envelhecimento da populagao, devido ao aumento da adogao de habitos de vida conhecidos
por aumentar o seu risco, tais como o tabagismo, o excesso de peso, a inatividade fisica e as
dietas pobres em frutos e em vegetais (Torre et al., 2015).

No mundo, o CCR representa 9% da incidéncia geral de cancro. Todavia observa-se
uma enorme diferenga na distribuicao geografica global. O CCR afeta principalmente os paises
desenvolvidos com uma dieta ocidental, rica em carnes vermelhas e em gorduras (Haggar &
Boushey, 2009). Na ultima década, registou-se uma diminuigao da mortalidade atribuida ao
diagnostico precoce e aos avangos terapéuticos verificando-se em ensaios clinicos uma
melhoria da sobrevivéncia mediana de 6 meses para 2 anos em doentes com CCR metastatico
(Van Cutsem et al,, 2010). Esta melhoria pode ser atribuida a introdugao de novos farmacos
citotoxicos e biologicos, bem como ao desenvolvimento e a melhoria de novas técnicas de
remocao dos tumores pré-invasivos com o auxilio de técnicas de imagem (Van Cutsem et al.,
2010).

Em Portugal e na maioria dos paises da Europa, € o segundo tipo de cancro mais
incidente sendo registados no territorio portugués mais de 7 mil (7129) novos casos e perto
de 4 mil (3797) mortes por ano. Verifica-se ainda que o CCR é mais comum em homens do
que em mulheres e fatal em quase metade dos casos (Sant et al., 2008; Ferlay et al., 2013).

A maior parte dos casos de desenvolvimento de CCR ¢é esporadica; contudo cerca de
30% surge em agregados familiares, e 5 a 10% tem origem hereditaria (Kaz & Brentnall, 2006).
A progressao da doenga envolve varias alteragoes moleculares e genéticas na mucosa normal
do célon até ao desenvolvimento de cancro. Este processo ocorre ao longo dos anos e causa
o aparecimento de pdlipos que podem evoluir para carcinomas (Chorost et al., 2004).

Os polipos sao tumores benignos com um potencial maligno variavel, considerando-se
que mais de 95% dos cancros de CCR surge a partir de polipos. Segundo a classificagao da
Organizagao Mundial de Saude, aproximadamente 87% dos polipos sao tubulares, 8% tubular-
vilosos e 5% vilosos. A probabilidade de haver displasia de alto grau e de transformagao em
carcinoma aumenta com o tamanho do podlipo. Este considera-se em fase avangada quando
atinge um diametro superior a | cm, apresenta uma componente vilosa e displasia de alto grau
(Bujanda et al., 2010).

O colon e o reto compoem quase a totalidade do intestino grosso que é dividido em

varias porgoes: o cego, o colon ascendente, o colon transverso, o célon descendente, o colon

-3-



Butirato e Radioterapia no Cancro Colorretal

Transverse

Right Colon

Hepatic
Flexure

Left Splenic
Flexure

Descending
Colon

Sigmoid Colon

Appendix Rectum

Figura |. Representagdo da anatomia do célon (Seeley et al., 1997).

sigmoide, o reto e o anus (Figura |) (Seeley et al, 1997). Os tumores de CCR e polipos
avangados podem desenvolver-se em qualquer regiao entre o cego e o reto, e surgem de
acordo com a seguinte distribuigao: 25% no cego e colon ascendente, 20% no colon transverso

e descendente e 55% no colon sigmoide e no reto (Eisenberg, 2003, Kumar et al., 2005).

I.1.1. Incidéncia do CCR e a dieta

A incidéncia de CCR é mais prevalente na América do Norte, Argentina, Australia,
Nova Zelandia, regices da Europa, Japao e Israel, sendo considerada uma doenca ocidental
derivada de habitos de vida. Varios fatores de risco sao comummente encontrados nas dietas
ocidentais, como elevadas quantidades de proteina animal e de gorduras e reduzidas
quantidades de fibras, de frutos e de vegetais. O consumo de carnes vermelhas e processadas
esta também associado a maior risco de desenvolvimento de CCR (Ganesh et al., 2009).

Em 2009, foi descrito o primeiro estudo caso-controlo de CCR num hospital da india,
comparando a incidéncia do CCR na populagao indiana com os fatores de risco associados a
esta neoplasia. E importante salientar que em termos nutricionais a india se caracteriza pela
dieta vegetariana ao contrario dos paises ocidentais. Na Tabela | encontram-se registadas as
taxas de incidéncia de CCR de cidades de varios paises e de diferentes regides do mundo,
expressas em ASR (do inglés age-standardised rate) por cada 100.000 individuos. Observa-se
que as taxas variam entre os diferentes paises e de local para local dentro do mesmo pais,
onde as cidades da india se destacam com uma taxa de incidéncia de CCR dez vezes menor,
comparativamente com grande parte das cidades de paises ocidentais. Curiosamente, neste

estudo registaram-se resultados significativos em relagao aos habitos de dieta, indicando uma
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redugao do risco de CCR para metade em individuos com uma alimentagao rica em vegetais

aquando da comparagao com individuos com uma dieta nao-vegetariana (Ganesh et al., 2009).

Tabela |. Taxas de incidéncia de CCR em cidades de diferentes paises (expressas em ASR). As
diferencas entre homens e mulheres devem-se a variacio do tamanho da amostra entre os dois
géneros.

ASR (por 10°)
Cidade

Homens Mulheres
Franca Bas-Rhin 31,3 16,9
EUA Nova Jérsei 31,3 23,1
Japao Hiroshima 59,7 28,0
China Xangai 11,5 12,0
india Mumbai 3,3 3,0
india Deli 2,5 2,0
india Bangalore 24 2,0

Nos Estados Unidos da América, embora as taxas globais de incidéncia e de
mortalidade por CCR estejam a diminuir, tem havido um aumento da taxa de incidéncia em
americanos nao-hispanicos (sem origens latinas ou hispanicas) com idades entre os 20 e os 29
anos. Esta tendéncia parece estar mais relacionada com fatores de risco ambientais e
comportamentais, em particular com a difusao de habitos alimentares pouco saudaveis que
podem levar a obesidade precoce. Esta conclusao é também suportada pela descoberta de que
o elevado consumo de dietas ocidentais durante o ensino superior estd associado a um
aumento do risco de adenomas no célon, percursores do CCR (Nimptsch et al., 2014). Além
disso, um vasto estudo epidemiologico da populagao americana encontrou uma relagao inversa
entre o consumo de frutos e de vegetais e o risco de CCR (Nomura et al., 2008), verificando-
se as mesmas conclusoes, mais recentemente, num estudo sobre a populagcao chinesa
(Vogtmann et al., 2013).

Ao contrario da dieta ocidental, a dieta mediterranica é tradicionalmente considerada
como um modelo cultural para uma alimentagao saudavel, que inclui a ingestao diaria de frutos
e de vegetais frescos, fornecendo uma larga variedade de fibras e de micronutrientes (Fazio &
Ricciardiello, 2014). Alguns estudos da European Prospective Investigation into Cancer and

Nutrition (EPIC) em diversos paises europeus tém indicado que a adesao a dieta mediterranica
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e a maior ingestao de fibras dietéticas tem efeitos protetivos contra o CCR, o que relaciona
a incidéncia de CCR de forma dependente dos componentes da dieta e independente dos
fatores populacionais (Murphy et al., 2012). Varios compostos ingeridos através da adogao da
dieta mediterranica tém mostrado potenciais efeitos anticancerigeno, antioxidante e anti-
inflamatorio, dos quais se destacam varios polifenois, acidos gordos 6mega-3, fibras dietéticas
e vitamina D (Barbaresko et al., 2013; Lucas et al, 201 1). A confirmar estes dados, destaca-se
um estudo com modelos animais em ratinhos que utilizou dois grupos de animais, um grupo
formado por animais sujeitos a uma dieta normal e um grupo formado por animais sujeitos a
uma dieta ocidental, caracterizada pelo baixo consumo de fibras, de célcio e de vitamina D, e
pelo alto consumo de gorduras. Os autores testaram um extrato de maga, rico em polifenois,
e verificaram reducao da incidéncia e dimensao dos tumores em mais de 40%, tanto nos
animais controlo como nos animais sujeitos a uma dieta ocidental (Fini et al.,, 201 |; Fazio &

Ricciardiello, 2014).

1.1.2. Carcinogénese e Eventos Moleculares

Como foi referido, o desenvolvimento de CCR deve-se a ocorréncia, ao longo de
muito tempo, de varios eventos moleculares que transformam o epitélio normal em
carcinoma.

O aparecimento esporadico do CCR resulta de uma série de mutagoes somaticas. As
alteragoes genéticas mais comuns envolvem a inativagao de genes supressores tumorais e de
genes reparadores do DNA (do inglés deoxyribonucleic acid) como por exemplo os genes APC
(do inglés adenomatous polyposis coli), DPC4 (do inglés deleted in pancreatic cancer locus 4) e
TP53 elou a ativagao de oncogenes, dos quais a familia RAS é a mais descrita (Hope et al.,
2005). O facto de alguns pélipos nao evoluirem para cancro torna clara a existéncia de outros
fatores que influenciam a sua transformagao em polipos malignos. A crescente evidéncia do
papel da inflamagao tem mostrado a importancia da microflora do célon na patogénese (Hope
et al, 2005). Este efeito observa-se aquando da inflamagao cronica do intestino, que ocorre
em algumas doencas intestinais, como é o caso da colite ulcerosa ou da doenga de Crohn
(Itzkowitz & Yio, 2004). Os tumores podem surgir em qualquer parte do epitélio do célon. A
grande maioria dos casos de CCR esporadico ocorre sobretudo no célon descendente,
incluindo o angulo esplénico, a sigmoide e o reto (Hope et al., 2005).

O desenvolvimento de CCR com origem hereditiria ocorre essencialmente em
individuos com a sindrome de Lynch, conhecida como cancro hereditario nao-polipoide do

colon (HNPCC, do inglés hereditary nonpolyposis colorectal cancer) e caracterizada pela presenga
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de mutagoes em genes reparadores do DNA, ou em individuos com polipose adenomatosa
familiar (FAP, do inglés familial adenomatous polyposis), caracterizada pelo aparecimento de
polipos devido a mutacao do gene APC (Lynch & La Chapelle, 2003). Os individuos com FAP
desenvolvem um grande numero de adenomas numa idade relativamente jovem e, se deixados
sem tratamento, a maioria desenvolve CCR ao atingir os 40 anos de idade (Weitz et al., 2005).

A nivel molecular podem considerar-se duas vias principais interligadas no
desenvolvimento do CCR: a via gatekeeper e a caretaker. A via gatekeeper envolve a disrupgao
de genes que regulam o crescimento, como o gene supressor tumoral APC, e abrange cerca
de 85% dos CCR esporadicos. Por sua vez, a via caretaker envolve a disrupgao de genes que
mantém a estabilidade genomica, como no caso da sindrome de Lynch, e abrange cerca de 15%
dos CCR esporadicos (Weitz et al., 2005). A maioria dos casos de CCR ¢é caracterizada por
uma desregulagao funcional na via de sinalizagao Wnt/B-catenina, devido a uma mutagao no
gene APC. A proteina APC nao-funcional deixa de participar na formagao de um complexo que
regula os niveis da B-catenina no citoplasma, levando a que esta se acumule no nucleo da célula.
Uma vez no nucleo, a B-catenina serve como coativadora para a familia de fatores de
transcricao Tcf (do inglés T-cell factor) que, por sua vez, ativam a promogao de genes
especificos, causando a expressao de algumas metaloproteinases, responsaveis pela
degradagao da matriz extracelular e a ativagio de oncogenes, como o C-MYC (do inglés
myelocytomatosis cell oncogene) (Fanali et al., 2014). Além disso, a proteina APC esta envolvida
na regulagao da migragao celular, no bloqueio do ciclo celular e na adesao celular, através do
complexo E-caderina/B-catenina. Estas fungoes ficam comprometidas aquando da mutagao do
gene APC, promovendo a formacao de pélipos nas criptas do epitélio do célon. Os mesmos
eventos sao induzidos com mutagoes no gene que codifica a B-catenina, um caso também

frequente (El-Bahrawy et al., 2004).

1.1.3. Diagnéstico, Estadiamento e Tratamento

Atualmente, o CCR ¢é detetado através de rastreio ou quando o doente apresenta
sintomas que podem incluir hemorragia retal, alteragao dos habitos intestinais e dores
abdominais (Smith et al, 2006). A detegao precoce melhora a taxa de sobrevivéncia dos
doentes, pois polipos pré-malignos ou pequenos tumores podem ser removidos e tratados, o
que torna o diagnéstico uma medida preventiva. Como é evidente, individuos com alto risco
de desenvolver CCR, isto ¢, doentes com histéria familiar de CCR ou doentes com doengas
inflamatorias intestinais, devem ter um acompanhamento clinico frequente (Chorost et dl.,

2004). A melhoria da probabilidade de sobrevivéncia dos doentes depende do estadio do
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cancro aquando do diagnostico. Em Portugal, o estadiamento é normalmente feito de acordo
com a classificagago TNM da American Joint Committe on Cancer (AJCC/TNM) (Norma da
Direcao-Geral da Saude, 2013), que avalia a dimensao tumoral, o nUmero de metastases em
ganglios linfaticos e a presenga de metastases proximais e a distancia. No estadio 0, os pélipos
pré-malignos encontram-se na mucosa do colon, sendo o estadio |, o que marca o
aparecimento do tumor na mucosa e na submucosa. No estadio 2, ocorre um alastramento
para a camada muscular podendo haver uma invasao da serosa e dos tecidos proximais. O
estadio 3 caracteriza-se pela invasao de ganglios linfaticos e, por ultimo, o estadio 4 pela
ocorréncia de metastases a distancia. Infelizmente, apenas 25 a 35% dos doentes de CCR sao
diagnosticados em estadio | e 2, sendo as taxas de sobrevivéncia 5 anos apds o diagnéstico
de 90% e 75%, respetivamente, o que revela a importancia da detegao precoce (National
Cancer Institute, 2015).

O tratamento do CCR depende da localizagao do tumor e do estadio da doenca.
Usualmente, um doente é submetido a uma combinagao de tratamentos, sendo a cirurgia de
resse¢ao o tratamento padrao nos estadios iniciais. Outras estratégias utilizam a quimioterapia
neoadjuvante e/ou adjuvante quando o diagndstico é feito num estadio tardio da doenga. No
tratamento de quimioterapia de primeira linha sao administradas fluoropirimidinas por via
intravenosa ou oral. Esta administracao ocorre usualmente com a combinacao de 5-
fluorouracilo (5-FU), de leucoverina (LV) e de oxaliplatina, ou uma combinag¢ao entre 5-FU,
LV e irinotecano. No tratamento do CCR metastatico ¢é utilizado o cetuximab, um anticorpo
monoclonal dirigido ao EGFR (do inglés epidermal growth factor receptor). A quimioterapia é
um tratamento também combinado com a radioterapia, sendo esta ultima utilizada

principalmente quando o tumor se localiza no reto (Chorost et al., 2004).

1.2. Radioterapia

A radioterapia é uma abordagem terapéutica altamente eficaz no tratamento do cancro
e tem vindo a tornar-se significativamente mais sofisticada na dltima década. Estima-se que 4
em cada |10 doentes com taxas de sucesso na irradicacdo da doenca tiveram sessoes de
radioterapia durante o seu tratamento e que |16% de todas as curas podem ser totalmente
atribuidas a este tipo de tratamento (Cancer Research UK, 2015).

A estratégia desta terapéutica consiste na utilizagao de radiagao ionizante para destruir
as células tumorais e diminuir as dimensoes dos tumores. A radiacio pode ser administrada
através de uma fonte externa ao corpo do doente (radioterapia externa ou telerradioterapia)

ou através da implantagao de fontes radioativas seladas numa zona préxima da regiao a ser

-8-



Introdugao

tratada (radioterapia interna ou braquiterapia) (National Cancer Institute, 2015; Cancer
Research UK, 2015).

A radioterapia visa a eliminagao de todas as células tumorais inclusivamente as células
estaminais tumorais (CET). Este resultado seria mais facil de alcangar se os tecidos saudaveis
junto a zona irradiada nao limitassem a dose de radiagcao que pode ser administrada. A eficacia
da radioterapia &, por isso, determinada pela razao entre os danos nos tecidos tumorais e os
danos nos tecidos saudaveis envolventes. Aquando da irradiagao dos tecidos ha varios fatores
que influenciam a resposta das células tumorais e das células normais a radiagao, tais como o
tempo de duplicacao celular, o estado de oxidagao do tumor, o nimero de células estaminais
e a radiossensibilidade intrinseca ao tipo de tecido (Tabarestani & Ghafouri-Fard, 2012).

A constante evolugao da radioterapia tem levado ao desenvolvimento de novas
tecnologias que permitem irradiar os tumores com maior precisao, reduzindo a irradiagao dos
tecidos saudaveis, o que melhora os resultados terapéuticos e reduz os eventuais efeitos
adversos para o doente (Cancer Research UK, 2015). Recentemente, tem-se vulgarizado o
conceito de radioterapia avangada, que define a utilizagao de tecnologias que permitem nao
sO visualizar e monitorizar o tumor e os tecidos adjacentes em tempo real, mas também
adaptar e modular as doses de radiagao administradas tendo em conta o volume e a forma
tridimensional do tumor assim como as deformagdes que ocorrem durante o tratamento,
devidas a respiragao e ao movimento normal dos 6rgaos internos (Cancer Research UK,
2015). Algumas destas tecnologias sao a VMAT (do inglés volumetric modulated arc therapy), a
qual permite distribuigoes circunscritas da dose melhorando a cobertura do volume alvo e
preservando os tecidos normais num intervalo de tratamento menor (Teoh et al,, 201 1), e a
4D-ART (do inglés 4D adaptive radiotherapy), que tem em conta as trés dimensoes fisicas mais
a quarta dimensao, o tempo, a qual determina mudangas na forma durante a administragao da
dose, sincronizando o movimento do alvo com o feixe de radiagio em tempo-real (Li et al,
2008). Apesar dos varios avangos na radioterapia, o ritmo de adogao das novas inovagoes nos
centros clinicos € bastante inconsistente levando a que o acesso destes servigos pelos doentes
seja desigual. Nao obstante, os doentes devem ser aconselhados na escolha do tratamento
mais apropriado, pois certas técnicas sao mais adequadas a determinados tipos de tumores e
condigoes do que outras (Meyer et al., 2007; Cancer Research UK, 2015).

A radioterapia no CCR comegou por ser aplicada como uma terapia neoadjuvante
devido a sua capacidade de regredir o estadio e permitir uma ressegao cirurgica mais facil
(Mohiuddin et al., 2000). O tratamento de tumores com radiagao nas regioes proximal e distal
do colon nao é comum, mas é bastante frequente nos tumores das regioes da sigmoide e do
reto (Cancer Research UK, 2015). Atualmente, a combinagdo de quimioterapia com
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radioterapia € um procedimento comum, podendo ser ainda necessaria uma excisao total do
mesorreto em doentes com CCR avangado. Este procedimento consiste na dissecao precisa
do reto e de todos os ganglios linfaticos pararretais e resulta nas menores taxas de recorréncia
local, especialmente quando combinado com radioterapia neoadjuvante. Um segundo
beneficio é o facto de poder haver preservagao do esfincter anal e diminuigao dos casos de
ostomia permanente (Phang et al., 2004).

A radioterapia pode causar efeitos adversos agudos durante o tratamento e efeitos
adversos cronicos que surgem alguns meses apds o tratamento ter terminado. Os efeitos
adversos que se desenvolvem dependem da zona do corpo que é tratada, da dose de radiagao
administrada e de outros tratamentos recebidos pelo doente ao mesmo tempo (Cancer
Research UK, 2015). No CCR, a maioria dos efeitos adversos agudos prolongam-se por uma
ou duas semanas apos o tratamento terminar. Os mais comuns sao astenia, hauseas, vomitos,
diarreia, sangue nas fezes e alteragao da mobilidade intestinal, distria e polaquitria (Stephens
et al.,, 2010). Os efeitos adversos cronicos da radioterapia no CCR englobam as cistites e as
enterites radicas (Dietz, 2013). Outros incluem a disfungao sexual e urinaria. De modo a
diminuir o impacto destes efeitos nos doentes é classificado o estadiamento para a aplicagao

da terapia neoadjuvante (Bensignor et al., 2015).

1.2.1. Fundamentos da Radiacao lonizante e Resposta Celular

No tratamento do cancro sao utilizados varios tipos de radiagao ionizante que incluem
raios-X, raios gama ou particulas carregadas. O principal alvo biolégico da radiagao é o DNA
como resultado de efeitos diretos ou indiretos. Os efeitos diretos referem-se as interagoes
diretas da radiagdo com macromoléculas como o DNA, o RNA, proteinas e outros. Os efeitos
indiretos dizem respeito a ionizagao ou a excitagao da molécula de agua nas células levando a
formagao de radicais livres que provocam indiretamente dano no DNA (Baskar et al., 2012).
Estes radicais poderao ser ROS (do inglés reactive oxygen species) ou RNS (do inglés reactive
nitrogen species) que danificam o DNA pela formagao de quebras Unicas numa das cadeias de
DNA (SSB, do inglés single-stranded breaks) ou quebras nas duas cadeias de DNA (DSB, do
inglés double-stranded breaks). Algumas enzimas celulares tém a capacidade de reparar
eficientemente as SSB. Contudo, a reparagao de DSB é menos comum ou mesmo impossivel,
ativando-se assim a morte celular. A interagao direta da radiagao com as bases do DNA pode
também causar danos nas proéprias bases contribuindo para a complexidade na reparagao
(Smith et al, 2009). O efeito direto da radiagao ocorre por duas vias. A primeira é pela

ionizacao direta do DNA. A segunda é pela ionizagao dos atomos fortemente ligados ao DNA
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e pela transferéncia rapida desse dano para o DNA. Apesar do ultimo ser fisicamente um
efeito indireto, as lesoes provocadas no DNA sao indistinguiveis das lesoes diretas (Swarts et
al., 2007).

Além destes efeitos, a radiagdo pode também induzir o efeito bystander e a resposta
adaptativa que parecem coordenar a resposta das populagoes celulares para que as células nao
expostas a radiacdo também respondam aos seus efeitos. Estes efeitos parecem saturar em
doses baixas e levam a rutura da relagio dose-resposta que domina em doses elevadas
(Mothersill & Seymour, 2004). O efeito bystander consiste na transmissao dos efeitos da
radiacao a células nao expostas através de sinais celulares libertados pelas células vizinhas
irradiadas (Hei et al., 2015). A resposta adaptativa € um efeito normalmente observado depois
da exposicao de células a doses baixas de radiagao. Apds uma primeira dose de radiagao, a
administracao de uma segunda dose, mesmo mais elevada, resulta num efeito bioldgico
reduzido (Bonner, 2003). As respostas adaptativas podem também estimular sistemas de
protecao celular contra a acumulagao de danos no DNA (Mullenders et al., 2009). Ambos os
fenomenos podem ser vistos como potenciais modificadores dos efeitos da irradiagio com
doses baixas. Contudo, sao necessarios mais estudos para a compreensao dos mecanismos

envolvidos nestes processos (Mullenders et al., 2009).

1.2.2. Resposta dos Tecidos a Radiacao

Os efeitos da radiagao ionizante podem levar a danos potencialmente letais ou subletais
em estruturas vasculares e perivasculares, em tecidos normais e nas células. Os tumores bem
vascularizados sao mais sensiveis a radiagao, enquanto estruturas tumorais com uma fraca
oxigenagao mostram-se mais resistentes a radiagao (Vaupel & Mayer, 2007).

A exposicao a radiagao ionizante provoca a regressao do tumor mas, posteriormente,
pode ocorrer recorréncia tumoral. Nas células, a resposta ao dano no DNA esta relacionada
com a radiossensibilidade, o tipo de morte induzido e o momento em que esta ocorre. Esta
resposta manifesta-se de maneiras distintas nas células normais e nas células tumorais. Apos a
irradiacao, desencadeiam-se varios processos de morte celular que podem tornar as células
incapazes de formar colonias (Joiner & Kogel et al, 2009). Contudo, alguns estudos
descreveram que a repopulagao celular nos tecidos normais é acompanhada pela repopulagao
de células tumorais sobreviventes. Esta repopulagao das células tumorais sobreviventes
consiste na proliferagao de células tumorais capazes de formar colonias (Kim & Tannock,

2005).
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A morte celular pode classificar-se como precoce ou tardia, dependendo do momento
em que a célula morre. A morte celular precoce resulta principalmente da ativagao de vias
induzidas pelos danos da radiagao, como a ativagao da apoptose em poucos minutos. A morte
celular tardia ocorre quando a célula tenta iniciar um processo mitotico. Neste caso, os danos
no DNA sao incapazes de induzir apoptose, ainda que esteja presente a proteina P53 e sejam
ativadas outras vias pro-apoptoticas (Joiner & Kogel et al., 2009).

A nivel molecular, a resposta ao dano no DNA envolve varias vias de sinalizagao
interligadas que controlam e determinam o futuro da célula, dependendo do dano causado.
As moléculas sensiveis que identificam o dano no DNA emitem um sinal que ativa a morte
celular, a reparagao do DNA ou o bloqueio temporario do ciclo celular (Joiner & Kogel et al.,
2009). A proteina P53 desempenha uma fungao protetora do genoma da célula pois esta
envolvida na reparacio do DNA, na apoptose e na regulagao do ciclo celular, prevenindo a
proliferacao de células com o gene da proteina mutado. Um dos efeitos principais apos a
sensibilizacdo ao dano ¢ a ativagao do gene TP53 que regula outros genes que, por sua vez,
controlam os checkpoints da divisao celular e a morte celular programada por apoptose. Deste
modo, a ativagao da P53 leva a interrupcao do ciclo celular com consequente promocao da
apoptose (Joiner & Kogel et al., 2009). Quando ocorre a perda da fungao da P53, a ativagao
do checkpoint na fase G| e a indugao da apoptose sao anuladas, o que se reflete por uma
acumulagao de mutagoes e maior agressividade tumoral (Balca-Silva et al,, 2012). A ativagao da
P53 induz também a expressao da proteina P21, que impede as células de entrarem na fase S
do ciclo celular, pelo que estas duas proteinas estao diretamente envolvidas no controlo do
checkpoint G1/S em resposta a radiagao ionizante (Chang-Claude et al., 2009). A apoptose é
um tipo de morte celular determinante que resulta na destruicao programada da célula apos
a ocorréncia de danos no DNA, aumento do stresse oxidativo ou como defesa contra a
carcinogénese (Joiner & Kogel et al., 2009). Os efeitos da radiagao levam também a indugao
da apoptose pela ativagao das vias intrinseca e extrinseca. A ativagao da via intrinseca resulta
sobretudo da ativagao da proteina ataxia telangiectasia cinase mutada (ATM), que estabiliza a
P53, desregulando o balango entre proteinas pré e anti-apoptoticas. Esta desregulagao induz
a ativagao da caspase 9, uma molécula sensibilizadora que promove a morte celular por
apoptose (Sluyser, 2005; Fridman & Lowe, 2003). A via extrinseca pode ser ativada pelo
clustering dos recetores de morte DR4 (do inglés death receptor 4) e DR5 do ligando TRAIL
(do inglés TNF-related apoptosis-inducing ligand), membro da familia TNF (do inglés tumor necrosis
factor), resultando na formagao do complexo sinalizador de morte induzida (DISC, do inglés
death-inducing signaling complex). Consequentemente ocorre a ativagao da caspase 8 que
também promove a morte celular por apoptose (Sluyser, 2005).
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Além da apoptose, ha outras consequéncias da agao da radiagao que podem contribuir
para a perda da capacidade clonogénica: a autofagia, a senescéncia e a necrose. A autofagia
consiste na digestao de alguns componentes celulares pelas células e a sua ocorréncia tem sido
descrita apos o tratamento com radiagao (Joiner & Kogel et al., 2009). A senescéncia ocorre
quando a radiagao torna as células incapazes de realizar a divisao celular, sendo uma barreira
a proliferacao tumoral. A necrose é um processo de morte desordenada e irreversivel que
ocorre devido a alteragoes extremas de pH, perda de energia e desequilibrio ionico. Ademais,
quando os danos no DNA nao sao corrigidos eficientemente, as células irradiadas sofrem
outros fenomenos, como a catastrofe mitotica que se caracteriza pela incapacidade de
terminar corretamente a mitose apos a exposi¢ao a radiagao, impedindo assim a proliferagao.
A catastrofe mitotica pode ainda provocar danos no DNA ativando, consequentemente,
outros tipos de morte celular (Joiner & Kogel et al., 2009). A Figura 2 ilustra os diferentes

tipos de morte celular causados pela radiagao.
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Figura 2. Esquema representativo da morte celular apos exposigao a radiagao
(Joiner & Kogel et al., 2009).

