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When you're up against a trouble,
Meet it squarely, face to face,

Lift your chin, and set your shoulders,
Plant your feet and take a brace,
When it's vain to try to dodge it,

Do the best that you can do.

You may fail, but you may conquer--
See it through!

Edgar Albert Guest
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Resumo

O cancro do colo do Utero tem sido considerado um importante problema de saude,
sendo o quarto cancro mais incidente nas mulheres a nivel mundial. A taxa de mortalidade
tem diminuido devido aos programas de rastreio e pela detegao da doenga em estadios cada
vez mais precoces. Para além disso, o acesso a terapias eficazes, nomeadamente a
radioterapia externa, a braquiterapia e a quimioterapia contribuem para a diminuicao dos
casos de morte por este cancro, principalmente nos paises desenvolvidos. Em casos de
cancro avangado a quimioterapia, com base em cisplatina concomitante com radioterapia,
constitui um regime terapéutico padrao amplamente usado e eficaz. No entanto, algumas
doentes revelam resisténcia a cisplatina, que juntamente com os efeitos adversos limitam a
sua aplicagao clinica nestes casos.

O potencial quimioterapéutico do docetaxel tem sido avaliado no cancro do colo do
Utero, nomeadamente a sua aplicagao seguida de radioterapia ou em conjunto com cisplatina
concomitante com a irradiagio. Com base no seu mecanismo de agao e na sua possivel
aplicagao como radiossensibilizador, devem realizar-se mais estudos de citotoxicidade e de
combinagoes terapéuticas.

Neste contexto, o nosso estudo teve como principal objetivo avaliar o efeito
citotoxico de diferentes abordagens terapéuticas, nomeadamente da cisplatina, do docetaxel
e da radiacao ionizante na linha celular Hela, de adenocarcinoma do colo do uUtero. Assim,
pretendeu-se avaliar o efeito antiproliferativo da cisplatina e do docetaxel, bem como o
efeito da radiagdo ionizante na sobrevivéncia celular. O efeito na viabilidade e morte
celulares, na progressao do ciclo celular, no stresse oxidativo da célula e o efeito do inibidor
do radical hidroxilo também foram alvo deste estudo. Para a realizagao dos varios ensaios
recorreu-se a varias técnicas, sendo elas, o ensaio de sulforrodamina B, o ensaio
clonogénico, a citometria de fluxo e a microscopia otica.

Os estudos de citotoxicidade demonstram o efeito antiproliferativo tanto da
cisplatina como do docetaxel, bem como o efeito da radiagao na diminui¢ao da sobrevivéncia
celular de forma dependente da dose. As vias de morte celular ativadas pelos diferentes
tratamentos sugerem ser dependentes da concentragao e da dose depositada, sendo a
apoptose a via de morte preferencial em situagoes de baixas concentragdes, ao invés da
morte celular por necrose observada aquando da aplicagao de elevadas concentragoes de

farmacos e de doses de radiagao ionizante. Para além disso, o stresse oxidativo surge como



efeito de elevadas concentragoes de cisplatina e de docetaxel, assim como de radiagao, que
podera também sustentar a morte por necrose.

Este trabalho contribuiu para o melhor conhecimento do potencial citotoxico da
cisplatina, do docetaxel e da radiagao ionizante e os seus possiveis mecanismos envolvidos
no cancro do colo do utero. De igual forma, sustenta o conhecimento sobre o docetaxel e a
sua vantajosa aplicagdo no tratamento desta neoplasia, pelo que incentiva a realizagao de

mais estudos a fim de melhor avaliar a sua possivel eficacia clinica no cancro do colo do

utero.

Palavras-Chave: cancro do colo do utero; quimioterapia; radioterapia; docetaxel; cisplatina



Abstract

Cervical cancer has been considered an important health problem, being the fourth
most frequent cancer among women worldwide. The mortality rate has decreased due to
screening programs and detection of the disease at earlier stages. Furthermore, the access
to effective therapies, namely extern radiotherapy, brachytherapy and chemotherapy
contribute to the decrease of the death numbers by this cancer, mainly in developed
countries. In cases of advanced cancer, cisplatin-based chemotherapy followed by
radiotherapy is a widely used and effective standard therapeutic regimen. However, some
patients report cisplatin resistance, which coupled with the adverse effects limiting their
clinical application in these cases.

The chemotherapeutic potential of docetaxel has been measured on the cervical
cancer, namely its application followed by radiotherapy or with cisplatin plus radiotherapy.
Based on its mechanism of action and on their possible application as radiosensitizer, more
cytotoxic and therapeutic combinations studies should be carried out.

In this context, the main goal of our study was to evaluate the cytotoxic effect of
different therapeutic approaches, namely of cisplatin, of docetaxel and of ionizing radiation
on Hela cell line, a cervical adenocarcinoma cell line. Thus, we evaluated the
antiproliferative effect of cisplatin and of docetaxel, as well as the effect of ionizing radiation
on cell survival. The effect on cell viability and death, the progression of cell cycle, the cell
oxidative stress state and the effect of the hydroxyl radical inhibitor were also studied. Some
techniques were used to perform the assays, including the sulforhodamine B assay, the
clonogenic assay, flow cytometry and light microscopy.

Cytotoxic studies demonstrate the antiproliferative effect of both cisplatin and
docetaxel as well as the radiation effect on decreasing cell survival in dose dependent
manner. The cell death pathways activated by the different treatments suggest to be
concentration and dose dependent, where apoptosis is the preferred death pathway in low
concentrations, rather than necrotic cell death observed when high drug concentrations and
doses of ionizing radiation were used. Furthermore, oxidative stress appears as an effect of
high concentrations of cisplatin and docetaxel, as well as of radiation, which may also sustain
death by necrosis.

This work contributed to a better knowledge of cytotoxic potential of cisplatin,
docetaxel and ionizing radiation and their possible mechanisms involved on cervical cancer.

In the same way, supports the knowledge about docetaxel and its advantageous application
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on the treatment of this neoplasia, therefore encourages further studies in order to evaluate

its possible clinical efficacy on cervical cancer.

Keywords: cervical cancer; chemotherapy; radiotherapy; docetaxel; cisplatin.
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Estudo de diferentes abordagens terapéuticas ho cancro do colo do utero

CANCRO

O cancro é uma doenga caracterizada pelo descontrolado crescimento e proliferagao
de células com mutagoes no DNA (do inglés Deoxyribonucleic acid). Associado a este processo
podera estar a formagao de metdstases a distancia, devido a capacidade das células em
invadir os tecidos envolventes e migrarem para locais distantes do tumor primario (Kelsey et
al,, 2014).

O cancro é um dos maiores problemas de saude publica mundial, com milhoes de
novos casos diagnosticados todos os anos, sendo uma das principais causas de morte
(Yaacob et al, 2010). Atualmente, em média, o risco de ter cancro antes dos 75 anos de
idade é de aproximadamente 20%, sendo que ha 10% de risco de morrer desta doenga
(Ferlay et al., 2018). Em 2018, a International Agency for Research on Cancer (IARC) estima que
ocorram, a nivel mundial, 18,1 milhdes de novos casos de cancro e 9,6 milhdes de mortes
devidas ao cancro (Ferlay et al, 2018). O aumento da incidéncia do cancro ocorre
principalmente em partes do mundo com menor acessibilidade a técnicas terapéuticas, como
é o caso da radioterapia (Baggarley et al., 2013).

Em 2018, a nivel mundial estima-se que os tipos de cancro com maior incidéncia
sejam o cancro do pulmao (11,6%), seguido do cancro da mama (I1,6%), do cancro
colorretal (10,2%), do cancro da préstata (7,1%) e em quinto do cancro do estomago (5,7%).
Relativamente a mortalidade, estima-se que o cancro que apresenta a maior taxa seja o
cancro do pulmao (18,4%), seguido do cancro colorretal (9,2%), do cancro do estémago
(8,2%), do cancro do figado (8,2%) e do cancro da mama (6,6%), tal como representado na
Figura | (Ferlay et al,, 2018). Entre as mulheres, os cancros mais incidentes sao o cancro da
mama, seguido do cancro colorretal, do cancro do pulmao, do cancro do colo do Utero e
em quinto do cancro da tiroide. Os cancros com maior taxa de mortalidade, nas mulheres,
sao o cancro da mama, o cancro do pulmao, o cancro colorretal, o cancro do colo do utero
e o cancro do estomago. Deste modo, o cancro do colo do Utero é o quarto cancro nas

mulheres com uma maior incidéncia e mortalidade (Ferlay et al., 2018).
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Incidéncia Mortalidade

Lung
1761 007 (18.1%)

2 083 B/6 (11.6%)

Breast

? OBS BA9 (11.6%) Other cancers

3781 4086 (39.6%)

Colorectum

Other cancers BHO 192 (9.2%6)

8323 793 (46%)

Colorectum
1848 518 (10.7%)
Stomach
182 GY (8.2%)
Prostate
1776 106 (7.1%)
Stomach

1033 701 (5.7%)

Liver
781 631 (8.2%)

Pancreas
432 242 (4.5%)

Qesophagus Breast

Oesophagus Liver 508 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)

572034 (3.2%) 841 080 (4.7%)

Total : 18 078 957 Total : 9 555 027

Figura | — Estimativa da incidéncia e da mortalidade do cancro em ambos os sexos, em todo o mundo em
2018. Retirado de International Agency for Research on Cancer, 2018.

CANCRO DO COLO DO UTERO

Epidemiologia

O cancro do colo do dtero (CCU) tem sido considerado um importante problema de
salde publica, tanto pela incidéncia como pela mortalidade nas mulheres com mais de 15
anos. A incidéncia global de cancro do colo do utero tem aumentado ao longo dos ultimos
anos (Forouzanfar et al,, 2011), no entanto, com a introdugao dos programas de rastreio a
mortalidade tem diminuido (VWeiderpass e Labréche, 2012). Em paises desenvolvidos, o
declinio da incidéncia e da mortalidade do carcinoma escamoso do colo do Utero pode
dever-se a um rastreio efetivo e acessivel a maioria das mulheres, que permite detetar lesdes
precursoras (Matsumoto et al., 2011). Em paises em desenvolvimento, com menos recursos
para o rastreio da populagao e inacessibilidade a boas técnicas terapéuticas, o cancro do
colo do Utero é uma das principais causas de morte entre as mulheres (Baggarley et al,, 2013;
Weiderpass e Labreche, 2012).

Em 2012, o cancro do colo do utero foi o sétimo cancro mais comum mundialmente,
representando 528 mil novos casos estimados. Entre as mulheres, o cancro do colo do
utero foi o quarto cancro mais frequente, no mesmo ano (Ferlay et al.,, 2015). A maioria dos

casos de cancro do colo do Utero, cerca de 85%, ocorreram nos paises menos

-18 -



Estudo de diferentes abordagens terapéuticas ho cancro do colo do utero

desenvolvidos. Deste modo, este tipo de cancro é o segundo mais comum nas regioes
menos desenvolvidas, com uma incidéncia de 445 mil casos. Cerca de 12% dos casos de
cancro nas mulheres sao de cancro do colo do Utero, sendo o tipo de cancro que mais afeta
as mulheres na Africa oriental e central. A sua menor frequéncia nas regides mais
desenvolvidas coloca-o como o décimo primeiro cancro mais comum, com cerca de 83 mil
casos (Ferlay et al, 2015). Assim, as regides consideradas de elevado risco sio a Africa
central, sul e oriental e a Melanésia e as de menor risco sao a Australia, a Nova Zelandia e a
Asia ocidental. A mortalidade causada por este cancro correspondeu a 266 mil mulheres,
sendo que cerca de 87% das mortes ocorreram nos paises menos desenvolvidos. Na Africa e
Ameérica central, o cancro do colo do Utero € a principal causa de morte relacionada com o
cancro entre as mulheres. O risco médio de morrer por cancro do colo do utero antes dos
75 anos de idade é trés vezes maior nos paises menos desenvolvidos do que nos mais
desenvolvidos (Ferlay et al., 2015; Vu et al,, 2018).

Em 2018, a International Agency for Research on Cancer (IARC) estima que ocorram cerca
de 570 mil novos casos de mulheres com cancro do colo do Utero e mais de 300 mil mortes
associadas a esta doenga a nivel mundial. Assim, o cancro do colo do uUtero apresenta-se
como o oitavo cancro mais incidente a nivel mundial e o quarto mais frequente entre as
mulheres, sendo o cancro da mama o mais comum, seguido do cancro colorretal e do

cancro do pulmao, Figura 2 (Ferlay et al., 2018).

Breast
Colorectum
Lung

Cervix uteri
Thyroid
Corpus uteri
Stomach
Ovary

Liver

Incidence
Non-Hodgkin lymphoma | Mn:‘rt;lrl‘;;

0 400 000 800 000 1200 000 1600 000 2 000 000 2400 000

Numbers

Figura 2 - Estimativa da incidéncia e da mortalidade dos cancros mais comuns nas mulheres, em todo o
mundo em 2018. Retirado de International Agency for Research on Cancer, 2018.

Relativamente a estatistica deste cancro em Portugal, a mortalidade por cancro do colo

do dtero nas mulheres diminuiu nas ultimas décadas (Pinheiro et al, 2003). Em 2012, a
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incidéncia de cancro do colo do uUtero foi de 720 novos casos estimados, sendo que o
numero de mortes por esta doenga foi de 390 mulheres (Ferlay et al., 2013).

A prevengao do cancro do colo do Utero é constituida por prevengao primaria e
secundaria. A prevengao primaria consiste na vacinagao contra a infe¢ao pelo HPV (HPV, do
inglés human papillomavirus), enquanto a prevengao secundaria se baseia no rastreio de
leses e anormalidades e no seu tratamento precoce a fim de prevenir a progressao para
cancro (Bhatla et al., 2009). A combinagao da prevengao desta doenga por vacinagao contra
a infecao pelo HPV com os programas de rastreio e as respetivas terapéuticas constitui uma
potencial forma de reduzir a incidéncia e a mortalidade por cancro do colo do utero (Bhatla
et al, 2009). A infecao pelo virus do papiloma humano é um fator importante no
desenvolvimento do cancro do colo do Utero, sendo que a infegao com HPV de alto risco
compreende um risco acrescido. A vacina contra o HPV constitui assim a forma preventiva
primaria do CCU. Atualmente, existem duas vacinas aprovadas e licenciadas, na maioria dos
paises, para a prevencio da infecio pelo HPV, a Cerarix™ (bivalente) e a Gardasil®
(quadrivalente) (Vu et al., 2018). A Cervarix™ é uma vacina que apenas protege contra a
infecdo pelo HPV 16 e o HPV 18. A Gardasil®, para além de prevenir infecio contra estes
dois tipos de HPV de maior risco, também protege contra o HPV 6 e o HPV |1, que podem
causar verrugas genitais e neoplasias de baixo grau (Schiffman et al., 2007; Vu et al., 2018). A
vacinagao contra o HPV esta introduzida na maioria dos paises desenvolvidos e constitui a
primeira linha de prevengao deste cancro (Sant et al, 2015). A introdugao de programas de
rastreio do cancro do colo do utero e a melhoria do tratamento contribuiram para a
redugao das taxas de mortalidade nos paises industrializados (Freeman et al., 2012), pelo que
o seu rastreio tem sido bem sucedido como medida preventiva secundaria (Sant et al., 2015).
Contudo, nos paises em desenvolvimento, os tumores ainda sao diagnosticados nos estadios
mais avangados da doenga e o cancro do colo do Utero ainda constitui uma causa frequente
de morte nas mulheres (Freeman et al.,, 2012).

Ao longo dos ultimos anos, na Europa, verificou-se um aumento da sobrevivéncia, que
passou de 61% entre 1999 e 2001, para 65% em 2005 a 2007 (Sant et al, 2015). Nos paises
desenvolvidos, ao invés dos paises em desenvolvimento, melhores condigoes no sistema de
salde, permitem uma maior taxa de sobrevivéncia, sendo a sobrevivéncia aos cinco anos de
66% (Chang e Guo, 2017). O cancro do colo do Utero afeta primeiramente mulheres jovens,
com a maioria dos casos a surgirem entre as idades de 35 e de 50 anos (Arbyn et al., 2010).
Assim, a incidéncia do cancro do colo do Utero comega a aumentar depois dos 30 anos,

sendo o seu risco maior entre os 50 e os 60 anos (Padilha, Aradjo e Souza, 2017). A
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sobrevivéncia esta associada a idade da doente aquando do diagnodstico, pelo que a taxa de
sobrevivéncia diminui com a idade no momento do diagnostico. A nivel europeu, entre os |5
e os 44 anos, a sobrevivéncia é de 81%, mas diminui para 34% em mulheres com 75 anos ou
mais (Sant et al.,, 2015). Para além disso, quando o diagnéstico € realizado em estadios iniciais
da doenga, o prognostico das doentes é mais favoravel, com uma sobrevivéncia aos cinco
anos acima de 90%. Ao invés, quando o diagnostico é realizado em estadios mais avangados,
o prognéstico é pobre, mesmo em paises com bons cuidados de salide e acessiveis a todas

as doentes (Weiderpass e Labreche, 2012).

Fatores de risco

Durante os anos 80, surgiram evidéncias de que o virus do papiloma humano (HPV)
podia estar envolvido na etiologia de alguns tipos de cancro, nomeadamente no cancro do
colo do utero. O estudo de zur Hausen (Dirst et al, 1983) foi um dos primeiros a
identificar a presenca do virus do papiloma humano do tipo 16 (HPV 16) em amostras de
biopsias de cancro do colo do utero (Dirst et al, 1983). Previamente ja tinha sido
identificada a presenga de HPV 10 e HPV || em algumas biopsias deste tipo de cancro
(Durst et al, 1983). Desde entao, a intensa pesquisa da presenga de infegao pelo HPV em
amostras de cancro genital e da sua relagao causal com o cancro do colo do utero conduziu
a criacao de rastreios de cancro do colo do Utero baseados na detecao de DNA de HPV e
na criagao de vacinas para o virus do papiloma humano, que previnem 70 a 80% dos casos de
cancro do colo do Utero (Crosbie et al, 2013). A infecao pelo HPV é um fator causal
importante para o aparecimento de cancro do colo do Utero invasivo (Serrano et al., 2015),
sendo responsavel por cerca de 93% dos casos (Chang e Guo, 2017). Mais de 100 tipos de
HPV sao conhecidos e caracterizados, e cerca de 40 tipos tém a capacidade de infetar o
trato genital (Munoz et al., 2006). Os HPV 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 e 58 sao os tipos mais
detetados no cancro do colo do utero invasivo. Estes tipos de HPV mais comuns siao
responsaveis por cerca de 90% dos casos de cancro do colo do Utero a nivel mundial
(Munoz et al., 2006; Serrano et al., 2015). Mais concretamente, os HPV do tipo 16 e 18 sao
os de maior risco e também os mais comuns. Pelo que, a persisténcia da infe¢ao com estes
dois tipo de HPV de elevado risco causa cerca de 70% dos cancros do colo do utero
mundialmente (Schiffman et al, 2007; Weiderpass e Labreche, 2012). A idade na qual se
verifica o pico da infecao pelo HPV é em mulheres com menos de 25 anos, seguido de um
declinio da incidéncia da infecao. Em mulheres com mais de 50 anos verifica-se um aumento

da infecao pelo HPV, em alguns paises (Moscicki et al., 2012).
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O potencial carcinogénico do HPV deve-se maioritariamente a duas oncoproteinas, a E6
e a E7. Estas proteinas virais interagem com proteinas celulares, nomeadamente a proteina
supressora tumoral P53 (P53) e a proteina do retinoblastoma (RB). A ligagao da proteina E7
a RB induz a ativagao do fator de transcricao E2F que desencadeia a expressao de proteinas
necessarias a replicagio do DNA. Por sua vez, a proteina E6 liga-se a proteina P53 para a sua
degradagao proteolitica, nao ocorrendo o processo de morte por apoptose, que seria
induzido pela P53. Deste modo, a infegao pelo virus do HPV induz, nas células hospedeiras,
uma atividade viral constante pela agao das proteinas E6 e E7, incitando a desregulagao do
ciclo celular, ao aumento da instabilidade genética, a acumulagao de mutagoes e consequente
desregulagao do crescimento celular com desenvolvimento de neoplasia maligna (Munhoz et
al., 2006; Schiffman et al., 2007).