1.2.3. Radiorresisténcia no CCR

A resisténcia a radioterapia € um dos problemas principais que afeta a eficacia do
tratamento do cancro. Como foi referido, a resposta das células normais e das células tumorais
a radiagao é influenciada por varios fatores. Quando a dose total de radiagao é administrada
em séries de pequenas fragoes, as células sobreviventes podem ter tempo de proliferar entre
as varias exposigoes (Meyn et al., 1996). O grau de hipoxia dos tecidos é importante pois a
pressao parcial de oxigénio afeta diretamente a radiossensibilidade das células. A existéncia de

um grande nimero de células estaminais pode também ser responsavel pela sobrevivéncia do
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tecido. Além disso, ha caracteristicas genéticas intrinsecas das células que influenciam a sua
resposta a radiagdo como a suscetibilidade das células aos danos no DNA e a capacidade de
reparar esses danos. Por isso, a eficicia terapéutica deve depender das diferengas entre os
varios parametros nos dois tipos de tecido (Meyn et al., 1996). Ainda assim, a resposta dos
tumores de CCR ¢ favoravel pois pode observar-se uma regressao parcial ou mesmo completa
na altura da cirurgia (Chen et al,, 2010).

A modificagao pos-translacional das histonas € um dos mecanismos de alteragao da
expressao de genes e do fendtipo celular sem ocorrerem modificagoes a nivel da sequéncia
de DNA. Estas modificagoes incluem a acetilagao, a metilagao, a ubiquitinagao e a fosforilagao
de histonas e, além de serem importantes na formagao e progressao tumoral, podem levar a
resisténcia das células ao tratamento (Jones et al., 2007). Mais especificamente, a acetilagao de
histonas é regulada por agoes opostas das histona acetiltransferases (HAT) e das histona
deacetilases (HDAC). A atividade das HAT relaxa a cromatina e permite que varios fatores de
transcri¢ao interajam com o DNA, promovendo a transcrigao. Em contraste, a atividade das
HDAC condensa a cromatina, prevenindo o acesso dos fatores de transcri¢ao, o que resulta
numa repressao da transcri¢cao. Além disso, a inatividade das HAT e a elevada atividade das
HDAC tem sido associada ao processo de carcinogénese e a resisténcia tumoral (Marks et al.,
2004).

Atualmente ja se conhecem muitas moléculas e vias de sinalizagao que influenciam a
sensibilidade e a resisténcia das células a radiagdo, embora a maior parte dos mecanismos
inerentes a radiorresisténcia das células tumorais continuem desconhecidos. A pesquisa e a
identificagao de novos alvos moleculares que possam sensibilizar o CCR tem sido crescente e
é de extrema importancia para melhorar a eficacia do tratamento (Spitzner et al., 2010).

Recentemente, um estudo colocou a hipotese de doentes com cancro na regiao retal,
cujo tumor regrediu totalmente apos a radioterapia, nao necessitarem de ser submetidos a
cirurgia. Este estudo reforga a relevancia da identificagdo de caracteristicas tumorais mais
preditivas da resposta tumoral a radiagao (Qiu et al., 2000). Outro estudo identificou genes
que influenciam a sensibilidade da quimiorradioterapia. A andlise de perfis de expressao de
genes confirmou a relevancia da via de sinalizagao intracelular MAPK (do inglés mitogen-
activated protein kinase), bem como da insulina e da Whnt, associada a proliferagao celular, no
processo de carcinogénese. Além disso, alguns genes sao referidos como potenciais alvos para
sensibilizar células tumorais resistentes, como o gene STAT3 (do inglés signal transducer and
activator of transcription 3) que regula a expressao de genes mediadores da proliferacao e da
sobrevivéncia celulares, incluindo a survivina e a ciclina DI, e o gene RASSF| (do inglés Ras
association domain-containing protein 1) que se correlaciona negativamente com a
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quimiorradioresisténcia pela perda da fungao da proteina RASSFI que diminui a resposta das
células ao dano no DNA (Spitzner et al., 2010).

Outros autores referem que proteinas relacionadas com a apoptose podem ser
marcadores preditivos da regressao tumoral e da sobrevivéncia do doente apos o tratamento
de quimiorradioterapia no cancro retal (Rodel et al., 2005). A familia de proteinas BCL-2 tem
um papel importante na capacidade da célula entrar em apoptose ap6s irradiacao, tendo sido
verificado que a expressao de fatores anti-apoptoticos estd muito associada a tumores
radiorresistentes (Nix et al., 2005). Consequentemente, a inibicio da BCL-2 e a restauragao
da via de sinalizagao da P53 representam uma estratégia promissora para superar a
radiorresisténcia das células tumorais (Balga-Silva et al., 2012).

A existéncia de desequilibrios entre as ROS e os mecanismos de defesa antioxidantes
é outra condicionante da resposta tumoral ao tratamento. Outros autores mostram que a
peroxirredoxina | aumenta a resisténcia ao stresse oxidativo e esta sobreexpressa em cancros
retais. Porém, o silenciamento desta enzima conduz a um aumento da sensibilidade a radiacao
ionizante (Chen et al., 2010).

Como foi referido anteriormente, a capacidade de reparagao de danos no DNA pode
influenciar a resposta a radioterapia (Lamas et al., 2012). A hipoxia tumoral pode desencadear
resisténcia ao privar as células de oxigénio, o qual é essencial para levar a cabo os efeitos
indiretos da radiacao ionizante. Deste modo, ocorre a estimulacao de fatores de sobrevivéncia
angiogénicos e tumorais com aumento da proliferacao, da radiorresisténcia e da angiogénese
(Smith et al., 2006).

A desregulagiao da sinalizagao do EGFR é outro mecanismo comum de resisténcia a
agentes citotoxicos pois esta proteina € importante no crescimento tumoral regulando a
proliferagao celular, a angiogénese, a invasao e a metastizagao. Outro estudo associou os niveis
elevados de EGFR com uma diminui¢ao da capacidade de regressao tumoral pela radioterapia
(Milas et al., 2004).

Nas células tumorais do CCR pode ser comum a ocorréncia de alteragoes genéticas
do gene TP53, o que também contribui para a resisténcia ao tratamento. A P2| também é um
marcador de radiossensibilidade tumoral em doentes com cancro retal pois esta diminuida nas
células tumorais que resistem a radioterapia (Qiu et al., 2000).

Recentemente surgiu uma nova explicagao da radiorresisténcia tumoral que consiste
no facto de existir uma subpopulagao de células estaminais tumorais, ou CET, intrinsecamente
mais resistentes a multiplas terapias. Além disso, os tratamentos podem causar a expansao de
mutagoes genéticas e alteragoes epigenéticas adicionais adquirindo resisténcia a terapia (Rycaj
& Tang, 2014). Esta hipétese postula a existéncia de uma pequena populagio de células
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tumorais que gera e mantém uma hierarquia celular intra-tumoral. Esta pequena populagao de
células tumorais tem a capacidade de se auto-renovar e de proliferar em massa, levando a
diferenciagao em células tumorais maturas (Reya et al, 2001). Uma implicagao direta desta
hipotese é a coexisténcia de diferentes populagoes celulares com propriedades distintas no
mesmo tumor, sendo as CET responsaveis por essa heterogeneidade comummente observada
nos tumores na clinica. Um aspeto importante das CET é a resisténcia a agentes
quimioterapéuticos bem como ao tratamento com radiagao (Jordan et al., 2006). O mecanismo
de radiorresisténcia das CET, em comparagao com as restantes células tumorais, parece estar
relacionado com uma melhor capacidade de reparagao do DNA e defesa das ROS e ainda com
o potencial de auto-renovagao. Certamente, as CET mostram ser mais radiorresistentes do
que as restantes células tumorais e, por isso, acredita-se que sejam responsaveis por
tratamentos sem sucesso e pela recorréncia tumoral (Hittelman et al,, 2010; Rycaj & Tang,

2014).

1.2.4. Terapias Combinadas

A quimioterapia associada a radioterapia no CCR tem como principal objetivo tornar
as células mais sensiveis a radiagao ionizante (Cancer Research UK, 2015). Nos ultimos anos,
tém sido publicados muitos estudos sobre o uso de substancias quimicas que possam modificar
a resposta das células a radiacdo, denominadas como radiossensibilizadores e/ou
radioprotetores. Os radiossensibilizadores sao fairmacos que podem tornar as células tumorais
mais sensiveis aos efeitos da radiagao, por exemplo o 5-FU ou a cisplatina (Cancer Research
UK, 2015). Estes compostos aparentemente promovem a fixagao de radicais livres produzidos
pela radiacao ionizante, impedindo a reparagio de danos celulares (Raviraj, 2014). Os
radioprotetores sao fairmacos que protegem os tecidos normais dos danos causados pela
radiacao. Estes firmacos promovem também a reparagao das células normais expostas a
radiacao. Os farmacos radiossensibilizadores mais utilizados sao o 5-FU e a capecitabina, um
pro-farmaco convertido enzimaticamente em 5-FU no corpo humano (Cancer Research UK,
2015).

Por outro lado, como referido, a radiorresisténcia tumoral tem sido associada a
sobreexpressao de HDAC em certos tipos de cancro, incluindo o CCR (Brown et al., 2003).
A sobreexpressao de HDAC leva a inativagao da transcricao da cromatina, que pode resultar
na desregulacao de genes supressores tumorais e de genes reparadores do DNA. Contudo,
este processo € reversivel e, por essa razao, as HDAC sao um potencial alvo terapéutico. Os

inibidores das HDAC (HDACIi) sao uma nova terapéutica epigenética emergente que tem
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demonstrado efeitos anticancerigenos promissores, em particular pelo efeito
radiossensibilizador quando administrados em combinagao com radioterapia (Groselj et al.,
2013). O mecanismo exato pelo qual um HDACIi induz radiossensibilizagao dos tumores
continua por determinar e pensa-se que possa estar ligado a prevencao do processo de
reparagao dos danos no DNA. Além disso, o melhor conhecimento do mecanismo de acao
vai permitir uma utilizagao mais efetiva e segura dos HDACi em combinagao com a radiagao
e ajudar a determinar o tempo ideal para a administragao do fairmaco relativamente ao
tratamento com radiagao, de forma a maximizar o efeito terapéutico da combinagao (Shabason

etal, 2011).

1.3. Fibra Dietética e o Butirato

Como foi referido anteriormente, as fibras dietéticas sao encontradas nos vegetais e
nos frutos e sao compostas por polissacarideos resistentes a hidrolise pelas enzimas digestivas
humanas, podendo ser classificadas como fibras soluveis ou insoluveis. Durante o processo
digestivo estas fibras vao originar substratos que sao fermentados pelas bactérias do colon,
com producao de acidos gordos de cadeia curta (SCFA, do inglés short-chain fatty acids). Este
processo € essencial para a manutengao da microflora do célon e para a estimulagao do
sistema imunitario (Saura-Calixto, 201 |; Kunzmann et al., 2015).

Os SCFA apresentam uma cauda alifatica constituida por dois a seis atomos de carbono
(Cummings & Macfarlane, 1991). Os principais SCFA formados sao o acetado, o propionato e
o butirato. Estes compostos tém mostrado potenciais propriedades anticancerigenas e varios
estudos clinicos mostram que estdo associados a melhoria e ao tratamento da diabetes, da
hipercolesterolemia, de doengas cardiovasculares e de doencas gastrointestinais (Saura-
Calixto, 201 1; Hijova & Chmelarova, 2007; Floch & Hong-Curtiss, 2001). Além disso, o
aumento do consumo de fibras dietéticas que levam a formagao de SCFA esta associado a
diminuicao do risco de CCR, a reducao do tempo de transito gastrointestinal e ao equilibrio
do pH, o que pode conduzir a diluicio de agentes carcinogéneos e, deste modo, minimizar a
exposicao do epitélio do colon (Kunzmann et al., 2015).

Os SCFA sao produzidos principalmente através da fermentagao de polissacarideos,
oligosacarideos, proteinas, péptidos e glicoproteinas por bactérias sacaroliticas no coélon. A
fermentagao bacteriana envolve duas vias metabolicas que levam a produgao de SCFA, de
gases e de energia. Tanto a via glicolitica como a via das pentoses conduzem a formagao de

piruvato e, dependendo da bactéria, originam um dos SCFA (Figura 3) (Hijova & Chmelarova,
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Figura 3. Vias basicas da produgao de metabolitos de SCFA pela fermentacgao de bactérias do colon
(Hijova et al., 2007).

2007). Este processo de fermentagao ocorre principalmente no colon proximal onde os niveis
de produgao e a absorgao de SCFA sao também mais elevados. Ao longo do intestino, a
fermentagao vai decrescendo devido a redugao de substrato levando a uma diminuicao da
absor¢ao de SCFA pelas células do célon distal (Besten et al., 2013). Dependendo da dieta, a
concentragao total dos SCFA pode variar entre os 70 e os 140 mM no célon proximal, com
redugao para valores entre os 20 e os 70 mM no célon distal (Cummings et al., 1987; Velazquez
et al., 1997; Saemann et al., 2002). No entanto, as razoes molares de acetato, de propionato e
de butirato ao longo do célon sio em média 60:20:20. E interessante verificar que a absorcio
de SCFA é menor na zona terminal do colon, onde também ¢é registada uma maior incidéncia
de tumores. E de realcar que menos de 5% dos SCFA, obtidos pela dieta, aparecem nas fezes,
o que demonstra a importancia destes bioprodutos na manuten¢cao do microambiente do
colon (Topping & Clifton, 2001). O acetato e o propionato sao menos necessarios as células
do colon, pelo que siao depois transportados em parte para o figado através da veia porta
(Cook & Sellin, 1998; Cummings et al., 1987).

Dos trés SCFA principais, o butirato destaca-se por ter uma fungao essencial no
metabolismo celular e na manuten¢ao da homeostasia do epitélio do colon, sendo também a
principal fonte de energia destas células (Hamer et al., 2008; Gongalves et al., 2009).
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Figura 4. Estrutura quimica da molécula de butirato (Dashwood et al., 2006).

O butirato é constituido por uma cauda hidrofilica com 4 dtomos de carbono (Figura
4) (Hamer et al, 2008). Este SCFA tem varios papéis reguladores no coélon dos quais se
destacam a promogao do crescimento do tecido epitelial normal, a inibicao da carcinogénese,
a inibicao da inflamagao e do stresse oxidativo e ainda a estimulagao do aumento do fluxo
sanguineo e da motilidade, reduzindo o desconforto e as dores intestinais (Hamer et al., 2008;
capacidade do butirato inibir a atividade das HDAC, alterando a expressao de varios genes
(Davie, 2003; Encarnagao et al.,, 2015).

A taxa e a quantidade de butirato a ser produzida ao longo do limen do célon depende
da estrutura quimica da fibra dietética, principalmente da solubilidade e do grau de
polimerizagao. As fibras mais soluveis sao altamente fermentaveis e as que produzem maiores

quantidades de butirato (Hamer et al.,, 2008; Sengupta et al., 2006).

1.3.1. Butirato no CCR

O butirato influencia varios processos importantes envolvidos na carcinogénese. A
maior parte dos casos de CCR sio diagnosticados no célon distal. E nesta regidgo onde a
concentragao de butirato € menor tendo em conta o seu gradiente decrescente ao longo do
colon (Comalada et al, 2006). Esta constatagao, aliada ao facto de dietas pobres em fibra
dietética serem um fator de risco, leva a supor que o butirato tem um papel relevante a nivel
da prevencao e do tratamento do CCR. Além disso, varios estudos confirmaram o efeito anti-
tumoral do butirato em células tumorais do célon pela inibigao da proliferagao, pela indugao
da apoptose e pela promogao de um fenotipo mais diferenciado (Comalada et al, 2006;
Encarnagao et al, 2015).

No CCR, o butirato inibe a proliferagao celular principalmente através do bloqueio do
ciclo celular na fase G1/S, induzindo uma diminui¢ao da expressao de proto-oncogenes como
o C-MYC, e na fase G2/M (Abramova et al., 2000; Harrison et al., 1999). Para além disso, o
butirato induz a apoptose celular interferindo com varias vias metabdlicas ligadas a familia de
proteinas BCL-2, nomeadamente com o aumento da expressao de BAX e de BAK, proteinas

pro-apoptoticas (Pajak et al, 2008; Encarnagao et al., 2015). Este SCFA intervém ainda na
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angiogénese, um processo fundamental para o crescimento, invasao e metastizagao dos
tumores através da diminuicao dos niveis de VEGF (do inglés vascular endotelial growth factor).
Por esta razao, tem sido sugerido como inibidor da angiogénese tumoral (Gongalves & Martel,
2013). Além disso, o butirato diminui o potencial metastatico e invasivo das células tumorais,
diminuindo a atividade de metaloproteinases e outros genes associados a metastizagao
(Encarnacgao et al., 2015).

O stresse oxidativo tem o potencial de afetar varias vias de carcinogénese e esta
envolvido no processo de transformagao maligna nas células normais e na proliferagao das
células tumorais iniciais. Curiosamente, o butirato inibe o stresse oxidativo pelo aumento da
defesa antioxidante glutationa (GSH) e pela produgao de glutationa-S-transferase, enzima
responsavel por processos de desintoxicagao celular (Ebert et al, 2003). Outro aspeto
interessante € o facto de o butirato reduzir a metilagao da regiao promotora do gene hMLH |
(do inglés human mutL homolog 1), ligado a reparagao de erros no DNA (Dronamraju et al,
2008), e de aumentar a acessibilidade do DNA a enzimas de reparagao da cromatina (Rosignoli
et al,, 2001).

Este efeito aparentemente oposto do butirato entre a promogao da proliferacao das
células normais e a inibicao da proliferacao das células tumorais tem sido referido como o
paradoxo do butirato e é pouco entendido (Comalada et al.,, 2006). Contudo, as diferengas no
transporte e no metabolismo do butirato entre as células normais e as células tumorais podem

contribuir para este paradoxo (Hofmanova et al., 2009).

1.3.2. Transporte e Metabolismo do Butirato

O butirato é preferencialmente absorvido na regiao proximal do célon, onde ocorre
também a maior concentragao luminal. Em condigdes fisioldgicas (pH entre 5,5 e 6,7), mais de
90% deste SCFA existe sob a forma ionizada necessitando de uma proteina transportadora
para ser absorvido. Este transporte pode ocorrer também pela troca com um iao bicarbonato
(HCOy). Por outro lado, a forma protonada, nao dissociada, atravessa a membrana celular
por difusao simples. Os transportadores mais referidos para a absorc¢ao de butirato sao o
MCTI (do inglés monocarboxylate transporter ) e o SMCTI (do inglés sodium-coupled
monocarboxylate transporter 1) (Figura 5) (Gongalves & Martel, 2013) bem como alguns
recetores acoplados a proteina G, como o recetor de niacina GPRI09A (do inglés G protein-
coupled receptor) (Thangaraju et al., 2009). O MCT| é um transportador pouco comum no
intestino delgado, mas bastante expresso no célon com niveis maximos na regido distal,

estando presente na area superior das criptas e na membrana apical das células epiteliais. O
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mecanismo de agdo resume-se a ligagdo de H" ao transportador, seguida da ligagio do butirato
ao transportador protonado. Fisiologicamente, € possivel que a atividade do MCT| (K,, para
o butirato entre 2,4 e 2,8 mM) seja maior na regiao proximal do célon, onde ha também uma
maior concentracao de butirato e onde o pH do limen é menor. Contudo, ha inumeros
nutrientes e fairmacos que podem modelar a atividade do MCT 1 e, por isso, a competicao do
butirato com estes xenobioticos pelo mesmo transportador pode causar uma alteragao
significativa na absorcao de butirato (Clausen et al., 1991; Hadjiagapiou et al., 2000). O SMCTI
€ um transportador com niveis de expressao elevados principalmente na regiao distal do colon,
seguindo-se a regiao proximal e o ileo. Neste caso, o butirato atravessa apos o acoplamento
de um ido Na* ao transportador. Este transportador tem uma afinidade elevada para o butirato
(K, de 50 pyM) e esta mais expresso na regiao distal do coélon, onde as concentragoes de
butirato sao menores. Frequentemente os doentes de CCR apresentam alteragoes a nivel do
gene SLC5A8 (do inglés solute carrier family 5 member 8) que codifica este transportador. Por
isso, atribuiu-se uma fungao supressora tumoral ao transportador SMCT |, pela capacidade de
mediar a entrada de butirato nas células do coélon, um potencial supressor tumoral. De facto,
em condigoes de baixas quantidades de fibra dietética, as concentragoes de butirato sao
inferiores e, nesta situacao, o transportador de butirato mais importante ¢ o SMCT| (Gupta
et al, 2006; Gongalves & Martel, 2013). O GRPI09A é um recetor para niacina embora

reconheca também o butirato apesar de, neste caso, ter baixa afinidade. Alguns autores
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Figura 5. Modelo proposto para a expressao e fungao dos transportadores de butirato
e os seus alvos principais nas células normais do célon (Gongalves & Martel, 201 3).
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referem que o butirato pode induzir a morte celular no CCR pela ativagao deste recetor,
independentemente da inibicio das HDAC, embora os mecanismos de sinalizagao desta via
continuem por identificar (Thangaraju et al., 2009).

A concentragao celular de butirato nao € s6 dependente dos sistemas de captagao,
mas também dos transportadores de efluxo que removem este SCFA do interior das células.
Estes transportadores estao muitas vezes associados a resisténcia a farmacos, pois acredita-se
que estejam envolvidos na limitagao da sua absorcao, na biodisponibilidade e na toxicidade
(Dietrich et al, 2011). Recentemente foi demonstrado que o butirato é um substrato do
transportador de efluxo BCRP (do inglés breast cancer resistant protein), bastante expresso na
membrana apical do tecido normal do epitélio do colon. Curiosamente, a inibicao do BCRP
potencia o efeito inibidor do butirato na proliferagao celular (Gongalves et al, 201 1). Além
deste, o MCT4 foi também descrito recentemente como um transportador de efluxo com alta
afinidade para o butirato e, em humanos, localiza-se na membrana basolateral do célon. Mesmo
assim, a regulagao do MCT4 pode influenciar o desenvolvimento e proliferagao do CCR (Gill
et al., 2005).

Varias evidéncias indicam que o butirato estimula o crescimento celular por atuar como
uma fonte de energia oxidativa nas células normais. No interior das células epiteliais do colon,
o butirato é metabolizado em acetil-CoA por B-oxidagao, entrando depois no ciclo de Krebs
e convertendo-se em energia (Figura 5) (Donohoe et al., 201 1). Por outro lado, o butirato é
metabolizado ineficientemente nas células tumorais do colon, sendo a glicose a maior fonte
de energia. Neste caso, o butirato acumula-se em concentragdes superiores no nucleo,
ocorrendo um aumento correspondente da inibicao das HDAC, que resulta na inibicao da
proliferacao celular. Esta diferenca no metabolismo das células tumorais pode ser explicada
pelo efeito de Warburg, o qual consiste na conversao de piruvato em lactato em detrimento
da sua oxidagao na mitocondria, ainda que na presenca de oxigénio. Assim, a glicolise excede
o metabolismo oxidativo do butirato e as células tumorais convertem rapidamente a maior

parte da glicose em lactato (Gongalves & Martel, 2013; Encarnagao et al.,, 2015).

1.3.3. Butirato na Inibicao das HDAC

Como ja citado, o butirato ao entrar nas células tem a capacidade de inibir as HDAC
(HDACI) e regular a expressao de varios genes.

Os HDAC:I sao reguladores epigenéticos importantes e considerados como uma nova
classe de agentes anticancerigenos com um grande potencial clinico no tratamento do cancro

(Xu et al, 2007). A unidade basica da cromatina é o nucleossoma, composto por DNA
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enrolado a volta de um octamero de histonas (Groselj et al., 2013). As HDAC sao proteinas
que regulam a expressao de varios genes pela interagao direta de fatores de transcrigao
(Guilloteau et al, 2010). Os HDACIi causam a hiperacetilagio das HDAC o que resulta no
desenrolamento da cromatina condensada, facilitando o acesso dos fatores de transcricao a
regiao promotora de certos genes sem causar diretamente a sua transcrigao (Ito, 2007). As
HDAC sao uma familia de 18 proteinas nos humanos, consistindo em proteinas de classe |
(HDACI, HDAC2, HDAC3 e HDACS), de classe lla (HDAC4, HDACS, HDAC7 e HDACY),
de classe IIb (HDAC6 e HDACI0), de classe Il (sirtuinas 1-7) e de classe IV (HDACI |). Estas
enzimas removem o grupo acetil das histonas e outras proteinas. As diferentes classes de
HDAC dependem da sua localizagao subcelular e os diferentes tipos dependem dos diferentes
substratos (Falkenberg & Johnstone, 2014). Os HDACi podem ser classificados de acordo com
a estrutura e a especificidade de inibigao. Estes dividem-se em (1) acidos hidroxamicos, como
o vorinostat que foi o primeiro HDACi aprovado como farmaco em 2006 pela FDA (do inglés
Food and Drug Administration), especificos contra as classes | e || de HDAC; (2) SCFA, que inclui
o butirato, inibidores das classes | e lla de HDACGC; (3) peptideos ciclicos, como a romidepsina,
atuando sobretudo contra a classe | de HDAC; (4) benzamidas, como o entinostat, que sao
ativas contra a classe | de HDAC (Wagner et al, 2010; Spiegel et al., 2013). Os potenciais
mecanismos das propriedades quimioterapéuticas dos HDACi estao representados na figura
6.

O butirato inibe especificamente as HDAC das classes | e lla (New et al,, 2012). Estas
duas classes de HDAC sao as mais importantes pois sao componentes de grandes complexos
de repressao da transcrigao de genes. A inibicao destas classes de HDAC altera a expressao

de genes, resultando na inibigao da proliferagao celular, na apoptose e na diferenciagao celular

. HDACT treatment
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Figura 6. Representagao esquematica dos possiveis mecanismos de agao dos HDACi no
controlo tumoral (quando utilizados como um Unico agente terapéutico) (Katoch et al., 2013).
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(Donohoe et al, 2012). Um estudo recente mostrou que ocorre uma sobreexpressao das
HDAC no CCR, em particular da expressaio da HDAC2, pertencente a classe |. Estas
diferengas na expressao das HDAC contribuem também para o paradoxo do butirato
(Ashktorab et al., 2009). Outro estudo mostrou que em condi¢oes reduzidas de glicose as
células tumorais de CCR evitam o efeito de Warburg e que baixas doses de butirato (0,5 mM)
nao induzem efeitos na histona H3ac (do inglés acetylated histone 3), aumentando a proliferagao
celular. Contudo, concentragoes de butirato mais elevadas (2 e 5 mM) levam a acetilagao da
H3ac, inibindo a proliferacao celular (Donohoe et al.,, 2012). Outro grupo observou que a
capacidade oxidativa destas células verifica-se com concentragdes entre | e 2 mM. Desta
forma, concentragoes de butirato superiores a 2 mM levam a que este se acumule no nucleo
e funcione como HDAC tanto nas células normais como nas células do CCR. Este facto leva
a postulagao de um modelo em que o butirato promove a proliferagao do tecido normal do
colon na base das criptas, onde a concentragao de butirato é mais baixa, enquanto nas células
do lumen induz a apoptose devido as concentragoes serem mais altas. Contudo, no tecido
normal do colon nao se verifica a inibicao da proliferagao celular pelo butirato. Assim, é
possivel inferir que o butirato, sendo a maior fonte de energia das células do célon, entra nas
células através dos transportadores MCTI| e SMCTI, localizados na membrana apical, onde
sera metabolizado. O butirato nao metabolizado é extrusado pelo transportador de efluxo
BCRP, diminuindo a concentragao intracelular e, por isso, o butirato nao exibe efeitos a nivel
das HDAC nas células normais (Donohoe et al., 2012; Gongalves & Martel, 2013).

Muito recentemente, um estudo mostrou a capacidade do butirato afetar a expressao
de proteinas reparadoras de DSB, reduzindo a acessibilidade destas ao nucleo e aos locais
lesados. O butirato aumentou a sensibilidade das células do cancro da mama ao efeito

citotoxico de farmacos danificadores do DNA (Li et al., 2015).

1.4. Butirato como Radiossensibilizador no Tratamento do CCR

Muitos cancros mostram um aumento da expressao das HDAC e, por isso, uma
inativacao da transcricao da cromatina resulta na desregulacao de genes supressores tumorais
e de genes reparadores do DNA. Como foi referido, os HDACi mostram ter um efeito
radiossensibilizador especialmente quando administrados em combinagao com a radioterapia.
Existem evidéncias crescentes de que os HDACi diminuem a capacidade de diferentes linhas
celulares repararem os danos do DNA induzidos pela radiagao ionizante, afetando tanto as
vias de sinalizagao ativadas pelas DSB nas cadeias de DNA bem como as vias de reparagao do

DNA. Os potenciais mecanismos das propriedades quimioterapéuticas dos HDACi em
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combinacao com a radioterapia estao representadas na figura 7. As células tratadas com
HDACi prolongam os danos induzidos no DNA, devido ao recrutamento de menores
quantidades de proteinas reparadoras (Groselj et al., 2013). Desta forma, podemos pensar que
os HDAC, prolongam o tempo de desenrolamento da cromatina, ficando esta mais exposta e
tornando as cadeias de DNA mais suscetiveis a indu¢ao de danos pela radiagao ionizante.
Contudo, sao necessarios mais estudos que elucidem os mecanismos e os alvos pelos quais os
varios HDACi tém efeitos radiossensibilizadores nas células tumorais e potenciais efeitos
radioprotetores nas células normais (Groselj et al., 2013).

As DSB sao causadas principalmente pela radiagao ionizante. Quando este tipo de
danos é detetado pode ser reparado através de dois mecanismos principais, a jungao de
extremidades nao-homologas (NHEJ, do inglés non-homologous end-joining) ou a recombinagao
homologa (HR, do inglés homologous recombination). A modulagao da sinalizagao e a reparagao
dos danos no DNA pelos HDACi pode ser um mecanismo subjacente aos efeitos
radiossensibilizadores nas linhas celulares tumorais (Groselj et al., 2013).

Como ja foi citado, o butirato leva a um diferente nivel de relaxamento da cromatina
entre células normais e células tumorais, o que resulta numa sensibilidade diferente aos efeitos
citotoxicos de farmacos danificadores do DNA ou da radiagao ionizante (Li et al,, 2015; Oike
et al, 2014). Outro estudo com pro-farmacos derivados do butirato revelou o mesmo efeito
de radiossensibilizagao no tratamento de gliomas tanto in vitro como in vivo (Entin-Meer, 2005;

Entin-Meer et al., 2007).
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Figura 7. Representacao esquematica dos possiveis mecanismos de agdo dos HDACi na
combinagao com a radioterapia (Katoch et al., 2013).
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O butirato mostra-se assim um bom candidato no tratamento e na prevengao do CCR
pela inibicao seletiva da proliferacao das células tumorais. Além disso, ao ser um HDACi com
a capacidade de modelar a radiossensibilidade destas mesmas células, coloca-se a hipotese de
potenciar os danos causados pela radiagao ionizante e melhorar significativamente a eficacia

do tratamento de radioterapia.
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Objetivos

O cancro colorretal é uma das maiores causas de morte a nivel mundial. A incidéncia
desta neoplasia tem sido relacionada com a alteragao de habitos de vida, nomeadamente a
adocao de dietas ocidentais. As dietas ricas em fibra dietética tém demonstrado efeitos
protetivos derivados da producao de butirato pelas bactérias do coélon. Este composto tem a
capacidade de inibir as histona deacetilases e de induzir apoptose e diferenciagao nas células
tumorais, ao contrario do que se verifica em células normais. Como inibidor das histona
deacetilases, o butirato diminui a estabilidade do DNA, tornando as células tumorais mais
sensiveis a terapias que induzam danos no DNA. A radioterapia pode produzir efeitos diretos
e indiretos no DNA das células. O recurso a esta terapia para tratamentos oncoldgicos,
nomeadamente no cancro colorretal, tem aumentado nos ultimos anos em Portugal. Contudo,
nem sempre é eficaz. Um dos problemas associados a radioterapia é a radiorresisténcia
adquirida por uma percentagem de células do tumor, levando ao reaparecimento do mesmo
apoés o tratamento.

Com esta dissertagao pretendeu-se avaliar o efeito da combinagao do butirato com a
radioterapia numa linha celular de cancro colorretal e numa linha celular de cancro colorretal
radiorresistente obtida a partir da linha celular nativa, com o intuito de perceber se o butirato
é capaz de sensibilizar o tumor e de melhorar a eficicia da radioterapia no tratamento do

cancro colorretal.
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Materiais e Métodos

3.1. Cultura Celular

As células foram cultivadas e propagadas recorrendo a técnicas de manipulagao correta
do material biolodgico e laboratorial, no sentido de manter as condi¢goes de assepsia e de
esterilizagao em que as culturas se devem manter.

Neste estudo foi utilizada a linha celular de CCR WiDr adquirida na American Type
Culture Collection (ATCC®). A linha celular WiDr é derivada da linha celular HT-29 (Chen et
al., 1987) e foi estabelecida a partir de uma porg¢ao de um adenocarcinoma primario do coélon
reto-sigmoide de uma doente de 78 anos em 1971 (Noguchi et al, 1979). Uma das
caracteristicas desta linha celular é apresentar o gene que codifica a proteina P53 mutado,
levando a troca de uma arginina com uma histidina na posicao 273. Além disso, apresenta
também uma mutagao no gene APC (llyas et al., 1997).

A manutengao das linhas celulares seguiu as instru¢oes do fornecedor. Assim, as células
foram propagadas em cultura aderente em frascos (430641, Corning®) com o meio de cultura
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, D5648, Sigma®), suplementado com 10% de soro
bovino fetal (FBS, do inglés fetal bovine serum, F7524, Sigma®), 1% de antibidtico (A5955,
Sigma®) e 0,25 mM de piruvato de sédio (11360, Gibco®), a 37°C numa incubadora (Binder®)
com atmosfera humedecida, com 5% de CO, e 95% de ar. O pH dos meios de cultura foi
acertado a 7,4 (pH fisiologico) sendo estes posteriormente filtrados em unidades de filtragao
autoclavaveis (Thermo Scientific Nalgene™) e mantidos em frascos autoclavaveis (Schott
DURAN®) a temperatura de 4°C até a sua utilizagio.

Na realizagao dos estudos utilizaram-se duas variantes deste meio que diferiam quanto
ao teor de glicose: meios com elevada concentragao de glicose (25 mM), designados por high
glucose (HG), e meios com baixa concentragao de glicose (5 mM), designados por low glucose
(LG). As concentragoes de glicose presentes no FBS nao foram tidos em conta para os
referidos valores visto que a percentagem de FBS foi igual para todas as condigoes.

A linha celular WiDr propaga-se em cultura aderente formando monocamadas. Por
esta razao, para a realizagao dos estudos in vitro foi necessario destacar as células dos frascos
de cultura e obter suspensoes celulares. Para isso, aspirou-se o meio de cultura dos frascos e
lavaram-se as células com uma solugao salina de tampao fosfato (PBS, do inglés phosphate buffer
saline, constituido por 137 mM de NaCl (S7653, Sigma®), 2,7 mM de KCI (P9333, Sigma®), 10
mM de NaH,PO, (S501 1, Sigma®) e 1,8 mM de KH,PO, (P0662, Sigma®) a pH 7,4), sendo
depois incubadas a 37°C durante aproximadamente 5 minutos com uma solugao de tripsina-
EDTA a 0,25% (T4049, Sigma®). De seguida, inibiu-se a agdo proteolitica da tripsina (quebra

as ligagoes intercelulares e entre as células e a base aderente dos frascos de cultura) com, no

-33-



Butirato e Radioterapia no Cancro Colorretal

minimo, o dobro do volume de meio de cultura comparativamente ao volume de tripsina
adicionada.

Para determinar a concentragao da suspensao celular, recorreu-se ao método de
exclusao do azul tripano para o que se prepararam aliquotas com azul tripano e suspensao
celular na proporgao de |:1, colocando-as posteriormente numa camara Neubauer (8100203,
Hirshmann®) apés o que se procedeu a contagem num microscopio invertido (AE3 1, Motic®)
com ampliacao de |0x. Depois de determinada a concentragao celular prosseguiu-se com a

distribuicao da suspensao celular em placas ou frascos de cultura conforme o pretendido.

3.2. Inducao de Resisténcia a Radioterapia

Para a obtencao de uma linha celular radiorresistente derivada da linha celular nativa
WiDr, foi necessario proceder a irradiagao desta com raios-X. Para isso, adaptou-se o método
descrito por Smith et al. e administraram-se doses cumulativas de 2 Gy por semana, ao longo
de um periodo de 10 semanas. Este protocolo tem por principio a irradiagao fracionada
aplicada a doentes oncolégicos submetidos a radioterapia. A linha celular resultante foi
designada como WiDr/10x (Ferreira, 2014; Smith et al., 2009).

A irradiacao decorreu no Servigo de Radioterapia do Centro Hospitalar e Universitario
de Coimbra por especialistas em fisica médica num acelerador linear Varian Clinac 12D 10
(LINAC®) com um feixe de fotdes de 4 MV, utilizado na rotina clinica para o tratamento
oncologico.

Os frascos foram totalmente preenchidos com meio de cultura de maneira a evitar a
presenca de ar nos mesmos aquando da irradiagao pois a presenga de bolhas de ar pode alterar
a distribuigao de dose a superficie (Ferreira, 2014; Khan et al., 2013). Foi igualmente necessario
acondicionar os frascos num dispositivo em acrilico com a forma de caixa, especialmente
desenhado para o efeito. O dispositivo foi construido no Departamento de Fisica da Faculdade
de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra com o objetivo de estudar os efeitos
da radiagao ionizante em culturas celulares. As dimensdes da caixa e as referéncias de
posicionamento garantem a homogeneidade da dose de radiagao administrada (Ferreira,
2014). A figura 8 demonstra o planeamento tridimensional descrito assim como o perfil da
dose administrada na irradiagao celular.

O dispositivo foi colocado na mesa de tratamento e posicionado com recurso a um
sistema ortogonal de lasers presente na sala. Os frascos foram inseridos no interior da caixa e
o espa¢o restante foi preenchido com agua destilada previamente aquecida a 37°C. A
administragao da dose pretendida foi feita com recurso a dois campos laterais, posicionando-
se a gantry a 90° e a 270°, de modo a garantir uma distribuicao homogénea da dose de radiagao
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(Ferreira, 2014). A tabela 2 apresenta as unidades de monitor (UM, do inglés monitor units)

necessarias para administrar a dose de 2 Gy as culturas celulares.

Figura 8. Representacao tridimensional do dispositivo utilizado para a irradiagio das células. A
distribuicao de dose encontra-se representada por esquema de cor, variando de um minimo de 95%

(azul) a2 um maximo de 105,3% (vermelho).

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

Dose administrada Posicionamento da gantry
90° 270°
2 Gy
93UM 92UM

Apbs a irradiagao, o meio foi mudado e prosseguiu-se com os procedimentos comuns
de manutengao celular até a irradiagao seguinte. Com este processo, obtiveram-se populagoes
de células com fragoes crescentes de dose de radiagao que foram designadas conforme
ilustrado na Tabela 3. Por fim, obteve-se a linha celular designada por WiDr/|0x, com a qual

se prosseguiram os estudos.

Tabela 3. Esquema representativo das linhas celulares mantidas em cultura com doses de radiagao
cumulativas, ap6s irradiages sucessivas com 2 Gy.

Designacao da populagao celular N° de fragoes cumulativas ~ Dose cumulativa (Gy)

WiDr/ | x | 2
WiDr/2x 2 4
WiDr/3x 3 6
WiDr/10x 10 20
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3.2.1. Avaliacdo da Sobrevivéncia Celular

De forma a avaliar e a comparar a resposta da linha celular nativa WiDr e da linha
celular radiorresistente WiDr/10x ao tratamento com radioterapia, foi efetuado o ensaio
clonogénico. Este ensaio analisa a capacidade das células formarem colonias, sendo essencial
para avaliar a citotoxicidade induzida pela radiagao ionizante. Consideram-se colonias grupos
com 50 ou mais células no ambiente propicio ao seu crescimento (Joiner & Kogel et al., 2009).

Neste contexto, prepararam-se suspensoes celulares de cada linha celular, WiDr e
WiDr/10x, com uma concentragao de 500.000 células/mL (como descrito em 3.1) e
colocaram-se em eppendorfs e falcons devidamente identificados com o nome da linha celular
e com a dose de radiagao a administrar. Esta concentragao tem por base a otimizagao
previamente realizada com a mesma linha celular e de forma a manter a homogeneidade.
Posteriormente as células foram irradiadas com doses de 2, 4, 6, 8 e 10 Gy, exceto os
eppendorfs e falcons de controlo. Os controlos foram submetidos exatamente as mesmas
condigbes, como o transporte para o local da irradiagao e o tempo de hipoxia nos eppendorfs
fechados. As doses foram administradas em fragdes cumulativas, diretamente proporcionais

as UM, de acordo com o esquema ilustrado na tabela 4.

Tabela 4. Esquema representativo da administragao das doses de 2 a 10 Gy tendo em conta o
posicionamento da gantry do acelerador linear.

Posicionamento da gantry

Dose a administrar

90° 270°

2 Gy 93 UM 92 UM

4 Gy (2+2) 185 UM 185 UM
6 Gy (4+2) 278 UM 277 UM
8 Gy (6+2) 370 UM 370 UM
10 Gy (8+2) 463 UM 462 UM

Em seguida, distribuiu-se em triplicado um volume conhecido de cada suspensao celular
por placas de 6 pogos, de forma a estar de acordo com o numero de células semeadas em
cada pogo como ilustrado na figura 9. Depois, adicionaram-se 3 mL de meio de cultura a cada
pogo e incubaram-se as placas a 37°C. Ao quinto dia, o meio de cultura foi trocado por meio
de cultura novo, e ao décimo segundo dia, retiraram-se as placas e procedeu-se a coloragao
com violeta de cristal e contagem das coldnias de células. Para tal, o meio foi removido de
todos os pogos, lavando-se de seguida cada pog¢o com uma solugao de PBS. Para fixar as

células, adicionaram-se 2 mL de metanol a 100% (20847.360, VWRProIabo®) durante 5
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Figura 9. Esquema representativo da preparagiao das placas de 6 pogos para o ensaio clonogénico
com as linhas celulares WiDr e WiDr/10x.

minutos a temperatura ambiente. Por fim, retirou-se o metanol, deixou-se secar, e repetiu-se
o procedimento (Neuhaus et al., 1998). Seguidamente, removeu-se o metanol e adicionaram-
se 2 mL de solugio de violeta de cristal (C3886, Sigma-Aldrich®) a 0,5% em metanol, durante
0 minutos a temperatura ambiente, de modo a corar as colonias de células presentes nos
pogos. O corante foi removido e as placas foram lavadas com agua tépida para remover o
excesso de corante, deixando-se a secar a temperatura ambiente para posterior contagem das
colonias.

Apos a contagem das colénias em cada pogo, determinou-se a eficiéncia da placa (PE,
do inglés plate efficiency) e o fator de sobrevivéncia (SF, do inglés survival factor) para cada
condigao em estudo, de acordo com a equagao | e a equagao 2, respetivamente (BUCH et al.,
2012).

PE(%) = Numero de coldnias contadas 100 (Eq. 1)
o0~ Numero de células semeadas x

SF(%) = PE da placa com tratamento 100 (Eq. 2)
o) PE da placa controlo x *

Os resultados foram ajustados a um modelo linear quadratico, de acordo com a
equagao 3, onde D é a dose administrada, o € a componente linear que corresponde a morte
num evento Unico e B é a componente quadratica que corresponde a morte em eventos
multiplos. Desta forma, foi possivel construir uma curva de sobrevivéncia celular que relaciona

o fator de sobrevivéncia com a dose de radiagao (Joiner & Kogel et al., 2009).

SF = e~aD-BD? (Eq. 3)
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Com os resultados obtidos, foi possivel estabelecer uma curva de sobrevivéncia celular
que relaciona o fator de sobrevivéncia com a dose de radiagao. Dessa forma, é possivel avaliar
a longo prazo a resposta das linhas celulares a diferentes doses de radiagao e determinar as
respetivas doses letais médias (DLsg) que representam a dose de radiagao que inibe em 50% a

proliferacao celular.

3.2.2. Avaliacdo da Atividade Metabdlica

O ensaio colorimétrico de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio) é um método utilizado para avaliar a atividade metabolica das células viaveis
pela quantificagdo da redugao metabodlica do sal de tetrazdlio, soluvel em &gua, por
desidrogenases presentes nas células metabolicamente ativas e associadas a redugao de NADH
(do inglés nicotinamide adenine dinucleotide) e de NADPH (do inglés nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate). Desta reagao resulta a produgao de cristais de formazano de cor
purpura, insolliveis em agua, no interior das células. Deste modo, nao ha a formagao de cristais
de formazano pelas células metabolicamente inativas o que significa que a quantidade destes
cristais € diretamente proporcional ao numero de células metabolicamente ativas, sendo esta
uma medida da proliferagao celular (Langdon et al., 2004; Abe & Matsuki, 2000; Buch et dl.,
2012).

Este protocolo teve como objetivo avaliar a atividade metabdlica da linha celular
WiDr/10x ap6s a administragao de butirato em diferentes concentragoes. Para isso, procedeu-
se como descrito em 3.1 e distribuiu-se a suspensao celular por 4 placas de 48 pocos de modo
a obter uma concentracao final de 50.000 células/mL em cada pogo. Apds 24 horas, as células
foram tratadas com concentragoes crescentes de butirato, tal como ilustrado na figura 10. A
avaliagcao da proliferacao celular pelo ensaio de MTT foi feita apos 24, 48, 72 e 96 horas de
incubagao com butirato. As concentragoes testadas para as primeiras 24 horas de incubagao
variaram entre | e 50 mM e, para os restantes tempos de incubagao, as concentragoes testadas
variaram entre | e 20 mM. As concentracoes testadas diferem as 24 horas devido a nao haver
um efeito notorio e nao ter sido possivel determinar o ICs,, como verificado em trabalhos
prévios com esta linha celular (Encarnagao, 2014; Gongalves, 2014).

Assim, apos o tempo de incubagdo estabelecido, removeu-se o meio de cultura e
adicionaram-se 500 pL de PBS em cada pogo para lavagem das células e eliminagao de vestigios
de meio. De seguida, adicionaram-se 200 L de solugdo de MTT (0,5 mg/mL, M2128, Sigma®)
por pogo e colocou-se a placa na incubadora a 37°C durante 3 h até a formacgao dos cristais.

Posteriormente, adicionaram-se 200 uL de isopropanol (278475, Sigma®), com 0,04 M de 4cido
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Figura 10. Esquema representativo da preparagao das placas de 48 pogos para o ensaio de MTT apos
exposicao da linha celular WiDr/10x a concentragoes crescentes de butirato. A primeira placa
corresponde ao desenho experimental utilizado para as 24 horas e a segunda placa corresponde ao

desenho experimental utilizado para as 48, 72 e 96 horas.

cloridrico a 37% (258148, Sigma®) para a dissolugio dos cristais. As placas foram colocadas
em agitacao durante o tempo suficiente para a dissolugao dos cristais no solvente organico.
Por fim, transferiram-se 200 pL do conteudo de cada pog¢o para uma placa de 96 pocos e
mediu-se a absorvancia a 570 nm, com filtro de referéncia a 620 nm, com o auxilio do
espectrofotémetro ELISA (Biotek®Synergy HT).

Os resultados da proliferacao celular foram determinados em percentagem
relativamente aos respetivos controlos o que permitiu tragar as curvas de concentragao-
resposta com o auxilio do programa Origin® Pro 8.0. Assim, foi possivel determinar as
concentragoes de butirato necessarias para inibir a proliferagao celular em 50% (ICso) para
cada tempo de incubagao. Além disso, através dos valores de absorvancia obtidos nas
condigoes controlo de cada tempo de incubagao foi possivel medir e determinar os tempos

de duplicagao médios para cada uma das linhas celulares.

3.2.3. Avaliacio do Efeito do Butirato no Metabolismo

Para determinar se o butirato promove alteragées no metabolismo da linha celular
radiorresistente (WiDr/10x), utilizou-se a espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN). Esta técnica é geralmente utilizada em estudos metabdlicos in vivo e in vitro e baseia-
se nas propriedades magnéticas dos nucleos atomicos de determinados elementos quimicos.
Apresenta ainda um carater nao destrutivo e permite estudar vias metabolicas especificas pelo
recurso a substratos enriquecidos com isétopos estaveis (Malloy et al., 1988).

Neste trabalho em particular utilizou-se glicose uniformemente marcada com carbono-
I3 ([U-"C]glicose) (389374, Sigma®). Assim, prepararam-se frascos com cerca de 80% de

confluéncia da linha celular WiDr/10x e preparou-se meio DMEM (11966-025, Gibco®), cuja
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formulagao diferiu no tipo de glicose utilizado para a cultura celular. A esta preparagao foi
adicionada [U-">C]glicose na concentracio de 5 mM. Antes da adicio do meio com [U-
3Clglicose aos frascos preparados, aspirou-se o meio existente e lavaram-se as células com
5mL de PBS por 3 vezes de forma a garantir a remogao dos seus vestigios. Depois,
adicionaram-se 14 mL do novo meio e incubaram-se os frascos de cultura na auséncia
(controlos) e na presenca do butirato na concentragao de 5 mM. As amostras de 200 pL de
meio foram recolhidas as 0, a I, as 3, as 4, as 6 e as 8 horas para eppendorfs devidamente
identificados, que foram depois conservados a -80°C. A extragao celular foi efetuada apos 24
horas de incubacgao. Para tal, o meio de cultura foi decantado e lavaram-se os frascos 3 vezes
com 5 mL de PBS. Seguidamente, adicionaram-se 750 pL de MeOH/H,O 80% (v/v) frio por
duas vezes e utilizando um raspador de células, transferiu-se cada suspensao celular para um
eppendorf identificado. Cada eppendorf foi centrifugado a 5725 xG durante 5 minutos e a
temperatura de 4°C com o objetivo de separar a fase aquosa (que contém metabolitos
soluveis) do pellet e conservaram-se as duas fragdes a -80°C. Por fim, a evaporacao da fragao
aquosa foi feita na estufa de secagem.

A anilise das amostras de meio recolhidas nos tempos enunciados foi efetuada a 14.1
Tesla por 'H-RMN recorrendo a um espectrometro Bruker de 600 Hz equipado com uma
sonda de banda larga de 3 mm. Para a preparagao das amostras para analise adicionaram-se
40 pL de uma solugao de fumarato de soédio na contragao de 10 mM de D,O (99,9%), utilizada
como padrao interno para o processo de quantificagao, a 160 pL de meio das amostras.

Os espectros de 'H-RMN apresentam uma largura espectral de 7200 Hz definida por
64 k pontos. Para uma andlise quantitativa com uma razao sinal/ruido adequada foram obtidos
um total de |6 transientes (scans). Os transientes foram adquiridos com um pulso de
radiofrequéncias equivalente a 45°. A repeticao interpulsos durou um tempo total de 10
segundos, de forma a ocorrer uma relaxagao nuclear completa dos varios protoes dos
metabolitos presentes nas amostras recolhidas. Estes parametros foram necessarios para
ocorrer uma relaxagao nuclear completa dos protoes de todos os metabolitos presentes nas
amostras.

A fragao composta pelos metabolitos que resultaram da extragao celular foi dissolvida
em D,O (99,9%) e analisada por 'H- e "C-RMN. Os espectros de 'H-RMN foram
determinados no mesmo espectrometro e com sonda acima referidos utilizando parametros
de aquisicao idénticos aos descritos para os espectros das amostras de meio, mas recorrendo
a um maior numero de transientes (nt=128) para atingir razoes sinal/ruido adequadas a
detegio de metabolitos menos abundantes. Os espectros de *C-RMN foram adquiridos

utilizando uma sonda de 3 mm e desacoplamento de banda larga de protao. Adquiriram-se um
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total de 128 k pontos definindo uma regiao espectral de 35 kHz. Para a obtengao de uma
razao sinal/ruido compativel com a analise metabolica foram adquiridos entre 15.000 a 20.000
transientes, utilizando um pulso de radiofrequéncias de 45° e um tempo de repeticio de
interpulsos de 3 segundos. Este periodo de tempo foi suficiente para permitir uma relaxagao
total dos carbonos alifaticos, essenciais para este estudo. Os espectros obtidos foram
analisados recorrendo ao software NUTSpro™ (Acorn NMR Inc., Livermore, CA).

Os metabolitos resultantes da transformacio da [U-"’Clglicose nas células sio
analisados por RMN e permitem obter informagoes sobre a atividade da via glicolitica e do
ciclo de Krebs, bem como da interagao destas duas vias metabdlicas de acordo com o esquema
apresentado na figura | 1.

A [U-"Clglicose é metabolizada nas células e convertida pela glicdlise em duas
moléculas de piruvato, marcadas uniformemente com carbono-13 ([U-"C]piruvato). Por sua
vez, este metabolito pode ser metabolizado por quatro vias metabdlicas principais dando
origem a intermedidrios também uniformemente marcados. Uma das vias ocorre na
mitocondria, onde é convertido por acao da enzima piruvato desidrogenase (PDH, do inglés
pyruvate dehydrogenase) em acetil-CoA que, posteriormente, sofre oxidagao no ciclo de Krebs,
resultando na produgao de CO, e outras moléculas redutoras que alimentam a cadeia
transportadora de eletrdes. Outra via, converte o [U-"?C]piruvato em [U-"’C]lactato através
da enzima lactato desidrogenase (LDH, do inglés lactate dehydrogenase). Quanto maiores os
niveis citosolicos de dinucleotido de nicotinamida e de adenina (NADH, do inglés nicotinamide

adenine dinucleotide), mais intensa é a atividade da LDH e, consequentemente, maior a

Glucose

Piruvato

O-0-O

ALT
a:::::'.::-.-.:r

LDH

e Lnc |

S
\
v‘l )
)
*=_=| Glutamato
/

Figura | |. Esquema representativo das vias metabdlicas do piruvato resultante do processo glicolitico
com recurso a [U-13C]glicose. Sao representadas 4 vias: FI — oxidagao no ciclo de Krebs; F2 —
fermentacao lactica; F3 — transaminagao; F4 — carboxilagao (adaptado de Gongalves, 2014).
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conversao de piruvato em lactato. No caso dos niveis de NADH serem reduzidos, o piruvato
pode ser convertido por outra via em alanina pela enzima alanina aminotransferase (ALT).
Uma via alternativa ainda converte o piruvato em oxaloacetato, um intermediario do ciclo de
Krebs, através da enzima piruvato carboxilase (PC). A atividade das diferentes vias de
metabolizagao pode ser caracterizada com base na incorporagao da marcagao da glicose nos
intermediarios do ciclo de Krebs e nos produtos resultantes.