As infecoes pelo virus do papiloma humano na zona genital sio, maioritariamente,
transmitidas por contacto pele com pele ou mucosa com mucosa. Deste modo, através do
ato sexual ha uma grande probabilidade de transmissao deste virus, sendo que pode ocorrer
a transmissao de mais de um tipo de HPV em simultaneo (Schiffman et al., 2007). A maioria
das mulheres sao infetadas com pelo menos um ou mais tipos de HPV durante a sua vida
sexual ativa (Kovacs et al, 2009; Schiffman et al., 2007; Smith et al, 2003). O tempo de
persisténcia da infecao pelo HPV diminui a probabilidade da sua eliminagao e o risco de
diagnostico de neoplasia maligna aumenta (Schiffman et al., 2007).

A infecao pelo HPV é o principal agente carcinogénico para o cancro do colo do utero.
No entanto, existem alguns fatores que parecem estar envolvidos na carcinogénese do colo
do utero, tais como o tabagismo, o uso de contracetivos hormonais por um periodo
prolongado, a paridade e a infegao simultinea com agentes sexualmente transmissiveis ou
com outros tipos de HPV (Chang e Guo, 2017; Cogliano et al.,, 201 I; Moscicki et al., 2012;
Munoz et al., 2006).

O tabagismo é um agente carcinogénico que constitui um fator de risco para o cancro.
Os fumadores ativos tém um risco aumentado de desenvolver carcinoma de células
escamosas do colo do utero, quando comparados com os que nunca fumaram. Em relagao
ao tabagismo, o risco aumenta com o aumento do numero de cigarros consumidos
diariamente e também com a idade precoce com que se inicia o consumo de tabaco. No
entanto, nao parece haver associagao entre o tabagismo e o adenocarcinoma do colo do
utero (International Collaboration of Epidemiological Studies of Cervical Cancer et dl,
2006a; Munoz et al., 2006). O processo inerente a carcinogénese induzida pelo tabagismo

associado ao risco da mulher desenvolver cancro do colo do Utero ainda nao é bem
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conhecido. No entanto, tal pode dever-se a agao do tabaco no metabolismo hormonal da
mulher, com indu¢ao da reducao da resposta imunolégica do consumidor e aos danos
diretos causados no DNA (Munhoz et al., 2006).

O uso de contracetivos hormonais tem demonstrado ser um agente carcinogénico para
o cancro do colo do Utero em mulheres com HPV, sendo que o aumento do tempo de
consumo dos mesmos, por cinco ou mais anos, induz o aumento do risco deste cancro
(Munoz et al., 2006; Smith et al., 2003). O mecanismo associado podera relacionar-se com a
estimulagio da expressio génica do HPV pelo estrogénio ou pela progesterona,
componentes dos contracetivos orais (Munoz et al, 2006). Além disso, as diferengas nas
escolhas reprodutivas parece contribuir para os padroes de incidéncia do cancro do colo do
Utero nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento (International Collaboration of
Epidemiological Studies of Cervical Cancer et al., 2006b). Um elevado niumero de gestagoes
de uma mulher, HPV positiva, parece relacionar-se com um risco acrescido de carcinoma
invasivo do colo do utero, quando comparado com mulheres sem filhos (Bosch e Sanjosé,
2007; International Collaboration of Epidemiological Studies of Cervical Cancer et al,
2006b). A idade precoce na primeira gravidez esta associada com o risco de carcinoma in
situ/neoplasia intraepitelial do colo do Utero de grau 3 (CIN3, do inglés cervical intraepithelial
neoplasia) e de cancro do colo do dtero invasivo (International Collaboration of
Epidemiological Studies of Cervical Cancer et al., 2006b; Munoz et al., 2006). A gestagao esta
associada a produgao de elevadas concentragoes de estrogénio e de progesterona, pois uma
mulher com varios filhos esteve sujeita a uma exposicao prolongada a estas hormonas. Além
disso, lesoes associadas ao parto podem favorecer a exposigao a infecao pelo HPV
(International Collaboration of Epidemiological Studies of Cervical Cancer et al., 2006b). O
uso prolongado, por mais de cinco anos, de contracetivos orais associado ao elevado
numero de gestagoes aumentam o risco de cancro do colo do utero (Bosch e Sanjosé,
2007). Adicionalmente, o comportamento sexual, nomeadamente o nimero de parceiros
sexuais e a idade precoce da primeira relagao sexual, aumentam a probabilidade de adquirir
infecdo pelo HPV e demonstram estar associados com o risco de desenvolver CCU
(International Collaboration of Epidemiological Studies of Cervical Cancer et al., 2009).

Para além destes fatores externos, a coinfecgao com outros virus pode estar associada
ao desenvolvimento desta doenga. Assim, agentes infeciosos sexualmente transmissiveis que
atuam como cofatores da carcinogénese do colo do Utero sao o virus do Herpes simplex 2
(HSV-2, do inglés Herpes simplex virus type 2) e também o virus da imunodeficiéncia humana

(HIV, do inglés human immunodeficiency virus). O virus da imunodeficiéncia humana tipo 2
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pode aumentar o risco de infecao pelo HPV. Alguns estudos evidenciam um risco acrescido
de cancro do colo do Utero invasivo em mulheres infetadas com HSV-2 e HPV positivas
(Smith et al, 2002). Esta associacdo pode, em parte, dever-se a resposta inflamatoria
desencadeada, que tem sido associada com a geragao de radicais livres e desenvolvimento de
instabilidade genética. As mulheres com imunossupressao, causada pela infegao com HIV tipo
I, tém um risco aumentado da persisténcia da infecao pelo HPV e de cancro do colo do

utero (Cogliano et al., 201 I; Koshiol et al., 2006; Munoz et al., 2006).

Carcinogénese do cancro do colo do utero

O colo uterino contém trés regioes anatomicas distintas, incluindo a ectocérvix, a zona
de transformacao e a endocérvix, Figura 3. A ectocérvix é revestida pelo epitélio escamoso
estratificado, enquanto a endocérvix tem epitélio colunar (Blumenthal e Mclntosh, 2005;
Deng et al, 2019). A transicao entre estas duas populagoes de células designa-se juncao
escamocolunar, que caracteriza a zona de transformagao, e constitui a zona de risco para a

infecao viral (Small et al., 2017).
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Figura 3 — Revestimento do colo do Utero, constituido por epitélio escamoso e pelo epitélio colunar.
Retirado de (Blumenthal e McIntosh, 2005).

A infecao pelo HPV é o fator etiologico mais importante na carcinogénese do colo do
utero (Kovacs et al, 2009; Moscicki et al., 2012). A maioria das infe¢oes sao transientes, pelo

que cerca de 90% sao eliminadas espontaneamente de um a dois anos (Kovacs et al., 2009;

-24 -



Estudo de diferentes abordagens terapéuticas ho cancro do colo do utero

Schiffman et al.,, 2005, 2007) e nao ha desenvolvimento de lesées ou cancro (Moscicki et al,
2012). Contudo, mulheres com persisténcia da infegao apresentam um maior risco
carcinogénico, com possibilidade de desenvolver neoplasias intraepiteliais do colo do uUtero
(CIN, do inglés cervical intraepithelial neoplasia) ou adenocarcinoma in situ, que podem
progredir para cancro do colo do utero invasivo (Koshiol et al., 2006; Rodriguez et al., 2008;
Small et al., 2017). Neste caso, doentes com lesdes que nao sao tratadas podem demorar
anos a desenvolver carcinoma invasivo. Enquanto que, cerca de 10% das doentes podem ter
uma progressao de carcinoma in situ para invasivo em menos de | ano (Small et al., 2017).

A infecao pelo HPV de elevado risco, principalmente por HPV 16, tem a capacidade de
persistir por um maior periodo de tempo, comparativamente a outros tipos de HPV
(Koshiol et al, 2006). As mulheres com citologia normal e positivas para HPYV,
nomeadamente |6 e 18, apresentam um maior risco de desenvolver lesdes do colo do
utero, nomeadamente CIN2 e CIN3 (Matsumoto et al., 201 |; Munoz et al., 2006). Assim, a
persisténcia de infecoes por HPV de elevado risco estd associada ao desenvolvimento da
maioria dos carcinomas do colo do uUtero (Kovacs et al., 2009). Em adicao, o tipo de HPV
presente nas lesdes pode funcionar como um marcador de previsao da persisténcia da
infecao e da progressao da lesao (Matsumoto et al, 201 1), permitindo a estratificagao das
mulheres consoante o risco de desenvolverem cancro do colo do utero (Kovacs et dl,
2009).

Deste modo, a carcinogénese associada a infe¢ao do colo do utero pelo HPV envolve a
infecao do epitélio da zona de transformagao do colo do uUtero que, quando seguida de
manutencao da persisténcia viral prolongada, aumenta a probabilidade de progressao para
neoplasia, que pode evoluir para cancro invasivo (Moscicki et al., 2012). A maioria das lesoes
do colo do utero de baixo grau, CIN|I, regridem de forma espontanea, enquanto cerca de 10
a 20% das lesoes progridem para CIN3 ou cancro. Deste modo, a lesao de grau | (CINI) é
geralmente acompanhada sem tratamento. As lesoes de grau 2 (CIN2), entre 40 a 60% dos
casos regridem espontaneamente, no entanto, estas lesoes devem ser tratadas (Matsumoto
et al, 2011). De entre os trés graus de neoplasia intraepitelial do colo do utero (CIN), o
CIN2 apresenta maior propensao de persistir e progredir e menor de regredir em relagao a
CINI. Consequentemente, o risco de progressao para CIN3 é maior em caso de lesao de
grau 2 em relagao a lesao de grau | (Matsumoto et al,, 201 1). A probabilidade de regressao
espontanea da lesao correlaciona-se com a idade da mulher, pelo que a probabilidade é

maior em mulheres mais jovens (Matsumoto et al., 201 ).
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Os tumores que se desenvolvem no ectocérvix sao na sua maioria carcinomas de células
escamosas e os que surgem no endocérvix sao do tipo adenocarcinoma (Small et al., 2017).
Deste modo, a maioria dos casos de cancro do colo do utero, cerca de 70 a 80%, sao
carcinomas de células escamosas, enquanto o adenocarcinoma é menos frequente,
representando cerca de 20% dos casos de CCU (International Collaboration of
Epidemiological Studies of Cervical Cancer et al., 2006a; Marth et al., 2017; Parkin e Bray,
2006). Os subtipos histologicos ainda menos comuns sao o carcinoma adenoescamoso, o
tumor neuroendodcrino, o cancro papilar e o adenocarcinoma de células claras (Small et al.,
2017). A infegao pelo HPV esta relacionada com o desenvolvimento de carcinoma de células
escamosas e de adenocarcinoma do colo do Utero, nomeadamente o HPV 16 e o HPV 18
que sao comuns a ambos os tipos histolégicos (Munoz et al,, 2006). A presenca de HPV 16
no carcinoma de células escamosas ou em lesoes intraepiteliais escamosas precursoras esta
associado a um pobre prognéstico (Marth et al,, 2017). Infecao pelo HPV 18 é mais comum
em adenocarcinomas e em carcinomas adenoescamosos, em relacao ao carcinoma de células
escasmosas (Marth et al,, 2017). No entanto, tanto a presenga de DNA de HPV 16 como de
HPV 18 tem sido associada ao risco de desenvolver adenocarcinoma (Moscicki et al., 2012).
O adenocarcinoma do colo do utero tem aumentado nas Ultimas trés décadas,
provavelmente devido ao rastreio citolégico que é pouco efetivo e sensivel em caso de
adenocarcinoma in situ, uma vez que este afeta areas do colo do Utero que sao dificeis de
obter uma amostra representativa do canal endocervical (Parkin e Bray, 2006; Small et al.,

2017).

Diagnéstico e Terapéutica

A caracteristica assintomatica do cancro do colo do Utero, em estadios precoces da
doenga, evidencia a necessidade da prevencao e de um diagndstico precoce. Em caso de
cancro invasivo localmente avancado pode haver a manifestagao de alguns sintomas, como
hemorragia vaginal anormal, corrimento vaginal incomum, dor pélvica, hidronefrose e
dispareunia, que consiste huma dor intensa durante ou apos a relagao sexual, o que pode
alertar a mulher para o rastreio da doenga (Baggarley et al., 2013; Marth et al., 2017).

A existéncia de programas de rastreio do colo do Utero e o acesso aos mesmos
facilitam a identificagao precoce de mulheres com risco de desenvolver lesdes precursoras
de cancro do colo do utero. A implementagao do programa de rastreio com base no exame
citologico de Papanicolau e na colposcopia resultou na redugao de até 80% da incidéncia de

cancro do colo do utero nos paises desenvolvidos. No entanto, a regularizagao deste
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programa ainda nao ocorreu em muitas regioes menos desenvolvidas, como se constata pela
elevada incidéncia deste cancro (Vu et al,, 2018). O exame citologico permite a detegao de
anormalidades e de cancro do colo do Utero ainda numa fase inicial da doenga (Marth et al.,
2017). Contudo, as limitagoes de sensibilidade do exame citologico, incluindo a subjetividade
na andlise de alteragoes morfologicas presentes nas amostras ou na qualidade indevida das
amostras, fez com que nos ultimos anos houvesse a introdugao do teste de HPV como
ferramenta de rastreio, o qual apresenta uma maior sensibilidade (Marth et al., 2017; Small et
al, 2017). O DNA de HPV esta presente na maioria dos casos de cancro do colo do Utero
visto que € uma causa estritamente relacionada com o aparecimento deste cancro. No caso
de se obter citologia do colo do Utero anormal ou de teste positivo para presenca HPV de
elevado risco, deve realizar-se um diagnostico mais preciso com colposcopia e biopsia
(Marth et al., 2017).

O sistema de estadiamento da FIGO recomenda a realizagao de exames de imagem,
sempre que possivel. Principalmente, no caso de estadio igual ou superior a IBI a fim de ser
aplicada a terapéutica mais adequada, uma vez que é importante avaliar o tamanho do tumor,
se existe invasao do paramétrio ou da zona inferior da vagina e ainda a presenca de
metastases. Deste modo, procede-se a exames de imagem como a ressonancia magnética
(RM) pélvica ou, em caso de contraindicagao, opta-se pela tomografia computorizada (TC)
abdominal e pélvica, de modo a obter informagao relativa a extensio do tumor e ao
prognostico. A imagem por RM permite obter informagao do tamanho do tumor, de invasao
do paramétrio e da parede pélvica, de invasao da bexiga ou do reto e da presenca de
metastases ganglionares. A informagao fornecida pela TC é mais limitada, evidenciando a
disseminagao da doenga, incluindo ganglios linfaiticos aumentados, fistula para a bexiga ou
para o reto e a presenca de metastases a distincia (Freeman et al, 2012; Sociedade
Portuguesa de Ginecologia, 2016). Adicionalmente, a tomografia por emissao de positroes
(PET), uma técnica com elevada sensibilidade, tem demonstrado potencial na avaliagio da
extensao da doenga, principalmente dos ganglios linfaticos, tanto em fases iniciais da doenga
como em estadios mais avangados (Marth et al., 2017; Small et al., 2017).

Deste modo, o estadiamento efetivo do cancro do colo do Utero é essencial para a
aplicagio do tratamento mais assertivo para a doente. Atualmente, o sistema de
estadiamento da Federagao Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) é o método
mais amplamente aceite para o cancro do colo do utero, de acordo com a sua revisao em
2009 (Freeman et al, 2012). Tal consiste num estadiamento clinico a base de observagao e

de exame ginecologico. Estudos de imagem contribuem para definir com maior precisao a
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extensao da doenca. O estadiamento é baseado no tamanho do tumor, na extensao a vagina,
no envolvimento do paramétrio, na extensao a bexiga ou reto e na presenca de metastases a
distancia (Marth et al.,, 2017). O estadiamento FIGO, segundo as normas de classificagao da

revisao de 2009, encontra-se descrito na Tabela I.

Tabela | - Estadiamento do cancro do colo do Utero segundo as normas FIGO de 2009.

ESTADIO DESCRICAO
Tumor limitado ao colo do Utero com extensao mais profunda, apenas

diagndstico histologico

1A Carcinoma invasivo, com diagnostico microscopico
1A1 Invasdo do estroma <3mm em profundidade e extensdo £7mm
1A2 Invasdo do estroma >3mm e <5mm em profundidade e extensdao <7mm
. LesGes clinicamente visiveis limitadas ao colo uterino ou pré-clinicas
superiores ao estadio I1A
IBI Carcinoma clinicamente visivel com tamanho <4cm
1B2 Carcinoma clinicamente visivel com tamanho >4cm
. Carcinoma estende-se para além do colo, envolvendo até 2/3 superiores
da vagina mas nao atinge a parede pélvica
1A Nao ha invasao do paramétrio
1HAI Carcinoma clinicamente visivel com <4cm
11A2 Carcinoma clinicamente visivel com >4cm
1B Carcinoma com invasao do paramétrio mas nao ha extensio a parede
pélvica
1 Carcinoma estende-se a parede pélvica, pode invadir o |/3 inferior da
vagina; possibilidade de hidronefrose ou auséncia de funcionamento renal
A Envolvimento do |/3 inferior da vagina sem extensio a parede pélvica
1B Extensdo a parede pélvica, possibilidade de hidronefrose ou auséncia de
funcionamento renal
. Carcinoma estende-se para além da pelve, pode invadir a mucosa da bexiga
e/ou do reto
IVA Estende-se aos orgaos adjacentes (mucosa da bexiga e/ou reto)
IVB Estende-se aos orgaos distantes (metastases a distancia)

Adaptado de (Freeman et al., 2012; Sociedade Portuguesa de Ginecologia, 2016).

A sobrevivéncia aos cinco anos € superior para doentes diagnosticadas com estadio
inicial da doengca e sem metastases. Em doentes com estadio entre IB e IlIA, a taxa de
sobrevivéncia aos cinco anos sem a presenga de metastases ganglionares é entre 88% e 95%
e na presenga de metastases ganglionares diminui para 51% a 78% (Freeman et al, 2012;

Marth et al, 2017). Nas doentes com estadio Il e lll a sobrevivéncia aos cinco anos é entre
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30% e 50%, dependendo do tamanho do tumor e da presenga de ganglios linfaticos
(Baggarley et al., 2013). Além disso, o tipo histoldgico parece associar-se a sobrevivéncia aos
cinco anos, em que o adenocarcinoma apresenta um pior prognostico com cerca de 10% a
20% de diferenca para os restantes carcinomas (Marth et al., 2017). As doentes com cancro
do colo do Utero avancado ou recorrente tém um pobre prognéstico, com uma
sobrevivéncia a um ano entre 10% a 20% (Zhu et al., 2016).