Como referido, pela agao da LDH, o piruvato uniformemente marcado é convertido
em [U-"C]lactato e libertado para o meio de cultura. Através da identificacio e da
quantificagao deste metabolito no espectro de RMN de protao torna-se possivel determinar
o consumo de [U-"C]glicose por via indireta nas células em estudo. Assim, podemos
caracterizar a intensidade da via glicolitica, seguida de fermentagao lactica, e o efeito do
butirato no recurso a esta via (Figura | |). Contudo, a glicose nao é o Unico substrato utilizado
pelas células para a glicolise e para a produgao de lactato, produzindo-se, por conseguinte,
lactato sem qualquer tipo de marcagao. O lactato nao enriquecido com carbono-13 é
caracterizado pelo aparecimento de um dupleto a .31 ppm no espectro de 'H-RMN e
distingue-se facilmente do [U-">C]lactato, que surge representado por dois satélites, em que
cada um deles é um dupleto de tripletos (multipleto), como é possivel verificar na figura 12.
Esta diferenga deve-se ao acoplamento adicional que o carbono-13 promove por ter um spin
diferente de 0, sendo que o spin do carbono-12 é 0. Os multipletos do [U-"’C]lactato resultam
da juncio de trés constantes de acoplamento: uma homonuclear (}Jyy = 7,0 Hz) e duas

heteronucleares (}Juc e ’Juc, de magnitudes semelhantes, ~4,2 Hz). Assim, pela anilise dos

3JHH
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ﬁ
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Figura 12. Expansao da regiao do espectro 'H-RMN relativa ao grupo metilo (-CH3) do lactato. Os
dois satélites (multipletos) sdo referentes ao lactato produzido a partir da [U-!3C]glicose. O dupleto
central é referente ao lactato sem qualquer marcagio presente no meio e ao proprio lactato produzido
por outros substratos nao enriquecidos (adaptado de Gongalves, 2014).
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espectros de 'H-RMN do meio de cultura pode-se determinar o efeito do butirato, de forma
indireta, na via da glicdlise. O butirato nao apresenta nenhum tipo de marcagao, ou seja, a
molécula de butirato é constituida por 4 atomos de carbono-12, salvo uma pequena
contribuicao de cerca de I,1% da abundancia isotopica natural do carbono-13). No espectro
de 'H-RMN, o pico do butirato surge representado por dois tripletos, cada um deles relativo
ao grupo metilo. Para determinar a concentracio de lactato, de [U-"C]lactato e de butirato
foi necessario recorrer a valina, um aminoacido de concentragao conhecida presente nos
meios de cultura. Este aminoéacido apresenta um pico no espectro 'H-RMN relativamente
constante ao longo do tempo, o que sugere que nao € praticamente consumido, podendo
assim extrapolar-se a concentragao dos outros compostos a partir da deste. Resumidamente,
os picos quantificados nos espectros 'H-RMN das amostras de meio foram os do [U-
C]lactato, do lactato, da valina e, quando presente, do butirato, como representado na figura

13.

Butirato

[U-13C]lactato —L

Lactato
—
Valina
| I - |
JJW‘ jU '[J ’HWMMMMW JJ\-J'J‘J“JU\J U s J-\ JJbMFU‘U’U J UJ‘W J -

Figura 13. Expansao do espectro de 'H-RMN de uma amostra de meio da linha celular WiDr/10x
incubada com butirato. S3o visiveis as ressonancias referentes ao [U-3C]lactato, ao lactato nao

marcado, a valina e ao grupo metilo do butirato.

A caracterizagao da utilizagao da acetil-CoA no ciclo de Krebs foi medida recorrendo
a avaliagao do perfil de enriquecimento em carbono-13 no glutamato. Este aminoacido nao faz
parte do ciclo de Krebs, mas encontra-se em equilibrio com o o—cetoglutarato, um
intermediario do ciclo, e tem uma concentragao celular elevada, o que facilita a quantificagao

por RMN. Quanto maior for o nimero de voltas do ciclo, maior sera a incorporagao de
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Figura 14. Esquema representativo das diferentes marca¢oes com carbono-13 em intermediarios do
ciclo de Krebs e no glutamato durante trés voltas e respetivas posicoes da marcagao no glutamato

(adaptado de Gongalves, 2014).

carbono-13 nos varios intermedidrios e, por conseguinte, no glutamato (Figura 14). Desta
forma, pelo cilculo da taxa de incorporagao no glutamato podemos inferir acerca da
velocidade do ciclo. Isto deve-se a formagao de intermediarios com dupla marcagao na
primeira volta do ciclo. Apés a entrada de [1,2-"C,Jacetil-CoA no ciclo de Krebs, os carbonos
do a-cetoglutarato sao marcados nas posi¢oes 4 e 5, o que conduz a alteragao do equilibrio
com o glutamato, levando a que este seja marcado nas mesmas posi¢oes. A continua entrada
de [I,2-°C,Jacetil-CoA no ciclo origina mais marcacdes com o aparecimento de
intermediarios triplamente marcados e de intermediarios multi-enriquecidos. A medicao da
razao entre os intermediarios multi-enriquecidos e os duplamente enriquecidos permite
avaliar a velocidade do ciclo.

Quando ocorrem pelo menos duas voltas no ciclo, o glutamato apresenta os carbonos
das posigdes 3, 4 e 5 enriquecidos. A partir do espectro de *C-RMN dos extratos de metanol
das células é possivel quantificar a abundancia destas marcagoes no glutamato. A ressonancia
do carbono 4 do glutamato, possui um dupleto (D45) que reflete moléculas com marcagao
simultanea nos carbonos 4 e 5, e um quarteto/pseudoquarteto (Q) que reflete a marcagao
simultanea nos carbonos 3, 4 e 5 de acordo com o representado na figura 15 (Pereira et al.,
201 I). Assim, quanto maior a razao Q/D45 dos multipletos, maior a velocidade do ciclo, maior
a oxidagio da [U-"C]glicose nas células e maior o recurso ao ciclo de Krebs. Através das
marcagoes no glutamato é possivel ainda determinar a maior ou menor envolvéncia de fluxos

biossintéticos nas células, ou seja, o maior ou menor recurso a anaplerose. A conversao de
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Figura 15. Expansao do espectro de 3C-RMN do extrato de metanol da linha celular WiDr/|0x
incubada com butirato. Estao representadas as ressonancias referentes ao carbono 3 do lactato (C3-
Lac), ao carbono 3 da alanina (C3-Ala) e aos carbonos 3 (C3-Glu) e 4 (C4-Glu) do glutamato. Nas
expansoes esta representado o multipleto referente ao C4-Glu com a designagdo dos respetivos
multipletos (Q — quarteto; D45 — dupleto) e esta representado o multipleto referente ao C3-Glu com
o destaque para o pico singleto (S) que incorpora a componente devida a abundancia natural (adaptado

de Gongalves, 2014).

piruvato uniformemente marcado em oxaloacetato resulta numa marcagao no glutamato mais
intensa nos carbonos 2 e 3 por agao do turnover do ciclo de Krebs. Assim, o aumento da razao
C3-Glu/C4-Glu indica o aumento deste fluxo anaplerotico e, por conseguinte, uma
contribuicao maior nos fluxos biossintéticos.

Para caracterizar o acoplamento entre a glicdlise e o ciclo de Krebs recorreu-se
também aos espectros de *C-RMN dos extratos de metanol para a determinagio da razio
entre a marcagao do carbono 3 do lactato e do carbono 4 do glutamato. Esta razao é tanto
menor quanto maior for o acoplamento e menos dependente estiver a célula do processo
glicolitico para a obtencao de energia. Avaliou-se ainda a razao entre a marcagao do carbono
3 do lactato e do carbono 3 da alanina para caracterizar os diferentes estados redox no citosol.

O efeito do butirato na atividade metabolica das células foi avaliado a partir da
comparagao das razoes determinadas nas células controlo com as razdes das células incubadas
com butirato. Para determinar a captacao do butirato pelas células quantificou-se a area

referente ao grupo metilo do butirato no espectro 'H-RMN dos extratos celulares.
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3.3. Avaliacao do Efeito do Butirato emm Combinacao com Radioterapia

Para a realizagao dos varios ensaios para avaliagao da combinagao do efeito do butirato
com a radioterapia foi necessario incubar as culturas celulares com o butirato.

Inicialmente, prepararam-se dois frascos de cada linha celular, a linha celular WiDr e a
linha celular WiDr/10x, com o nimero de células pretendido para cada ensaio (como descrito
em 3.1). No dia seguinte, aspirou-se o meio de cultura e os frascos foram lavados uma vez
com 3 mL de PBS para remover completamente o meio de cultura e as células mortas e,
depois, adicionaram-se 10 mL de meio de cultura. Seguidamente, administrou-se butirato a um
dos frascos da linha celular WiDr e a outro dos frascos com a linha celular WiDr/10x por
forma a obter as concentragoes de 3 mM e de 5 mM, respetivamente. Estas concentragoes de
butirato sao as correspondentes ao ICs, de cada linha celular, previamente obtido tendo em
conta a incubacao durante 48 horas. Por esta razao, as células foram incubadas com butirato
durante 24 horas com o objetivo de promover a sensibilizagao destas aos efeitos da radiagao,
sem a indugao de um efeito citotoxico por parte do butirato.

Apos 24 horas prepararam-se entao as suspensoes celulares com uma concentragao
de 500.000 células/mL a partir de cada um dos 4 frascos e colocaram-se em eppendorfs e em
falcons procedendo-se a irradiacao com doses crescentes de radiagao, de acordo com o
esquema da tabela 4 (tal como descrito em 3.2.1).

Apos a irradiagao, procedeu-se a distribuicao das suspensoes celulares de acordo com
o ensaio experimental pretendido. A figura |6 representa um esquema do procedimento geral

descrito acima.

|.WiD £
Dr 0Gy 2Gy 4Gy Q&
2.WiDr 10x () VvV &V Ensaio de MTT,
ensaio clonogénico e

3.WiDr/But :;ﬂ 6Gy 8Gy 10Gy | 6o  citometria de fluxo
[Butirato] = 3mM o W ‘J‘

v
4.WiDr 10x/But :}‘

[Butirato] = 5mM

Figura 16. Esquema representativo das 4 condigoes avaliadas. As condigoes | e 2 representam as
linhas celulares WiDr e WiDr/10x na auséncia de butirato e as condi¢bes 3 e 4 na presenca do butirato

nas concentragoes de 3 mM e de 5 mM, respetivamente.

3.3.1. Avaliacao da Atividade Metabdlica
Este ensaio teve como finalidade a avaliacao da atividade metabdlica das células em
estudo em resposta a combinagao do efeito do butirato e posterior tratamento com

radioterapia.
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Assim, depois da terapia combinada anteriormente descrita, colocaram-se 25.000
células de cada suspensao celular em cada pogo de placas de 48 pogos. A distribuicao das
suspensoes celulares foi realizada em triplicado para cada condigao, tal como representado na
figura 17.

A atividade metabdlica foi medida 24, 48, 72 e 96 horas depois da irradiagao das
suspensoes celulares, através do ensaio de MTT, de acordo com o método anteriormente
descrito. Os resultados da proliferagio celular foram determinados em percentagem
relativamente aos controlos permitindo comparar a relagio de dose-resposta entre a

radioterapia e a terapia combinada nas duas linhas celulares.
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Figura 17. Esquema representativo da preparagao das placas de 48 pogos para o ensaio de MTT com
as linhas celulares WiDr e WiDr/10x. As linhas A, B e C da placa correspondem as suspensées com
administragcdo de butirato e posterior irradiagcao. As linhas D, E e F, correspondem as suspensoes

apenas irradiadas.

3.3.2. Avaliacao da Sobrevivéncia Celular

Para avaliar a resposta das linhas celulares ao efeito da combinagao do butirato com o
tratamento com radioterapia efetuou-se o ensaio clonogénico. Para este ensaio, procedeu-se
com a terapia combinada tal como descrito em 3.3 e prosseguiu-se com a distribuigao das 4
populagoes celulares por placas de 6 pogos, como previamente descrito em 3.2.1.

Com os resultados obtidos, foi possivel estabelecer as curvas de sobrevivéncia celular
para as linhas celulares WiDr e WiDr/10x. Determinaram-se também os respetivos DLs, e
avaliou-se a resposta das linhas celulares a irradiagdio combinada com o butirato

comparativamente a irradiagao isoladamente.
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3.3.3. Avaliacdao da Morte Celular

3.3.3.1. Avaliacao da Viabilidade Celular e dos Tipos de Morte Induzidos

Para determinar até que ponto a inibicao da proliferagao celular induzida pela
combinacao de butirato e pela radiagao ionizante se traduz numa diminui¢ao da viabilidade
celular utilizou-se a técnica de citometria de fluxo. Esta tecnologia permite analisar e avaliar
particulas suspensas num meio liquido que atravessam em fluxo rapidamente e individualmente
um feixe de radiagao laser (Davey & Kell, 1996).

O citometro de fluxo divide-se em trés sistemas: o fluidico que faz o transporte das
suspensoes em fluxo, o 6tico que consiste na irradiagao das células com um laser resultando
na dispersao de feixes de luz que sao redirecionados para fotodetetores através de filtros
oticos e, por ultimo, o eletrénico que converte os sinais de luz detetados em sinais eletronicos
processados num computador (Davey & Kell, 1996).

A anilise da dispersio da luz que incide nas células é feita por software (Paint-a-Gate®
3.02, Machintosh Software) e permite determinar o tamanho e a complexidade das particulas.
A absorgao de luz, com um determinado comprimento de onda, permite que haja reemissao
por fluorescéncia num comprimento de onda diferente, caso a célula possua um composto
naturalmente fluorescente ou um ou mais anticorpos marcados com fluorocromos na sua
estrutura. O isotiocianato de fluoresceina (FITC, do inglés fluorescein isothiocyanate) e a
ficoeritrina sao os corantes fluorescentes mais comummente usados.

Deste modo, podemos obter uma analise quantitativa da viabilidade celular e avaliar os
tipos de morte induzidos pela radiagao ionizante nas células tratadas previamente com o
butirato através da dupla marcagao com anexina V (AnV) acoplada ao fluorocromo FITC (do
inglés fluorescein isothiocyanate) e iodeto de propideo (IP).

A proteina anticoagulante AnV liga-se com alta afinidade a fosfolipidos anidénicos como
a fosfatidilserina. Nas células viaveis, a distribuicao dos fosfolipidos na bicamada da membrana
celular é assimétrica, estando a fosfatidilcolina e a esfingomielina no folheto externo da
membrana celular e a fosfatidilserina no folheto interno. Nas células em apoptose, a
fosfatidilserina sofre uma translocagao para a camada externa que é identificada através da
incubagao das células com AnV-FITC. A translocagao da fosfatidilserina é identificada por
recetores especificos que sinalizam as células apoptéticas para a sua remogao do tecido. Este
mecanismo € caracteristico de uma apoptose inicial pois ocorre enquanto ainda existe
integridade da membrana celular (Van Heerde et al., 2000). O IP é um corante fluorescente

com afinidade para o DNA. Contudo, por nao atravessar a bicamada lipidica, apenas marca
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células em apoptose tardia ou em necrose, pois tém a membrana celular comprometida
(Darzynkiewicz et al., 1992).

A aplicagao do método da dupla marcagao com AnV-FITC e IP permite agrupar e
classificar as populagoes celulares em quatro grupos distintos, de acordo com o evidenciado
na tabela 5. O grupo | é caracterizado por células viaveis as quais apresentam marcagoes
negativas para ambas as sondas. O grupo |l é caracterizado por células em apoptose inicial,
com marcagao positiva para a AnV-FITC e negativa para o IP. O grupo lll inclui as células em
apoptose tardia/necrose, com marcagao positiva para ambas as sondas. Por fim, o grupo IV
contabiliza as células em necrose, com marcagao negativa para a AnV-FITC e positiva para o

IP (Bedner et al., 1999).
Tabela 5. Padroes de marcagao com anexina V e iodeto de propideo para os diferentes grupos de
células.

Grupos ‘ Descricao AnV ‘ IP ‘

| Células viaveis - -

Il Células em apoptose inicial + -
I Células em apoptose tardia/necrose + +
v Células em necrose - +

Este ensaio foi avaliado 72 horas apos a irradiagao das células pois o efeito de certas
vias de morte é mais notorio. Assim, prepararam-se suspensoes com um milhao de células e
procedeu-se a centrifugacao a 1300 xG durante 5 minutos. O meio foi decantado e
ressuspendeu-se o pellet em PBS, efetuando-se uma nova centrifugagao. Posteriormente,
ressuspendeu-se o pellet em 100 pL de tampao de ligagao, constituido por 0,01 M de Hepes
(H7523, Sigma-Aldrich®), 0,14 M de NaCl (57653, Sigma-Aldrich®) e 0,25 mM de CaCl, (Sigma,
C4901, Sigma-Aldrich®) e incubou-se a suspensio celular com | pL de AnV-FITC (ANXVF,
Immunotech®) e com | pL de iodeto de propideo (KIT Immunotech®) durante |5 minutos, na
auséncia de luz e a temperatura ambiente. Depois, adicionaram-se 400 pL de tampao de ligagao
frio e realizou-se a andlise no citometro, utilizando os comprimentos de onda de excitagao de
525 nm para a AnV-FITC e de 640 nm para o IP. Os resultados sao apresentados em

percentagem de células analisadas em cada grupo com base nas marcagoes das sondas AnV-

FITC e IP.
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3.3.3.2. Avaliacao da Expressao de BAX e de BCL-2

O controlo das vias de ativagdao da apoptose esta relacionado com as diversas
moléculas envolvidas nas vias extrinseca ou intrinseca deste tipo de morte. A via extrinseca é
caracterizada pela ativagdo de uma cascata de caspases. A via intrinseca é ativada pelo stresse
intracelular ou extracelular, como a hipoxia, danos no DNA ou ativagao de oncogenes, e
desencadeia o aumento da expressao de proteinas pro-apoptéticas como a BAX, a BID e a
BAK. Por outro lado, a expressao de BCL-2 e de BCL-XL inibe a apoptose porque previne a
libertagao do citocromo-c (Hengartner, 2000).

As proteinas mais estudadas sao a BAX e a BCL-2 e encontram-se sobreexpressas no
CCR, podendo constituir um potencial marcador molecular (Khodapasand et al., 2015). Estas
proteinas sao capazes de formar homodimeros (BAX-BAX e BCL-2-BCL-2) e heterodimeros
(BAX-BCL-2). O equilibrio entre homodimeros e heterodimeros pode definir o balango proé-
apoptotico ou anti-apoptotico nas células. Depois de um estimulo de morte, a proteina BCL-
2 inibe a permeabilizacado da membrana externa da mitocondria, ao silenciar a BAX ou
competir com os locais de ligagdo da BAX a membrana externa mitocondrial. Assim, a BAX
promove a apoptose pela interagao com a mitocoéndria, de forma independente da interagao
com proteinas anti-apoptoticas (Murphy et al, 2000). Deste modo, quanto maior a razao
BAX/BCL-2, maior a tendéncia para as células entrarem em apoptose.

Neste ensaio, pretendeu-se avaliar o efeito do butirato e da radiagao ionizante na
expressao da razao entre as proteinas BAX e BCL-2 recorrendo a técnica de citometria de
fluxo.

Para esta avaliagdo, 72 horas apos a irradiagao, prepararam-se suspensoes com um
milhdo de células e centrifugaram-se a 1300 xG durante 5 minutos. O meio foi decantado e
ressuspenderam-se os pellets em PBS, procedendo-se a uma nova centrifugagio. O
sobrenadante foi descartado e adicionaram-se 100 pL de solugio de fixagio (Immunostep®,
Intracell™). De seguida, colocaram-se as suspensoes a repousar no escuro e a temperatura
ambiente durante |5 minutos. Depois, adicionaram-se 2 mL de PBS para lavar as células e
centrifugaram-se novamente. Depois de decantado o sobrenadante, incubaram-se as células
com 100 L de solugio de permeabilizagio (Immunostep®, Intracell™), 2,5 uL do anticorpo
anti-BAX-PE (Santa Cruz, sc-20067 PE) e 2,5 pL de anti-BCL-2-FITC (Santa Cruz, sc-509
FITC), durante |5 minutos no escuro e a temperatura ambiente. Seguidamente, realizou-se
uma nova lavagem com 2 mL de PBS e centrifugaram-se nas mesmas condigoes. Apds a
ressuspensao dos pellets com 400 pL de PBS, as suspensoes celulares foram guardadas a 4°C

até a leitura no citometro. A detecao foi feita utilizando os comprimentos de onda de
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excitagao de 585 nm para a BAX e de 530 nm para a BCL-2. Os resultados obtidos sao
expressos como média de intensidade de fluorescéncia (MIF), tendo-se calculado

posteriormente a razao BAX/BCL-2 e normalizados os resultados ao controlo.

3.3.3.3. Avaliacao do Potencial de Membrana Mitocondrial

O transporte de eletroes na cadeia respiratoria mitocondrial durante a fosforilagao
oxidativa liberta energia que é armazenada na forma de um gradiente protonico. Além disso,
forma-se também um gradiente eletroquimico, denominado por potencial da membrana
mitocondrial (AWm). Nas células vidveis, o AWm assume valores negativos entre 180 e 200
mV no interior da membrana mitocondrial interna (Bedner et al, 1999). Pelo estudo do
potencial de membrana mitocondrial, podemos avaliar também a morte celular, pois uma
diminuicao nos valores de AWm ¢é um dos eventos iniciais da apoptose. O controlo do AWm
parece estar também relacionado com as interagoes entre os membros da familia de proteinas
BCL-2 que estao localizados na membrana mitocondrial e com a formagao de homo ou de
heterodimeros (Bedner et al., 1999).

A sonda JC-I| (do inglés 5,5°,6,6tetrachloro-1, | 8,3,3-tetraethylbenzimidazolcarbocyanine
iodide) € uma sonda fluorescente capaz de medir especificamente alteragées no AWm (Bortner
et al, 1999). O JC-1 é um catiao lipofilico com a capacidade de formar agregados (A) ou
mondmeros (M), dependendo do estado do potencial da membrana mitocondrial (polarizado
versus despolarizado). As duas formas de JC-|I emitem fluorescéncia em comprimentos de
onda diferentes. Nas células vidveis, o AWm elevado permite a formagao de agregados (A) de
JC-1, que sao detetaveis através de emissao de fluorescéncia ao comprimento de onda de 585
nm (fluorescéncia vermelha). Quando ha uma diminuicio do potencial de membrana
mitocondrial, ou despolarizagao da célula, o JC-1 é expulso da mitocondria na forma de
monomeros (M), podendo ser identificado por emissao de fluorescéncia com o comprimento
de onda de 525 nm (florescéncia verde). Assim, a razao entre a fluorescéncia emitida pelo JC-
| na forma de mondémeros e a fluorescéncia emitida na forma de agregados (M/A), é
determinada por citometria de fluxo e permite ter uma estimativa do potencial de membrana
mitocondrial (Salvioli et al., 1997; Wagner et al., 2003).

Para este procedimento, 72 horas apos a irradiagao, as suspensoes de um milhao de
células foram centrifugadas a 1300 xG durante 5 minutos. O meio foi decantado e os pellets
foram ressuspensos em tampao PBS. De seguida, as células foram incubadas com | pL de JC-
| a partir de uma solugio com concentragio de 5 mg/mL (Molecular Probes®, Invitrogen™),

na auséncia de luz e a temperatura de 37°C, durante 15 minutos. A detegio foi efetuada
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utilizando um comprimento de onda de excitagao de 490 nm. Os resultados obtidos sao
apresentados como MIF, tanto para a forma de monémeros, bem como para a forma de
agregados, tendo-se calculado posteriormente a razao M/A e normalizado os resultados em

relacao ao controlo.

3.3.3.4. Avaliacdo do Ciclo Celular

O ciclo celular consiste num processo sequencial através do qual a célula duplica o seu
material genético e se divide em duas células-filhas idénticas. O ciclo divide-se em quatro fases
principais. O material genético é replicado durante a fase S (sintese) e, posteriormente, os
cromossomas duplicados sao separados equitativamente pelas células-filhas na fase M (mitose).
Entre estas fases, existe ainda a fase G| (do inglés gap-1) antes da fase S e a fase G2 (do inglés
gap-2) antes da mitose. As células na fase G1, antes de iniciarem a replicagao do DNA, podem
entrar num estado de repouso, denominado de fase GO. A fase pré-GO corresponde ao pico
apoptotico (Vermeulen et al., 2003).

De forma a avaliar os efeitos da radiagao ionizante no ciclo celular das células com a
presenca do butirato, recorreu-se a um método que utiliza uma solugao de IP e ribonuclease
(RNase). Como referido anteriormente, o IP é um composto com a capacidade de se
intercalar no DNA e no RNA pelo que so6 ¢ possivel conseguir especificidade para a marcagao
do DNA através da remogao do RNA pelo uso de RNase. A analise do ciclo celular por
citometria de fluxo é representada num histograma de intensidade de fluorescéncia. A
quantidade de DNA presente em cada fase do ciclo celular e a intensidade da fluorescéncia
emitida pelo IP permitem dividir as células em quatro subpopulagoes diferentes,
correspondentes as fases GO, GI, S ou G2/M (Bryan et al., 2010).

Assim, 72 horas apos a irradiagao, as suspensoes com um milhdo de células foram
centrifugadas a 1300 xG durante 5 minutos e descartou-se o sobrenadante. Adicionaram-se
aos pellets 200 pL de etanol a 70% com o tubo em agitagao no vértex e incubaram-se durante
30 minutos, no escuro e a 4°C. Seguidamente, lavaram-se as células com 2 mL de PBS e
centrifugaram-se novamente. Depois de decantado o sobrenadante, adicionaram-se 200 pL de
solugio IP/RNase (Immunostep®) e incubaram-se os pellets durante |5 minutos, no escuro e a
temperatura ambiente. A detegao foi feita utilizando o comprimento de onda de excitagao de
488 nm. Os resultados foram apresentados em percentagem de células existentes em cada

fase do ciclo celular: pré-G0, GO/GI, S e G2/M.

-52.-



Materiais e Métodos

3.3.4. Avaliacdo do Stresse Oxidativo e das Defesas Antioxidantes

Pretendeu-se também avaliar qual o efeito da combinagio do butirato com a
radioterapia a nivel do stresse oxidativo de ambas as linhas celulares em estudo. Para isso,
recorreu-se igualmente a citometria de fluxo para avaliar a produgao intracelular de varias
espécies reativas de oxigénio como os peréxidos e o anido superoxido (O,”), e ainda as defesas
antioxidantes. Estes ensaios foram medidos 24 horas apos a irradiagao das células porque as

espécies reativas de oxigénio tém um tempo de vida curto.

3.3.4.1. Avaliacao da Producao Intracelular de Peréxidos

A produgao intracelular de peréxidos apos o tratamento com radiagao ionizante foi
determinada através da quantificagdo da oxidagao intracelular da sonda 2’-7’-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH,-DA, Sigma®). O DFCH,-DA é uma sonda
lipossoluvel nao-fluorescente que atravessa a membrana celular devido a presenca de grupos
acetatos. No interior das células, estes grupos sao removidos por esterases, o que determina
a acumulagao de DCFH, no citoplasma. Por sua vez, o DCFH, é oxidado por peroxidos
intracelulares em 2’-7’-diclorofluoresceina (DCF), uma molécula altamente fluorescente. O
comprimento de onda de excitagao desta sonda é de 488 nm, enquanto a fluorescéncia de
emissao € de cor verde com um comprimento de onda de 530 nm. A intensidade de
fluorescéncia é proporcional a concentragao intracelular de peroxidos, destacando-se a
importancia do peréxido de hidrogénio (H,O,) (Bromme et al., 2008).

Para esta avaliagao, as suspensoes celulares com um milhao de células foram
centrifugadas a 1300 xG durante 5 minutos. Depois de decantar o meio, os pellets foram
ressuspensos em PBS e realizou-se a incubagio com DCFH,-DA (Molecular Probes®,
Invitrogen™), numa concentragao de 5 pM, dissolvida em DMSO, durante 45 minutos, na
auséncia de luz e a temperatura de 37°C. Seguidamente, adicionou-se PBS e centrifugaram-se
as suspensoes celulares. Os pellets foram ressuspensos em 400 pL de solugao tampao PBS. A
detegao por citometria de fluxo foi realizada usando um comprimento de onda de excitagao
de 488 nm e de emissao de 530 nm. Os resultados foram normalizados a condigao controlo,
para cada linha celular, e calculou-se a razao entre a medigao da condi¢ao experimental e do

respetivo controlo.
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3.3.4.2. Avaliagdao da Producao Intracelular do Anido Superéxido

O aniao superédxido (O,”) foi avaliado através da marcagao com a sonda dihidroetideo
(DHE, Sigma®). Esta sonda atravessa facilmente a bicamada de fosfolipidos das membranas
celulares e é oxidada em etideo pelo aniao superéxido. Este composto consegue intercalar-se
no DNA e emitir fluorescéncia de cor vermelha. Esta reacao é especifica para o aniao
superoxido, sendo minima a oxidagao induzida pelo peroxido de hidrogénio e pelo acido
hipocloroso (Tarpey et al., 2004).

Neste ensaio, as suspensoes celulares com um milhao de células foram centrifugadas a
1300 xG durante 5 minutos. Depois de decantar o sobrenadante, ressuspenderam-se os pellets
em tampao PBS e incubaram-se as suspensoes com DHE dissolvido em DMSO, numa
concentragio final de 5 pM, durante 15 minutos, a temperatura de 37°C e na auséncia de luz.
Apos a incubagao, adicionou-se PBS e procedeu-se a uma nova centrifugacao e a ressuspensao
em 400 pL de tampao PBS. A detegao foi efetuada com um comprimento de onda de excitagao
de 620 nm. Os resultados obtidos foram posteriormente normalizados ao controlo, como

referido na secgao 3.3.4.1.

3.3.4.3. Avaliacao da Expressao da Glutationa Reduzida

A glutationa reduzida (GSH) é um nucledfilo forte e confere protegao as células contra
danos provocados por radicais livres, oxidantes e eletrofilos. A modulagao das concentragoes
de GSH pode influenciar a sensibilidade das células a radioterapia, bem como o efeito
citotoxico de diferentes agentes quimioterapéuticos (Rice et al., 1986).

Para a avaliacao e a marcagao de GSH, utilizou-se um corante fluorescente denominado
de alaranjado de mercurio. Este composto tem uma cinética de ligagao ao GSH superior a da
sua ligagao aos grupos sulfidril das proteinas. A ligagao do corante ao GSH da origem a um
composto que emite fluorescéncia vermelha quando excitado com um laser de argon com um
comprimento de onda de 488 nm (O’Connor et al., 1988).

Assim, para este ensaio, centrifugaram-se as suspensoes com um milhao de células a
1300 xG durante 5 minutos. Depois de decantado o sobrenadante, os pellets foram
ressuspensos em | mL de tampao PBS. Em seguida, adicionou-se o alaranjado de mercurio
(Sigma®) na concentragio de 40 uM, deixando-se a incubar durante |5 minutos na auséncia de
luz e a temperatura de 37°C. Apds a marcagao, as células foram novamente centrifugadas e
os pellets foram ressuspensos em 400 pL de PBS. A detecao foi efetuada com o comprimento
de onda de excitagao de 620 nm. O processamento dos dados foi feito da mesma forma

descrita na secgao 3.3.4.1.
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3.4. Analise Estatistica

Para a andlise estatistica dos resultados recorreu-se ao software IBM® SPSS® Statistics,
versao 20.0 (IBM Corporation, Armonk, New York, EUA). A andlise descritiva das variaveis
quantitativas do estudo foi calculada a partir de estimadores de tendéncia central, de dispersao
e de localizacao.

Na andlise inferencial, foi utilizado o teste Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade de
distribuicao das varidveis quantitativas.

Na andlise da proliferagao celular através do ensaio de MTT, os valores experimentais
obtidos foram ajustados a um modelo sigmoidal de concentragao-resposta utilizando o
software OriginPro 8.0 (OriginLab Corporation, Northampton, EUA), de acordo com a

equagao 4, onde x, corresponde ao valor que inibe a proliferagao a 50% (ICs).

_ . 100 Ea. 4
Proliferacio (%) = 15 107 0gxo) (Eq. 4)

As curvas de sobrevivéncia celular foram ajustadas ao modelo linear quadratico, de
acordo com a equagao 3, utilizando o software OriginPro.

A comparagao entre as condi¢oes experimentais de cada linha celular, no que diz
respeito aos parametros da viabilidade e ao ciclo celular, foi realizada segundo o teste ANOVA
de um factor (em caso de distribuicao normal e homogeneidade de variancias) ou segundo o
teste Krustal-Wallis (em caso contrario) e as comparagoes multiplas segundo a correcao de
Bonferroni. Na comparagao da expressao de BAX/BCL-2 com o controlo, foi utilizado o teste
t de Student para uma média, comparando com o valor de padronizagao (controlo igual a I).
Na comparagao entre as restantes condigoes experimentais, foi utilizado o teste t de Student
para amostras independentes no caso de haver normalidade da distribuigao dos valores ou o
teste de Mann-Whitney em caso contrario.

Os valores experimentais obtidos para a produgao de lactato por RMN foram
ajustados a um modelo linear utilizando o software OriginPro, de acordo com a equagao 4,
onde m representa o declive da reta. Este parametro foi comparado entre condigao controlo

e tratamento segundo o teste t de Student para amostras independentes.

y=m-x (Eq. 5)

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

Este trabalho foi elaborado com o intuito de perceber se o butirato pode constituir
um radiossensibilizante para o CCR e melhorar a eficacia do tratamento de radioterapia.
Inicialmente, de acordo com as metodologias descritas no capitulo lll, foi estabelecida uma
linha celular radiorresistente a partir de uma linha celular humana de CCR, sendo avaliada a
atividade metabolica com diferentes concentragoes de butirato e o efeito da sua presenga no
metabolismo da linha celular radiorresistente (4.1). Posteriormente, foi avaliada a resposta das

linhas celulares em estudo a combinagao do butirato com a radioterapia (4.2).

4.1. Inducao de Resisténcia a Radioterapia

4.1.1. Avaliacao da Sobrevivéncia Celular

A sobrevivéncia celular das linhas celulares em estudo foi avaliada apos o ensaio
clonogénico se ter desenrolado durante 12 dias. Os resultados permitiram determinar os
fatores de sobrevivéncia das células em resposta a doses crescentes de radiagao e obter as
curvas de dose-resposta, as quais foram ajustadas ao modelo linear-quadratico. Este ensaio
contou com dados anteriormente obtidos relativos ao tratamento das linhas celulares WiDr
e WiDr/10x apenas com radioterapia, ou seja, sem a presenca do butirato (Ferreira, 2014).

A tabela 6 mostra os valores de DLs, determinados apds a radioterapia, utilizada
isoladamente, nas duas linhas celulares em estudo. A linha celular WiDr/|0x apresentou um

valor de DLy, superior a linha celular WiDr, respetivamente de 4,801 Gy e de 2,482 Gy.

Tabela 6. Valores dos parametros obtidos a partir do ajuste das curvas de sobrevivéncia celular das
linhas WiDr e WiDr/10x ao modelo linear-quadratico.

Linha celular DL;, (Gy) r’
WiDr 2,482 0,955
WiDr/10x 4,801 0,944

4.1.2. Avaliacao da Atividade Metabdlica

Como foi referido, o estudo da proliferagao celular foi realizado pela avaliagao da
atividade metabodlica através do ensaio de MTT. Os resultados obtidos permitiram determinar
o valor da atividade metabdlica das células em resposta a incubagao com concentragoes
crescentes de butirato, sendo estes apresentados em percentagem relativamente aos

controlos (culturas celulares sem butirato). Para efeitos de comparagao apresentam-se
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igualmente dados relativos a avaliagao da atividade metabolica da linha celular nativa WiDr,
anteriormente obtidos no trabalho realizado pelos mestres Telmo Gongalves e Joao
Encarnagao. Assim, a partir dos valores de atividade metabolica foi possivel tragar curvas de
concentragao-resposta das linhas celulares WiDr e WiDr/l10x (Figura 18) e calcular os
respetivos valores de ICs, para os quatro tempos de incubagao analisados (Tabela 7).

A andlise da figura 18 mostrou que a inibicao da atividade metabolica das duas linhas
celulares é dependente do aumento da concentragao de butirato em todos os tempos de
incubagao. Porém, esse efeito nao foi tao notorio as 24 horas, o que impossibilitou o calculo
do valor de IC;s, para a linha celular WiDr.

Pela andlise da tabela 7 verifica-se que apos as 48 horas de incubagao a inibicao da
atividade metabdlica nao é dependente do tempo de exposigao ao butirato, na medida em que
as 48 horas os valores de IC;, obtidos foram de 2,84 mM para a linha celular WiDr e de 4,48
mM para a linha celular WiDr/10x, e as 96 horas foram de 4,44 mM para a linha celular WiDr
e de 3,63 mM para a linha celular WiDr/10x. Verifica-se igualmente que nao ha diferengas
significativas entre a linha celular radiorresistente e a linha celular nativa. Contudo, a linha
celular WiDr/10x aparenta ser menos sensivel as 48 horas, apresentando um valor de ICs,
superior a linha celular WiDr.

A partir destes resultados foi escolhida a concentragao de butirato para os estudos
subsequentes em ambas as linhas celulares, nomeadamente para a avaliagao da combinagao do
efeito do butirato no tratamento das células com radioterapia (capitulo 4.2), sendo essa
concentragao correspondente ao valor de ICs, obtido as 48 horas para as linhas celulares
WiDr e WiDr/10x. Como referido anteriormente, as células foram sujeitas ao butirato

durante 24 horas de forma a nao ocorrer um efeito citotoxico por parte deste.
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Figura 18. Atividade metabdlica as 24, 48, 72 e 96 horas e respetivas curvas de concentragao-resposta

das linhas celulares WiDr e WiDr/I0x em resposta a incubagdo com butirato. Os resultados

representam a média e o desvio padrio de pelo menos 3 experiéncias independentes realizadas em

duplicado (n26).
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Tabela 7. Valores de ICs e respetivos r2 (coeficiente de determinagao) obtidos para as linhas celulares
WiDr e WiDr/10x ap6s incubagao com o butirato durante 24, 48, 72 e 96 horas.

. Tempo de 2
Linha celular incubacio (h) 1C5o (MM) r
24 * *
48 2,84 0,96
WiDr
72 4,19 0,98
96 4,44 0,98
24 17,45 0,71
48 4,48 0,99
WiDr/10x
72 3,39 0,99
96 3,63 0,99

*nao foi possivel calcular
Relativamente aos tempos de duplicagao celular, verificou-se que a linha celular
WiDr/10x apresentou um tempo superior (30,86 horas) relativamente a linha celular nativa

WiDr (26,04 horas), como podemos ver na tabela 8.

Tabela 8. Valores do tempo de duplicagao celular obtidos para as linhas celulares WiDr e WiDr/|0x.

Linha celular Tempo de duplicagao celular (h)
WiDr 26,04
WiDr/10x 30,86

4.1.3. Avaliacio do Efeito do Butirato no Metabolismo

O fluxo glicolitico da linha celular radiorresistente WiDr/10x foi avaliado através de
espectroscopia de RMN com o objetivo de determinar alteragdes na atividade metabdlica
promovidas pelo butirato. O marcador isotépico utilizado para este ensaio foi a glicose
uniformemente marcada com carbono-13 ([U-"C]glicose).

Desta forma, efetuou-se a determinagao da producio de [U-">C]lactato pelas células
WiDr/10x ao longo do tempo, na auséncia do butirato (controlo) e na presenga do butirato.
As expansdes de ressonincia apresentadas na figura 19 referem-se ao [U-"’C]lactato
produzido e existente no meio de cultura ao fim de O, de |, de 3, de 4, de 6 e de 8 horas de

incubagio com o meio suplementado com [U-"*C]glicose.
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Pela andlise qualitativa da figura 19 observa-se uma diminuicao de tamanho nos picos

de lactato marcado com a presenga do butirato no meio de cultura das células.

e

1.430 1.420 1410 1.400 1.390 PPM 1.430 1.420 1410 1.400 1.390 PPM

Figura 19. Expansio de um dos satélites de [U-'3C]lactato no espectro de 'H-RMN do meio de
cultura da linha celular WiDr/10x, respeitante ao conteido em lactato durante os diferentes tempos
de incubacao (0, I, 3, 4, 6 e 8 horas) nas duas condi¢oes estudadas: controlo (A) e presenga do butirato
(B). A ressonancia é constituida por 6 picos que resultam do acoplamento homo- (3JuH) e heteronuclear

(Jnc e 3Jho).

Na figura 20 est4 representada a evolugio da concentragio de [U-"C]lactato no meio
de cultura obtida através da quantificagao dos picos da figura |9 e respetiva normalizagao ao
controlo (valina). Nesta representagao foi possivel ajustar a uma fungao linear e determinar
os valores do declive da reta e do erro-padrao associados, apresentados na tabela 9. Pela
andlise do grafico pode notar-se uma diminuigao estatisticamente significativa do valor do
declive da reta de 0,563+0,004 para 0,442+0,017 da condigao controlo para a condi¢gao com

a presenga do butirato (p=0,021).

WiDr/10x

— Controlo
— Butirato

Lactato (mM)
e

0 g T ’ T ' i :
0 2 4 6 8

Tempo (h)
Figura 20. Concentragao de [U-'3C]lactato no meio de cultura ao longo das 8 horas de incubagao na

linha celular WiDr/10x nas duas condi¢coes estudadas: controlo e incubacao com butirato. Os
resultados em cada tempo expressam a média e desvio padrao de 4 experiéncias independentes.
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Tabela 9. Valores de declive da resposta-linear relativos a producao de lactato pelas células
WiDr/10x. Os resultados sao expressos como declive e erro-padrao, na condicao controlo e na
presenca do butirato.

Condicao Declive Erro-padrao
Controlo 0,563 0,017
Butirato 0,442 0,004

Os espectros de 'H-RMN e de "C-RMN dos extratos de metanol de ambas as
condigoes foram comparados para avaliar os efeitos do butirato no estado redox do citosol,
no acoplamento entre a glicolise e o ciclo de Krebs, no seu turnover e no processo de
anaplerose. Na figura 21 encontram-se os graficos referentes aos resultados preliminares
deste ensaio.

O efeito do butirato no estado redox do citosol foi avaliado nas duas condigoes em
estudo através da razio entre o carbono 3 do lactato e o carbono 3 da alanina
(C3_Lac/C3_Ala). A um valor mais elevado da razao corresponde um maior incremento do
processo glicolitico na condi¢ao testada. No grafico (A) da figura 21 estao apresentados os
resultados da quantificacdo da razao C3_Lac/C3_Ala, a partir da qual se observou que a
presenca do butirato promoveu uma tendéncia para o aumento da razao C3_Lac/C3_Ala de
0,307+0,092 para 0,505+0,242.

Por sua vez, a razao entre o C3_Lac e o carbono 4 do glutamato (C4_Glut) permitiu
avaliar o efeito do butirato no acoplamento entre a glicolise e o ciclo de Krebs. Pela anilise
dos resultados representados no grafico (B) da figura 21, verificou-se uma tendéncia para o
aumento da razio C3_Lac/C4_Glut de 0,687%0,095 no controlo para 1,610+0,734 na
presenca do butirato.

O turnover do ciclo de Krebs foi avaliado pela quantificagao da razao Q/D45 do carbono
4 do glutamato. A um valor da razao Q/D45 mais elevado corresponde um nimero maior de
voltas do ciclo de Krebs e, por conseguinte, maior é a velocidade do seu turnover. Estes
resultados estao representados no grafico (C) da figura 21, onde se pode verificar que o
butirato induziu uma tendéncia para a diminuicio desta raziao de 0,387+0,033 para
0,268+0,01I.

Por fim, o efeito do butirato na anaplerose, ou seja, no reabastecimento dos
metabolitos intermédios nas vias metabdlicas, foi avaliado através da razao entre o carbono 3
e o carbono 4 do glutamato. Os resultados desta quantificagao estao representados no grafico

(D) da figura 21, onde se pode verificar que a presenga do butirato nao levou a diferengas da

-63 -



Butirato e Radioterapia no Cancro Colorretal

razao C3_GIlu/C4_Glu, apresentando valores de 0,442+0,016 para 0,511+0,094 para a

condigao controlo e para a condigao com butirato, respetivamente.
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Figura 21. Efeitos do butirato no estado redox do citosol (A), no acoplamento entre a glicolise e o
ciclo de Krebs (B), no seu turnover (C) e no processo de anaplerose (D) na linha celular WiDr/10x
nas condigbes controlo e com butirato. Os valores apresentados nos quatro graficos exprimem a

média e desvio padrao de pelo menos 2 experiéncias independentes.

4.2. Awvaliacao do Efeito da Combinacao do Butirato com Radioterapia

4.2.1. Avaliacao da Atividade Metabdlica

Prosseguiu-se com a avaliagao da atividade metabdlica das linhas celulares WiDr e
WiDr/10x em resposta ao tratamento das células com radioterapia isoladamente ou em
combinagao com o butirato. Os resultados deste ensaio estao apresentados em percentagem
relativamente aos respetivos controlos e encontram-se representados nos graficos das figuras
22 e 23. Para efeitos de comparagao, em todos os estudos seguintes, a condi¢ao controlo,
sem butirato, foi utilizada como referéncia para avaliar as condi¢oes tratadas apenas com
radioterapia e, de forma semelhante, a condigao com butirato foi utilizada como controlo para

avaliar as condic¢oes tratadas com radioterapia em combinagao com o butirato.
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Relativamente a linha celular nativa WiDr (Figura 22), foram observadas algumas
diferencgas na proliferagao celular das células sujeitas a doses baixas de radiagao, embora se
verifiquem valores da atividade metabolica acima de 75% para todos os tempos de incubagao.
No tratamento sem butirato, a atividade metabdlica diminuiu de forma significativa na condicao
de irradiagao com 2 Gy as 24 h (p=0,005) e as 48 h (p=0,041) em relagao ao controlo. Em
combinagao com a administragao prévia do butirato verificou-se uma diminuicao significativa
da mesma na condigao de But + 2 Gy as 24 h (p=0,005), as 48 h (p=0,003) e as 72 h (p=0,018)
relativamente ao controlo com a presenga do butirato. Em contraste, no tratamento das
células com doses de radiacao mais elevadas, observou-se um maior efeito na inibicao da
proliferagao celular. Na condigao isolada de 10 Gy verificou-se que, quanto maior o tempo de
incubagao, maior a inibicaio da atividade metabdlica, com diferencas estatisticamente
significativas entre os tempos de 24 h (p=0,002), de 48 h (p=0,002) e de 72 h (p=0,002) com
as 96 horas. Nesta condicao obteve-se ainda significancia estatistica entre os valores da
proliferacao celular em relagio ao controlo as 48 h (90,43%+4,53%; p=0,004), as 72 h
(63,11£3,01%; p<0,001) e as 96 h (51,09+5,73%; p<0,001). Na irradiagaio com [0 Gy
combinada com butirato verificou-se a mesma dependéncia temporal, com diferengas
estatisticamente significativas entre as 24 h (p=0,001), as 48 h (p=0,001) e as 72 h (p=0,001)
com as 96 horas. Neste tratamento com butirato observou-se ainda uma diminuicao
significativa da atividade metabodlica em todos os tempos testados, comparativamente ao
controlo com butirato, com os valores de 89,61+5,57% as 24 h (p=0,003), de 82,63+7,68% as
48 h (p=0,003), de 61,71+6,37% as 72 h (p<0,001) e de 42,14+1,70% as 96 h (p<0,001).

Comparando a proliferagao celular entre as condigoes de tratamento com radioterapia
metabdlica entre os tempos mais longos, com diminuigao significativa de 89,42+10,72% para
63,11£3,01% as 72 h (p=0,002) e de 96,90+4,22% para 51,09+5,73% as 96 h (p=0,002), da
condigao de 2 Gy para a condigao de 10 Gy. Esta observagao foi também constatada entre as
condigoes de combinagao com butirato, verificando-se uma diminuigao significativa dos valores
da atividade metabolica de 93,37+4,70% para 61,71%6,37% as 72 h (p=0,002) e de 97,20%3,99%
para 42,14+1,70% as 96 h (p=0,001), da condigao de But + 2 Gy para a condigao de But + 10
Gy. Além disso, estabelecendo uma comparagao entre os dois tratamentos, radioterapia
isolada e na combinagao com o butirato, nao se observaram diferengas a nivel da atividade
metabdlica com doses baixas de radiagao para nenhum dos tempos testados. No tratamento
das células com as doses mais elevadas verificou-se que o efeito do butirato combinado a

irradiagao induziu uma diminuigao da atividade metabolica face a irradiagao isolada, para todos
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Figura 22. Atividade metabolica as 24, 48, 72 e 96 horas da linha celular WiDr em resposta a
radioterapia isolada ou em combinagao com butirato. Os resultados expressam a média e o desvio
padrao de pelo menos 3 experiéncias independentes realizadas em duplicado (n26). As diferencas
estatisticamente significativas encontram-se assinaladas com * para p<0,05, com ** para p<0,0| e com
*#* para p<0,001, sendo que as significancias assinaladas em (A) e (C) sdo referentes ao controlo sem
butirato e em (B) e (D) referentes ao controlo na presenca do butirato, para os tempos de incubagao

respetivos.

os tempos estudados, constatando-se diferengas estatisticamente significativas as 96 horas
(p=0,005).

Por sua vez, a andlise do grafico referente a linha celular radiorresistente WiDr/|0x
(Figura 23) mostrou que o tratamento com as doses de radiagao baixas levou a alteragoes na
atividade metabdlica apenas com a presen¢a do butirato nas células, apesar de ainda se
verificarem proliferagoes acima de 75% para todos os tempos de incubagao para a condigao
de But + 2 Gy, assim como para a condigao de 2 Gy. Em combinagao com o butirato, na
condigao de But + 2 Gy, foram verificadas diminuigoes significativas da atividade metabdlica as
24 h (p=0,005), as 48 h (p<0,001) e as 72 h (p<0,001) relativamente ao controlo com butirato.
No tratamento com as doses de radiagao mais elevadas observou-se um maior efeito na
inibicao da proliferagao celular. Na condicao de 10 Gy observou-se uma inibigao da atividade
metabodlica pouco dependente do aumento do tempo de incubagao, tendo-se verificado
significancias estatisticas entre as 24 h (p=0,005) e as 48 h (p=0,005) com as 96 horas. Nesta
condicao observou-se uma diminuigao significativa da atividade metabodlica em relagao ao

controlo as 24 h (90,97%4,65%; p=0,005), as 72 h (82,74+6,79%; p=0,002) e as 96 h
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(73,35%9,05%; p<0,001), sendo este ultimo o Unico valor de atividade metabdlica abaixo de
75%. Em combinagao com o butirato foi observada uma clara dependéncia temporal na inibigao
da atividade metabdlica na condigao de But + 10 Gy, sendo que esta atingiu um minimo as 96
horas, estatisticamente inferior aos valores obtidos as 24 h (p=0,003), as 48 h (p=0,002) e as
72 h (p=0,014). Além disso, nesta condicao verificou-se uma diminuicao significativa da
atividade metabolica em relagao ao controlo para todos os tempos testados, com valores de
82,06+8,66% as 24 h (p=0,002), de 61,92+6,37% as 48 h (p<0,001), de 49,06+6,03% as 72 h
(p<0,001) e de 42,43+2,25% as 96 h (p<0,001).

Quando avaliada a comparagao entre as condigoes de tratamento com radioterapia
isoladamente, é possivel observar que o aumento da dose de radiagao induziu a inibicao da
proliferagao celular apenas nos tempos mais longos. A atividade metabdlica diminuiu de forma
significativa de 103,94+7,74% para 82,74+6,79% as 72 h (p=0,005) e de 103,36%11,03% para
73,35+9,05% as 96 h (p=0,001) quando comparadas a condicao de 2 Gy com a condigao de

|0 Gy, respetivamente. Com o butirato combinado com a radioterapia nas células
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Figura 23. Atividade metabolica as 24, 48, 72 e 96 horas da linha celular WiDr/10x em resposta a
radioterapia isolada ou em combinagdo com butirato. Os resultados expressam a média e o desvio
padrao (n26). As diferengas estatisticamente significativas encontram-se assinaladas com * para p<0,05,
com ** para p<0,0] e com *** para p<0,001, sendo que as significincias assinaladas em (A) e (C) sao
referentes ao controlo sem butirato e em (B) e (D) referentes ao controlo na presenca do butirato,
para os tempos de incubagao respetivos.
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radiorresistentes observou-se o mesmo efeito na atividade metabdlica. Esta diminuiu
significativamente de 81,42+3,71% para 61,92+6,37% as 48 h (p=0,002), de 85,24+2,36% para
49,06+6,03% as 72 h (p=0,001) e de 99,03+4,78 para 42,43+2,25% as 96 h (p=0,001) quando
comparadas a condicao de But + 2 Gy para a condi¢ao de But + 10 Gy, respetivamente. Por
fim, estabelecendo a comparagao entre a irradiagao sem butirato e com butirato, observou-
se que a irradiagao combinada com o butirato induziu a inibicao da atividade metabolica em
todos os tempos estudados. Entre as condigoes de 2 Gy e de But + 2 Gy foi possivel constatar
diferengas com significancia estatistica as 24 h (p=0,038), as 48 h (p=0,002) e as 72 h (p=0,002).
Verificaram-se também diferencas significativas as 48 h (p=0,002), as 72 h (p=0,001) e as 96 h
(p=0,001) entre as condi¢oes de 10 Gy e de But + 10 Gy.

Através da comparagao entre as duas linhas celulares, foi possivel concluir que a linha
celular radiorresistente WiDr/|0x aparenta ser menos sensivel ao tratamento de radioterapia
isoladamente. Porém, o perfil de atividade metabdlica apresenta-se semelhante ao da linha

celular nativa WiDr em resposta ao tratamento de radioterapia na presenga do butirato.

4.2.2. Avaliacao da Sobrevivéncia Celular

Para o estudo da sobrevivéncia celular utilizou-se o ensaio clonogénico. Os resultados
permitiram determinar o fator de sobrevivéncia das células em resposta aos tratamentos de
radioterapia em combinagao com a administragao prévia do butirato, de forma a obter as
curvas de dose-resposta ap6s o ajuste ao modelo linear-quadratico.

A figura 24 representa as curvas de dose-resposta ajustadas ao modelo linear-
quadratico referentes a linha celular nativa WiDr e a linha celular radiorresistente WiDr/10x
em resposta ao tratamento de radioterapia combinado com o butirato. Pela analise dos
resultados foi possivel observar a diminui¢cao dos fatores de sobrevivéncia com o aumento da
dose de radiacao tanto na linha celular WiDr como na linha celular WiDr/10x. Além disso, a
linha celular radiorresistente apresentou fatores de sobrevivéncia superiores a linha celular
nativa, com diferengas estatisticamente significativas com as doses de 6 Gy (p=0,028) e de 10
Gy (p=0,004). A linha celular WiDr apresentou um fator de sobrevivéncia celular de 0,20+0,06
com a dose de 6 Gy e de 0,04+0,01 com a dose de 10 Gy, relativamente ao controlo. Por sua
vez, a linha celular WiDr/I0x apresentou sempre fatores de sobrevivéncia superiores,
correspondendo a 0,28+0,04 com a dose de 6 Gy e a 0,09£0,02 com a dose de 10 Gy,
relativamente ao controlo. E de referir que todas as condi¢des foram incubadas na presenca

do butirato.
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Figura 24. Valores do fator de sobrevivéncia e curvas de dose-resposta das linhas celulares WiDr
(representada a azul) e WiDr/10x (representada a vermelho) em resposta a irradiagao com doses
crescentes na presenca de butirato. Os resultados apresentados correspondem a média e ao desvio-
padrio (n=6). As diferencas estatisticamente significativas encontram-se assinaladas com * (p<0,05) e

% (p<0,01).

Na tabela 10 encontram-se apresentados os respetivos valores de DL, determinados
quer no tratamento de radioterapia isoladamente quer no tratamento combinado com
butirato nas duas linhas celulares em estudo. A linha celular WiDr apresentou valores de DLs,
semelhantes, tendo-se obtido os valores de 2,482 e de 2,980 Gy em cada modalidade de
tratamento, respetivamente. Em relacao a linha celular radiorresistente WiDr/10x, verificou-
se uma diminui¢ao dos valores de DLg, de 4,801 para 3,221 Gy no tratamento combinado com
o butirato comparativamente com a radioterapia isolada. Este resultado permitiu concluir que
os efeitos do butirato parecem sensibilizar a linha celular radiorresistente, verificando-se um

menor DLs, e maior diminuicao da sobrevivéncia celular.

Tabela 10. Valores dos parametros obtidos a partir do ajuste das curvas de sobrevivéncia celular das
linhas WiDr e WiDr/10x ao modelo linear-quadratico.

. Concentracao de 2

Linha celular Butirato DL;, (Gy) r
- 2,482 0,955

WiDr
3mM 2,980 0,999
) 4,801 0,944
WiDr/10x

5mM 3,221 0,996
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4.2.3. Avaliaciao da Morte Celular

4.2.3.1. Avaliacao da Viabilidade Celular e Tipos de Morte Induzidos

Tal como descrito anteriormente, a viabilidade celular foi avaliada por citometria de
fluxo apds 72 horas, utilizando a dupla marcagao com AnV e IP com o intuito de determinar
os tipos de morte celular induzidos, em resposta ao tratamento de radioterapia em
combinagao com butirato. Nos graficos das figuras 25 e 26 encontram-se representadas as
diferentes populagoes celulares identificadas apds o tratamento das linhas celulares WiDr e
WiDr/10x.