Apds a fase de diagnostico e de estadiamento clinico, segue-se o planeamento
terapéutico. No carcinoma do colo do utero, a escolha terapéutica é adequada ao estadio do
cancro e a condicao da doente, de modo a que a terapia seja personalizada. Assim, o
tratamento do carcinoma do colo do Utero é determinado pelo tipo histolégico, presenga de
invasao linfovascular, volume tumoral, estadio clinico e preferéncia/concordancia da doente
(Sociedade Portuguesa de Ginecologia, 2016). De entre as opgoes disponiveis estio a
cirurgia, a radioterapia interna e/ou externa e a quimioterapia com radioterapia. Nos
tumores microinvasivos, por norma, recorre-se a cirurgia conservadora. Nos tumores
precocemente invasivos, nomeadamente nos estadios IBIl e IlAIl, as terapéuticas adequadas
sao a cirurgia radical e a radioterapia. Nos tumores de maior extensao, a partir do estadio
IB2 até IVA, a quimiorradioterapia é, normalmente, a op¢ao mais adequada (Leal, Cunha e
Jorge, 2010). Segundo o National Comprehensive Cancer Network (NCCN) o adenocarcinoma é
tipicamente tratado de forma similar ao carcinoma escamoso do colo do utero.

No carcinoma invasivo em fase precoce, no estadio |Al, sem invasao dos espagos
linfovasculares, realiza-se histerectomia extrafascial, com remogao do Utero, incluindo o colo
do utero, com a possibilidade de anexectomia bilateral, com remogao das trompas de
Falopio e dos ovarios. Em caso de a doente pretender preservar a fertilidade, como opgao
realiza-se a conizagao que consiste na remogao, em forma de cone, por laser ou por bisturi
da lesao existente no colo do Utero. No caso de haver invasao linfovascular realiza-se ainda
linfadenectomia pélvica bilateral, que consiste na dissecgao bilateral dos ganglios linfaticos.
Em doentes com estadio IA2, a opgao terapéutica baseia-se na histerectomia extrafascial
com linfadenectomia pélvica bilateral e possibilidade de realizar também anexectomia
bilateral. No caso de a doente pretender manter a fertilidade ou em situagoes em que a
doente é jovem podera ser possivel realizar traquelectomia e linfadenectomia pélvica
bilateral, havendo a preservagao do uUtero e dos ovarios. Em ambos os estadios, IAl e |A2,
na auséncia de invasao linfovascular, em doentes que apresentem contraindicagao cirurgica

opta-se por braquiterapia intracavitaria. Em caso de invasao linfovascular esta indicado
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radioterapia externa e braquiterapia intracavitaria (Bhatla et al, 2009; Leal, Cunha e Jorge,
2010; Sociedade Portuguesa de Ginecologia, 2016).

Em doentes com estadio IBI com carcinoma com menos de 2cm, a terapéutica consiste
na histerectomia radical, com possibilidade de linfadenectomia pélvica bilateral e
anexectomia bilateral. Na situagao de a doente nao se apresentar elegivel para cirurgia opta-
se pela radioterapia externa seguida de braquiterapia intracavitaria. Ainda, na eventualidade
de se pretender manter a fertilidade da mulher pode optar-se pela traquelectomia radical
com linfadenectomia pélvica bilateral. No caso do carcinoma ter mais de 2cm, o tratamento
compreende a histerectomia radical, anexectomia bilateral e linfadenectomia pélvica bilateral.
Pode ainda recorrer-se a radioterapia externa com possibilidade de braquiterapia
intracatitaria. As doentes com estadio IB2, em que a extensao do tumor é superior a 4 cm, a
quimiorradioterapia concomitante é por norma a terapéutica aplicada (Bhatla et al., 2009;
Leal, Cunha e Jorge, 2010; Sociedade Portuguesa de Ginecologia, 2016).

No estadio IIAl a terapéutica é igual a aplicada no carcinoma de estadio IBlcom mais de
2cm. Da mesma forma, o tratamento no estadio 11A2 deve ser igual ao praticado no estadio
IB2. Em doentes com cancro localmente avancado, nomeadamente os estadios IIB, lll e IVA,
a terapia mais adequada ¢ radioterapia concomitante com quimioterapia, principalmente com
cisplatina, ou apenas radioterapia. O plano normalmente aplicado consiste numa dose
semanal de 40mg/m” de cisplatina em conjunto com radioterapia (6 ciclos). No caso de haver
contraindicagao a cisplatina, deve ser administrada carboplatina (Bhatla et al., 2009; Leal,
Cunha e Jorge, 2010; Sociedade Portuguesa de Ginecologia, 2016). Segundo os resultados de
Chen et al. (2017), no tratamento do cancro do colo do utero avangado, por comparagao
entre radioterapia com cisplatina semanal (30 a 40mg/m?) e a cada trés semanas (50 a
|00mg/m?*), ambas as formas apresentaram a mesma eficacia de tratamento, no entanto a
opgao de cisplatina semanal teve menos efeitos de toxicidade hematologica nas doentes
(Chen et al,, 2017).

No estadio IVB, em que se verificam metastases a distancia, opta-se por um tratamento
paliativo, nao invasivo e simples de administrar, com a finalidade de aliviar e controlar os
sintomas da doencga e possibilitar uma melhor qualidade de vida as doentes, com reduzida
toxicidade (Baggarley et al.,, 2013). A quimioterapia ou radioterapia paliativa sao as opgoes a
aplicar. No caso de quimioterapia, recorre-se a cisplatina numa concentragio de 50mg/m” a
cada 3 semanas. No entanto, o fraco sucesso do tratamento e os resultados de ensaios
clinicos indicam que a quimioterapia combinada, especificamente combinagoes com base em

cisplatina, com topotecano ou paclitaxel, tém demonstrado melhores resultados. Por norma,
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a primeira linha de tratamento é constituida por cisplatina e paclitaxel, no entanto, em
doentes com contraindicagdo para a cisplatina, a opgao terapéutica & carboplatina e
paclitaxel (Marth et al., 2017; Sociedade Portuguesa de Ginecologia, 2016). Em alternativa,
em doentes com um PS (do inglés Performance Status) entre O e |, pode ser considerada a
associagao de bevacizumab (anticorpo monoclonal anti-fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF, do inglés Vascular Endothelial Growth Factor)) a quimioterapia (cisplatina e
paclitaxel) (Marth et al., 2017; Sociedade Portuguesa de Ginecologia, 2016). Relativamente a
radioterapia, a dose total de radiagao ionizante a aplicar para o tratamento paliativo adequa-
se a extensao da doenca, ao grau de sintomatologia, ao desempenho da doente, ao risco de
toxicidade e de acordo com a vontade da doente. O planeamento da radioterapia tem em
conta a administracao da dose necessaria e a minimizagao dos efeitos adversos. Os fatores
que contribuem para a toxicidade causada pela radiagao incluem o volume a irradiar, a dose
total e a dose diaria, bem como a radiossensibilidade dos tecidos envolventes (Baggarley et

al, 2013).

Radioterapia

Ao longo dos ultimos anos, o conhecimento acerca da radioterapia e da sua
aplicabilidade na area da saude possibilitaram o seu uso como uma importante ferramenta
terapéutica em oncologia (Bernier, Hall e Giaccia, 2004). Assim, a radioterapia consiste no
uso de radiagao ionizante com finalidades terapéuticas, tanto no tratamento do cancro, que
visa a cura deste, como para tratamento paliativo (Baggarley et al., 2013). O uso da radiagao
para terapia do cancro evoluiu com grandes inovagoes nos dispositivos de produgao de
radiagao como na maneira de entregar as doses de radiagao ao tumor, percebendo os
efeitos nas células irradiadas e nos tecidos normais, testando desde doses Unicas elevadas a
pequenas doses administradas periodicamente, até ao estudo da combinagao da radioterapia
com agentes quimioterapéuticos a fim de melhorar a performance do tratamento (Bernier,
Hall e Giaccia, 2004).

A radioterapia é um método capaz de destruir células tumorais por emissao de feixes de
radiacao ionizante (Padilha, Araljo e Souza, 2017). Esta é energia sob a forma de ondas
eletromagnéticas ou de particulas subatomicas (Kelsey et al, 2014). Os diferentes tipos de
radiacao ionizante sao fotoes de alta energia (energia eletromagnética), como os raios-X e
os raios gama, e particulas alfa, particulas beta, neutrdes, protoes e até nlcleos pesados

(Baggarley et al, 2013; Kelsey et al., 2014). Estes varios tipos de radiagao caracterizam-se
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pelo diferente poder de penetragao e de ionizagao (Padilha, Araljo e Souza, 2017). Assim, a
radiacao ionizante consiste em radiagdo com energia suficiente para ionizar atomos ou
moléculas, com consequente formagao de ides (Kelsey et al., 2014). Os raios-X sao um tipo
de radiagao eletromagnética, invisivel, que tém um comprimento de onda menor que a luz, e
apresentam capacidade de penetrar materiais solidos (Baggarley et al., 2013).

A radioterapia pode ser administrada de duas formas distintas, a radioterapia externa e
a braquiterapia. A radioterapia externa caracteriza-se pela deposicao de doses fracionadas,
através de um acelerador linear, sendo que a dose total depende do objetivo terapéutico,
distinguindo-se doses totais entre terapia de carater curativo e a terapia paliativa. Assim, as
doses usadas sao de 60 a 70Gy e de 30 a 50Gy, respetivamente (Kelsey et al, 2014). Na
radioterapia fracionada, as doses sao administradas diariamente, entre 3 a 7 semanas de
tratamento. No tratamento paliativo, as fracoes a administrar normalmente siao mais
elevadas, nao havendo tanta ponderacao dos efeitos nos tecidos normais. No que diz
respeito a braquiterapia, esta é administrada através de uma fonte radioativa que ¢é
implantada diretamente no tumor ou proximo dele, de modo que a dose de radiagao fique
limitada a essa zona, por um periodo permanente ou limitado de tempo (Kelsey et al., 2014).
Normalmente, a fonte usada emite raios gama ou particulas beta (Baggarley et al., 201 3).

O crescimento de células normais é estritamente regulado e controlado, ao contrario
das células tumorais, onde este controlo se perde (Kelsey et al, 2014). Assim, células
tumorais resultam da nao reparagao de mutagoes génicas, sendo geneticamente instaveis,
induzindo a2 um aumento da taxa de replicagaio e de mutagoes. O seu crescimento
descontrolado, sem ocorrer apoptose, e o processo de neoangiogénese proporcionam o
crescimento da massa tumoral e a migragao para locais distantes (metastizagao). Para além
disto, as células malignas caracterizam-se pela perda de diferenciagao celular (Kelsey et al.,
2014). Segundo as leis de Bergonie e Tribondeau, as células tumorais, que apresentam uma
rapida proliferagao, sao mais radiossensiveis do que os tecidos normais (Formenti e
Demaria, 2009; Vogin e Foray, 2013).

Apesar da eficacia da radioterapia como tratamento do cancro € necessario que o plano
terapéutico seja o mais adequado as caracteristicas do tumor. Deste modo, a aplicagao
assertiva das doses de radiacao, de forma a erradicar as células tumorais, bem como a
delimitacao do volume tumoral a irradiar, de forma a minimizar os efeitos nos tecidos
normais, sao aspetos importantes para o sucesso clinico (Bernier, Hall e Giaccia, 2004). Por
consequente, o objetivo principal da radioterapia é destruir as células tumorais sem afetar as

células normais (Baggarley et al, 2013). Ainda assim, sendo a radioterapia fracionada e
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administrada com os intervalos de tempo corretos, de forma a diminuir os efeitos nos
tecidos saudaveis (Padilha, Araljo e Souza, 2017), este tratamento tem sempre efeitos na
doente. Os efeitos desta modalidade, por norma, surgem de uma a duas semanas apos o
inicio do tratamento, tais como, fadiga, nduseas (que podem surgir horas apo6s a irradiagao),
diarreia, toxicidade da pele, como eritema, prurido ou pele seca, alopecia e dor (Baggarley et
al,, 2013).

A radiacao ionizante pode causar danos nas células expostas a mesma, ou seja, efeitos
bioldgicos, de forma direta ou indireta (Baggarley et al,, 2013). Os efeitos diretos traduzem-
se por lesoes diretas em biomoléculas, como o DNA, enquanto os efeitos indiretos sao
produzidos por produtos intermediarios (Kinsella, Sohn e Wessels, 2006). Apesar de os
diferentes tipos de radiagao induzirem o mesmo tipo de efeito, a ionizagao de atomos ou
moléculas, a radiacao de elevada transferéncia linear de energia (LET, do inglés linear energy
transfer) causa predominantemente danos diretos, enquanto a radiacao de baixo LET, como
os raios-X, sao responsaveis por cerca de dois tercos das lesdes indiretas (Andreo et al.,
2005).

A agao direta da radiacdo pode provocar lesoes em macromoléculas com relevancia
celular, nomeadamente o DNA, que ¢ o alvo mais critico na célula (Andreo et al., 2005). Os
danos no DNA causados, quer pela deposicao de energia, quer por radicais livres produzidos
pela agao da radiagao, incluem quebras em apenas uma das cadeias ou em ambas as cadeias
(Kinsella, Sohn e Wessels, 2006).

A acgao indireta da radiagao resulta da sua interagao com outras moléculas e/ou atomos,
principalmente com a agua, visto que € a molécula mais abundante na célula, produzindo
radicais livres altamente reativos (Baggarley et al, 2013). A interagao da radiagao ionizante
com as moléculas de agua designa-se por radidlise da agua. Neste processo ha perda de um
eletrao da molécula de agua (H,O) que, por intermédio de reagoes quimicas, origina radicais
livres e ides. Sao varios os radicais livres que se podem formar, em especial o radical
hidroxilo (OH?®). Estes radicais podem recombinar-se e produzir o peréxido de hidrogénio
(H.0O,) (Andreo et al.,, 2005; Kinsella, Sohn e Wessels, 2006). Estes podem provocar danos
noutras moléculas, tais como a quebra de ligagdes quimicas do DNA (Kinsella, Sohn e
Wessels, 2006).

Os efeitos biologicos celulares resultantes da interagao da radiagio com o material
biologico, assim como os danos quimicos originados, podem resultar na perda da capacidade
reprodutora celular e, consequentemente, levar a senescéncia e a morte celular (Kinsella,

Sohn e Wessels, 2006). A morte celular provocada pela agao da radiagao ionizante em
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células tumorais humanas é resultado maioritariamente (cerca de 70%) de efeitos indiretos,
induzindo a formagao de radicais livres pela radidlise da agua, do que por lesoes diretas no
DNA (Kinsella, Sohn e Wessels, 2006).

Existem dois tipos de danos, os danos subletais, que podem ser reparados (Andreo et
al, 2005) e os danos letais que sao irreversiveis, podendo culminar na falha da fungao e
divisao celulares (Kelsey et al, 2014), levando a morte celular (Andreo et al, 2005). Os
danos em apenas uma cadeia de DNA sao mais faceis de reparar, pois a cadeia intacta é
utilizada como molde. A quebra da dupla cadeia de DNA é mais dificil de reparar, podendo
ocorrer erros neste processo. Danos no DNA sao normalmente reconhecidos por enzimas
de reparagao, durante o processo de replicagao (Kelsey et al., 2014). No entanto, os danos
na dupla cadeia de DNA que nao sao reparados, sao consideradas como as lesoes mais
citotoxicas, dando origem a danos letais causados pela radiagao ionizante (Kinsella, Sohn e
Wessels, 2006). As células sao mais sensiveis a radiacao em determinadas fases do seu ciclo
celular, nomeadamente na fase G2 e M. A maioria destes casos resulta na morte celular,

enquanto que células na fase S sao mais radiorresistentes, acabando por sobreviver (Kelsey

et al, 2014), Figura 4.
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Figura 4 — Curvas de sobrevivéncia celular de cada fase do ciclo celular (Retirado de (Kelsey et al., 2014)).

Quimioterapia
Em doentes com cancro do colo do Utero avangado ou recorrente, o tratamento
padrao é a quimioterapia com base em cisplatina (Eskander e Tewari, 2014; Zhu et al., 2016).
A cis-diaminodicloroplatina (ll), comummente designada por cisplatina, € um agente

quimioterapéutico muito usado no tratamento do cancro, incluindo o cancro colorretal, da
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bexiga, da cabega e pescoco, do pulmao, do ovario e dos testiculos, bem como do cancro do
colo do utero (Dasari e Tchounwou, 2014; Galluzzi et al., 2012).

A cisplatina é um composto de platina, com pouca solubilidade em agua, estavel a
temperatura e pressao normais. A cisplatina é composta por um atomo de platina ligado a
dois ides cloreto (Cl) na posigao cis e a dois de aménia (NHs), também na posicao cis, Figura

5 (Dasari e Tchounwou, 2014; Quintanilha et al,, 2017).

Figura 5 — Estrutura quimica da cisplatina (Retirado de (Quintanilha et al., 2017)).

A capacidade antitumoral subjacente a cisplatina deve-se principalmente a sua ligagao ao
DNA, Figura 6. A internalizagao deste farmaco ocorre através da membrana celular por
difusao passiva. Outro mecanismo também reconhecido na regulagao da captagao da
cisplatina para o interior da célula é pela proteina transmembranar transportadora de cobre
| (CTRI, do inglés copper transporter ) (Quintanilha et al, 2017; Zhu et al., 2016). No
citoplasma da célula, onde a concentragao de ides cloreto é mais baixa, entre 3 e 20mM, em
relagio ao meio extracelular (com aproximadamente 100mM), o composto é hidrolisado,
com substituicao de um ou dois grupos cloro por moléculas de agua (Brozovic, Ambriovic-
Ristov e Osmak, 2010; Galluzzi et al.,, 2012; Quintanilha et al., 2017). De seguida, a cisplatina
interage com o DNA, preferencialmente na posi¢ao N7 da guanina e da adenina. Assim, as
ligagoes cruzadas intra-cadeias e inter-cadeias com o DNA e a formagao de complexos
proteina e DNA sao responsaveis pela inibicao da sua sintese e transcri¢ao, culminando em
apoptose. A cisplatina pode também ligar-se a proteinas citoplasmaticas causando efeitos
citotoxicos (Brozovic, Ambriovi¢-Ristov e Osmak, 2010; Dasari e Tchounwou, 2014;
Galluzzi et al, 2012; Quintanilha et al., 2017). Quando os danos provocados pela cisplatina
sao limitados, ha inducao do bloqueio do ciclo celular, principalmente nas fases S e G2 do
ciclo celular, para que os mecanismos de reparagao atuem de forma a prosseguir sem danos

no DNA (Galluzzi et al., 2012).
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Figura 6 — Mecanismo de agao da cisplatina. Ligagdes cruzadas formadas pela interagao da cisplatina com o
DNA: (a) ligagdo intra-cadeia 1,2-GpG; (b) ligagdo intra-cadeia 1,2-ApG; (c) ligagdo com DNA e proteina; (d)
ligacao inter-cadeia com guaninas; (e) ligagao intra-cadeia 1,3-GpXpG. As ligagoes representadas em (a) sao as
mais frequentes. Esquema elaborado com recurso a smart.servier.com.

A quimioterapia a base de cisplatina tem sido associada a varios efeitos adversos, tais
como nefrotoxicidade, ototoxicidade, hepatotoxicidade, cardiotoxicidade, gastrotoxicidade e
mielosupressao (Dasari e Tchounwou, 2014; Galluzzi et al, 2012; Thakur et al,, 2009). Os
rins sao o principal 6rgao responsavel pela excregao de cisplatina, sendo que esta €
eliminada pela filtragdo glomerular e secregao tubular. A nefrotoxicidade é uma das
principais manifestagoes de toxicidade nos doentes com este tratamento, que limita a
aplicagao clinica da cisplatina em 25 a 35% dos doentes (Dasari e Tchounwou, 2014;
Quintanilha et al, 2017). A nivel cardiovascular, a peroxidagao lipidica das membranas
cardiacas € um dos principais efeitos cardiotoxicos da cisplatina (Dasari e Tchounwou,
2014). A ototoxicidade tem-se manifestado principalmente em doentes mais jovens com
perda de audigao ou zumbidos nos ouvidos (Dasari e Tchounwou, 2014).