Em relagao a linha celular nativa WiDr (Figura 25) foi possivel observar que a irradiagao
com doses baixas induziu redugao da viabilidade, tanto isoladamente como na presenga do
butirato. Verificou-se uma diminuigao significativa do numero de células viaveis que passou de
76,67+1,05% na condigao controlo para 71,25%1,39%, na condigao de 2 Gy (p=0,029). Com a
presenga do butirato, esta populagao celular sofreu também uma diminuigao significativa pois
passou de 70,33+0,49% na condicao de But para 63,17%1,58%, na condicao de But + 2 Gy
(p=0,002). Em simultaneo com a diminuigao desta populagao celular observou-se um aumento
das restantes populagoes celulares. Na irradiagao isolada foi notada significancia estatistica
para a populagao em apoptose tardia/necrose (p=0,001), com um aumento de 7,00+0,63% na
condigao controlo para 12,75+0,45%, na condigao de 2 Gy. Com a combinagao de butirato
com a irradiagao, verificou-se significancia estatistica para a populagao de células em necrose
(p=0,002), com um aumento de 8,33+0,56% na condigao de But para 12,50+0,67% na condigao
de But + 2 Gy. No tratamento das células com doses de radiagao mais elevadas observou-se
um maior efeito na redugao da viabilidade, sendo que a populagao de células viaveis diminuiu
significativamente para 49,50+2,05% na condicao de 10 Gy (p=0,002) em relagao a condigao
controlo, e para 40,33%2,68% na condigao de But + 10 Gy (p=0,002) em relagao a condigao
de But. Na condicao de 10 Gy foi possivel observar ainda um aumento significativo da
populagao de células em apoptose tardia/necrose (p=0,002) que passaram para valores de
20,33+1,71%, e em apoptose inicial (p=0,002) com valores de 13,50+2,00% comparativamente
com 4,8310,48% obtido na condigao controlo. Em combinacao com o butirato, observou-se
um aumento das mesmas populagoes celulares, com significancias estatisticas na populagao em
apoptose inicial (p=0,002), aumentando de 7,8310,48% na condicao de But para 18,50%3,94%,
na condicao de But + 10 Gy e em apoptose tardia/necrose (p=0,002) as quais aumentaram de
13,83%1,01% na condigao de But para 22,33+0,67% na condi¢ao de But + 10 Gy. Por ultimo,

podemos observar um aumento da populagao de células em necrose em todas as condigoes
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testadas, a excecao da condicao de But onde se observou uma reducao mas sem diferencas
estatisticamente significativas. Nesta populagao celular sé foram notadas significancias
estatisticas nas irradiagdes em combinacao com butirato, verificando-se um aumento de
8,33+0,58% na condicao de But, para 12,50%+0,67% na condigao de But + 2 Gy (p=0,002) e
para 19,00+2,13%, na condigao de But + 10 Gy (p=0,002).

Estabelecendo uma comparagao entre os tratamentos de radioterapia isoladamente e
em combinagao com butirato, foi observado que o efeito do butirato combinado a irradiagao
com doses baixas induziu a redugao da viabilidade, sendo que se verifica uma diminuigao
significativa do numero de células viaveis, que passaram de 71,25+1,39% na condicao de 2 Gy
para 63,17+1,58% na condicao de But + 2 Gy (p=0,008). Em correspondéncia com esta
diminuicao, na presenga do butirato, verifica-se o aumento significativo das populagoes
celulares em apoptose inicial (p=0,003), a qual aumentou de 5,13+0,51% na condigcao de 2 Gy
para 10,17£1,35% na condicio de But + 2 Gy e da populagio celular em apoptose
tardia/necrose (p=0,013) que aumentou de 12,75+0,45% na condicao de 2 Gy para
15,501£0,98% na condicao de But + 2 Gy. Nao se constataram diferengas na populagao de
células necréticas com a irradiagao com doses baixas. Por sua vez, feita uma comparagao entre
as condicoes de irradiacao com doses mais elevadas, a combinagao com butirato na irradiagao
levou a uma diminuicao do numero de células viaveis significativamente maior, verificando-se
uma diminui¢ao de 49,50%2,05% na condi¢ao de 10 Gy para 40,33%2,68% na condicao de But
+ 10 Gy (p=0,015). Entre as restantes populagoes nao se observaram diferencas significativas,
embora a combinacao de butirato com a irradiagio pare¢a mostrar uma tendéncia para o
aumento da morte celular por apoptose. Apoiando esta observagao, com a presenga de
butirato no tratamento de radioterapia, foi ainda verificado um niimero de células em apoptose
inicial (p=0,001) e em apoptose tardia/necrose (p=0,001) significativamente maior na condigao
de But + 10 Gy comparativamente com a condi¢ao de 2 Gy, o que nao se observou com a
condigao de 10 Gy, permitindo concluir que o efeito do butirato com a irradiagao induziu uma
maior tendéncia para estes tipos de morte celular. Além disso, o efeito do butirato nas células,
sem irradiagao, determinou alteragoes na viabilidade, com significincias nas populagdes de
células viaveis (p=0,002), em apoptose inicial (p=0,002) e em apoptose tardia/necrose
(p=0,002).

Pelos resultados da linha celular radiorresistente WiDr/10x (Figura 26) conseguiu-se
constatar que a radioterapia com doses baixas de radiagao levou a uma diminuicao da
percentagem de células viaveis apenas na irradiagao isolada. Verificou-se uma diminuigao
significativa com valores que passaram de 82,83+1,30% na condicao controlo para
74,17+1,08% na condigao de 2 Gy (p=0,002). Observou-se também o aumento das restantes
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Figura 25. Avaliacio da viabilidade celular as 72 horas da linha celular WiDr em resposta a
sensibilizagdo com butirato e com radioterapia. Os resultados estao apresentados em percentagem de
células viaveis (V), em apoptose inicial (Al), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e em necrose (N) e
exprimem a média e o erro-padrao (n25). As diferencas estatisticamente significativas encontram-se
assinaladas com * (p<0,05) e ** (p<0,01), sendo as significancias assinaladas em (C) e (E) referentes ao

controlo (A, sem butirato) e em (D) e (F) referentes ao controlo com butirato (B).

populagoes celulares, com um aumento significativo da populagao em apoptose tardia/necrose
(p=0,009), que passou de 5,67+0,61% na condigao controlo para 9,50+1,09% na condigao de
2 Gy. O tratamento das células com doses de radiagao mais elevadas revelou um maior efeito
na diminuicao da viabilidade tanto na irradiacao isolada como na combinagao com butirato.
Na condigaio de 10 Gy a populagao de células viaveis diminuiu significativamente para
47,00+3,20% (p=0,004) relativamente a condigao controlo. Em combinagao com o butirato,
observou-se uma diminuigao significativa desta populagao que passou de 70,00+2,28% na
condicao de But para 49,00+2,46% na condigao de But + 10 Gy (p=0,002). Além disso, na
condigao de 10 Gy verificou-se significancia estatistica para o nimero de células em apoptose
tardia/necrose (p=0,004), com o valor de 16,83%1,22%, e em apoptose inicial (p=0,015),
aumentando de 4,83+0,48% na condigao controlo para 13,331+2,43% na condigao de 10 Gy.
Em combinagao com o butirato, observou-se um aumento significativo da populagao em
apoptose inicial (p=0,002), que passou de 8,83+0,48% na condicao de But para 17,33%1,63%
na condigao de But + 10 Gy. A populagao em apoptose tardia/necrose aumentou, porém sem
significancia estatistica, de 11,67+2,30% na condicao de But para 15,00+1,06% na condigao de
But + 10 Gy. Quanto a populagao de células necroticas, foi observado um aumento em todas
as condigOes testadas, sendo apenas significativo na comparagao entre a condigao controlo e

a condicaio de 10 Gy (p=0,010), aumentando de 8,33+1,02% para 19,50+2,08%,
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respetivamente. No tratamento combinado com butirato observou-se igualmente um
aumento sem significancia estatistica, de 12,33+1,33% na condicao de But para 19,17+4,66%
na condicao de But + 10 Gy.

Comparando os dois tratamentos de radioterapia, nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas com doses baixas de radiagao na viabilidade celular com a
irradiagao na presenga de butirato comparativamente a irradiagao isolada. Entre as doses mais
elevadas também se constata a mesma observagao. Ainda assim, foi possivel verificar um
aumento do nimero de células em apoptose inicial na condigao de But + 10 Gy relativamente
a condigao de 10 Gy, embora sem significancia estatistica. Porém, com a presenca de butirato
na irradiagao das células radiorresistentes, foi ainda possivel verificar um aumento significativo
das populagoes em apoptose inicial (p=0,002) e em apoptose tardia/necrose (p=0,009) na
condicao de But + |0 Gy comparativamente a condicao de 2 Gy, que nao se observou
comparando com a condicao de |10 Gy. Com esta observagao podemos concluir que a
presenca de butirato no tratamento de radioterapia aparentou aumentar a tendéncia para o
aumento da morte celular por apoptose. Por fim, observa-se também que a presenca do
butirato sem o tratamento de radioterapia, leva a diminuigao significativa do niUmero de células
viaveis (p=0,002) e ao aumento das populagoes celulares em apoptose inicial (p=0,002) e em

necrose (p=0,026) comparativamente a condi¢ao controlo.
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Figura 26. Avaliacdo da viabilidade celular as 72 horas na linha celular WiDr/10x em resposta a
sensibilizagao com butirato e tratamento com radioterapia. Os resultados estao apresentados em
percentagem de células viaveis (V), em apoptose inicial (Al), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e
necrose (N) e exprimem a média e o erro-padrao (n25). As diferencas estatisticamente significativas
encontram-se assinaladas com * (p<0,05) e ** (p<0,01), sendo as significincias assinaladas em (C) e (E)
referentes ao controlo (A, sem butirato) e em (D) e (F) referentes ao controlo com butirato (B).
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Ademais, pela comparagao dos resultados das duas linhas celulares verificou-se uma
populagao de células viaveis significativamente inferior na condi¢ao de But + 10 Gy (p=0,041),
na linha celular WiDr em relagao a linha celular WiDr/10x, e ainda um valor significativamente

superior da populagao em apoptose tardia/necrose na mesma condigao (p=0,002).

4.2.3.2. Avaliacao da Expressao de BAX/BCL-2

Os niveis da expressao das proteinas pro-apoptética BAX e anti-apoptotica BCL-2
foram determinados por citometria de fluxo apés 72 horas de forma a avaliar a morte celular
por apoptose em resposta ao tratamento de radioterapia combinado com o efeito do butirato.
O grafico da figura 27 apresenta os valores da razao BAX/BCL-2 obtidos depois do tratamento
das linhas celulares em estudo, calculados em relagao as condigoes controlo respetivas.

Pela analise dos resultados, na linha celular nativa WiDr nao se verificaram diferencgas
estatisticamente significativas nas células sujeitas a doses baixas de radiagao. Porém, foi possivel
constatar um aumento da razao entre as proteinas BAX e BCL-2 para 1,44+0,16 do controlo
sem butirato para a condigao de 2 Gy, e ainda para 1,26+0,10 do controlo com butirato para
a condi¢cao de But + 2 Gy. No tratamento das células com doses de radiagao mais elevadas
observou-se um aumento da razao BAX/BCL-2 com a presenca do butirato, sendo que se
verifica significincia estatistica para a condicao de But + 10 Gy comparativamente com a
condigao controlo com butirato, onde a razao atinge o valor de 1,89+0,11 (p=0,003). Na
condicao de 10 Gy observou-se um aumento da razao BAX/BCL-2 em relagao ao controlo,
embora sem significancia estatistica, sendo registado o valor de 1,44+0,54.

Comparando a irradiagao isolada com a irradiagao combinada com o butirato, nao
foram observadas diferencgas significativas na razao BAX/BCL-2 com a presenga de butirato
tanto entre as doses de radiacao mais baixas como entre as doses de radiacao mais elevadas.
Porém, foi possivel observar um valor da razao BAX/BCL-2 significativamente maior para a
condigao de But + 10 Gy em relagao a condi¢ao de But + 2 Gy (p=0,01 1), o que nao aconteceu
com a condi¢ao de 10 Gy em relacao a mesma condig¢ao. Assim, como a condigao de But +
10 Gy foi também a uUnica que apresentou um aumento significativo da razao BAX/BCL-2 em
relagao ao controlo, podemos concluir que o efeito do butirato combinado com a radiagao
tende a induzir uma maior sensibilizacao das células. Por sua vez, observa-se um aumento da
expressao da proteina pro-apoptotica BAX comparativamente a anti-apoptoética BCL-2, tanto
maior quanto mais elevada a dose de radiagao. Este efeito nao se verificou em resposta a

irradiacao sem o butirato.
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Pela andlise dos resultados da linha celular radiorresistente WiDr/10x, nenhuma das
condicoes de tratamento testadas mostrou diferengas com significancia estatistica,
relativamente aos respetivos controlos (sem e com butirato). Porém, é de notar um aumento
da razao BAX/BCL-2 em ambas as condigoes do tratamento de radioterapia com a presenga
do butirato, sendo registado o valor de [,32+0,08 para a condigao de But + 2 Gy e de
[,41+0,16 para a condicao de But + |0 Gy. Esse efeito nao se manifestou com o tratamento
isolado de radioterapia, sendo que o valor da razao BAX/BCL-2 foi de 0,86+0,10 para a
condigao de 2 Gy e de |,15%0,12 para a condigao de 10 Gy.

Através da comparagao entre as condigoes de irradiagio com doses baixas,
observaram-se diferencas significativas na razao BAX/BCL-2 com a presenga do butirato,
sendo que esta ¢ significativamente maior na condigao de But + 2 Gy (p=0,040) em relagao a
condigao de 2 Gy. Entre as condigoes de irradiagao com doses mais elevadas, verificou-se um
valor da razao BAX/BCL-2 maior com a presenga do butirato na condi¢ao de But + 10 Gy,
embora sem significancia estatistica com a condi¢ao de 10 Gy. Podemos concluir que o efeito
da presenca do butirato no tratamento com radioterapia nesta linha celular induziu algum
efeito na sensibilizagao das células e consequentemente observou-se uma tendéncia para o
aumento da razao entre as proteinas BAX e BCL-2.

Através da comparacao dos niveis de BAX e BCL-2 entre as linhas celulares, ainda foi
possivel verificar que a irradiagao na presenga de butirato induziu um aumento da razio
BAX/BCL-2 mais evidente nas células WiDr do que nas células WiDr/I0x, verificando-se

significancia estatistica para a condi¢ao de But + 10 Gy (p=0,037).
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Figura 27. Expressao das proteinas BAX e BCL-2 as 72 horas nas linhas celulares WiDr e WiDr/10x
em resposta a sensibilizagio com butirato e tratamento com radioterapia. Os resultados apresentam-
se expressos na razao BAX/BCL-2 normalizada ao controlo e exprimem a média e o erro padrao
(n=5). As diferengas significativas relativamente estio representadas por * (p<0,05) e ** (p<0,01).
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4.2.3.3. Avaliacdo do Potencial de Membrana Mitocondrial

Tal como referido, o estudo do potencial de membrana mitocondrial teve o objetivo
de avaliar a morte celular por apoptose apds 72 horas, em resposta ao tratamento de
radioterapia combinado com butirato. O grafico da figura 28 representa os valores da razao
monomeros/agregados das linhas celulares WiDr e WiDr/10x relativamente aos respetivos
controlos.

Na linha celular nativa WiDr foi possivel observar um aumento da razao
monomeros/agregados com o tratamento das células com doses baixas de radiagao,
verificando-se diferengas estatisticas para a condicao de 2 Gy (p=0,018) em relagio ao
controlo sem butirato. A razao monomeros/agregados foi de 1,22+0,05 na condigao de 2 Gy
ede 1,310,113 na condigao de But + 2 Gy. O tratamento com doses mais elevadas de radiagao
levou a um aumento da razao mondémeros/agregados, observado tanto na auséncia de butirato,
com o valor de 1,46%0,12 na condigao de 10 Gy, como na presenga do butirato, com o valor
de 1,46%0,I1 na condicao de But + 10 Gy. Na condicao de But + |0 Gy verificou-se
significincia estatistica em relagio ao controlo com butirato (p=0,040). Através da
comparagao da irradiagao combinada ao butirato com a irradiagao isoladamente, nao foram
observadas diferengas significativas com a presenca do butirato.

Pela andlise da linha celular radiorresistente WiDr/10x verificou-se também uma
tendéncia para o aumento da razao monomeros/agregados, de forma dependente da dose de
radiacao, todavia sem resultados com significancia estatistica a exce¢ao da condigao de 10 Gy.

A razio de monomeros/agregados foi de 1,24+0,23 para a condi¢ao de 2 Gy e de 1,20+0,08
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Figura 28. Potencial de membrana mitocondrial as 72 horas nas linhas celulares WiDr e WiDr/10x
em resposta a sensibilizagdo com butirato e tratamento com radioterapia. Os resultados apresentam-
se expressos na razaio monoémeros/agregados normalizada ao controlo e exprimem a média e o erro
padrao (n25).
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na condicao de But + 2 Gy. No tratamento das células com doses de radiagao mais elevadas,
observou-se um aumento significativo da razao monomeros/agregados para valores de
[,65+0,1 | na condigao de 10 Gy (p=0,013). Combinada com a presenca do butirato obteve-
se o valor de 1,33%0,10 para a condigao de But + 10 Gy. O tratamento com a presenga do

butirato nao mostrou diferengas em relagao ao tratamento de radioterapia isolada.

4.2.3.4. Avaliacdo do Ciclo Celular

O estudo do ciclo celular permitiu obter informagoes acerca das populagoes de células
em cada fase apos 72 horas, em resposta ao tratamento de radioterapia em combinagao com
o butirato nas linhas celulares WiDr e WiDr/10x com o intuito de relacionar as fases do ciclo
celular com os resultados anteriores.

Pela andlise dos graficos das figuras 29 e 30 podemos verificar maiores diferengas nas
condi¢oes tratadas com as doses de radiacao mais elevadas e, sobretudo, na irradiagao das
células sujeitas ao butirato.

Na linha celular nativa WiDr (Figura 29) foi possivel observar um aumento da
populacao de células na fase pré-GO0, correspondente ao pico apoptotico, tanto na irradiagao
isolada como em combinagao com o butirato, de forma dependente da dose de radiagao.
Observou-se um aumento significativo de células na fase pré-GO relativamente a condigao
controlo, tanto na condi¢ao de 2 Gy com valores de 1,67+0,33% (p=0,03 1) como na condigao
de 10 Gy com valores de 7,40+0,93% (p=0,005). Com a presenca de butirato, observou-se
um aumento de células nesta fase do ciclo celular, as quais atingiram um valor de 1,83+0,60%
na condicio de But + 2 Gy, e de 8,50%1,50% na condicao de But + |10 Gy, sendo
estatisticamente significativo em relagao a condicao de But (p=0,009). Quanto as populagoes
celulares das restantes fases, nao se verificam diferencas significativas em nenhuma fase do
ciclo com o tratamento com doses baixas de radiacao. Em contraste, nos tratamentos com
doses de radiagdo mais elevadas observou-se uma diminuigao significativa do nimero de
células na fase GO/GI, passando de 61,33%0,88% na condigao controlo para 36,20+0,92% na
condigao de 10 Gy (p=0,006), e de 59,50+1,48% na condicao de But para 29,25+0,75% na
condigao de But + 10 Gy (p=0,01). A diminuicao da populagio em GO/GI foi acompanhada
por um aumento significativo da populagao celular na fase G2/M, passando de 14,17+1,14% na
condigao controlo para 37,60%1,03% na condicao de 10 Gy (p=0,006) e de 13,17+0,83% na
condicao de But para 48,25+0,48% na condicao de But + 10 Gy (p=0,009). Relativamente a

fase S nao foram observadas diferencas na condi¢ao de 10 Gy. Em combinagao com o butirato,
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esta populagao manifestou uma diminuigao significativa passando de 26,33+0,6 1% na condigao
de But para 22,50%0,50% na condigao de But + 10 Gy (p=0,009).

Estabelecendo uma comparagao entre os tratamentos com doses baixas de radiagao,
nao foram observadas alteracoes com a presenca do butirato em nenhuma fase do ciclo
celular. Em contraste, comparando entre as condigoes irradiadas com doses mais elevadas foi
observado que a presenga do butirato induziu um aumento da sensibilidade das células aos
efeitos da radiagao, sendo verificada uma redugao da populagao celular em fase GO/GI,
diminuindo significativamente (p=0,013) de 36,20+0,92% na condicao de 10 Gy para
29,25+0,75% na condicao de But + |0 Gy. Entre estas condi¢goes observou-se também um
aumento significativo (p=0,014) da populagao na fase G2/M, que passou de 37,60+1,03% para
48,25+0,48%.
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Figura 29. Avaliacao do ciclo celular as 72 horas na linha celular WiDr em resposta a sensibilizagao
com butirato e tratamento com radioterapia. Os resultados estao apresentados em percentagem de
células em cada uma das fases do ciclo celular e exprimem a média e o erro padrao de pelo menos
trés experiéncias independentes (n25). As diferencas estatisticamente significativas encontram-se
assinaladas com * (p<0,05) e ** (p<0,01), sendo as significincias assinaladas em (C) e (E) referentes ao
controlo (A, sem butirato) e em (D) e (F) referentes ao controlo com butirato (B).

Na linha celular radiorresistente WiDr/10x (Figura 30), observou-se um aumento
significativo da populagao de células na fase pré-GO na irradiagao com as doses mais elevadas,
tanto no tratamento de radioterapia isolada como em combinagao com o butirato. Na
irradiagao isolada verificou-se um aumento significativo (p=0,007) que passou de 1,00+0,37%
na condigao controlo para 3,60+0,51% na condigao de 10 Gy. Com a presencga de butirato,
observou-se um aumento significativo (p=0,005) de 0,50%0,22% na condicao de But para
5,40+1,03% na condigao de But + 10 Gy. As populagoes nas fases GO/G| e G2/M nao
apresentaram diferengas com os tratamentos com doses de radiagao baixas. Por sua vez, o
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tratamento com as doses de radiagao mais elevadas traduziu-se por maiores efeitos no ciclo
celular. Na irradiagao isolada verificou-se uma diminuigao significativa do nimero de células
na fase GO/GI| (p=0,005) que passaram de 59,00+0,63% na condicao controlo para
39,20+1,36%, na condicao de 10 Gy. Em combinagao com o butirato, observou-se uma
diminuigao significativa (p=0,006) com valores que passaram de 51,50%0,76% na condicao de
But para 25,80+1,88% na condicao de But + |10 Gy. Correspondente a estas diminuigoes,
observou-se um aumento significativo da populagao em fase G2/M na irradiacao isolada, que
passou de 12,17+0,87% na condicao controlo para 28,60%1,91% na condicao de 10 Gy
(p=0,006), e na irradiacao em combinagao com butirato, onde passou de 15,33+0,67% na
condigao de But para 45,20+2,40% na condigcao de But + 10 Gy (p=0,006). Observou-se ainda
uma diminui¢ao da populagao celular na fase S, com significancia estatistica para a condigao de
2 Gy (p=0,048) em relagao a condicao controlo, e para a condi¢ao de But + 10 Gy (p=0,034)
em relacdo a condicao de But.

Pela comparagao entre as condigoes irradiadas com doses baixas, na presenca de
butirato foi assinalada uma diminuigao significativa da populagao na fase GO/G1 (p=0,006), que
passou de 57,33+0,71% na condicao de 2 Gy para 49,20+0,66% na condicao de But + 2 Gy e
um aumento significativo da populagao na fase G2/M (p=0,033), que passou de 12,33%1,02%
na condicao de 2 Gy para 16,20%1,02% na condicao de But + 2 Gy. Entre as populagoes
irradiadas com doses mais elevadas, verificou-se também que a presenga de butirato no
tratamento de radioterapia levou a diminuigao significativa do niUmero de células na fase GO/G|
(p=0,008), que passou de 39,20%1,36% na condicao de 10 Gy para 25,80%1,88% na condicao
de But + |0 Gy e ao aumento significativo do numero de células na fase G2/M (p=0,009), que
passou de 28,60+1,91% na condigao de 10 Gy para 45,20+2,40%, na condigao de But + 10 Gy.
Além disso, a presenga de butirato, sem o tratamento de radioterapia, revelou também uma
diminuigao significativa da populagao celular na fase GO/G| (p=0,004) e o aumento significativo
da populagao na fase G2/M (p=0,023) relativamente a condigao controlo.

Por fim, comparando a linha celular radiorresistente (Figura 30) com a linha celular
nativa (Figura 29) observou-se que a populagao celular da fase S se encontra significativamente
aumentada na linha celular WiDr/10x em todas as condi¢oes. Verificou-se também um
aumento significativo (p=0,009) de células na fase G2/M na linha celular WiDr em relagao a

linha celular WiDr/10x na condigao de 10 Gy.
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Figura 30. Avaliacio do ciclo celular as 72 horas na linha celular WiDr/10x em resposta a
sensibilizagdo com butirato e tratamento com radioterapia. Os resultados estao apresentados em
percentagem de células em cada uma das fases do ciclo celular e exprimem a média e o erro padrao
de pelo menos trés experiéncias independentes (n25). As diferengas estatisticamente significativas
encontram-se assinaladas com * (p<0,05) e ** (p<0,01), sendo as significincias assinaladas em (C) e (E)

referentes ao controlo (A, sem butirato) e em (D) e (F) referentes ao controlo com butirato (B).

4.2.4. Avaliacao do Stresse Oxidativo e das Defesas Antioxidantes

4.2.4.1. Avaliacdao da Producao Intracelular de Peréxidos

A quantidade de perdxidos de hidrogénio presente nas células foi avaliada pela
marcagao com a sonda DCF apos 24 horas, em resposta ao tratamento de radioterapia
combinado com o butirato. Os niveis de peréxidos das linhas celulares em estudo foram
normalizados com os respetivos controlos e estao representados nos graficos da figura 31.

Na linha celular nativa WiDr podemos observar um aumento dos niveis de peroxido
de hidrogénio apés a irradiagao das células com doses baixas, tendo-se obtido o valor de
[,17+0,08 para a condi¢ao de 2 Gy, e de |,17+0,04 para a condi¢ao de But + 2 Gy, sendo este
valor significativamente maior relativamente ao controlo com butirato (p=0,030). Nas células
irradiadas com doses mais elevadas notou-se um aumento da concentracao intracelular de
peroxidos, sobretudo em combinagao com o butirato. Obteve-se o valor de 1,25+0,07 para a
condicao de 10 Gy e de 1,40+0,09 para a condigao de But + 10 Gy, com significancia estatistica
em relagao ao controlo com butirato (p=0,028). Nao foram observadas diferengas nos niveis
de perodxido de hidrogénio entre a irradiagao combinada com butirato e a irradiagao isolada

das células.
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Quanto a linha celular radiorresistente WiDr/10x (Figura 31), verificou-se que a
irradiagao isolada das células com doses baixas induziu um aumento significativo dos niveis de
peroxido de hidrogénio, com o valor de 1,22+0,03 na condigao de 2 Gy (p=0,003) em relagao
ao controlo sem butirato. Na presenga de butirato nao foram observadas diferengas
significativas nos niveis de peréxido, tendo-se registado o valor de 1,08+0,09 na condicao de
But + 2 Gy. Por outro lado, o tratamento com doses mais elevadas de radiagao mostrou um
aumento da concentragao intracelular de peréxidos, sobretudo em combinagao com o efeito
do butirato. Na condigao de 10 Gy verificou-se um aumento significativo do nivel de peroxido
de hidrogénio para valores de 1,27+0,04 (p=0,004) em relagao ao controlo sem butirato. De
forma semelhante, na condi¢ao de But + 10 Gy observou-se um aumento significativo para
1,46+0,08 (p=0,010) em relagdo ao controlo com butirato. A presenca de butirato no
tratamento de radioterapia nao pareceu levar a diferengas nos niveis de peroxido de

hidrogénio relativamente ao tratamento de radioterapia isoladamente.
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Figura 31. Niveis intracelulares de peroxidos de hidrogénio as 24 h nas linhas celulares WiDr e
WiDr/10x em resposta a sensibilizagdo com butirato e tratamento com radioterapia. Os resultados
apresentam-se normalizados relativamente ao controlo e exprimem a média e o erro padrao (n25).

As diferengas estatisticamente significativas encontram-se assinaladas com * (p<0,05) e ** (p<0,01).