Apesar do sucesso terapéutico da cisplatina, o seu uso apresenta algumas limitagoes,
além dos seus efeitos adversos, a resisténcia a este agente quimioterapéutico também se
verifica entre doentes de cancro (Galluzzi et al, 2012; Zhu et al, 2016). Deste modo, a
resisténcia a cisplatina pode ser intrinseca ou adquirida. Alguns mecanismos moleculares
associados a resisténcia a cisplatina sao a redugao da acumulagao intracelular dos compostos
de platina, aumento do efluxo da cisplatina, aumento da reparagao dos danos no DNA,

inativagao da cisplatina pela ligagao a GSH e decréscimo da morte celular por apoptose

-36 -



Estudo de diferentes abordagens terapéuticas ho cancro do colo do utero

(Brozovic, Ambriovi¢-Ristov e Osmak, 2010; Dasari e Tchounwou, 2014; Zhu et al., 2016). A
reducao da acumulagao intracelular de cisplatina pode ser uma das principais causas para a
resisténcia a esta platina. Uma menor captagao da cisplatina resulta na redugao da formagao
de aductos entre o DNA e a cisplatina. Este mecanismo de resisténcia tem sido observado
em linhas do cancro do colo do dtero, nomeadamente em células Hela, com resisténcia
adquirida a cisplatina (Zhu et al., 2016).

De entre os varios analogos da cisplatina, testados para fins terapéuticos, a carboplatina
demonstrou ser mais vantajosa que a cisplatina, sendo atualmente usada na clinica. A
carboplatina € um agente quimioterapéutico usado no tratamento de alguns cancros,
nomeadamente o cancro do ovario, do pulmao e da cabega e pescoco (Dasari e Tchounwou,
2014). A sua atividade bioquimica e antitumoral é semelhante a da cisplatina, mas apresenta
menor toxicidade, nomeadamente reduzida nefrotoxicidade. No entanto, o tratamento com
carboplatina associa-se a um maior risco de mielosupressao, com diminuigao da produgao de
células sanguineas pela medula 6ssea (Xue et al., 2018). Além disso, a taxa de excrecao da
carboplatina € muito menor que a da cisplatina, permanecendo mais tempo no organismo,
com um tempo de semi-vida de 30 horas em comparagao com as |,5 a 3,6 horas da
cisplatina (Dasari e Tchounwou, 2014). No entanto, a carboplatina, em terapia isolada, é
menos eficaz do que a cisplatina, sendo necessario administrar maior concentragao para
obter o mesmo efeito (Dasari e Tchounwou, 2014). A carboplatina quando combinada com
o paclitaxel demonstra eficacia semelhante a cisplatina no tratamento do cancro do colo do
Utero recorrente ou metastatico (Xue et al, 2018). Na radioterapia combinada com
quimioterapia, a cisplatina é correntemente usada, melhorando a eficacia da radiagao. No
entanto, os seus efeitos adversos bem como doentes com contraindicagao para este farmaco
como, por exemplo, doentes com disfungao renal, evidenciam a necessidade de uma opgao
terapéutica alternativa. Assim, a carboplatina concomitante com radioterapia pode ser uma
potencial opgao, com eficacia e reduzida toxicidade com um regime semanal (Xue et al,
2018).

De forma a contornar a resisténcia associada ao tratamento com cisplatina, a aplicagao
desta combinada com outro agente quimioterapéutico € uma opgao terapéutica promissora
no tratamento do cancro, incluindo o do colo do utero (Dasari e Tchounwou, 2014;
Eskander e Tewari, 2014). Para além da quimioterapia padrao com base em cisplatina ou em
alternativa, a carboplatina, outros compostos tém sido estudados para o tratamento do
cancro do colo do uUtero avangado ou recorrente (Eskander e Tewari, 2014). Por exemplo,

varios estudos tém incluido o docetaxel na quimiorradioterapia, inclusivamente na
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quimioterapia com base em cisplatina seguida de radioterapia. Os resultados obtidos
sugerem o potencial uso do docetaxel no tratamento do cancro do colo do Utero avangado
(Alvarez et al., 2009; Ke et al., 2012; Pu et al,, 2013).

O docetaxel € um taxano correntemente utilizado no tratamento do cancro, incluindo o
cancro do ovario, da mama, da cabega e pescogo, do pulmao e da préstata (Galletti et al.,
2007). Este composto apresenta um anel de taxano complexo ligado a um éster na posigao

C13, Figura 7 (Rowinsky e Eric, 1997).

Figura 7 - Estrutura quimica da cisplatina (Retirado de (Galletti et al., 2007)).

Os taxanos atuam como promotores da polimerizagao dos microtubulos, Figura 8
(Clarke e Rivory, 1999). O docetaxel atua como estabilizador de microtibulos, impedindo a
sua dindmica e despolimerizagio, induzindo o bloqueio da mitose, culminando na morte
celular por apoptose (Choy, 2000; Galletti et al., 2007). O mecanismo de agao dos taxanos
nas células induz a inibicao da proliferagao celular, pelo bloqueio na fase G2/M do ciclo

celular, mais precisamente, na metafase/anafase (Choy, 2000; Rowinsky e Eric, 1997).
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@ 7

Figura 8 — Mecanismo de agdo do docetaxel. Interagio do docetaxel com a tubulina na formagio dos
microtubulos, promovendo a sua polimerizagdo e atuando como estabilizador. Esquema elaborado com
recurso a smart.servier.com.

O tratamento com docetaxel apresenta efeitos adversos nos doentes a este submetidos.
Um dos seus principais efeitos toxicos € a mielossupressao, que se manifesta
maioritariamente pela neutropenia reversivel. A incidéncia da neutropenia grave parece ser
dependente da concentragao de docetaxel aplicada, sendo que é menos pronunciada com
baixas concentragoes deste farmaco (Rowinsky e Eric, 1997). Outra reacao adversa é a
hipersensibilidade, que é manifestada por cerca de 33% dos doentes que recebem docetaxel
sem pré-medicagao. A incidéncia e a severidade destas reagoes pode ser controlada por pré-
medicagao com corticosteroides e anti-histaminicos (Rowinsky e Eric, 1997). A retencao de
liquidos e o aparecimento de edemas pode ocorrer no tratamento com este farmaco, devido
provavelmente ao aumento da permeabilidade capilar. De forma a contornar esta situagao
recorre-se a diuréticos que sao relativamente eficazes. Para além disso, o uso de
concentragoes mais baixas de firmaco pode reduzir a incidéncia deste efeito (Rowinsky e
Eric, 1997). A toxicidade cutanea pode ser outra manifestagao do tratamento, e surge em 50
a 75% dos doentes (Rowinsky e Eric, 1997). Para além disso, a neurotoxicidade periférica
bem como vomitos e diarreia podem manifestar-se em doentes sujeitos a tratamento com
docetaxel (Rowinsky e Eric, 1997).

Apesar da melhor qualidade de vida e sobrevivéncia global das doentes tratadas com
taxanos, o desenvolvimento de resisténcia celular representa uma limitagdo do seu uso na
clinica. Assim, os dois principais mecanismos envolvidos na resisténcia aos taxanos sao a
expressao do fenotipo de resisténcia a multiplos farmacos (MDR, do inglés multidrug
resistance) e alteragoes nos alvos celulares destes compostos, nhomeadamente no sistema

tubulina/microtubulo (Galletti et al., 2007). A MDR envolve a amplificagcao de glicoproteina-P
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da membrana, que funciona como bomba de efluxo de farmacos, promovendo a resisténcia a
taxanos (Rowinsky e Eric, 1997). Para além disso, a presenca de alfa e beta tubulina, com
défice na capacidade de polimerizagio em microtubulos, em alguns tumores torna-os
resistentes a acao deste grupo de farmacos (Rowinsky e Eric, 1997).

A associagao da quimioterapia com base em docetaxel com a radioterapia tem
demonstrado melhorar os efeitos citotoxicos da radiagao em ensaios in vitro, tal pode dever-
se a acao do docetaxel na inibicio da progressaio do ciclo celular nas fases mais
radiossensiveis do ciclo (Choy, 2000; Rowinsky e Eric, 1997). Deste modo, os taxanos,
como o docetaxel, combinados com outros farmacos ou com radioterapia podem causar

menor toxicidade, apresentando potencial no tratamento do cancro (Choy, 2001).
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O cancro do colo do Utero é um dos mais frequentes nas mulheres, tendo um grande
impacto principalmente nos paises em desenvolvimento. Apesar da eficacia da terapéutica,
que consiste em cisplatina e/ou radioterapia em cancro localmente avangado, a resisténcia e
os efeitos secundarios da cisplatina enfatizam a necessidade de estabelecer novos regimes
terapéuticos. Varios estudos sugerem o docetaxel como um potencial farmaco a incluir no
tratamento de quimioterapia com base em cisplatina concomitante a radioterapia ou como
um novo plano terapéutico composto por docetaxel seguido de radioterapia, para o
tratamento deste cancro.

O principal objetivo deste trabalho foi estudar o efeito citotoxico de diferentes
abordagens terapéuticas numa linha celular de adenocarcinoma do colo do utero,
nomeadamente da cisplatina, do docetaxel e da radiagao ionizante. Deste modo, e como
objetivos secundarios, este trabalho pretendeu avaliar o efeito citotoxico de diferentes
concentragoes de cisplatina e docetaxel e de varias doses de radiagao recorrendo a ensaios
de proliferagao e de sobrevivéncia celulares, bem como a ensaios de viabilidade e tipo de
morte e progressao do ciclo celular. Alteragoes dos niveis de stresse oxidativo e efeito do

inibidor do radical hidroxilo, manitol, nas células HelLa também foram alvo de estudo.
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Os estudos in vitro permitiram avaliar o efeito de diferentes regimes terapéuticos no
cancro do colo do utero. Para tal, estudou-se a resposta das células Hela a terapia com
cisplatina e com docetaxel e a terapia com radiagao ionizante, raio-X, através de ensaios de
citotoxicidade. Deste modo, avaliou-se a proliferagao e a sobrevivéncia celulares e, para
além disso, foi analisada a viabilidade e consequentemente o tipo de morte induzida, a
distribuicao das células nas diferentes fases do ciclo celular, a producao de espécies reativas

de oxigénio (ROS, do inglés Reactive oxygen species) e as defesas antioxidantes.

Cultura de células

Neste estudo utilizou-se a linha celular HeLa (ATCC® CCL-2™) que foi estabelecida a
partir de tecido do colo do utero de uma mulher de etnia negra de 3| anos de idade com
adenocarcinoma do colo do Utero. Esta linha caracteriza-se por conter sequéncias do HPV
I8, uma baixa expressao da proteina P53 e niveis normais de RB. A linha celular em estudo
foi cedida ao Instituto de Biofisica pela Professora Doutora Carmen Lima, investigadora da
Universidade de Campinas do Estado de Sao Paulo, Brasil.

Primeiramente, a linha foi descongelada e propagada em cultura celular aderente. As
células Hela foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma,
D5648), a um pH de 7,4, com 250uM piruvato de sodio (Gibco 11360-039), | % de
antibiético (100U/mL de penicilina, 100ug/mL de estreptomicina e 0,25ug/mL de anfotericina
B, Sigma A5955) e suplementado a 5% de soro fetal bovino (FBS, do inglés Fetal Bovine Serum,
Sigma F7524), e foram mantidas numa atmosfera hiumida com 95% de ar e 5% de didxido de
carbono (CO,), a 37°C numa incubadora Binder (Binder®, CB 60).

A manutengao celular realizada duas vezes por semana seguiu o protocolo de culturas
aderentes in vitro em condi¢oes assépticas. De forma a realizar todas as experiéncias, as
células foram destacadas do frasco obtendo-se uma suspensao celular. Para tal, retirou-se o
meio de cultura do respetivo frasco, procedeu-se a lavagem das células com uma solugao
salina de tampao fosfato (PBS, do inglés phosphate buffered saline), constituido por 137mM de
cloreto de sédio (Sigma S7653), 2,7mM de cloreto de potassio (Sigma P9333), 0,8mM de
fosfato de sdédio monohidratado (Sigma $9638), 1,5mM de fosfato de potassio monobasico
(Sigma P0662) e 0,54mM de EDTA (Ameresco MIO0I), ajustado a pH de 7,4, a fim de
remover o meio que ainda restou, e de seguida incubaram-se as células com 2 mL de solugao
tripsina (solugao tripsina-EDTA a 0,25% (Sigma T4049)), durante 5 minutos a 37°C. Apods a

visualizagao ao microscépio otico invertido (Nikon Eclipse TS 100) e a confirmagao do
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destacamento celular, adicionaram-se 5 mL de meio de cultura a fim de inativar a acao da
enzima. Posteriormente, procedeu-se a contagem do nimero de células da suspensao celular
obtida, em que uma amostra de suspensao celular corada com igual volume de uma solugao
de azul tripano (0,02%) foi colocada numa camara de neubauer e observada num microscopio
otico invertido numa ampliagao de 100x. Para a realizagao dos varios ensaios, a suspensao

celular foi ajustada consoante a concentragao pretendida.

Tratamento com cisplatina e docetaxel

Neste trabalho estudou-se o efeito antiproliferativo e citotoxico da cisplatina (1 mg/mL
TEVA) e do docetaxel (20mg/mL Docetaxel Aurovitas), cedidos pela Farmacia do Centro
Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC), na linha celular Hela. Para tal, avaliou-se a
proliferacao celular, por quantificacago do conteludo proteico total através do ensaio
sulforrodamina B (do inglés sulforhodamine B), analisou-se a viabilidade e tipos de morte
celular induzidos, assim como alteragoes no ciclo celular e o estado de stresse oxidativo, por
citometria de fluxo. Os ensaios referidos encontram-se descritos posteriormente.

Para realizagao do ensaio SRB (do inglés sulforhodamine B), as células foram previamente
incubadas com os farmacos em estudo. Para tal, foi preparada uma suspensao celular de
concentragio 0,05x10° células/mL e adicionaram-se 500uL da mesma por pogo, em placas de
48 pogos (Costar 3548). De seguida, incubaram-se as células com concentragoes crescentes
de farmaco, nomeadamente entre 0,5 e 33uM de cisplatina e entre 0,01 e 180nM de
docetaxel, diluidos em soro fisiologico e em agua ultra-pura estéril, respetivamente, durante
24, 48 e 72 horas. Durante o tempo de incubagao, as placas foram mantidas em condi¢oes
himidas com 95% de ar e 5% de didoxido de carbono (CO,), a 37°C numa incubadora
Binder.

Para ensaios de anilise de viabilidade e tipos de morte celular induzidos, anilise de
alteragoes no ciclo celular e do estado de stresse oxidativo celular recorreu-se a técnica de
citometria de fluxo. Neste caso, as células foram incubadas com trés concentracoes
diferentes dos respetivos farmacos, sempre na presenga de um controlo sem tratamento. A
primeira concentragao corresponde a uma concentragao de firmaco com baixo efeito na
inibicao da proliferagao celular, nomeadamente, a concentragao que corresponde ao valor
de IC,, concentragio de farmaco inibitéria da proliferagao celular em 20%. A segunda
concentragao corresponde a concentracao de firmaco inibitéria de 50% da proliferagao

celular, ICs, (do inglés Half maximal inhibitory concentration). E por fim, a ultima concentragao
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apresenta uma maior capacidade de inibicao da proliferagao celular, nomeadamente o 1Cg,
horas de incubagao com os valores de IC,,, de ICs5, e de ICq, de cisplatina e de docetaxel,
numa atmosfera humida com 95% de ar e 5% de CO, a 37°C, procedeu-se ao

desenvolvimento dos ensaios referidos.

Tratamento com radiacdo ionizante

Com o objetivo de avaliar qual o efeito da radiacao ionizante na linha celular Hela,
nomeadamente na sobrevivéncia celular, viabilidade e tipo de morte induzidos, bem como o
efeito na produgao de espécies reativas de oxigénio e defesas antioxidantes procedeu-se a
irradiacao desta linha celular. Previamente a irradiacao, procedeu-se ao destacamento das
células, que crescem em monocamada aderente, a fim de obter uma suspensao celular com
uma concentragio de 0,5x10° células/mL, no volume necessario para a realizagio dos ensaios
pretendidos. As suspensoes celulares foram irradiadas em eppendorfs e em todas as
irradiagoes realizadas em dias independentes houve o cuidado de perfazer os eppendorfs até
ao volume maximo, de modo a nao conter ar aquando da irradiagao. As doses de irradiagao
utilizadas foram entre 0,5 e 10Gy para o ensaio clonogénico, enquanto a dose de 2Gy, a
dose correspondente a DLs, e a dose de |0Gy foram as utilizadas para os ensaios de
viabilidade e morte celular, de produgao de espécies reativas de oxigénio e defesas
antioxidantes, que foram realizados 48 horas apos irradiagao das células. Para cada irradiagao
foi realizado um controlo, em que as células foram submetidas exatamente as mesmas
condigoes e procedimentos que as células irradiadas, com excegao da irradiagao.

A irradiagao celular foi realizada recorrendo a uma caixa previamente desenhada e
desenvolvida, feita em acrilico com paredes de | cm de espessura que garante uma
irradiagao reprodutivel, fiavel e homogénea da dose em todo o volume, onde foram

colocadas as amostras, Figura 9 (Mendes, 2016).
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Figura 9 — Fotografia da caixa de irradiagdo utilizada para irradiacdo das células, juntamente com o acelerador

Varian Clinac 600C.

Esta caixa é utilizada juntamente com o acelerador linear, Figura 9, permitindo um
posicionamento e acondicionamento reprodutiveis e fiaveis. Deste modo, o acelerador linear
utilizado para a irradiagao foi o acelerador Varian Clinac 600C (Varian, California, EUA), que
foi utilizado na rotina clinica de tratamento de radioterapia do Servico de Radioterapia do
Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC). Antes de se iniciar a sessao de
irradiacao, a caixa é colocada sobre o tampo da mesa de tratamento e posicionada com os
seus eixos longitudinais e latitudinal paralelamente com os eixos do feixe. Posteriormente,
colocaram-se os eppendorfs com as suspensoes celulares para as diferentes doses no interior
da caixa, que foram submersos em dgua a temperatura de 37°C, de forma a garantir a
homogeneidade da dose recebida pelas células. As células controlo sio mantidas fora da sala
durante todo o processo de irradiagao. Assim, garantidas todas as especificagdes acima
descritas prossegue-se com a sessao de irradiagio com raios-X de energia de 4 MeV (Mega
electrao-Volt). A deposicao da dose foi realizada de forma faseada, com a gantry posicionada
a 90° e posteriormente a 270°, para uma deposi¢cio da dose completa, perfazendo o total
pretendido. As doses sao depositadas em unidades motoras (MU de Monitor Units). A
primeira dose corresponde assim a 0,5Gy, sendo que apds irradiagao nos dois angulos, o
eppendorf correspondente a esta dose foi retirado da caixa de irradiagao e foram mantidos
os restantes. Deste modo, este processo foi repetido até se completarem as doses
pretendidas por irradiagio cumulativa. As doses administradas nas células encontram-se
descritas na Tabela Il. Findo o processo de irradiagao celular procedeu-se com a realizagao

dos ensaios ja nomeados.
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Tabela Il - Doses administradas nas amostras na caixa de irradiagdo, sendo que a dose é completa por

acumulagao e deposigao faseada (MU — Monitor units).