4.2.4.2. Avaliacao da Producao Intracelular do Anidao Superoéxido

Os niveis da produgao do aniao superéxido foram determinados através da marcagao
com a sonda DHE, apés 24 horas em resposta ao tratamento de radioterapia com a presenga
de butirato nas células das linhas celulares WiDr e WiDr/10x. Os resultados estao expressos

no grafico da figura 32, depois de efetuada a normalizagao com os controlos respetivos.
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Na linha celular nativa WiDr nao foram observadas diferencas na concentragao
intracelular do aniao superoxido das células com a irradiagao com doses baixas. Em contraste,
no tratamento com doses de radiagao mais elevadas observou-se um aumento significativo
dos niveis de aniao superoxido, registando-se o valor de 1,24+0,03 para a condigao de 10 Gy
(p=0,001), relativamente ao controlo sem butirato, e de 1,40+0,06 para a condi¢ao de But +
10 Gy (p=0,003), relativamente ao controlo com butirato. Entre os tratamentos com doses
de radiagao baixas nao foram observadas diferengas nos niveis do aniao superéxido com a
presenca de butirato na irradiagao. Porém, com as doses mais elevadas de radiagao foi possivel
observar um aumento dos niveis de aniao superéxido com a presenga de butirato, embora
sem diferengas significativas em relagao a irradiagao isolada.

Na linha celular radiorresistente WiDr/10x nao foram observadas alteragoes nos niveis
do aniao superéxido com a irradiagao com doses baixas. Com doses de radiagao mais elevadas
foi verificado que a combinagao com butirato induziu um aumento significativo dos niveis do
aniao superoxido (p=0,004), com o valor de 1,28+0,04 na condicio de But + 10 Gy
relativamente ao controlo com butirato. Na irradiacao isolada nao se observaram alteragoes,
tendo-se obtido o valor de 1,14+0,08 na condicao de 10 Gy relativamente ao controlo sem
butirato. Porém, niao foram observadas diferengas significativas entre as condigoes de

radioterapia sem e com a presenga do butirato.
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Figura 32. Niveis de anidao superoxido as 24 h nas linhas celulares WiDr e WiDr/10x em resposta a
sensibilizagao com butirato e tratamento com radioterapia. Os resultados apresentam-se normalizados
relativamente ao controlo e exprimem a média e o erro padrao de n25. As diferencas estatisticamente

significativas encontram-se assinaladas com * (p<0,05), ** (p<0,01).
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4.2.4.3. Avaliacdo da Expressao de Glutationa Reduzida

Tal como foi referido, foram também avaliados os niveis de expressao de glutationa
reduzida apds 24 horas, em resposta ao tratamento de radioterapia em combinagao com o
butirato. Os resultados foram normalizados relativamente aos respetivos controlos e estao
expressos no grafico da figura 33.

Através da andlise dos resultados, niao foram observadas diferengas nos niveis de
expressao de GSH em nenhuma das condigoes testadas nas linhas celulares WiDr e WiDr/10x,

tanto na irradiagcao isolada como em combinagao com butirato.
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Figura 33. Expressio de glutationa reduzida as 24 h nas linhas celulares WiDr e WiDr/I0x em
resposta a sensibilizagdo com butirato e tratamento com radioterapia. Os resultados apresentam-se

normalizados relativamente ao controlo e exprimem a média e o erro padrao (n25).
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Discussao e Conclusao

A dieta esta incluida entre os fatores que mais influenciam a saide nas sociedades
modernas. Como foi referido no capitulo introdutorio, determinados componentes da dieta
tém vindo a ser alvo de estudo, tanto no sentido da correlacio com o aumento do risco de
desenvolvimento de cancro, nomeadamente de CCR, como no sentido da procura por
compostos com potenciais efeitos terapéuticos e/ou preventivos. Durante os Ultimos anos,
tém sido amplamente discutidos tanto a importancia da ingestao de fibra dietética como o
papel do butirato na homeostasia da mucosa do célon (Gongalves & Martel, 2013, Encarnagao
et al, 2015). Por outro lado, é comum verificar alteragdes na flora intestinal em doentes com
CCR que se relacionam com o desenvolvimento e a progressao da doenga assim como com
a desregulagao dos niveis de butirato no célon. Uma das terapéuticas mais comuns para o
tratamento de CCR é a quimioterapia, sendo utilizada também em combinagao com a
radioterapia principalmente quando o tumor se localiza no reto. A radioterapia consiste na
utilizagao da radiagao ionizante para a indugao de morte celular nas células tumorais. Para
estadios mais avangcados da doenga, esta terapéutica € aliada a outros compostos que
potenciam os efeitos da radiagao, sendo a quimiorradioterapia considerada o tratamento
neoadjuvante padrao. Contudo, um dos problemas principais esta relacionado com a
resisténcia a terapéutica, sendo dificil prever a resposta tumoral dos doentes ao tratamento
(Chen et al., 2010; Spitzner et al., 2010).

O crescente desenvolvimento de novos firmacos tem permitido compreender a
resposta celular e adaptar a terapéutica de forma a minimizar os efeitos nefastos da
radioterapia. Assim, nos ultimos anos tem sido importante o estudo de outras estratégias que
potenciem os efeitos da radioterapia nas células tumorais e, simultaneamente, confiram
protecao as células normais. Recentemente, as estratégias mais promissoras envolvem a
utilizagao de inibidores das HDAC (HDACIi), uma nova classe de agentes anticancerigenos que
promove o aumento da sensibilidade das células tumorais ao tratamento de radioterapia
(Jessica et al., 2006). O butirato é também considerado um HDACi pelo que ja foi estudado o
seu efeito na inibicao seletiva da proliferagao das células de CCR e na protegao dos tecidos
da mucosa normal, o que lhe confere as caracteristicas ideais para ser utilizado na
radiossensibilizagao do CCR aos efeitos da radiagao.

Assim, o estudo in vitro desenvolvido enquadra-se num projeto mais abrangente onde
se pretende compreender os efeitos do butirato no metabolismo das células tumorais e
entender se este é capaz de sensibilizar células resistentes aos efeitos da radiagao, melhorando

a eficacia da radioterapia no tratamento do cancro colorretal.
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A primeira parte deste trabalho consistiu no estabelecimento de uma linha celular
radiorresistente a partir de uma linha celular humana de CCR de forma a avaliar a
citotoxicidade do butirato e determinar o efeito da sua presenga no metabolismo das células.

A linha celular radiorresistente foi estabelecida pela irradiagao da linha celular WiDr
com raios-X. A escolha desta linha celular deve-se ao facto da radioterapia ser mais utilizada
no tratamento de tumores na regiao do coélon sigmoide e do reto, sendo esta também a regiao
com a maior incidéncia de tumores. Para este efeito, procedeu-se com uma adaptagao do
método utilizado por Smith et al., pelo que as células WiDr foram irradiadas com fragoes
Unicas de 2 Gy a cada semana ao longo de 10 semanas, obtendo-se uma linha celular derivada,
denominada por linha celular WiDr/10x. Pela andlise dos resultados verificou-se que os valores
de DLs, determinados para cada linha celular corroboraram os fatores de sobrevivéncia
obtidos com as doses de radiagcao testadas. Neste contexto, a linha celular derivada WiDr/10x
apresentou fatores de sobrevivéncia significativamente maiores aos da linha celular nativa
WiDr. Em relagao aos valores de DLg, foram de 2,48 Gy para as células da linha celular nativa
WiDr e de 4,80 Gy para as células da linha celular WiDr/10x. Este ensaio comprovou a
capacidade clonogénica de determinadas células tumorais ao fim de varias irradiagdes com
doses baixas, também comprovada num estudo referente ao estabelecimento de linhas
celulares radiorresistentes derivadas de linhas celulares de cancro da mama (Smith et al., 2009).

Depois de obtida a linha celular radiorresistente WiDr/10x, ambas as linhas celulares
foram tratadas com concentragdes crescentes de butirato, sendo avaliado o seu efeito a nivel
da atividade metabolica através do ensaio de MTT. Este ensaio permitiu ainda definir a
concentragao de butirato a usar no estudo do metabolismo e na avaliagio do efeito
radiossensibilizante do butirato nesta linha celular, bem como na linha celular nativa WiDr.
Foi observado que a atividade metabodlica diminuiu com o aumento da concentragao de
butirato e do tempo de incubagao. Estes resultados permitiram concluir que o butirato induziu
um efeito antiproliferativo na linha celular radiorresistente WiDr/10x, de forma semelhante
ao verificado na linha celular nativa WiDr. Além disso, as células WiDr/|10x aparentaram ser
mais sensiveis ao butirato para os tempos de incubagao mais longos, tendo-se obtido o IC;s,
de 3,63 mM as 96 horas, comparativamente ao 1Cs, de 4,44 mM obtido nas células WiDr.

Posteriormente, foram avaliados os efeitos da presenca do butirato no metabolismo
das células e para tal, usaram-se concentragoes crescentes de butirato na linha celular
radiorresistente  WiDr/I0x. Como termo de comparagao, recorreu-se a resultados
anteriormente obtidos referentes ao metabolismo da linha celular nativa WiDr na presenga
de butirato (Gongalves, 2014); no entanto é importante ressalvar o facto de que os resultados
obtidos na linha celular WiDr/10x sao ainda preliminares.
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Para o estudo das alteragoes no metabolismo celular utilizou-se a molécula de glicose
uniformemente marcada com carbono-13 ([U-"C]glicose). A molécula de glicose é composta
por carbono-12 pelo que a marcagao com o carbono-13 permite distingui-la da metabolizagao
de outras fontes energéticas, como o butirato, através de espectroscopia por Ressonancia
Magnética Nuclear.

Depois da glicose marcada entrar nas células tumorais é rapidamente metabolizada,
sendo libertado para o meio de cultura lactato também marcado. A [U-">C]glicose é convertida
pela glicdlise em duas moléculas de [U-"C]piruvato que, devido 2 intensa atividade desta via
metabdlica, ddo origem a duas moléculas de [U-"C]lactato através da fermentacio lactica.
Deste modo, uma analise temporal das concentragdes de [U-"C]lactato no meio de cultura
permite determinar a intensidade do metabolismo glicolitico das células de forma indireta.

Os resultados obtidos na linha celular radiorresistente WiDr/10x mostraram que o
butirato interferiu com o metabolismo da [U-"*C]glicose. Com a presenca do butirato e da
[U-"C]glicose no meio de cultura foi verificada uma diminuicio da produgio de [U-"C]lactato
de aproximadamente | mM relativamente as culturas celulares sem butirato, sendo que as
maiores diferencas na concentragio de [U-"C]lactato ocorreram para os tempos mais longos.
De forma semelhante, a produgao de lactato na linha celular nativa WiDr diminuiu cerca de
2 mM com a presenca de butirato no meio de cultura (Gongalves, 2014).

A partir dos metabolitos resultantes da metabolizagio da [U-"’C]glicose nas células
radiorresistentes WiDr/10x, pretendeu-se também avaliar o efeito do butirato na atividade da
via glicolitica e do ciclo de Krebs.

Como foi referido, quando os niveis de NADH citosdlico sao elevados, ocorre uma
maior conversao de piruvato em lactato pelo que mais intensa sera a atividade da via glicolitica.
Contudo, a sensibilidade e a resolugao do espectro de RMN nao possibilitou a analise correta
dos niveis de piruvato, sendo que se recorreu a analise da razao entre o lactato e a alanina
(produtos secundarios). Assim, através da razao C3_Lac/C3_Ala foi possivel avaliar se o
butirato interfere com a via glicolitica das células radiorresistentes. Os resultados mostraram
que o butirato promoveu um ligeiro aumento da razao C3_Lac/C3_Ala, o que parece indicar
um aumento da intensidade da via glicolitica. Contudo, por analogia com os resultados nas
células WiDr, verificou-se que os valores da razao C3_Lac/C3_Ala se situam abaixo de I,
sugerindo que a via glicolitica das células WiDr/10x esta diminuida mesmo sem a presenga do
butirato e que ocorre um aumento ligeiro com a presenca do butirato. Na linha celular nativa
WiDr foi verificado que a presenga de butirato diminuiu consideravelmente o metabolismo

glicolitico (Gongalves, 2014). A comparagao dos resultados das duas linhas celulares parece
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sugerir que as células radiorresistentes WiDr/|10x apresentam um metabolismo menos
glicolitico relativamente as células nativas.

O acoplamento entre a glicodlise e o ciclo de Krebs foi analisado através da razao
C3_Lac/C4_Glut. A diminuicao desta razao traduz-se numa maior conversao de glicose
uniformemente marcada em acetil-CoA que ira para as mitocondrias, sendo que a marcagao
é incorporada no glutamato através do turnover do ciclo de Krebs. Os resultados obtidos
indicaram que o butirato induziu uma diminuicio do acoplamento entre as duas vias
metabolicas, ou seja, um aumento da quantidade de lactato marcado, o que significa um
aumento da atividade da via glicolitica, corroborando o resultado anterior. Na linha celular
WiDr verificou-se que a presenca de butirato induziu o aumento do acoplamento entre as
duas vias metabdlicas (Gongalves, 2014). Com estes dois Ultimos resultados podemos colocar
a hipotese do butirato ser metabolizado ineficazmente nas células radiorresistentes, como
sera discutido no préximo paragrafo.

O aumento do numero de voltas do ciclo de Krebs leva ao aparecimento do multipleto
C4Q no espectro do glutamato, sendo que esta marcagao € observada apds a segunda volta
do ciclo de Krebs. Através da quantificagao da razao Q/D45 referente a marcagao do carbono-
4 do espectro do glutamato, podemos avaliar a velocidade do turnover do ciclo de Krebs. Um
aumento desta razio indica um maior numero de voltas do ciclo, ou seja, o aumento da
velocidade do turnover, o que significa que o metabolismo é mais oxidativo. A analise dos
resultados obtidos indicou que o butirato promoveu uma ligeira diminui¢ao da razao, isto &,
uma reducao da velocidade do turnover do ciclo de Krebs na linha celular radiorresistente
WiDr/10x. Comparativamente aos resultados da linha celular WiDr constatou-se também que
a razao Q/D45 é cerca de 4 vezes menor na condigao controlo da linha celular WiDr/10x, o
que sugere que o metabolismo oxidativo esta também mais reduzido nas células
radiorresistentes e que, com a presenga do butirato, se mantém praticamente inalterado. Este
resultado corrobora os resultados anteriores, o que permite concluir que o metabolismo das
células radiorresistentes € pouco intenso e que a entrada de butirato na célula nao sugere uma
interferéncia no metabolismo glicolitico tao acentuada quanto a que se observou na linha
celular WiDr. Num estudo de Andreiamihaja e os seus colaboradores foi observado que a
capacidade oxidativa da linha celular HT-29 é de cerca de -2 mM, tendo sido concluido que
a metabolizagao do butirato nestas células nao funciona como fonte de energia, mas regula a
concentragao livre de butirato no interior da célula e, por esta razao, limita a agao do butirato
em determinados alvos celulares (Andriamihaja et al., 2009). Por este motivo, o butirato pode
ser parcialmente metabolizado na mitocéndria e, devido as concentragoes utilizadas, tender a
acumular-se simultaneamente no nicleo das células onde ira atuar como HDACI. Portanto, a

-90 -



Discussao e Conclusao

metabolizagdo do butirato nao parece estar diretamente envolvida com o efeito
antiproliferativo verificado no ensaio de citotoxicidade do butirato. Em vez disso, pela inibigao
das HDAC no nlcleo das células, o butirato inibe a proliferagao celular e, por isso, observa-
se uma ligeira diminuicao da produgao de lactato na linha celular WiDr/10x. Na linha celular
WiDr observou-se uma diminui¢ao da razao Q/D45 mais acentuada, porém, esta pode ser
explicada pelo facto da metabolizagao do butirato na mitocondria originar duas moléculas de
acetil-CoA, tendo este processo sido demonstrado também em células tumorais (Donohoe
et al., 2012; Andriamihaja et al., 2009). Estas moléculas de acetil-CoA vao ser incorporadas no
ciclo de Krebs simultaneamente com as moléculas acetil-CoA marcadas, provenientes da
metabolizacdo da glicose uniformemente marcada, resultando na diluigdo da marcagao no
glutamato com carbono-13. Esta diluicao pode ser explicada pela ligagdo de moléculas de
oxaloacetato marcadas (originadas a partir do turnover do ciclo de Krebs com acetil-CoA
marcada) a moléculas de acetil-CoA sem marcacao (originadas pela metabolizagao do
butirato). Esta interagao vai provocar a diluicao dos varios intermediarios no ciclo de Krebs e,
consequentemente, observa-se a diminui¢ao da marcagao C4Q em comparagao a C4D45 no
espectro de RMN. Assim, o resultado observado deve-se ao facto de as células tumorais
recorrerem também ao butirato para a produgao de energia, e nao devido a diminuigao da
velocidade de turnover do ciclo de Krebs.

Por ultimo, avaliou-se o processo anaplerético na producao de reservas lipidicas com
a presenca do butirato através da razao C3_Glut/C4_Glut. Esta razao pode também ser
influenciada pela utilizagcao do butirato como fonte energética, tendo sido demonstrado que a
metabolizagao deste nas células tumorais induz o aumento da produgao de reservas lipidicas
e de outras macromoléculas. As alteragoes no metabolismo de outras fontes de energia nas
células podem modificar as propriedades proliferativas destas. Por exemplo, o butirato altera
o destino da glutamina e aumenta a incorporagao de carbonos derivados da glutamina nos
lipidos (Andriamihaja et al., 2009; Blouin et al.,, 201 1). O aumento da anaplerose indica que a
atividade da enzima piruvato carboxilase (PC) é mais intensa promovendo um maior
enriquecimento em carbono-13 nos carbonos nas posigoes 2 e 3 do glutamato relativamente
a marcagao do carbono na posicao 4. Além disso, a diluicao do butirato causa também um
aumento da marcagao dos carbonos nas posigoes 2 e 3 do glutamato, o que pode resultar no
aumento da razao C3_Glut/C4_Glut. Os resultados obtidos na linha celular radiorresistente
WiDr/10x mostraram que o butirato nao promoveu diferengas na anaplerose. No entanto,
com a presenga do butirato na linha celular nativa WiDr observou-se um aumento do recurso

a anaplerose.
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Os resultados deste ensaio nao foram conclusivos para a linha celular radiorresistente
WiDr/10x, tendo-se observado dois efeitos aparentemente opostos com a incubagao do
butirato: uma ligeira diminuigao da producao de lactato e um ligeiro aumento do metabolismo
glicolitico. As diferengas no metabolismo desta linha celular podem estar relacionadas com o
seu caracter mais radiorresistente, conferindo as células uma natureza metabdlica mais
diminuida relativamente a linha celular nativa WiDr, o que significa que as células WiDr/10x
se dividem menos frequentemente. Foi demonstrado que as células mais sensiveis a radiagao
ionizante mostram um maior metabolismo associado a maior frequéncia da atividade mitotica
e da divisao celular (Mosby, 2014). Pela analise dos tempos de duplicagao celular para cada
linha celular, obtiveram-se os valores de 26,04 horas para a linha celular nativa WiDr e de
30,86 horas para a linha celular radiorresistente WiDr/10x. Estes resultados refor¢cam aquela
explicagao, indicando que um metabolismo mais reduzido pode estar associado a menor
frequéncia de divisao celular da linha celular WiDr/10x e, por conseguinte, a fragao de butirato
que é metabolizada sera menor nas células radiorresistentes comparativamente as células
WiDr nativas, com maior metabolismo glicolitico. Além disso, coloca-se a hipotese de ocorrer
uma maior acumulagao de butirato no nucleo das células radiorresistentes, o que pode
significar um maior efeito na inibicao das HDAC. De forma a auxiliar a compreensao do
metabolismo das células radiorresistentes é importante ainda realizar mais ensaios para
clarificar as razoes obtidas. Pode também ser promissor efetuar um estudo de comparagao da
expressao de transportadores de butirato entre a linha celular nativa WiDr e a linha celular
radiorresistente WiDr/l10x e realizar estudos metabodlicos para avaliar a interferéncia do
butirato no metabolismo oxidativo através da marcagao uniforme do butirato com o carbono-
13.

Na segunda parte deste trabalho, pretendeu-se avaliar a resposta das linhas celulares
WiDr e WiDr/10x ao tratamento de radioterapia em combinagao com o butirato.

O desenho experimental consistiu na incubagao das células com butirato, as quais
foram seguidamente irradiadas com varias doses de radiagao. Varios parametros foram
avaliados apos 24, 48, 72 e 96 horas. Definiram-se concentragoes de butirato de 3 mM para a
linha celular WiDr e de 5 mM para a linha celular WiDr/10x, aferidas a partir do ICs, obtido
apo6s 48 horas de incubagao. O tempo de incubagao das células com estas concentragoes de
butirato foi de 24 horas de forma a minimizar o seu efeito citotdxico. Este procedimento
assemelha-se ao estudo realizado por Leith na combinagao de butionina sulfoximina e butirato
para a potencializagao da sensibilidade de uma linha celular de cancro colorretal humano. Este
investigador tratou a linha celular DLD-| durante 3 passagens com concentragoes entre 0 e 2
mM de butirato, antes do tratamento com radioterapia, e avaliou a sobrevivéncia celular (Leith,
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1988). Arundel et al. estudaram também os efeitos da radiagao na sobrevivéncia da linha celular
DLD-I cultivada num meio de cultura contendo 2 mM de butirato (Arundel et al, 1985;
Arundel et al., 1986).

Deste modo, procedeu-se inicialmente a avaliagao da atividade metabdlica das linhas
celulares em resposta ao tratamento de radioterapia isoladamente e em combinagao com o
butirato. Na linha celular nativa WiDr verificou-se que os tratamentos com doses de radiagao
mais elevadas induziram um maior efeito na redugao da proliferacao celular para os tempos
mais longos, relativamente as culturas nao irradiadas. Constatou-se uma diminuicao da
atividade metabdlica de mais de 50% apos 96 horas de incubagao apenas com o tratamento de
radioterapia combinado ao butirato. De facto, o tratamento com 10 Gy na presenca de
butirato demonstrou um efeito de radiossensibilizacao, sendo observada uma reducao da
atividade metabdlica mais acentuada em todos os tempos estudados, com significancia
estatistica as 96 horas comparativamente a irradiagao sem o butirato. A linha celular WiDr/10x
mostrou com efeito ser mais radiorresistente, verificando-se que a radioterapia isolada com
doses baixas nao induziu efeitos na proliferacao celular e que, com doses mais elevadas, apenas
se verificou uma diminuicao da atividade metabdlica de mais de 25% apds 96 horas. Em
contraste, em combinagdo com o butirato observaram-se diminuigoes significativas da
atividade metabdlica com a irradiagio com doses baixas para os trés primeiros tempos
estudados, tanto relativamente as culturas nao irradiadas como em comparagao com as
respetivas irradiacoes isoladas. Por outro lado, nao se verificou a ocorréncia de uma
diminuicao da proliferagao celular apos 96 horas de incubagao, o tempo mais longo, podendo
estar relacionada com o facto de o tratamento com doses de radiagao baixas produzir menos
efeitos e, por isso, induzir menores danos no DNA. Estudos anteriores revelaram que a
irradiacao com doses mais elevadas levou a produgao de mais danos no DNA das células da
linha celular WiDr (Ferreira, 2014). Desta forma, os resultados obtidos na linha celular
WiDr/10x sugerem que, durante as primeiras horas apos a radiossensibilizagao com doses
baixas, os danos no DNA induziram senescéncia nas células radiorresistentes permanecendo
estas vivas mas metabolicamente inativas, pelo que se observou uma diminui¢ao da atividade
metabdlica. Contudo, decorridas mais algumas horas, o reconhecimento de danos no DNA
por determinadas moléculas sinalizadoras pode levar a ativagao de mecanismos de reparagao
do DNA. A reparagao eficaz de determinados danos permite que as células resistam a morte
celular e promove o desenvolvimento tumoral, o que pode explicar o aumento da atividade
metabdlica as 96 horas. De facto, foi também descrito que as células podem sobreviver e

proliferar apés uma reparagao ineficiente dos danos no DNA (Surova, 2013).
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As diferengas entre os tratamentos de radioterapia isolada e em combinagao com o
butirato tornaram-se mais evidentes com a irradiagao com doses mais elevadas, na medida em
que a irradiagao na presenca do butirato promoveu uma diminuicao da atividade metabdlica
mais acentuada para todos os tempos relativamente as culturas nao irradiadas e
comparativamente com a irradiagao isolada respetiva. A partir destes resultados foi possivel
concluir que o butirato levou ao aumento da sensibilizagao das células radiorresistentes aos
efeitos da radiagao, pelo que o perfil de redugao da atividade metabolica tornou-se semelhante
ao da linha celular nativa WiDr com o tratamento com doses mais elevadas. Embora nao se
encontrem ainda estudos publicados acerca da atividade metabolica das células tumorais em
resposta a combinagao de butirato com a radiagao ionizante, varios estudos com HDACi e
outros farmacos que induzem a diferenciagao mostram a inibicao da atividade metabolica de
forma mais acentuada (Ferreira, 2014; Karagiannies et al., 2005; Patties et al., 201 3).

As diferencas observadas na atividade metabdlica entre as duas linhas celulares com a
presenca de butirato nas células podem estar relacionadas com a desregulagao da expressao
de genes associados a potenciais vias de sinalizagao, tais como as vias PI3K/Akt/mTOR (do
inglés phosphatidylinositol-3-kinase/Akt/mammalian target of rapamycin) e Wnt/B-catenina. A via
de sinalizagao PI3K/Akt/mTOR tem um papel importante no crescimento e na proliferagao
celular, e encontra-se frequentemente desregulada nas células tumorais devido a mutagoes.
(Chang et al., 2013). A radiorresisténcia tumoral esta associada a ativagao da via de sinalizagao
PI3K/Akt/mTOR pela radiagao. A inibicio desta via no CCR aumenta a sensibilizagao a
radiagao tanto in vitro como in vivo (Chen et al., 2015). A via Wnt/B-catenina esta também
envolvida na radiorresisténcia de células do CCR, tendo sido demonstrado que a inibicao desta
via pode sensibilizar as células através da diminuigdo da ALDH (do inglés aldehyde
dehydrogenase) (Bastos et al., 2014; Chang et al., 2015). A desregulagao destas vias pode derivar
da instabilidade gendmica causada pelos efeitos diretos e indiretos da radiagao ionizante,
nomeadamente no procedimento de inducio de resisténcia a radioterapia para o
estabelecimento da linha celular radiorresistente WiDr/10x. Além disso, observou-se também
que a diminuicao da atividade metabdlica foi tanto maior quanto maior o tempo de incubagao
no tratamento de ambas as linhas com radioterapia em combinagao com o butirato, o que
sugere que os efeitos induzidos estao mais relacionados com os efeitos indiretos da radiagao,
que podem nao ser efeitos imediatos.

Tendo-se verificado que as concentragoes de butirato utilizadas exercem um efeito de
radiossensibilizagao na proliferagao de ambas as linhas celulares, prosseguiu-se com o estudo
da sobrevivéncia celular em resposta a radioterapia combinada com o butirato com o intuito

de avaliar os efeitos da radiagao nas células a longo prazo. Os resultados obtidos pelo ensaio
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clonogénico indicaram uma diminuigao do fator de sobrevivéncia de forma dependente da
dose de radiacao, tanto na linha celular nativa WiDr como na linha celular radiorresistente
WiDr/10x. As diferencas da sobrevivéncia entre as linhas celulares observaram-se com os
tratamentos com doses mais elevadas de radiagao. Assim, os fatores de sobrevivéncia foram
significativamente superiores com as doses de 6 e de 10 Gy na linha radiorresistente WiDr/10x
relativamente a linha celular nativa WiDr, o que indica que as células WiDr apresentaram
maior sensibilidade a radioterapia combinada com o butirato. Os DLs, obtidos com o
tratamento de radiossensibilizagao foram de 2,98 Gy para a linha celular WiDr e de 3,22 Gy
para a linha celular WiDr/10x. Pela analise deste parametro verificou-se um valor de DL,
superior nas células radiorresistentes WiDr/10x em relagao as células WiDr, corroborando
os valores dos fatores de sobrevivéncia. Através da comparagao dos DL, obtidos nas células
radiorresistentes com a irradiagao isolada (mencionados anteriormente) e a irradiagio em
combina¢ao com o butirato, é possivel concluir que a concentragao de butirato utilizada na
radiossensibilizagao promoveu a diminuicao da sobrevivéncia celular, sendo verificada uma
diminui¢ao do valor de DL, de 4,80 Gy para 3,22 Gy, respetivamente. Por outro lado, na linha
celular nativa WiDr nao se verificaram diferengas entre os dois regimes de tratamento, o que
sugere que o butirato nao exerceu um efeito de radiossensibilizagao a longo prazo. Este
resultado pode estar relacionado com a existéncia de subpopulagoes celulares mais resistentes
a radiagao e com maior capacidade clonogénica responsaveis pela estimulagao da produgao de
fatores de sobrevivéncia angiogénicos e tumorais. Varios autores sugerem esta mesma
explicagao para a recorréncia e o desenvolvimento de tumores apds o tratamento, sugerindo
ainda que estas subpopulagdes tém uma natureza semelhante as células estaminais, ou seja,
estas células tumorais tém a capacidade de regenerar tumores completos (Clarke et al., 2006;
Ischenko et al., 2008; Koch et al., 2010; Zuch et al., 2012).