0,5Gy 1Gy 1,5Gy 2Gy 3Gy 4Gy 6Gy 8Gy 10Gy

90° 23MU 23MU  23MU  23MU  46MU  92MU  92MU  92MU  92UM

270° | 23MU  23MU 23MU 23MU  47MU  93MU 93MU 93MU 93 UM

Citotoxicidade celular

Neste trabalho, com o objetivo de estudar o efeito das diferentes terapias, cisplatina,
docetaxel e radiagao ionizante, no cancro do colo do utero, avaliou-se a citotoxicidade dos
tratamentos. Para tal, recorreu-se a avaliagio da proliferacao e sobrevivéncia celulares,
viabilidade e tipos de morte induzidos, alteragoes no ciclo celular e ainda o estado de stresse

oxidativo das células.

Avaliacao da proliferacao celular pelo ensaio SRB

De forma a avaliar o efeito antiproliferativo da cisplatina e do docetaxel na linha celular
Hela procedeu-se a realizacao do ensaio sulforodamina B (SRB) que permite avaliar a massa
total proteica através da ligacao deste composto, em condigoes acidas, aos residuos de
aminoacidos da proteina indicando o conteldo proteico celular, que esta relacionado com o
numero total de células. Este ensaio, quando comparado com outros, demonstra maior
sensibilidade e reprodutibilidade, bem como um menor custo. O ensaio SRB foi
desenvolvido com o intuito de avaliar a citotoxicidade induzida por farmacos (Voigt, 2005).

Apobs o respetivo periodo de incubagio de 24, 48 ou 72 horas com os respetivos
farmacos, o meio de cultura foi removido e as células foram lavadas com PBS. Seguidamente,
procedeu-se a fixacdo das mesmas com 200 pL de acido acético 1% (Sigma 33209) em
metanol (Sigma 32213), incubando-se durante duas horas a 4°C. Decorrido o tempo,
descartou-se a solucio fixadora e deixou-se secar a placa a temperatura ambiente.
Posteriormente, adicionaram-se 200 pL de corante SRB (solugao de SRB a 0,5% (Sigma
S9012) em acido acético a 1%) e incubou-se por uma hora, protegido da luz e a temperatura
ambiente. Findo o tempo, lavou-se a placa com agua corrente, de forma a eliminar o excesso
de SRB, e, apos a secagem da placa, adicionaram-se 200 pL de Tris-NaOH a 10 mM (pH=10),

de forma a dissolver o corante ligado aos aminoacidos. Por fim, apds a passagem das
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solugoes obtidas para uma placa de 96 pogos (Costar 3596), efetuou-se a leitura da
absorvancia com um comprimento de onda de 540nm com um filtro de referéncia a 690nm
recorrendo a um espetofotometro de ELISA (Biotek® Synergy HT). Os resultados obtidos
foram expressos em percentagem de inibicao de proliferagao celular normalizada ao
controlo. Deste modo, foi possivel obter uma curva de concentragao-resposta, com
de ICs, é utilizado como uma medida de citotoxicidade in vitro. Os ensaios subsequentes
foram avaliados apds 48 horas de agao do farmaco nas concentragoes correspondente aos

valores de IC,, de ICspe de I1Cq (Vichai e Kirtikara, 2006; Voigt, 2005).

Avaliacao da sobrevivéncia celular pelo ensaio clonogénico

Com o objetivo de avaliar a sobrevivéncia celular apds tratamento com radiagao
ionizante procedeu-se a realizagao do ensaio clonogénico, gold standard para avaliagao de
efeitos da radiagao. Este ensaio baseia-se na capacidade de uma unica célula dar origem a
uma coldnia de células, sendo estas contabilizadas quando apresentam pelo menos 50
células. Deste modo, recorreu-se a este ensaio para avaliar a agressao induzida pela radiagao
ionizante e para determinar a sobrevivéncia celular apos as diferentes doses, a fim de obter a
dose letal média (DLsy), ou seja a dose em que 50% da populagao de células perde a
viabilidade e/ou a capacidade proliferativa (Franken et al., 2006; Rafehi et al., 201 I).

Para a realizagao do ensaio clonogénico, procedeu-se previamente ao revestimento de
placas de 6 pogos (Costar 3516) com poli-D-lisina (Sigma P6407), de forma a permitir uma
maior aderéncia das células ao fundo do pogo. Para tal, preparou-se uma solugao de poli-D-
lisina (0,1 mg/mL), eluindo em 50 mL de agua ultra-pura estéril. De seguida, distribuiu-se |
mL desta solugao por pogo e deixou-se atuar por |0 minutos. Findo o tempo, precedeu-se a
lavagem dos pogos com dagua ultra-pura estéril, a fim de remover o excesso de poli-D-lisina.
Por fim, as placas, expostas a luz UV (ultravioleta), permaneceram overnight a secar e foram
seladas e armazenadas a 4°C até uso posterior.

Posteriormente, um nimero conhecido de células foi semeado por pogo, sendo feito
em triplicado para cada dose de radiagado. O numero de células semeadas encontra-se

descrito na Tabela lll.

Tabela Il - Nimero de células semeadas apos irradiagao de acordo com a dose.

‘CT 0,5Gy IGy 155Gy 2Gy 3Gy 4Gy 6Gy 8Gy 10Gy

N° de células semeadas | 1200 1200 1200 1200 1200 1400 1400 1600 1600 2500
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Apos semear as células foram adicionados 3 mL de meio DMEM suplementado com 0%
de FBS em cada pogo. As placas foram incubadas a 37°C numa atmosfera com 5% de CO,,
durante 10 dias. Durante o tempo do ensaio foi realizada a manutengao, com troca de meio
de cultura por duas vezes.

Findo o tempo de crescimento celular descartou-se o meio de cultura das placas e
lavou-se cada pogco com 2 mL de PBS Ix. De seguida, adicionaram-se 2 mL de metanol por
pogo e deixou-se a fixar por 20 minutos. Posteriormente, removeu-se o metanol e apés a
secagem das placas adicionaram-se 2 mL de solugao violeta de cristal a 0,5% (Sigma C3836)
em metanol, incubando-se por 5 minutos. Apds este tempo, removeu-se o corante e
procede-se a lavagem das placas agitando-as suavemente em 4agua. Posteriormente,
colocaram-se as placas a secar e procedeu-se a contagem das colénias com pelo menos 50
células. Desta forma, foi possivel determinar a eficiéncia da placa (PE, do inglés plate efficieny)
e o fator de sobrevivéncia (SF, do inglés surviving factor), como representado na Equagao | e

na Equagao 2, respetivamente (Franken et al., 2006; Rafehi et al., 201 1).

e Nii de coléni tad ~
Eficiéncia de Placa (%) = e e T T 2 X 100 Equagao |

Numero de células semeadas

Fator de sobrevivéncia = o ostras Tratadas Equacio 2
 PE Amostras Controlo quacao

Deste modo, com os resultados obtidos tragou-se a curva dose-resposta,
correlacionando o fator de sobrevivéncia celular com a dose de radiacao ionizante. Os
resultados obtidos foram ajustados a um modelo linear-quadratico como indicado na
Equacao 3, onde D corresponde a dose de radiagao ionizante e o e P representam os

parametros linear e quadratico do ajuste, respetivamente.

z
Fator de Sobrevivéncia (y) = e =P~FD

Equacao 3
Analise da viabilidade e morte celular

Com o objetivo de avaliar a viabilidade celular bem como o tipo de morte induzido
pelos diferentes tratamentos em estudo na linha celular Hela recorreu-se a citometria de

fluxo e a analise morfolégica por microscopia otica.

-53-



Estudo de diferentes abordagens terapéuticas ho cancro do colo do utero

Primeiramente, a viabilidade e a morte celulares foram determinadas através da dupla
marcagao com Anexina V (AV) com o flurocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC do
inglés Fluorescein isothiocyanate) e iodeto de propideo, por citometria de fluxo. Anexina V é
uma proteina que tem a capacidade de se ligar a fosfolipidos anionicos, como a
fosfatidilserina. Células viaveis caracterizam-se por uma distribuicao assimétrica dos
fosfolipidos na bicamada lipidica, sendo que o folheto interno contém fosfatidilserina,
enquanto o folheto externo apresenta fosfatidilcolina e esfingomielina. Durante o processo
apoptotico, com manutengao da integridade membranar, ocorre a translocagao da
fosfatidilserina do folheto interno para o externo, ficando exposta para ligagao com Anexina
V, permitindo assim a sua detecao (Heerde et al, 2000; Telford, Tamul e Bradford, 2016).
No entanto, em apoptose tardia as células, para além de apresentarem a fosfatidilserina no
folheto externo da membrana, também demonstram comprometimento da integridade
membranar, caracteristica da morte por necrose. Deste modo, o corante iodeto de
propideo, que se liga aos acidos nucleicos, e que, em condi¢coes de viabilidade, nao tem
capacidade de atravessar a bicamada lipidica, consegue facilmente intercalar com a molécula
de DNA (Cevik e Dalkara, 2003; Crowley et al, 2016; EImore, 2007). Assim, através da
dupla marcagao por Anexina V e iodeto de propideo é possivel distinguir diferentes
populacoes de células de acordo com a sua viabilidade ou tipo de morte segundo o perfil de
marcagao que apresentam, tal como resumido na Tabela V. Desta forma, as células que se
encontram viaveis caracterizam-se por nao apresentarem qualquer marcagao. As células em
apoptose inicial apresentam marcagao positiva somente para Anexina V, enquanto que o
grupo de células em apoptose tardia/necrose apresentam dupla marcagao para Anexina V
bem como para iodeto de propideo. E por fim, as células que se encontram em morte por

necrose apresentam marcagao negativa para Anexina V e positiva para iodeto de propideo.

Tabela IV - Representacdo da marcagao por Anexina V e iodeto de propideo de acordo com a viabilidade

celular.

Anexina V lodeto de Propideo
Células viaveis - -
Células em apoptose inicial + -
Células em apoptose tardia/necrose + +
Células em necrose - +

Para este ensaio, procedeu-se a preparagao das suspensoes celulares, numa

concentragio de Ix10° células por condigio em estudo em tubos de citometria (Sarstedt
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55.1579) e centrifugou-se a 2500 rpm durante 5 minutos (Heraeus, Multifuge 1L-R). O pellet
obtido foi ressuspendido em PBS e centrifugado novamente. De seguida, apos decantagao do
sobrenadante, adicionaram-se 100puL de tampao de ligagcao Ix, constituido por 139,9mM de
cloreto de sodio (Sigma 7653), 7mM de Hepes (Sigma H7523) e 3,3mM cloreto de calcio
(Sigma C4901) e incubaram-se as células com 2,5uL de Anexina V (Annexin V-FITC
Apoptosis Detection Kit, Immunostep, Espanha) e IuL de iodeto de propideo por 15
minutos a temperatura ambiente mas protegido da luz. Findo o tempo, adicionou-se 400uL
de tampao de ligacdo Ix e procedeu-se a leitura no citometro (FACSCalibur, BD
Biosystems, San Diego, USA), utilizando como comprimentos de onda de excitagao 525nm
para Anexina V-FITC e 640nm para o iodeto de propideo. Os resultados obtidos foram
expressos na forma de percentagem de células presentes em cada grupo de células.

Para além da andlise da viabilidade e morte celular por citometria de fluxo também se
realizou a caracterizagao morfologica pela coloracao May-Griinwald Giemsa. Esta coloragao
permite a visualizagao geral da célula, em que os nucleos aparecem corados de vermelho a
violeta e o citoplasma de rosa a azul (Gongalves et al., 2013).

Assim, foram realizados esfregagos das diferentes condigdes de tratamento em laminas,
que depois de secos ao ar, fixaram-se em metanol durante 5 minutos e de seguida
submergiram-se as laminas na solugao May-Griinwald durante 3 minutos. Depois de retirar o
corante, repetiu-se o processo na solugao Giemsa durante 10 minutos. Por fim, lavaram-se as
laminas em 4gua corrente durante 5 minutos e observaram-se ao microscopio otico
Olympus U-D30 (Olympus, Tokyo, Japao). As laminas foram fotografadas recorrendo a uma

camara Olympus SC30 (Olympus, Tokyo, Japao).

Avaliaciao do ciclo celular

O ciclo celular é um conjunto de fases pela qual a célula cresce, duplica o seu material
genético e se divide dando origem a duas células-filhas idénticas entre si. Assim sendo, o
ciclo celular divide-se em interfase, fase mitotica e citocinese. A primeira fase, interfase, é a
mais longa, em que a célula cresce e duplica o seu DNA, compreendendo-se ainda em trés
fases: GI, fase de crescimento celular acompanhado de sintese de enzimas e RNA, S,
caracterizada pela duplicagdo do material genético da célula, e G2, sintese de proteinas e
organizagao dos centrossomas e dos microtubulos para a fase mitotica. Posteriormente, na
mitose ocorre a divisao nuclear e por fim da-se a citocinese, com a divisao citoplasmatica e
individualizagao celular (Tessema et al., 2004). Deste modo, a fim de analisar a existéncia de

alteragoes provocadas pelas diferentes concentragoes de cisplatina e de docetaxel no ciclo
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celular das células Hela, procedeu-se a andlise da distribuicao das células nas fases do ciclo
celular.

Para o estudo do ciclo celular procedeu-se a centrifugacao das suspensoes celulares,
com uma concentragio celular de Ix10° células por condigio, a 2500 rpm durante 5
minutos. Posteriormente, apos descartar o sobrenadante, adicionaram-se ao pellet 200pL de
etanol a 70% com o tubo de citometria em constante agitagao no vortex e incubou-se por
30 minutos a 4°C ao abrigo da luz. Terminado o tempo, 2mL de PBS foram adicionados e
realizou-se nova centrifugacao, a 2500 rpm por 5 minutos. De seguida, decantou-se o
sobrenadante e adicionaram-se 200uL da solugao iodeto de propideo (IP/Solugao de RNase)
(Immunostep, S.L., Salamanca, Espanha), agitou-se suavemente no vortex e incubou-se por
I5 minutos, a temperatura ambiente e no escuro. Findo o tempo, a leitura no citometro

utilizando como comprimento de onda de excitagao 488nm.

Analise do stresse oxidativo celular

Com o objetivo de avaliar o efeito dos diferentes tratamentos no stresse oxidativo
celular recorreu-se a técnica de citometria de fluxo avaliando a producao intracelular de
peroxidos, através da sonda DCFH,-DA (do inglés 2’-7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate), e
a producao intracelular do radical superoxido (O,7), através da sonda DHE (do inglés
dihydroethidium). Para avaliar as defesas antioxidantes, mais precisamente a expressao do
glutationa reduzida (GSH), recorreu-se a marcagao com alaranjado de mercurio. Por fim,
com o objetivo de analisar a formagao de radical hidroxilo, de forma a perceber se estaria
implicado na citotoxicidade dos firmacos, estudou-se o efeito do inibidor manitol em

combinag¢ao com cisplatina e com docetaxel na proliferagao celular.

Avaliacao dos niveis intracelulares de pero6xidos

De modo a avaliar a produgao intracelular de perdxidos nas células tratadas
comparativamente as células controlo incubaram-se as células coma sonda DCFH,-DA, pois
apesar de nao ser fluorescente, é lipossollvel e atravessa a membrana das células, devido a
presenca de grupos acetatos. Assim, ocorre a sua acumulagao no citosol, sendo desacetilado
por acao de esterases intracelulares sob a forma de DCFH (do inglés 2°7-
dichlorodihydrofluorescein). Posteriormente, este produto é oxidado por peroxidos
intracelulares, formando-se DCF (do inglés 2’,7’-dichlorofluorescein), que € altamente

fluorescente. DCF emite fluorescéncia no comprimento de onda de 530nm quando excitada
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a 488nm. Deste modo, a fluorescéncia obtida é proporcional a concentragao de peroxidos
intracelulares, nomeadamente do peroxido de hidrogénio (H,O,) (O’Malley et al., 2004;
Bromme et al, 2008). Assim, para proceder a avaliagio da producio de peroxidos
intracelulares, centrifugou-se a suspensao celular de cada condicdo em estudo com
aproximadamente |x10° células a 2500rpm por 5 minutos. Posteriormente, decantou-se o
sobrenadante e adicionou-se ImL de PBS Ix e incubou-se com luL de sonda DCFH,-DA
(numa concentragao final de 5uM) (Molecular Probes, Invitrogen, USA) dissolvido em
dimetilformamida a ImM, por 45 minutos a 37°C, protegido da luz. Terminado o tempo,
adicionaram-se 2mL de PBS Ix e centrifugou-se a 2500rpm por 5 minutos. De seguida,
descartou-se o sobrenadante e adicionaram-se 400uL de PBS Ix, homogeneizou-se no
vortex e fez-se a leitura no citobmetro, com um comprimento de onda de excitagao de
504nm e de emissao de 529nm. Os resultados obtidos sao apresentados sob a forma de

média das intensidades de fluorescéncia (MIF) obtidas.

Avaliacdo da producdo intracelular do radical superéxido

Com o objetivo de avaliar a produgao intracelular do radical superéxido, utilizou-se a
sonda dihidroxietideo (DHE). DHE atravessa facilmente a membrana celular, sendo
posteriormente oxidada a etideo, pelo radical superoxido. O etideo € um composto que
intercala no DNA e emite fluorescéncia de cor vermelha. Esta reagao é especifica para o
radical superoxido com oxidagao minima induzida pelo peroxido de hidrogénio, perdxido de
nitrito ou acido hipocloroso (Tarpey et al., 2004).

Para este procedimento, centrifugaram-se as suspensoes celulares relativas a cada
condigdo em estudo com cerca de Ix10°células a 2500rpm por 5 minutos. Apés decantar o
sobrenadante, ressuspendeu-se o pellet em ImL de PBS Ix e adicionaram-se 2,5uL de DHE
conseguindo uma concentragao final de 2,5uM (Sigma-Aldrich, USA). Apés homogeneizagao
no vortex, incubou-se por |5 minutos, protegido da luz a 37°C. Posteriormente,
adicionaram-se 2 mL de PBS Ix e centrifugou-se a 2500rpm por 5 minutos. De seguida,
adicionaram-se 400uL de PBS Ix e homogeneizou-se no vortex. Deste modo, fez-se a leitura
no citbmetro com um comprimento de onda de 620nm. Os resultados obtidos sao

apresentados sob a forma de média das intensidades de fluorescéncia.
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Avaliacao da expressao de glutationa reduzida

Glutationa reduzida (GSH) é um antioxidante, que para além de conferir protegao as
células de danos oxidativos nao-especificos, bem como de radicais livres, oxidantes e
eletrofilos, funcionando como dador de eletroes para a glutationa peroxidase e
glutaredoxina, reverte a sinalizagdo pro-oxidativa mediada pelo peroxido de hidrogénio
(McCarty et al, 2018). A concentragao de GSH nas células pode influenciar o efeito
citotoxico de agentes quimioterapéuticos, bem como a sensibilidade a radioterapia (Rice et
al, 1986). Deste modo, a fim de avaliar a expressao de glutationa reduzida nas células apos
tratamento, comparando com as células nao submetidas a terapia recorreu-se a técnica de
citometria de fluxo.