De um modo geral, a partir destes resultados podemos concluir que a atividade
metabolica e a sobrevivéncia da linha celular nativa WiDr foram afetadas de forma distinta
com os dois tipos de tratamento. A radiossensibilizagao com a presenca de butirato observada
a curto prazo sugere que os efeitos diretos serao os mais predominantes nesta linha celular.
Relativamente a linha celular radiorresistente WiDr/I10x, a distingao entre os resultados
obtidos com cada um dos tratamentos € mais clara, demonstrando ser radiorresistente em
resposta ao tratamento de radioterapia isolada mas sensivel aos efeitos da radiagio com a
presenca do butirato. Este efeito foi constatado tanto na inibigao da proliferagao celular como
na diminuigao da sobrevivéncia celular, tendo-se obtido um valor de DLs, menor, o que sugere
que tanto os efeitos diretos como os efeitos indiretos da radiagao no DNA sao evidenciados
com o tratamento de radiossensibilizagao na linha celular radiorresistente. Varios outros
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investigadores demonstraram que o butirato induz um efeito radiossensibilizador levando a
diminuicao da sobrevivéncia de algumas linhas celulares humanas de cancro (Arundel et al.,
1985; Li et al,, 2015).

E de referir que os ensaios de MTT e clonogénico foram importantes para definir as
doses de radiacao a utilizar no estudo da morte celular e do stresse oxidativo. Escolheram-se
as doses de 2 Gy e de 10 Gy com o proposito de avaliar o efeito de radiosensibilizagao do
butirato no tratamento de radioterapia com doses baixas e com as doses mais elevadas. Este
tipo de ensaios é muito utilizado para a validagao de resultados obtidos em estudos de
citotoxicidade e de radiossensibilizagio bem como para a avaliagao de compostos utilizados
em quimiorradioterapia (Balga-Silva et al., 2012; Buch et al., 2012).

Os efeitos da radiagao ionizante nas células provocam sobretudo a indugao de danos
nas cadeias de DNA e o aumento do stresse oxidativo que consequentemente podem induzir
morte celular. Como se verificou a inibicao da proliferagio e da sobrevivéncia celular em
resposta ao tratamento de radiossensibilizagio com o butirato, foi imperativo obter uma
analise mais especifica da viabilidade celular e dos tipos de morte induzidos em resposta a
radioterapia isolada e em combina¢iao com o butirato. Para isso, recorreu-se a dupla marcagao
com AnV/IP por citometria de fluxo.

De acordo com os resultados obtidos, ambas as linhas celulares responderam de forma
semelhante ao aumento da dose de radiacao, observando-se um maior efeito na redugao da
viabilidade celular com o tratamento com as doses mais elevadas. Na linha celular nativa WiDr,
o tratamento de radiossensibilizacao com o butirato levou a uma menor viabilidade celular
tanto em doses baixas como nas mais elevadas relativamente a radioterapia isolada. Com a
radiossensibilizagao verificou-se também uma acentuagao das populagoes celulares em
apoptose inicial e em apoptose tardia/necrose comparativamente a irradiagao isolada, sendo a
morte celular por apoptose tardia/necrose a mais predominante. Estes resultados corroboram
os da proliferagao celular da linha celular WiDr, na medida em que a radiossensibilizagao levou
a reducao da atividade metabdlica bem como a diminuicao da viabilidade e inducao de morte
celular por apoptose de forma mais acentuada. Por isso, podemos concluir que a presenga do
butirato induziu a radiossensibilizacao das células WiDr. Por sua vez, na linha celular
radiorresistente WiDr/|10x verificou-se que a radiossensibilizagio com as doses baixas
promoveu uma diminuigao da viabilidade celular mais acentuada relativamente a irradiagao
isolada, embora com as doses mais elevadas nao se tenham verificado diferencas entre os dois
tipos de tratamento. Tendo em conta os resultados da proliferagao celular, poder-se-ia
esperar mais diferengas com a radiossensibilizagao mas, tal como discutido anteriormente, a
diminuigao da atividade metabdlica pode indicar que foi induzido um fendtipo senescente nas
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células radiorresistentes. Por esta razao, a morte celular deve acontecer mais tardiamente, tal
como foi verificado pelo ensaio clonogénico. Além disso, com a radiossensibilizagao com as
doses mais elevadas conseguiu constatar-se também uma acentuagao da morte celular por
apoptose inicial, apesar da morte celular por necrose ser a mais prevalente.

Por fim, observou-se também que a presenca do butirato sozinho, sem qualquer
tratamento de radioterapia, induziu algumas diferencas na viabilidade em ambas as linhas
celulares. Este resultado corrobora as observacoes do ensaio de citotoxicidade com o
butirato, na medida em que a entrada de butirato nas células e a sua acumulagao no nucleo
pode induzir um fendtipo senescente, discutido na andlise do metabolismo celular. Num
estudo de Shitikoza e os seus colaboradores em fibroblastos resistentes a apoptose, foi
verificado que o butirato tem a capacidade de induzir senescéncia devido a paragem do ciclo
celular na fase G2/M (Shitikova et al., 2011).

Quanto aos tipos de morte celular induzidos, concluiu-se que a morte celular por
apoptose inicial é acentuada com a radiossensibilizagao em ambas as linhas celulares, sugerindo
que a combinagiao do butirato com a radioterapia induz o aumento dos efeitos diretos da
radiacao, que sao mais imediatos. Na linha celular WiDr/10x observou-se uma menor indugao
da morte celular por apoptose tardia/necrose em relagao a linha celular WiDr, diferenca esta
que pode derivar das células radiorresistentes se encontrarem ainda senescentes ou em
catastrofe mitdtica, dando-se uma morte celular tardia quando estas tentam iniciar um
processo mitotico.

Como foi referido, os efeitos da radiagao podem induzir a ativagao das vias intrinseca
e extrinseca que promovem a morte celular por apoptose num espago de tempo curto apos
a ocorréncia de danos no DNA ou o aumento do stresse oxidativo. (Joiner & Kogel et al.,
2009). A radiagao pode também induzir senescéncia tornando temporariamente as células
incapazes de realizar a divisao celular. Um dos eventos determinantes na indugao de apoptose
apos a ocorréncia de danos no DNA é a ativagao da proteina P53 que pode promover a
reparagao de danos no DNA ou o bloqueio do ciclo celular. Porém, a linha celular WiDr tem
uma mutagao na proteina P53, o que impede que esta interaja com a proteina P21 envolvida
na paragem do ciclo celular. Apesar de ja ter sido demonstrada a necessidade da proteina P53
para a ativagao da morte celular em resposta a radiagao ionizante, esta molécula nao é precisa
para todas as formas de indugao da apoptose (Lowe et al., 1993). Na auséncia da fungao da
P53, a apoptose € causada por outros estimulos que devem recorrer a fatores de transcrigao
diferentes para a ativagdo do mesmo padrao de genes envolvidos no processo de morte
celular. Alguns dos mecanismos de apoptose induzidos pela radiagao ionizante, independentes
da P53, foram ja documentados como, por exemplo, no tratamento de gliomas (Afshar et al.,
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2006), do cancro da prostata (Kyprianou & Rock, 1997) e de células endoteliais (Haimovitz-
Friedman et al, 1994). Outro investigador demonstrou a ativagao da morte celular por
apoptose no tratamento de duas linhas celulares de cancro colorretal com radiagao gama, na
auséncia da proteina P53 funcional. Estes resultados sugerem que a perda da proteina P53
pode anular a paragem do ciclo celular na fase GI, observando-se um atraso da apoptose
precedido pela paragem do ciclo em G2/M (Bracey et al., 1995).

Assim, tendo-se observado o aumento da apoptose com o aumento da dose de
radiacao e uma maior tendéncia na presenga do butirato, considerou-se também importante
estudar as alteragoes na familia de proteinas BCL-2, nomeadamente determinar o balan¢o
entre as proteinas pro-apoptética BAX e a anti-apoptética BCL-2. Alguns estudos
demonstraram que os danos no DNA podem levar ao aumento da expressao de proteinas
pro-apoptoticas, promovendo a indugao da apoptose pela via mitocondrial sem intervengao
da proteina P53 (Tait & Green, 2010; Degenhardt et al., 2002).

Quanto aos resultados obtidos na linha celular nativa WiDr, foi verificado que a
radioterapia isolada levou a um aumento da razao BAX/BCL-2 de forma nao dependente da
dose de radiagao e sem apresentar diferencas significativas relativamente as culturas nao
irradiadas. Por outro lado, em combinacio com o butirato verificou-se uma maior razao
BAX/BCL-2 relativamente a irradiacao isolada, sendo esta significativa relativamente as
culturas tratadas com butirato e nao irradiadas. Este resultado corrobora os da viabilidade
celular, na medida em que se verificou uma tendéncia para o aumento da populagao de células
em apoptose com o tratamento de radiossensibilizagao com butirato. Na linha celular
radiorresistente WiDr/10x nao se verificaram alteragoes na razao BAX/BCL-2 com a
radioterapia isolada. Por sua vez, a combinagao do butirato com a irradiagao levou ao aumento
da razao BAX/BCL-2 tanto com doses baixas como com as doses mais elevadas, embora sem
significancia estatistica comparativamente com as culturas com butirato e nao irradiadas.
Apesar disso, a razao BAX/BCL-2 mostrou-se significativamente maior com a presenga de
butirato na irradiagdo com doses baixas comparativamente a irradiagao isolada. Estes
resultados mostram-se concordantes com os da atividade metabdlica desta linha celular,
concluindo-se que as células radiorresistentes sao menos sensiveis aos efeitos da radiagao.
Além disso, os resultados corroboram a acentuagao da morte celular por apoptose observada
no ensaio de viabilidade com a radiossensibilizagao, demonstrando que o butirato exerce um
efeito radiossensibilizador na linha celular WiDr/10x.

Em ambas as linhas celulares observou-se um aumento da razao BAX/BCL-2 com o
tratamento de radiossensibilizagdo com o butirato, o que significa que ocorreu um aumento
da indugao da apoptose pela via intrinseca (Grivicich, et. al., 2007). Os resultados sugerem
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também que o butirato promoveu uma maior radiossensibilizagao na linha celular nativa WiDr
do que na linha celular radiorresistente WiDr/10x. Adhikari e os seus colegas verificaram
resultados semelhantes com a radioterapia de uma linha celular de cancro do endométrio, nas
quais o tratamento prévio com butirato mostrou um aumento da expressao da proteina pro-
apoptotica BAX, que se correlacionou com a potencializagao dos efeitos da radiagao e o
aumento da morte celular. Estes investigadores sugerem também que o efeito de
radiossensibilizagao do butirato pode ser bloqueado em células que sobreexpressam a
proteina anti-apoptotica BCL-2 (Adhikari et al., 2000). De facto, pela analise isolada dos valores
da expressao basal de BAX e de BCL-2 observaram-se niveis de BCL-2 aumentados na linha
celular radiorresistente WiDr/10x comparativamente aos da linha celular nativa WiDr.
Observou-se também que a presenca de butirato nas células levou a um aumento dos niveis
de BAX em ambeas as linhas celulares, sendo os nossos resultados concordantes com os destes
investigadores.

Relativamente a razao entre monémeros e agregados verificou-se um aumento com o
aumento da dose de radiacao na linha celular nativa WiDr, indicando uma diminuicao do
potencial da membrana mitocondrial mais acentuada e, consequentemente, um aumento da
apoptose com as doses mais elevadas. Porém, verificou-se que este aumento foi apenas
significativo com a presenca de butirato em combinagao com a radiagao. Com a radioterapia
isolada na linha celular radiorresistente WiDr/|10x foram obtidos resultados inesperados,
verificando-se um aumento da razao mondémeros/agregados com as doses mais elevadas com
significincia estatistica relativamente as culturas nao irradiadas. O tratamento de
radiossensibilizagao com o butirato induziu também um aumento daquela razao com as doses
de radiagao mais elevadas mas, pelo contrario, nao se verificou uma acentuagao da razao
relativamente a irradiagao isolada. Os resultados obtidos na linha celular nativa WiDr
corroboram os resultados da razao BAX/BCL-2, indicando que o aumento acentuado da
apoptose se relaciona com o efeito de radiossensibilizagao do butirato. Relativamente a linha
celular radiorresistente WiDr/10x, nao foram observadas muitas diferengas na apoptose entre
os dois tipos de tratamento, estando de acordo com os resultados da viabilidade celular. Este
resultado reforga a hipotese da senescéncia das células resultar numa morte celular tardia e,
por isso, nao se observarem alteragoes imediatas apds 72 horas com o tratamento de
radiossensibilizacao com butirato.

Considerou-se também relevante o estudo das alteragoes no ciclo celular induzidos
em resposta a radioterapia de forma a analisar possiveis bloqueios em checkpoints especificos
do ciclo celular. A radiagao ionizante pode induzir a paragem do ciclo nas transigoes entre as
fases G1-S e G2-M (Kleiman et al, 2013). Além disso, o butirato pode também condicionar as
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fases do ciclo celular promovendo a expressao do gene CDKN/A (do inglés cyclin-dependent
kinase inhibitor |A) que codifica a proteina P21. A inibicio das HDAC causa a sobreexpressao
da P21 e consequentemente provoca o bloqueio do ciclo celular e a inibicao da diferenciagao
celular (Minuci et al., 2006; Encarnagao et al., 2015).

Na linha celular WiDr foi possivel constatar alteragoes mais visiveis no tratamento com
as doses de radiagdo mais elevadas, ocorrendo uma diminuigao significativa da populagao
celular na fase GO/G| e um aumento significativo da populagao na fase G2/M, o que indicou a
paragem do ciclo celular nesta fase. Verificou-se que a radiagao combinada com o butirato
levou a um bloqueio mais acentuado do ciclo celular na fase G2/M, o que sugere que o butirato
exerceu um efeito radiossensibilizante no tratamento com as doses de radiagao mais elevadas,
com diferengas significativas em comparagao a irradiagao isolada. Verificou-se também um
aumento ligeiro da fase pré-Gl (correspondente ao pico apoptotico) com as doses mais
elevadas, semelhante ao resultado obtido com a presenca de butirato. De forma aniloga, na
linha celular radiorresistente WiDr/10x verificaram-se maiores alteracoes no ciclo celular no
tratamento de radioterapia com as doses de radiagao mais elevadas. Em correspondéncia a
diminuigao significativa das células na fase GO/GI verificou-se um aumento significativo da
populagao celular na fase G2/M com as doses mais elevadas, acentuando-se com a
radiossensibilizacio com butirato. O tratamento com butirato isolado nas células WiDr/10x
induziu um bloqueio do ciclo celular na fase G2/M, podendo estar relacionado com o bloqueio
acentuado desta fase quando combinado com 10 Gy de radiagao.

Os resultados de ambas as linhas celulares corroboram os resultados obtidos no ensaio
de MTT, onde se observou uma menor atividade metabdlica com o tratamento de
radiossensibilizagao com butirato. Um estudo de Munshi e seus colegas demonstrou que o
butirato induziu a radiossensibilizagao em duas linhas celulares humanas de melanoma, nas
quais ocorreu um aumento da apoptose induzida pela radiagao ionizante, que nao se
relacionou com a sobrevivéncia celular mas sim com a supressao de genes reguladores da
reparagao do DNA, nomeadamente os genes que codificam as proteinas Ku70 e Ku86 (Munshi
et al.,, 2005).

De acordo com os resultados dos ensaios de avaliagao da morte celular e tendo em
conta os resultados da proliferagao celular, pode colocar-se a hipotese dos danos no DNA
induzirem senescéncia nas células devido ao bloqueio do ciclo celular na fase G2/M, ficando
estas incapazes de proliferar. De facto, a definicao classica da senescéncia refere-se apenas ao
bloqueio do ciclo celular na fase G| desencadeado pelo encurtamento de teldmeros nos
cromossomas de células primarias mais velhas (Gire & Dulic, 2015). Contudo, varios estudos
tém demonstrado que a proteina P21 pode mediar o bloqueio do ciclo celular induzido pelos
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danos no DNA na fase G2/M e ser responsavel pelo inicio do estado de senescéncia das células
(Ye et al, 2013). Além disso, Matsui e colegas estudaram os efeitos da radiagao na apoptose e
no ciclo celular em células de rato transfetadas com diferentes mutagoes na proteina P53.
Neste estudo verificaram que os niveis de P53 se mantiveram apos a irradiagao das culturas
celulares com a P53 mutada, embora se tenha detetado algum aumento da apoptose, o que
sugere que as mutagoes na P53 representam um fendtipo que afeta a sensibilidade a radiagao,
mas nao é dependente para a via de sinalizagao da ativagao da apoptose (Matsui et al., 2001).
Uma forma interessante de estudar o bloqueio do ciclo celular na fase G2/M podera ser
através da determinacao da expressao da proteina P2l em resposta ao tratamento de
radiossensibilizagao com butirato, bem como a influéncia do butirato na expressao da proteina
P21 de ambas as linhas celulares.

Com os resultados da avaliagao da morte celular as 72 horas, pode concluir-se que a
presenca de butirato na radioterapia promoveu um aumento da radiossensibilizagao em ambas
as linhas celulares. Seria interessante fazer o estudo da morte celular noutros tempos como
as 24 horas de forma a evidenciar principalmente os efeitos diretos da radiagao na viabilidade
celular e no ciclo celular. Um estudo de Koprinarova e colegas mostrou que o butirato nao
imp6s a paragem do ciclo em G2/M na linha celular de cancro cervical Hela. Por outro lado,
o butirato inibe a reparacio de quebras duplas, ou DSB, nas cadeias de DNA. Estes
investigadores sugerem que apos a quebra das cadeias de DNA, as HDAC deacetilam os
nucleos das histonas na vizinhan¢a das DSB de forma a compactar a cromatina e a prevenir o
movimento livre das cadeias de DNA, permitindo uma reparagao efetiva (Koprinarova et al,
2011). Torna-se deste modo importante avaliar os danos no DNA pelo ensaio de cometa
assim como a indugao de DSB e a instabilidade gendmica por quantificagao da formagao de
YH2AX, um marcador destes danos do DNA.

O aumento da apoptose verificado pode resultar nao s6 do bloqueio do ciclo celular,
mas também como consequéncia de outros estimulos endogenos como o aumento do stresse
oxidativo. Assim, foi importante a avaliagao das espécies reativas de oxigénio (ROS) e das
defesas antioxidantes em resposta a radioterapia combinada com o butirato.

Relativamente a determinagao da concentragao intracelular de peroxidos, a andlise dos
resultados permitiu verificar um aumento da producio de peroxidos relativamente ao
controlo, estatisticamente significativo apenas na linha celular radiorresistente WiDr/10x mas
nao dependente do aumento da dose de radiacdo. Em contraste, o tratamento prévio das
células com o butirato promoveu uma formagio de perdxidos mais acentuada
comparativamente a irradiagao isolada, com significancia estatistica em relagao as células nao

irradiadas. Na linha celular radiorresistente WiDr/10x constataram-se resultados similares,

- 101 -



Butirato e Radioterapia no Cancro Colorretal

nas quais a radioterapia combinada com o butirato promoveu um aumento mais acentuado da
concentragao de peroxidos com as doses de radiagao mais elevadas comparativamente a
irradiagao isolada respetiva, com significancia estatistica relativamente as culturas nao
irradiadas.

Os resultados da avaliagado da concentragao intracelular do aniao superoéxido
mostraram o seu aumento apenas com os tratamentos com as doses de radiagao mais elevadas
na linha celular nativa WiDr, verificando-se diferengas significativas em ambos os tipos de
tratamento relativamente as culturas celulares nao irradiadas. A presenga de butirato aquando
da irradiagao das células promoveu a acentuagao da produgao do aniao superéxido, embora
sem diferencgas significativas comparativamente a irradiagao isolada. Por sua vez, nao foram
verificadas alteragcoes nos niveis de aniao superdoxido com os tratamentos nas células
radiorresistentes WiDr/10x, exceto quando a radioterapia foi combinada com o butirato, no
qual se observou que as doses de radiagao mais elevadas induziram um aumento significativo
de aniao superoxido relativamente as culturas nao irradiadas. Estes resultados parecem indicar
que uma maior tendéncia para o aumento da produgao de aniao superéxido com a presenga
do butirato, o que sugere que este contribuiu para o aumento da radiossensibilidade das linhas
celulares. Porém, esse efeito é mais notorio na linha celular nativa WiDr do que na linha celular
radiorresistente WiDr/10x, o que corrobora a viabilidade celular.

Por fim, quanto a expressao de GSH nao foram observadas diferencas nos seus niveis
com o aumento da dose de radiagao nos dois tipos de tratamento, tanto na linha celular WiDr
como na linha celular radiorresistente WiDr/|0x. A presenca do butirato nao alterou os niveis
desta defesa antioxidante relativamente a radiagao isolada.

A producao de ROS é um processo que representa a constante instabilidade que pode
ser provocada no material genético das células. Uma produgao exacerbada de ROS através de
estimulos endogenos e exdgenos pode prejudicar a homeostasia das células, aumentando o
stresse oxidativo. Para além das espécies oxidativas poderem induzir mutagoes,
aparentemente as ROS podem mediar vias de sinalizagao envolvidas na regulagao da
proliferagao celular e, por isso, sao fundamentais no estudo do processo de carcinogénese. O
efeito do stresse oxidativo pode também estar relacionado com o tipo de radicais envolvidos,
a sua reatividade e a concentragao destes nas células (Valko et al., 2006).

De acordo com os resultados obtidos, nao aconteceram alteragoes nos niveis de GSH,
pelo que podemos inferir que os mecanismos de defesa antioxidantes nao foram ativados. Por
outro lado, este resultado também pode ser explicado pela incapacidade das células repararem
os danos causados sendo ativados mecanismos que terminam na morte celular. Contudo,
verificou-se um aumento dos niveis de peroxidos e do aniao superéxido, o que sugere que a
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desregulagao entre o balango de espécies oxidantes e espécies antioxidantes induziu o
aumento do stresse oxidativo em ambas as linhas celulares. Por outro lado, a formagao de
ROS nao apresentou diferengas entre os dois tipos de tratamento pelo que o efeito de
radiossenbilizagao do butirato na inducao de stresse oxidativo parece ser reduzido. Ainda
assim, sera importante confirmar estes resultados através da determinagao dos niveis de
outras moléculas antioxidantes como a superoxido dismutase (Birben et al,, 2012). O estudo
do stresse oxidativo foi realizado 24 horas apos os tratamentos pelo que no futuro é de
interesse o estudo dos efeitos da radiossensibilizagio com butirato em periodos de tempo
mais curtos apoés as irradiagoes. Alguns estudos indicam que a concentragao de ROS
intracelular é bastante alterada momentos apds o tratamento com radioterapia (Sosa et al.,
2013; Kwak et al,, 2014). O aumento de ROS observado apos a irradiagao com as doses de
radiacao mais elevadas pode estar na origem do aumento da apoptose, que se verificou no
ensaio de viabilidade celular em ambas as linhas celulares.

Resumidamente, este trabalho permitiu avaliar a interferéncia do butirato no
metabolismo de uma linha celular radiorresistente, induzida a partir de uma linha celular
humana nativa de cancro colorretal, bem como o seu efeito na radiossensibilizacao das células
com varias doses de radiagcao. Os resultados obtidos permitiram confirmar que o butirato
induziu um efeito citotdxico em ambas as linhas celulares, acentuando-se com o aumento da
concentragao e do tempo de incubagao. Verificou-se também que o butirato interfere com o
metabolismo glicolitico, levando a diminuicao da producao de lactato na linha celular nativa
WiDr e, de forma menos acentuada, na linha celular radiorresistente WiDr/|0x. Concluiu-se
que as células radiorresistentes WiDr/10x tém um metabolismo glicolitico mais reduzido e,
dado que o butirato provocou menores alteragoes no metabolismo oxidativo destas células,
a metabolizagao do butirato é ineficiente levando a acumulagao deste no nucleo celular. No
nucleo, o butirato inibe as HDAC e pode levar a inibigao da proliferagao celular bem como a
indugao de um fendtipo senescente. Esta hipotese pode ajudar a compreensao dos resultados
da sobrevivéncia da linha celular WiDr/10x a longo prazo. De facto, os diversos estudos
efetuados para a avaliagao da radiossensibilizagao das células demonstraram que a presenca de
butirato promoveu a sensibilizagao das linhas células aos efeitos da radiagao ionizante. A
radiossensibilizagao promoveu aumento da apoptose e diminui¢ao da viabilidade, embora este
efeito se mostre mais acentuado na linha celular nativa WiDr. Porém, a radiossensibilizagcao
promoveu uma diminuigao evidente na proliferagdo e da sobrevivéncia celulares da linha
celular radiorresistente WiDr/10x. Os efeitos da radiagao podem induzir a ativagao da morte
celular e também causar senescéncia nas células pelo que podemos inferir que as células
radiorresistentes podem ficar senescentes e ter uma morte celular mais tardia. Além disso,
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observou-se que a radiossensibilizagao induziu um aumento do bloqueio do ciclo celular na
fase G2/M em ambas as linhas celulares, o que pode explicar a indugao da senescéncia nas
células. Quanto ao stresse oxidativo, observou-se um ligeiro aumento das espécies oxidativas
com as doses mais elevadas de radiagao e na presenga de butirato que se correlaciona com a
viabilidade celular. Por fim, o tratamento de radiossensibilizagcao apresentou resultados muito
promissores na linha celular WiDr/10x, mostrando o potencial do butirato na sensibilizagao
de células com uma natureza radiorresistente.

Como perspetivas futuras, sera interessante alargar o espectro de concentragoes de
butirato utilizadas para o estudo da radiossensibilizagao das linhas celulares, visto que foram
observados resultados promissores com este HDACi, como uma maior tendéncia para a
morte celular por apoptose e aumento do stresse oxidativo. Além disso, as concentragoes de
butirato utilizadas sao concentragdes minimas presentes nas células da mucosa do colon em
situagoes normais. A média da concentragao de butirato é de 20 mM, a qual é facilmente
atingida pela ingestio de uma dieta rica em fibra dietética (Cummings et al., 1987; Donohoe
et. al, 2012).

Os mecanismos e efeitos dos inibidores das HDAC na sensibilizacao das células
radiorresistentes ainda estao pouco estudados, embora ja se conhecam varios fatores
intrinsecos das células que influenciam a resisténcia aos efeitos da radiagao ionizante entre
mutagoes genéticas como a desregulacao de determinadas vias de sinalizagao. A resisténcia a
morte celular por apoptose pode estar relacionada com a inativagao de genes pré-apoptoticos
ou com um aumento da expressao de proteinas anti-apoptoticas, como a BCL-2 e a survivina
(Roninson et al., 2001). Por isso, sao necessarias mais abordagens que suportem os resultados
obtidos de forma a elucidar e a compreender de que forma os HDACi podem regular a
sensibilidade das células a radiagao.

Outra perspetiva futura incluira a avaliagao do efeito da radioterapia combinada com
o butirato numa linha celular normal do célon para verificar se o butirato exerce um efeito
protetivo nas células normais. Além disso, devem ser realizados estudos in vivo em paralelo,
de forma a analisar se o efeito de radiossensibilizacao do butirato observado nos estudos in
vitro é traduzido no ambiente in vivo.

Uma dieta rica em fibra dietética pode ser a base da prevengao do CCR. A ingestao de
frutos e de vegetais pode aumentar a concentragao deste SCFA no lumen do colon de doentes
de CCR e, verificando-se a hipotese deste trabalho, o butirato pode promover a sensibilizagao

dos tumores colorretais aos efeitos da radiagao melhorando assim a eficacia da radioterapia.
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