Para tal, utilizou-se o composto alaranjado de mercurio. Assim, para detecao de GSH
nas células, centrifugaram-se as suspensoes celulares, com aproximadamente |x10°células, a
2500rpm por 5 minutos. De seguida, apos decantar o sobrenadante, ressuspendeu-se o pellet
em ImL de PBS Ix e adicionou-se IpL de alaranjado de mercuirio (concentracao final de
40uM) (Sigma, EUA), homogeneizou-se no vortex e incubou-se |5 minutos a 37°C,
protegido da luz. Findo o tempo, adicionaram-se 2mL de PBS Ix e centrifugou-se
novamente. Posteriormente, adicionou-se 400uL de PBS Ix e, ap6és homogeneizagao no
vortex, fez-se a leitura no citdbmetro, utilizando como comprimento de onda de excitagao
620nm. Os resultados obtidos sao apresentados como média das intensidades de

fluorescéncia obtidas para cada condigao.

Avaliacao da inibicao do radical hidroxilo pelo manitol

O manitol tem a capacidade de neutralizar o radical hidroxilo (OH*®) (Ding et al., 2004),
uma ROS altamente reativa que tem a capacidade provocar danos celulares, nomeadamente
em proteinas, lipidos e DNA (Gill, Piskounova e Morrison, 2016). Assim, a fim de avaliar o
efeito do radical hidroxilo na citotoxicidade causada pela cisplatina e pelo docetaxel utilizou-
se o manitol, um inibidor desta ROS. De forma a perceber a influéncia deste radical na
proliferagao celular, como participante do mecanismo antiproliferativo dos farmacos
recorreu-se ao ensaio SRB.

Para tal, as células foram semeadas numa concentracio de 0,05x10°® células/mL num
volume de 500puL por pogo, em placas de 48 pogos. De seguida, incubaram-se as células com

concentragoes crescentes de farmaco, nomeadamente entre 0,5 e 33uM de cisplatina e entre
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0,0 e 180nM de docetaxel. Para além disso, as células foram tratadas com uma
concentragao fixa de manitol de 40mM (Sigma, M9647) durante 48 horas (Ding et al., 2004).
Durante este ensaio utilizaram-se dois controlos, o controlo negativo, sem administragao de
farmaco ou de manitol, e o controlo positivo, em que as células foram apenas tratadas com
40mM manitol. Findo o tempo de incubagao, realizou-se o ensaio SRB, como descrito
anteriormente, para determinar a proliferagao celular. Os resultados conseguidos estao
expressos em percentagem de inibicaio da proliferagio, normalizada pelo controlo.
Estabeleceram-se as respetivas curvas de concentragao-resposta e determinaram-se os

valores de IC,, de IC;, e de I1C,.

Anailise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do software IBM® SPSS® 24.0 (IBM
Corporation, Armonk, Nova lorque, EUA) e os graficos recorrendo ao GraphPad Prism
versao 5.0. Os resultados foram representados sob a forma de média e erro padrao.

Para a avaliagao da normalidade de distribuicao de variaveis quantitativas realizou-se o
teste de Shapiro-Wilk e na avaliagio da homogeneidade de variancias utilizou-se o teste de
Levene. Aplicaram-se testes paramétricos em caso de haver uma distribuicio normal e
homogeneidade de varidncias, e testes nao paramétricos caso se tenha verificado o
contrario.

As comparagoes entre as diferentes condigoes e o controlo em cada uma das condigoes
terapéuticas avaliadas foram obtidas pelo teste Analysis of Variance (ANOVA) de um fator,
em caso de haver distribuicdo normal e homogeneidade de variancias, ou pelo teste nao
paramétrico Kruskal-Wallis, em caso contrario. As comparagoes multiplas foram realizadas
pelo teste de Games-Howell, no caso de variancias nio presumidas, e pela corregao de
Bonferroni, no caso contrario.

Na analise dos resultados de proliferagao celular, obtidos pelo ensaio SRB, foi utlizado o
software OriginLab versao 9, aplicando um modelo sigmoidal de dose-resposta,
representado na Equagao 4.

AZ-41

Proliferacdo (%) = A1 + T+10095%,

—7 X 100 Equagdo 4

Onde Al e A2 correspondem as assintotas da curva, x, corresponde ao valor da

concentragao inibitoria de 50% da proliferagao (ICso). A curva de sobrevivéncia, baseada no
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ensaio  clonogénico, foi conseguida através do modelo linear quadratico

—aD—BD®

(Fator de Sobrevivéncia (y) = e ), através do software GraphPad Prism versao 5.0.

Em todas as comparagoes foi considerada uma significancia de 0,05.
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Os ensaios de citotoxicidade permitiram analisar o efeito da cisplatina, do docetaxel e
da radiagao ionizante na linha celular Hela. Deste modo, avaliou-se a proliferagao celular
pelo ensaio SRB, apds tratamento com ambos os farmacos em estudo. A agressao da
radiacao ionizante as células foi avaliada pela capacidade de sobrevivéncia celular apos
exposi¢ao aos raios-X. Por fim, através de citometria de fluxo e andlise morfolégica analisou-
se a viabilidade e tipo de morte celular induzidas, bem como as alteragoes no ciclo celular e

a formagao de espécies reativas de oxigénio e as defesas antioxidantes apos tratamento.

Proliferacao Celular

De forma a averiguar a capacidade de proliferagao celular da linha HelLa quando exposta
a concentragoes crescentes de cisplatina e de docetaxel durante 24, 48 e 72 horas de
incubagao, recorreu-se a avaliagdo do conteudo proteico total, através do ensaio de
sulforrodamina B. Este ensaio permitiu a obtencao de uma curva de concentragao-resposta,
representada na Figura 10, a partir da qual se determinou a concentragao inibitoria média
(ICso, do inglés half inhibitory concentration) que corresponde a concentragao de farmaco
inibitoria de 50% da proliferacio celular, bem como dos valores de ICy e ICg, que
correspondem a concentragao de firmaco inibitoria de 20% e de 80% da proliferacao
celular, respetivamente. Os resultados obtidos relativos as concentragoes inibitorias

encontram-se descritos na Tabela V.
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Figura 10 - Curva de concentragao-resposta da linha celular Hela apds exposigdao a concentragdes crescentes
de cisplatina (A) e de docetaxel (B) durante 24, 48 e 72 horas. Os resultados exprimem a percentagem de
proliferagao celular em fungiao do logaritmo da concentragdo de farmaco, apresentados na forma de média e
erro padrio, obtidos em pelo menos quatro experiéncias independentes em triplicado.
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Como descreve a Figura 10, ambos os farmacos tém a capacidade de inibir a
proliferagao celular de forma dependente da concentragao nos diferentes tempos de
incubagao estudados. No tratamento com cisplatina observou-se uma diminuicao da
proliferagao celular, em percentagem, com o aumento da concentracio de farmaco
estudado, Figura 10A. No entanto, esta inibicao da proliferacao foi menos acentuada no
menor tempo de incubagao, sendo que apds 24 horas de exposicao a cisplatina, a maior
concentragao testada apresentou baixa capacidade de inibicao proliferativa, apenas cerca de
50%. Ja considerando os tempos de incubagao de 48 e 72 horas, observou-se uma inibicao da
proliferagao celular superior a 85% na maior concentragao de cisplatina. No que diz respeito
ao tratamento com docetaxel, este apresentou uma maior capacidade de inibicao da
proliferacao celular nas maiores concentragoes testadas, tal como em tempos de exposicao
mais prolongados, Figura 10B.
ambos os farmacos, obtidos pelas curvas de concentragao-resposta apresentadas

anteriormente.

Tabela V - Valores de ICy, de ICs e de ICg obtidos apds incubagdo das células Hela com cisplatina e
docetaxel durante 24, 48 e 72 horas.

Cisplatina 24h 48h 72h
1C2 (LM) - 6,17+0,93 5,9210,78
1Cs0 (HM) - 12,27+1,04 10,20+0,88
1Cs0 (LM) - 24,431,21 17,54+1,01

R? - 0,98 0,97
Docetaxel 24h 48h 72h
1C2 (nM) 1,58+0,20 1,35£0,23 1,21£0,19
ICs0 (NM) 6,8510,37 5,5710,56 2,6510,26

1Cs0 (NM) 29,75+2,34 23,01+1,94 5,83+0,32

R? 0,99 0,99 0,99

No que se refere ao tratamento com cisplatina, podemos verificar que a concentragao
inibitoria de 20% da proliferacao celular (IC,) as 48 horas de estudo foi de 6,17uM e as 72
horas foi de 5,92uM. Relativamente ao valor de ICs, este diminui com o aumento do

periodo de incubagao do farmaco. Em células expostas a cisplatina durante 48 horas, a
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.....

Adicionalmente, a concentragao inibitoria de 80% da proliferacao celular (ICg) no tempo de
incubacao de 48 horas (24,43uM) foi superior ao valor obtido as 72 horas de estudo
(17,54uM) como sintetiza a Tabela V.

Analisando os valores de concentragiao inibitoria média obtidos no tratamento com
docetaxel, em periodos de incubagcao maiores houve uma diminuicdio do valor da
concentragao inibitoria de 50% da proliferagao celular comparativamente ao menor tempo
de exposigao. Pelo que, apos 24 horas de docetaxel nas células Hela, o valor de ICs, foi de
6,85nM, enquanto que, apds 48 horas de tratamento o valor de ICs, foi de 5,57nM. Apos 72
horas de tratamento com docetaxel, o valor de IC;, foi 2,65nM, sendo inferior
proliferagao celular nao dependeu do tempo de incubagao com o docetaxel, ao contrario do
que se sucedeu com o valor de ICq, que foi maior no menor tempo de estudo e que

diminuiu com o aumento dos tempos de incubagao com docetaxel, Tabela V.

Sobrevivéncia celular

De forma a avaliar a agressao celular causada pela radiagao ionizante, raios-X, na
capacidade de sobrevivéncia das células Hela realizou-se o ensaio clonogénico. Este ensaio
permite avaliar o efeito do tratamento na sobrevivéncia celular, ou seja, na capacidade de
células unicas formarem colonias com pelo menos 50 células (Franken et al., 2006). Através
deste ensaio obteve-se uma curva que traduz o fator de sobrevivéncia em fungao da dose de
radiagao (Gy).

A Figura || representa a curva de sobrevivéncia celular apos exposigao a irradiagao,
cujas doses de radiagao compreenderam entre 0,5Gy e 10Gy. A curva de sobrevivéncia
celular foi estabelecida de acordo com o modelo que apresentou o melhor ajuste, o modelo

linear-quadratico com um valor de R*de 0.90.
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Figura |11 = Curva de sobrevivéncia celular obtida apos agressao celular por irradiagcao das células Hela. Os

resultados foram obtidos através do ensaio clonogénico e estio expressos na forma de média e erro padriao de
pelo menos quatro ensaios independentes. A curva foi ajustada ao modelo linear-quadratico.

Os resultados evidenciam uma diminuigdo da sobrevivéncia celular a partir da dose
de 2Gy, havendo uma diminui¢ao acentuada da mesma em doses de radiagao mais elevadas,
Figura Il. Com esta curva foi possivel determinar a dose letal média (DLs,) que foi de

3,15Gy (IC 2,54; 4,09), Tabela VI.

Tabela VI - Valores dos paraimetros do modelo linear-quadratico e da dose letal média obtidos.

P VZEP R’  al6 (Gy) DLso (Gy)
a -0,15+ 0,03

0,90 -1,28 3,15
8 0,12+ 0,01

Legenda: P, pardmetro; V, valor; EP, erro padrio; R? coeficiente de determinagio; DLso, dose letal média.

Viabilidade e morte celular

A fim de estudar a influéncia da terapéutica com cisplatina, com docetaxel e com
radiacao ionizante na viabilidade e morte celulares recorreu-se a dupla marcagio com
anexina V e iodeto de propideo por citometria de fluxo.

A Figura 12 representa os resultados de viabilidade e tipos de morte celulares apos 48
horas de incubacdo das células com cisplatina. Observou-se que a cisplatina afeta
negativamente a viabilidade celular das celulas Hela, verificando-se uma diminuicao da
populagao de células viaveis com o aumento da concentragao de farmaco, acompanhada pelo

aumento da morte celular por apoptose e por necrose, nao havendo um tipo de morte
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preferencial. Os valores obtidos na caracterizagio da viabilidade e tipo de morte no

tratamento com cisplatina encontram-se sintetizados no Anexo na Tabela IX.
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Figura 12 - Viabilidade e tipos de morte celular induzidos na linha celular Hela apés incubagao com cisplatina
durante 48 horas. Os resultados foram obtidos por citometria de fluxo por dupla marcagdo com anexina V e
iodeto de propideo. Os resultados estao expressos em percentagem (%) de células viaveis (V), de células em
apoptose inicial (Al), de células em apoptose tardia/necrose (AT/N) e de células em necrose (N). Os resultados
sao representados na forma de média e erro padrao de pelo menos trés experiéncias independentes em
duplicado. As diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controlo estio assinaladas com * para
p<0,05; com ** para p<0,0| e com *** para p<0,001. As diferencgas estatisticamente significativas em relagio ao
valor de ICy estio representadas com * para p<0,05; com * para p<0,01 e com * para p<0,001. As diferencas
estatisticamente significativas em relagio ao valor ICso estdo assinaladas com * para p<0,05; com * para p<0,01
e com %% para p<0,001.

As células quando incubadas com cisplatina demonstraram uma diminuigao significativa
da viabilidade em relagao ao controlo (91,63%%1,25%). Comparativamente a incubagao com
o valor de ICy, apresentaram uma populagao de células viaveis de 70,25%%0,70% (p<0,001),
com o valor de ICs, uma percentagem de células viaveis de 59,13%+2,32% (p<0,001) e com
o valor de ICg uma populagao de células viaveis de 37,38%12,19% (p<0,001). Verificou-se
um aumento significativo da morte celular por apoptose inicial, relativamente ao controlo,
de 2,38%+0,42% para 15,63%+0,56% (p<0,001) no tratamento com IC,,, para 19,50%0,68%
(p<0,001) no tratamento com ICs, e para 22,25%%*1,62% (p<0,001) no tratamento com |Csq,.
Ainda, concentragdes crescentes de cisplatina induziram o aumento significativo de morte
celular também por necrose, comparativamente ao controlo (3,25%%0,56%), sendo que apos
tratamento com IC,, a populagao de células em necrose foi de 10,25%%0,80% (p<0,001),
com ICs, foi de 12,13%+0,40% (p<0,001) e com ICq, foi de 28,25%=*1,77% (p<0,001). A

populacao de células em morte por apoptose tardia/necrose aumentou significativamente em

comparagao com o controlo (1,50%+0,22%) nas condigoes IC,, para 4,75%%0,41%
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(p=0,031), ICs, para 7,25%+0,62% (p<0,001) e 1Cq para 10,13%%1,11% (p<0,001), no
entanto foi o tipo de morte menos predominante.

Em adicao, entre as diferentes condicoes de tratamento com cisplatina (Figura 12)
observaram-se diferencas significativas, particularmente entre a populagao de células viaveis
no tratamento com ICy, e os tratamentos com ICs, (p<0,001) e 1Cq (p<0,001), sendo que a
percentagem de células viaveis foi também significativamente superior no tratamento com
ICso em relagao ao tratamento com |Cq (p<0,001). A populagio de células em apoptose
inicial foi significativamente inferior no tratamento com ICy, relativamente aos tratamentos
com ICs, (p=0,044) e com ICg (p<0,001). No que diz respeito as células em apoptose
tardia/necrose, o valor obtido no tratamento com ICg, foi significativamente superior a
condigao de ICy, (p<0,001), tal como a condigao de ICs, (p=0,044). A populagao de células
em necrose na condi¢cao de ICq, foi significativamente superior a populagao do tratamento
com ICy, (p<0,001) e com ICs, (p<0,001).

Para além da determinagao da viabilidade e morte celular observadas apés tratamento
com cisplatina por citometria de fluxo foi realizada a caracterizagao morfologica pela
coloragao com May-Griinwald Giemsa. A Figura |3 apresenta as imagens representativas dos
resultados obtidos.

As células controlo apresentaram uma morfologia arredondada. O tratamento com
baixas concentragoes de cisplatina (ICy) induziu pouca morte celular, sendo que esta
ocorreu principalmente por apoptose, como se pode verificar através de blebs (7). Na
condigao ICs, e ICg observou-se morte por necrose, com extravasamento do conteldo

celular, mais pronunciada na maior concentragao, como se observa na Figura |3.
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Figura 13 - Caracteristicas morfologicas das células Hela, apos 48 horas de incubagao com o valor de ICy, de
ICs0 e de ICg de cisplatina. As imagens foram conseguidas através de esfregagos corados com May-Grinwald
Giemsa. A imagem (A) representa células controlo nao tratadas, a imagem (B) células tratadas com o valor de
ICy0, a imagem (C) células tratadas com o valor de ICs, e a imagem (D) células tratadas com o valor de ICg. As
imagens representadas estao com uma ampliagao de 400x.

A viabilidade e tipo de morte celular foram igualmente avaliados apds 48 horas de
incubagao das células com docetaxel, cujos resultados se encontram representados na Figura
4. Foi possivel verificar que o tratamento com docetaxel influencia a viabilidade celular,
observando-se a redugao do numero de células viaveis de forma dependente da
concentragao do farmaco. Consequentemente, esta diminuigao é acompanhada por um
aumento da morte celular, maioritariamente por apoptose inicial e por necrose. Pode ainda
observar-se uma ligeira tendéncia para o tipo de morte por necrose em concentragoes mais
elevadas, nomeadamente com o valor de ICq, de docetaxel, Figura 14. Os valores obtidos na
caracterizagao dos tipos de morte celular no tratamento com docetaxel estao indicados no

Anexo na Tabela X.
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Figura 14 - Viabilidade e tipos de morte celular induzidos na linha celular Hela apds incubagao com docetaxel
durante 48 horas. Os resultados foram obtidos por citometria de fluxo por dupla marcagdo com anexina V e
iodeto de propideo. Os resultados estao expressos em percentagem (%) de células vidveis (V), de células em
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apoptose inicial (Al), de células em apoptose tardia/necrose (AT/N) e de células em necrose (N). Os resultados
sao representados na forma de média e erro padrao de pelo menos trés experiéncias independentes em
duplicado. As diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controlo estio assinaladas com * para
p<0,05; com ** para p<0,01 e com *** para p<0,001. As diferencas estatisticamente significativas em relagio ao
valor de ICy estio representadas com * para p<0,05; com * para p<0,01 e com * para p<0,001. As diferencas
estatisticamente significativas em relagio ao valor ICso estio assinaladas com * para p<0,05; com * para p<0,01
e com %% para p<0,001.

Como representado na Figura 14, observou-se uma diminuigao significativa da populagao
de células vidveis quando incubadas com o valor de IC,, de docetaxel, 75,60%%1,10%
(p<0,001), com o valor de ICs, 62,40%%1,45% (p<0,001) e com o valor de ICq,
44,80%+1,87% (p<0,001), comparativamente ao controlo, cuja viabilidade foi de
85,80%+0,89%. Verificou-se um aumento significativo de células em morte por apoptose
inicial apos tratamento com o valor de 1Cy, 12,10%+1,52% (p=0,006), de 1Cs, 14,10%+2,04%
(p=0,007) e de ICg, 18,10%%2,25% (p<0,001), em relagao ao controlo (4,90%%1,05%). Foi
ainda possivel observar morte celular por necrose, aumentando de forma significativa
comparativamente ao controlo (7,90%+0,59%), nas condi¢oes I1Cs, 17,70%x1,79% (p=0,001)
e 1Cq, 25,90%+2,42% (p<0,001). A morte celular por apoptose tardia/necrose foi a menos
predominante de entre as demais, independentemente da condicao de tratamento. No
entanto, verificou-se um aumento desta populacio de células com o aumento da
concentracao de docetaxel testada, com diferencas estatisticamente significativas entre as
condigoes de 1Cy, 2,40%%0,16% (p=0,002), de ICs, 5,80%+0,59% (p<0,001) e de ICq,
11,20%%1,66% (p=0,001) e o controlo (1,40%%0, | 6%).

Ainda no que respeita ao tratamento com docetaxel (Figura 14) observaram-se
diferencgas significativas entre as condi¢cdes de tratamento testadas, nomeadamente, a
viabilidade celular foi significativamente maior apos incubagao com o valor de ICy de
docetaxel do que com o de ICs, (p<0,001) e o de ICq (p<0,001). Da mesma forma, com o
tratamento |Cs, a percentagem de células viaveis foi superior comparativamente ao 1Cg
(p<0,001). Relativamente a morte por apoptose tardia/necrose, a populagao celular foi
significativamente inferior na condi¢ao de tratamento IC,, comparativamente ao tratamento
com ICs, (p=0,001) e com ICq, (p=0,002). De igual forma, verificou-se no tratamento com
ICso, um valor de morte por apoptose tardia/necrose inferior ao obtido na condigao 1Cg
(p=0,045). A morte celular por necrose foi significativamente menor nas células tratadas
com ICy do que nas tratadas com ICs, (p=0,011) e com ICq (p<0,001). Em adigao, nao se
verificaram diferencgas significativas entre as diferentes condi¢oes de tratamento no que

respeita a morte celular por apoptose inicial.
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A andlise morfolégica para o tratamento com docetaxel encontra-se representada na

Figura 15, em que se observa morte celular por apoptose e por necrose apos o tratamento.
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Figura |5 - Caracteristicas morfoldgicas das células Hela, apos 48 horas de incubagdo com o valor de ICy, de

ICso e de ICq de docetaxel. As imagens foram conseguidas através de esfregagos corados com May-Griinwald
Giemsa. A imagem (A) representa células controlo nio tratadas, a imagem (B) células tratadas com o valor de
ICa0, a imagem (C) células tratadas com o valor de ICs; e a imagem (D) células tratadas com o valor de ICg. As
imagens representadas estio com uma ampliagao de 400x.

As células controlo, nao submetidas a tratamento, apresentam uma morfologia
arredondada. O tratamento com baixas concentragoes de docetaxel (ICy) induziu alguma
morte por apoptose, com visualizagdo de blebs (1) e apresentou também carateristicas
morfoldgicas indicadoras de necrose, Figura I5B. Em condigdes em que se aplicaram
concentragoes mais elevadas de docetaxel (ICs, e 1Cq) observou-se um maior nimero de
células em necrose, com extravasamento dos conteudos celulares.

Os resultados referentes a viabilidade e tipos de morte celular apos exposicao das
células Hela a radiagao ionizante encontram-se representados na Figura |6. Verificou-se que
a radiagao ionizante induziu efeitos na viabilidade das células, ocorrendo uma diminuigao da
percentagem de células vidveis, acompanhada por um aumento do nimero de células em

morte celular por apoptose e por necrose. As alteragoes observadas sao dependentes da
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dose de radiagao, sendo que apenas as doses mais elevadas, 3Gy e 10Gy, apresentaram um
efeito estatisticamente significativo na viabilidade e morte celulares.

Como representado na Figura 16, a dose de 2Gy nao demonstrou diferengas
significativas na reducao da populagao de células viaveis (88,88%+0,72%), nem de células em
apoptose inicial (3,50%%0,38%) ou em necrose (5,63%+0,53%), comparativamente ao
controlo. Verificou-se apods irradiagao com a dose de 3Gy uma diminuigao significativa da
percentagem de células viaveis, cujo valor foi de 82,60%+1,96% (p=0,016) e com a dose de
|0Gy, que apresentou um valor de 74,60%%1,88% (p<0,001), comparativamente as células
controlo com o valor de 90,25%+0,83%. Esta diminuicao de viabilidade celular é
acompanhada pelo aumento de morte por apoptose inicial e por necrose. Em células
irradiadas com a dose de 3Gy, a populagao de células em apoptose inicial foi de
5,70%+0,86% (p=0,015) e de 8,88%%1,99% (p=0,010) para a dose de 10Gy,
comparativamente ao controlo, onde se observou uma percentagem de células em apoptose
inicial de 2,31%%0,37%. A morte por necrose apresentou-se com um valor de 8,50%%1,54%
para a dose de 3Gy e de 13,10%+1,35% (p=0,002) para a dose de 10Gy, significativamente
superior ao observado no controlo, 5,69%+0,85%. A percentagem de células em apoptose
tardia/necrose nao demonstrou diferencas em qualquer dose de radiagao aplicada em

relacao ao controlo, valores descritos no Anexo na Tabela XI.
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Figura 16 - Viabilidade e tipos de morte celular induzidos na linha celular Hela 48 horas apds a irradiagao. Os
resultados foram conseguidos por citometria de fluxo por dupla marcagao com anexina V e iodeto de
propideo. Os resultados estio expressos em percentagem (%) de células viaveis (V), de células em apoptose
inicial (Al), de células em apoptose tardia/necrose (AT/N) e de células em necrose (N). Os resultados sao
representados na forma de média e erro padrao de pelo menos trés experiéncias independentes em duplicado.
As diferencas estatisticamente significativas em relagio ao controlo estio assinaladas com * para p<0,05; com
** para p<0,0] e com *** para p<0,001. As diferencgas estatisticamente significativas em relagdo a dose de 2Gy
# # para p<0,01 e com * para p<0,001. As diferencas

estdo representadas com * para p<0,05; com

-72 -



Estudo de diferentes abordagens terapéuticas ho cancro do colo do utero

estatisticamente significativas em relagdo & dose de 3Gy estio assinaladas com * para p<0,05; com ¥ para
p<0,01 e com ** para p<0,001.

Ainda no que diz respeito as doses de radiagao aplicadas nas células Hela (Figura 16),
verificou-se que a viabilidade de células irradiadas com a dose de 2Gy foi significativamente
superior a das células irradiadas com a dose de 3Gy (p=0,049) e com a dose de |0Gy
(p<0,001). Da mesma forma, a percentagem de células viaveis irradiadas com a dose de 3Gy
foi significativamente superior a das irradiadas com a dose de 110Gy (p=0,039).
Adicionalmente, a morte por apoptose inicial de células irradiadas com a dose de 2Gy foi
significativamente inferior a observada de células irradiadas com a dose de 110Gy (p=0,031).
A percentagem de células em necrose irradiadas com a dose de 2Gy demonstrou ser
significativamente inferior a de células irradiadas com a dose de 10Gy (p=0,001).

De igual forma, foram avaliados os efeitos da exposicao a radiagao ionizante na
morfologia das células Hela, cujas imagens estio representadas na Figura 17. A andlise
morfoldgica das células irradiadas demonstra que a radiagao ionizante induz um aumento de
morte celular com o aumento da dose de radiagao, como descrito na Figura |7, onde se

observam caracteristicas associadas aos tipos de morte celular.

Figura 17 - Caracteristicas morfologicas das células Hela, 48 horas apés irradiagao. Imagens obtidas através
de esfregacos corados com May-Griinwald Giemsa. A imagem (A) representa células controlo sem irradiagao, a
imagem (B) células irradiadas com a dose de 2Gy, a imagem (C) células irradiadas com a dose de 3Gy e a
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imagem (D) células irradiadas com a dose de 10Gy. As imagens representadas estio com uma ampliagdo de
400x.

As células controlo, ou seja, na auséncia de radiagao ionizante, apresentam uma
morfologia arredondada, como se observa na Figura |7A. De forma geral, o tratamento por
radiacao ionizante induz morte por necrose, observando-se algumas caracteristicas
morfologicas deste tipo de morte, nomeadamente a disrup¢ao da membrana plasmatica com

o extravasamento celular.

Ciclo celular

De forma a avaliar os efeitos do tratamento com cisplatina e com docetaxel no ciclo
celular, analisou-se o conteido de DNA em cada fase do ciclo celular, através da marcacao
com iodeto de propideo por citometria de fluxo, cujos resultados se encontram descritos na
Figura 18 e Figura 19, respetivamente.

Apos exposicao a cisplatina durante 48 horas, Figura 18, na condi¢ao controlo as células
encontravam-se maioritariamente na fase GO/GI, 66,88%+1,01%, apresentando ainda
21,50%+0,65% das células na fase S e 11,63%+0,84% na fase G2/M. Na menor concentragao
de cisplatina (ICy) verificou-se um aumento significativo de células na fase G2/M para
59,88%13,96% (p<0,001), comparativamente ao controlo, e também um aumento de células
na fase S para 33,00%%2,51%. Com o aumento da concentragao de cisplatina aplicada, I1Cs e
ICg, houve um aumento significativo de células na fase S para 55,88%%4,90% e para
63,50%14,66%, respetivamente, em relagao ao controlo (p<0,001) e ao ICy, (p<0,001). Na
concentragao de |Cs, verificou-se ainda o aumento significativo de células na fase G2/M para
35,38%15,14% em relagao ao controlo (p<0,001) e a condicao ICy, (p<0,001). Relativamente
ao pico apoptotico (pico pré-GO0/Gl) verificou-se uma tendéncia para o aumento do nimero
de células em todas as condigoes estudadas comparativamente ao controlo, apesar de nao

ter significado estatistico.
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Figura 18 — Ciclo celular das células Hela apés exposigio a cisplatina durante 48 horas. Os resultados estio
expressos na forma de percentagem (%) de células no pico apoptotico (Pré-GO0/Gl), na fase GO/GI, na fase S e
na fase G2/M. Os resultados representam a média e o erro padrio de pelo menos trés experiéncias
independentes, em duplicado. As diferencas estatisticamente significativas em relagio ao controlo estao
assinaladas com * para p<0,05; com ** para p<0,0l e com *** para p<0,001. As diferencas estatisticamente
significativas em relagdo ao |Cy estio representadas com * para p<0,05; com * para p<0,0| e com ** para
p<0,001. As diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao ICs; estdo assinaladas com * para p<0,05;
com * para p<0,01 e com ** para p<0,001.

Os valores obtidos na avaliagdio do ciclo celular no tratamento com cisplatina
encontram-se sintetizados no Anexo | na Tabela XII.

No que diz respeito ao tratamento com docetaxel durante 48 horas (Figura 19), as
células controlo sem tratamento encontravam-se maioritariamente na fase GO/GI, com
66,40%10,98% de células, havendo 20,80%+0,63% de células na fase S e 12,80%10,44% na
fase G2/M. Apos incubagao com ICy, verificou-se um aumento significativo de células na fase
S para 25,60%%0,97% (p=0,004) e ainda um aumento significativo do pico apoptotico (pico
pré-GO0/Gl) para 7,80%*1,33% (p=0,003), comparativamente ao controlo. No tratamento
com ICs, verificou-se um aumento significativo das células na fase S para 40,40%%2,44%
(p<0,001) e na fase G2/M para 34,40%+5,05% (p=0,009), em relagao ao controlo. Ainda,
nesta condigao, a destacar o aumento significativo do pico apoptético (pico pré-G0/Gl) para
20,40%*1,44% em relagao ao controlo (p<0,001) e a condigao ICy, (p<0,001). Relativamente
a maior concentragao de docetaxel testada (ICg) verificou-se um aumento significativo das
células na fase G2/M para 59,80%12,45%, relativamente ao controlo (p<0,001), a condigao
ICy (p<0,001) e a condigao ICs, (p=0,003). A acrescentar, nesta condicio um aumento
significativo de células na fase S para 29,90%12,29% (p=0,014) em relagao ao controlo. Para

além disso, também se observou a presenca de um pico apoptético (17,70%=1,67%)

significativamente superior ao controlo (p<0,001) e a condigao IC,, (p=0,001).
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Figura 19 - Ciclo celular das células Hela apds exposicao ao docetaxel durante 48 horas. Os resultados estao
expressos na forma de percentagem (%) de células no pico apoptotico (Pré-GO0/Gl), na fase GO/GI, na fase S e
na fase G2/M. Os resultados representam a média e o erro adrio de pelo menos trés experiéncias
independentes, em duplicado. As diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controlo estao
assinaladas com * para p<0,05; com ** para p<0,0l e com *** para p<0,00l. As diferengas estatisticamente
significativas em relagdo ao |Cy estio representadas com * para p<0,05; com * para p<0,0l e com *# para
p<0,001. As diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao ICs; estdo assinaladas com * para p<0,05;
com ¥ para p<0,01 e com ** para p<0,001.

Os valores obtidos na avaliacao do ciclo celular no tratamento com docetaxel

encontram-se representados no Anexo | na Tabela XIII.

Stresse oxidativo

A fim de avaliar se o efeito do tratamento com cisplatina, com docetaxel e com radiagao
ionizante se repercute a nivel do stresse oxidativo analisaram-se as altera¢coes no estado
redox da célula. Deste modo, ap6s incubagao, durante 48h, com cisplatina e com docetaxel
e 48 horas apos irradiagao das células caracterizaram-se os niveis intracelulares de peroxidos
e de aniao superdxido e a expressao de GSH, por citometria de fluxo. Ainda, a fim de avaliar
a formagao de radicais livres mais reativos, formados a partir da conversao de peréxido de
hidrogénio ou do aniao superéxido, nomeadamente o radical hidroxilo (HO¢), recorreu-se
ao uso de um inibidor especifico desta espécie reativa de oxigénio, o manitol.

A Figura 20 representa os resultados do tratamento com cisplatina na produgao

intracelular de perdxidos e do aniao superoxido assim como da defesa antioxidante GSH.
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Figura 20 - Produgdo intracelular de perdxidos (A), produgio intracelular de anido superéxido (B) e niveis de
glutationa reduzida (C) nas células Hela apos exposicao a cisplatina durante 48 horas. Esta avaliagao foi
realizada através da marcagdo com a sonda DCFH,-DA, DHE e alaranjado de mercurio, respetivamente, por
citometria de fluxo. Os resultados estao representados em MIF e normalizados ao controlo. Os resultados
expressam a média e o erro padriao de pelo menos trés ensaios independentes em duplicado. As diferencgas
estatisticamente significativas estdo assinaladas com * para p<0,05; com ** para p<0,0| e com *** para p<0,001.

A producgao intracelular de peroxidos, Figura 20A, mostrou-se ser dependente da
concentracao de farmaco. Quando as células foram tratadas com a menor concentragao de
cisplatina, observou-se um aumento significativo dos niveis intracelulares de perdxidos para
1,68+0,03, em relagao ao controlo (p=0,003) e a condigao ICq, (p=0,009). As concentragoes
maiores de cisplatina analisadas (ICs, e 1Cq) nao induziram um aumento com significado
estatistico da producgao de peroxidos.

A anilise da producao intracelular do aniao superoxido apos tratamento com cisplatina
(Figura 20B) demonstrou um aumento significativo dos niveis deste radical nas trés
concentragoes testadas relativamente ao controlo (p<0,001). Nas células tratadas com ICy,
os niveis de anido superoxido foram de 2,52+0,07, apds tratamento com ICs, foram de
2,6710,15 e com o tratamento de ICg, foram de 2,82+0, 4.

Relativamente aos niveis de expressao da defesa antioxidante GSH apés tratamento

com cisplatina durante 48 horas, os resultados estao representados na Figura 20C. De forma
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global, o tratamento com cisplatina induziu um aumento da produgao da defesa antioxidante
GSH. Quando as células foram incubadas com IC,, verificou-se um aumento significativo dos
niveis de glutationa reduzida para 1,59+0,13 (p=0,010), comparativamente ao controlo. De
forma semelhante verificou-se um aumento no tratamento com a concentracgao de ICs,, com
niveis de GSH de 1,65%0,16 (p=0,019), e também no tratamento com [Cg, com niveis da
defesa antioxidante de 1,75%0,21.

Na Figura 21 estao representados os resultados de proliferagao celular obtidos apods
tratamento das células com concentragoes crescentes de cisplatina e com a combinagao de
cisplatina com manitol (inibidor de OH®). Os valores correspondentes a concentragao
inibitoria de 20%, de 50% e de 80% da proliferagao celular obtidos a partir da curva

concentragao-resposta estao descritos na Tabela VII.
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Figura 21 — Cuva de concentragio-resposta das células Hela apds tratamento com concentragdes crescentes
de cisplatina sem inibidor (linha vermelha) e de cisplatina com 40mM de manitol (linha verde) durante 48 horas.
Os resultados exprimem a proliferagao celular, em percentagem, em fun¢ao do logaritmo da concentragiao de
farmaco, apresentados na forma de média e erro padrio, obtidos em pelo menos trés experiéncias
independentes em triplicado.

Quando as células foram tratadas com cisplatina combinada com manitol observou-se
que a proliferagaio celular foi superior na maioria das concentragoes testadas em
comparagao com o tratamento com cisplatina sem inibidor. Esta diferenga evidenciou-se no

aumento dos valores de 1C,,, de ICs,, de ICg no tratamento com inibidor em relagao aos

valores obtidos no tratamento sem inibidor.
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Tabela VII - Valores de ICy, de ICs; e de ICg obtidos apds incubagdo das células Hela com cisplatina sem
inibidor e com inibidor manitol, durante 48 horas.

Cisplatina O0mM Manitol 40mM Manitol

1C20 (M) 6,17+£0,93 14,77+0,67

1Cs0 (M) 12,27+1,04 22,57+0,71

[Cso (M) 24,43%1,21 34,51x1,65
R? 0,98 0,99

Na Figura 22 estao representados os resultados da producgao intracelular de peroéxidos,

do aniao superéxido e os niveis da defesa antioxidante GSH apés tratamento com docetaxel.
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Figura 22 - Producao intracelular de peréxidos (A), produgao intracelular de aniao superéxido (B) e niveis de
glutationa reduzida (C) nas células Hela apés exposicio ao docetaxel durante 48 horas. Esta avaliagao foi
realizada através da marcagao com a sonda DCFH,-DA, DHE e alaranjado de mercurio, respetivamente, por
citometria de fluxo. Os resultados estao representados em MIF e normalizados ao controlo. Os resultados
expressam a média e o erro padriao de pelo menos trés ensaios independentes em duplicado. As diferengas
estatisticamente significativas estdo assinaladas com * para p<0,05; com ** para p<0,01 e com *** para p<0,001.
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Como representado na Figura 22A, os niveis de peréxidos diminuem com o aumento da
concentragao de docetaxel, a exce¢ao da menor concentragao testada (ICy), que mantém
valores préoximos do controlo. Aquando do tratamento com a concentragao de ICs
observou-se uma redugao significativa dos niveis de peroxidos para 0,85+0,04 (p=0,013) e
com tratamento com ICg uma redugao significativa para 0,72+0,03 (p<0,001),
comparativamente ao controlo. Entre condigoes verificaram-se diferengas significativas,
sendo os niveis de peroxidos na condigao ICg, inferiores aos da condigao ICy, (p<0,001) e da
condigao ICs, (p=0,042).

Relativamente a andlise dos niveis intracelulares de aniao superéxido, Figura 22B, para
concentracoes maiores de docetaxel verificou-se um aumento dos niveis intracelulares desta
espécie. Assim, apds tratamento com IC,, o nivel de anido superoxido foi de 1,47+0,05, apos
tratamento com IC;s, foi de 1,911+0,08 e apds tratamento com ICg o valor foi de 2,25+0,04.
Em todas as condigoes testadas as diferencas foram significativas em relagao ao controlo
(p<0,001) e entre si (p<0,001).

Na Figura 22C encontram-se os resultados obtidos dos niveis de GSH apos tratamento
com docetaxel durante 48 horas. Nas concentragoes mais baixas, nomeadamente no ICy e
no 1Csy, nao houve alteracdes dos niveis desta defesa antioxidante em relagao ao controlo.
Apos tratamento com a maior concentragao, |Cq, houve um aumento dos niveis da GSH
para 1,30%0,05, sendo significativamente superior aos conseguidos nas condigoes controlo
(p<0,001), ICy (p<0,001) e ICs, (p<0,001).

Na Figura 23 estao representados os resultados obtidos de proliferacao celular apos
tratamento com docetaxel sem inibidor e com inibidor (manitol) durante 48 horas. Os

valores de IC,, de IC;; e de ICg estao sintetizados na Tabela VIII.
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Figura 23 — Cuva de concentragio-resposta das células Hela apds tratamento com concentragdes crescentes
de docetaxel sem inibidor (linha vermelha) e de docetaxel com 40mM de manitol (linha verde) durante 48
horas. Os resultados exprimem a percentagem de proliferagao celular em fungao do logaritmo da concentragao
de farmaco, apresentados na forma de média e erro padrio, obtidos em pelo menos trés experiéncias
independentes em triplicado.

Apods tratamento com docetaxel combinado com manitol, verificou-se que a
proliferacao celular foi superior na maioria das concentragoes testadas de farmaco
relativamente ao tratamento sem inibidor. Esta diferenca reflete-se nos valores de IC,,, de

ICso e de 1Cq,, que aumentaram no tratamento com inibidor em relagao ao tratamento sem

inibidor, representados na Tabela VIII.

Tabela VIII - Valores de I1Cy, de ICso e de ICg obtidos apos incubagdo das células HelLa com docetaxel

sem inibidor e com inibidor manitol, durante 48 horas.

Docetaxel 0OmM Manitol 40mM Manitol

ICy (nM) 1,35£0,23 7,11£1,19

I1Cs0 (NM) 5,5710,56 16,79+1,96

I1Cq0 (NM) 23,01£1,94 39,68+5,87
R? 0,99 0,98

Na Figura 24 estao descritos os resultados da produgao intracelular de peroxidos, de
aniao superoxido e os niveis da defesa antioxidante GSH analisados 48 horas apos

tratamento com radiagao ionizante.
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Figura 24 - Producio intracelular de peréxidos (A), produgio intracelular de anido superdxido (B) e niveis de
glutationa reduzida (C) nas células Hela, 48 horas apds exposicao a radiagiao ionizante. Esta avaliagao foi
realizada através da marcagdo com a sonda DCFH,-DA, DHE e alaranjado de mercurio, respetivamente, por
citometria de fluxo. Os resultados estao representados em MIF e normalizados ao controlo. Os resultados
expressam a média e o erro padrao de pelo menos trés ensaios independentes em duplicado. As diferengas
estatisticamente significativas estdo assinaladas com * para p<0,05; com ** para p<0,01 e com *** para p<0,001.

Como representado na Figura 24A, doses de radiagao de 3Gy e 10Gy induziram uma
maior produgao de perdxidos, com valores de 1,94+0,62 e de 2,38+0,55, respetivamente,
valores superiores relativamente ao controlo e a condigao de 2Gy.

Relativamente aos niveis de aniao superoxido obtidos 48 horas apos irradiagao das
células, Figura 24B, verificou-se um aumento gradual dos niveis deste radical com o aumento
da dose de radiagao aplicada, sendo o valor de aniao superoxido de 1,17+0,12 com a dose
2Gy, de 1,31£0,19 com a dose de 3Gy e de 1,57+0,06 com a dose de 10Gy. Diferengas com
significado estatistico apenas se observaram entre a dose de 10Gy e o controlo (p<0,001),
bem como, da dose de 10Gy para com a dose de 2Gy (p<0,001) e a dose de 3Gy (p=0,028).

Por fim, no que respeita aos niveis de glutationa reduzida apos tratamento com radiagao

ionizante, Figura 24C, verificou-se uma diminuicao gradual nas duas doses menores de
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radiacao. Com a dose de 2Gy, os niveis de GSH diminuiram para 0,87+0,03 (p=0,014) e com
a dose de 3Gy os niveis foram de 0,52+0,04 (p<0,001), significativamente inferiores em
relagao ao controlo. Quando aplicada a dose de |0Gy os niveis desta defesa antioxidante
aumentaram para |,35%0,15, sendo significativamente superiores aos obtidos na dose de 3Gy

(p=0,030).
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A quimioterapia com base em cisplatina € uma das terapias mais comuns e eficazes no
cancro do colo do Utero (Fu et al, 2017; Leisching et al., 2015), apresentando melhores
resultados, sobrevivéncia global mais prolongada e melhor qualidade de vida (Chen et dl,
2017; Prasanna, Bunger e Khan, 2017). Além disso, a quimioterapia com recurso a cisplatina
concomitante com radioterapia constitui o tratamento padrao do cancro do colo do Utero
avancado (Fu et al, 2017; Pu et al,, 2013). No entanto, apesar da cisplatina constar como o
farmaco quimioterapéutico padrao, as suas limitagoes clinicas, tais como, os efeitos
secundarios adversos (Zhang et al., 2015), a resisténcia desenvolvida (Leisching et al., 2015) e
a dificuldade na sua aplicagao em doentes com diabetes e hipertensao (Fu et al, 2017),
influenciam o tratamento dos doentes de cancro. Assim, surge a necessidade de estudar
outras opgoes terapéuticas, compostas por diferentes farmacos, analisando a sua eficacia e
toxicidade para os doentes de cancro do colo do uUtero (Fu et al., 2017).

A carboplatina, composto de platina, demonstra algumas vantagens sobre a cisplatina
relativamente a menor toxicidade e aos efeitos secundarios associados (Prasanna, Bunger e
Khan, 2017). Deste modo, a eficacia clinica demonstrada pela carboplatina incentiva a sua
aplicacao clinica no tratamento do cancro, verificando-se inclusivamente o seu uso no
tratamento do cancro do ovario, do pulmao e da cabega e pescogo (Dasari e Tchounwou,
2014). No entanto, a sua aplicagao em situagoes de resisténcia a cisplatina nao demonstra
ser vantajosa, uma vez que, sendo a carboplatina um analogo da cisplatina, o tumor também
nao vai responder a este regime terapéutico (Galluzzi et al., 2012).

Relativamente a aplicagdo da carboplatina no cancro do colo do utero localmente
avangado, estudos de combinagao de carboplatina com radioterapia (carbo+RT) comparando
com cisplatina seguida de radioterapia (cis+RT) sugerem eficacia semelhante entre os dois
modelos de tratamento. No entanto, observa-se uma tendéncia para uma maior sobrevida
livre de progressio da doenga e sobrevivéncia global aquando da aplicagao de cisplatina,
ainda assim, sem significado estatistico (Sebastiao et al., 2016; Xue et al, 2018). No que diz
respeito a toxicidade associada a estes dois tratamentos (carbo+RT e cis+RT), quando
aplicados em doentes com cancro do colo do uUtero localmente avangado (estadios IIB a
IVA), alguns estudos indicam a carboplatina como sendo mais toleravel, estando associada a
menor toxicidade (Xue et al, 2018), enquanto outros apontam toxicidade semelhante a
cisplatina (Sebastiao et al,, 2016). Tal pode, em parte, dever-se ao grupo de doentes sujeito
ao tratamento com carboplatina, que apresentam idade avangada e tém mais comorbidades
(Sebastiao et al., 2016; Xue et al, 2018). Deste modo, a carboplatina concomitante a

radioterapia pode representar uma alternativa para as doentes com contraindicagoes a
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cisplatina, com eficacia similar no tratamento do cancro do colo do Utero avangado
(Sebastiao et al., 2016).

Em alternativa, varios estudos tém analisado a eficacia do docetaxel associado a
cisplatina e/ou a radioterapia tanto em ensaios in vitro como em doentes com cancro do colo
do utero avangado. Gallo et al. (2000) demonstraram que o docetaxel apresenta
citotoxicidade, através de ensaios in vitro, no cancro do colo do utero (Gallo et al., 2000).
Além disso, o docetaxel demonstrou aplicabilidade como radiossensibilizador numa linha
celular do cancro do colo do Utero, em que este farmaco aumentou a citotoxicidade causada
pela irradiacdo na linha celular SiHa (Araki et al, 2002). Deste modo, resultados in vitro
sugerem a potencial aplicabilidade do docetaxel no tratamento desta doenga (Gallo et al.,
2000).

Além disso, estudos em doentes com cancro do colo do Utero em estadios entre IIB e
IVA sugerem a possivel inclusio do docetaxel no protocolo de tratamento padriao desta
doenga. Alvarez et al. (2009) demonstraram que a aplicagdo de uma dose viavel de docetaxel
funciona como sensibilizador da radiagao, sugerindo a realizagdo de mais estudos clinicos
com uso de quiomiorradioterapia com base em docetaxel em doentes com cancro do colo
do dtero localmente avangado (Alvarez et al, 2009). Assim, este estudo indica uma
concentragio de 40mg/m? semanal concomitante com radiagio (aproximadamente 54Gy por
irradiagao externa seguida de braquiterapia intracavitaria, perfazendo uma dose total de
85Gy) durante um periodo de 6 semanas, como sendo uma concentragao toleravel para uso
como radiossensibilizador (Alvarez et al, 2009). Ke et al. (2012) sugerem que cisplatina
(20mg/m?) e docetaxel (35mg/m?) em quimiorradioterapia concomitante apresentam eficacia
a curto prazo em doentes em estadios entre IIB e IVA, apesar da toxicidade observada
relativamente a radioterapia isolada (Ke et al., 2012). Pu et al. (2013) reportaram resultados
referentes a doentes em estadios IB e IIA submetidos a cirurgia seguidos de uma das
seguintes opgdes terapéuticas, cisplatina (40mg/m*semanal, 5 ciclos) concomitante com
radioterapia (46 a 54Gy) e docetaxel (30mg/m%semanal, 5 ciclos) e cisplatina
(30mg/m*/semanal, 5 ciclos) concomitante com radioterapia (46 a 54Gy) (Pu et al., 2013). Os
doentes apresentaram uma maior sobrevivéncia aos cinco anos quando sujeitos a tratamento
com quimiorradioterapia com base em docetaxel e cisplatina, no entanto, a este regime esta
associado uma maior incidéncia de efeitos secundarios (Pu et al., 2013).

Apesar da toxicidade e da manifestagio de efeitos secundarios demonstrados em
estudos com quimiorradioterapia com base em docetaxel e cisplatina (Ke et al.,, 2012; Pu et

al, 2013), os taxanos apresentam um mecanismo de agao promissor no tratamento do
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cancro (Gallo et al, 2000). Deste modo, o presente trabalho pretendeu avaliar o potencial
efeito citotoxico do docetaxel e da cisplatina na linha celular Hela, assim como o efeito da
radiacao ionizante na sobrevivéncia celular.

De forma a avaliar de que modo os diferentes mecanismos de agao dos farmacos tém
efeito citotoxico na proliferagao celular recorreu-se ao ensaio SRB. Este método é
considerado adequado e sensivel na quantificagao da citotoxicidade celular induzida por
farmacos, através da medicao do conteldo proteico total, que se correlaciona com a
proliferagao celular (Voigt, 2005). A obtencao de curvas de concentragao-resposta e
medida de citotoxicidade in vitro (Voigt, 2005), permitem estudar o efeito antiproliferativo de
cada farmaco.

Os resultados de citotoxicidade por nos obtidos sugerem que tanto a exposi¢ao a
cisplatina como ao docetaxel induzem a diminuigao da proliferacao celular, apos 24, 48 e 72
como do tempo de incubagao com o mesmo. Tal como no nosso trabalho, estudos
anteriores demonstram a citotoxicidade associada a cisplatina em células Hela. Através de
varios ensaios, nomeadamente do ensaio de MTT (do inglés 3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) e pelo ensaio violeta de cristal, varios estudos evidenciam que
da proliferagao e viabilidade celulares, apos diferentes tempos de incubagao (Filippova et al.,
2014; )i e Zheng, 2010; Kalinec et al., 2016; Kamalipooya et al., 2017; Pariente et al., 2016;
Zhang et al, 2014). Varios estudos evidenciam o efeito citotoxico do docetaxel (tanto na
ordem dos nanomolar como dos micromolar), na linha celular Hela, recorrendo a varios
ensaios, como ensaio de MTT, o ensaio clonogénico e o ensaio SRB. A incubagao das células
com este farmaco induz a diminuigao da proliferagao e viabilidade celulares (Guo et al., 2014;
Zhang et al, 2014), bem como da sobrevivéncia celular de forma dependente da
concentragao (Balcer-Kubiczek et al., 2006).

Os valores de ICs, obtidos neste estudo, indicados na Tabela V, indicam que a cisplatina
apresentou um valor de ICs, de 12,27+1,04uM as 48 horas e de 10,20+0,88uM as 72 horas.
O docetaxel apresentou o valor de ICs, de 5,57+0,56nM as 48 horas e de 2,65+0,26nM as
72 horas. Varios estudos analisaram o efeito citotoxico dos dois farmacos referidos nas
células Hela, no entanto poucos determinaram os valores de ICs,. Deste modo, o trabalho
de Kamalipoya et al. (2017) determinou para 24 horas de incubagao com cisplatina o valor de

ICso de 40uM e para as 48 horas um valor de ICs, de 10pM (Kamalipooya et al., 2017).
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Balcer-Kubiczek et al. (2006) estudaram o efeito de concentragoes de 0,1 a 5nM de
docetaxel durante 24 horas nas células Hela, determinando como valor de IC;, 0,3nM
(Balcer-Kubiczek et al., 2006). Estes estudos de cisplatina vao de encontro com os resultados
obtidos no nosso trabalho, no entanto, os que se referem ao docetaxel apresentam valores
inferiores aos reportados no nosso trabalho.

As concentragoes de cisplatina e de docetaxel utilizadas nos ensaios discutidos abaixo
basearam-se nos valores de ICs, obtidos as 48 horas, pelo ensaio SRB. Assim, as condigoes
de tratamento estudadas correspondem a uma concentragao inferior (ICy), uma igual ao
valor de ICs, e outra superior (I1Cg).

De forma a compreender de que modo a radiagao ionizante constitui uma agressao
celular e quais os mecanismos celulares que despoleta quando ¢é aplicada em dose Unica, este
trabalho debrugou-se na andlise da sobrevivéncia celular, da viabilidade e tipo de morte
induzida, bem como da formagao de espécies reativas de oxigénio e da presenca de defesas
antioxidantes.

A radiacao ionizante, raios-X, foi aplicada em doses entre 0,5Gy e 10Gy, sob a forma de
uma unica dose. Com o objetivo de avaliar a sobrevivéncia celular recorreu-se ao ensaio
clonogénico, considerado o gold standard nos estudos de agressao celular pela radiagao
ionizante. Este ensaio permite correlacionar o fator de sobrevivéncia com a dose aplicada,
calculado a partir do nimero de colénias formadas (Franken et al., 2006; Rafehi et al., 201 1).
Considerando os varios modelos de agressao celular apés exposicao a radioterapia, para os
resultados obtidos o modelo que melhor os representou e com melhor ajuste foi o modelo
de varios alvos vdrios toques, correspondente ao modelo linear quadratico. Este modelo
baseia-se no facto de que varias lesoes provocadas pela radiagao ionizante se acumulam, sem
que a célula tenha capacidade de reparar todas estas lesoes levando, consequentemente, a
morte celular (Kelsey et al., 2014).

A curva de sobrevivéncia obtida descreve uma diminuicao da sobrevivéncia celular a
partir dos 2Gy, que se acentua com o aumento da dose de radiagao, sendo que o fator de
sobrevivéncia na dose de 2Gy (SF,) foi de 0,99+0,25. A partir desta curva determinou-se a
dose letal média, DLs,, que para esta linha celular foi de 3,15Gy, correspondendo a dose que
induz a perda de viabilidade de 50% da populagao celular. Para além disso, o racio a/f
apresenta um valor de -1,28Gy, apesar de este valor ser negativo devido a componente
linear, sugere a linha celular HeLa como radiorresistente. Os nossos resultados relativos a
acao da radiagao na sobrevivéncia das células Hela vao de acordo aos indicados no estudo

de Jin et al. (2018), em que os autores verificaram uma diminuigao da sobrevivéncia celular
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com o aumento da dose de radiagao (Jin et al., 2018). Segundo Balcer-Kubiczek t al. (Balcer-
Kubiczek et al., 2006), o fator de sobrevivéncia obtido para a dose de 2Gy foi de 0,32 nas
células Hela (Balcer-Kubiczek et al, 2006). No entanto, o resultado obtido no nosso
trabalho nao vai de encontro com o valor obtido por este autor e seus colaboradores, o que
podera estar associado com o protocolo de ensaio clonogénico realizado por estes autores.
O trabalho desenvolvido por Kubota e seus colaboradores (2005), estuda o envolvimento da
expressao da proteina GRP94 (do inglés Glucose regulated protein 94) na resisténcia de linhas
celulares de cancro do colo do Utero ao raios-X (Kubota et al, 2005). Através do ensaio
clonogénico avaliaram a sensibilidade de varias linhas, incluindo a linha celular Hela, a
radiacao e observaram que esta linha apresentava baixa sensibilidade ao raios-X. Para além
disso, indicam que a radiorresisténcia desta linha celular podera estar associada a elevada
expressao de GRP94, que ¢ favorecida em condi¢oes de hipoxia (Kubota et al, 2005). A
hipoxia é um fator envolvido na resisténcia a radiagao, sendo que é também uma
caracteristica apresentada pelo tecido do epitélio estratificado do colo do utero (Fu et al,
2015). Estas caracteristicas acopladas a baixa expressao de P53 poderao estar associadas a
resposta de algumas linhas celulares deste cancro a radioterapia, o que suporta os resultados
obtidos no presente trabalho.

Uma célula viavel tem a capacidade de se desenvolver e reproduzir, estando estrutural e
metabolicamente intacta (Kalinec et al, 2016). Culturas celulares que nao estao a proliferar
devem apresentar um equilibrio entre a diminuigao de células viaveis e o aumento da morte
celular (Kalinec et al., 2016). A fim de perceber de que forma a citotoxicidade causada pelos
farmacos e a agao da radiagao ionizante afetam a viabilidade e a morte celulares recorreu-se
a dupla marcagao com anexina V e iodeto de propideo, por citometria de fluxo, e a
coloragao May-Griinwald Giemsa para analise morfologica. A anexina V liga-se a
fosfatidilserina, fosfolipido membranar que se encontra no folheto externo durante a
apoptose. O iodeto de propideo intercala no DNA uma vez que a integridade membranar
esta comprometida no processo de necrose. Assim, a dupla marcagao possibilita a distingao
de quatro grupos de células, tais como as células vidveis, as células em apoptose inicial, as
células em apoptose tardia/necrose e as células em necrose (Elmore, 2007). A coloragao
May-Griinwald Giemsa permite a caracterizagao morfologica das células, através da coloragao
do nucleo e do citoplasma (Gongalves et al., 2013), permitindo corroborar os resultados
obtidos pela dupla marcagao anexina V/iodeto de propideo. O processo de apoptose, tipo
de morte celular programada, caracteriza-se pela degradagao das estruturas intracelulares,

em que a matriz do citoesqueleto é degradada e colapsa, causando a perda de volume
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celular. Além disso, ocorre a condensagao da cromatina e a fragmentagao nuclear. A
integridade da membrana fica comprometida, ocorre a formagao de protuberancias
membranares que resultam na formagao de corpos apoptoticos (Heerde et al, 2000;
Telford, Tamul e Bradford, 2016). Em alternativa a morte por apoptose, a necrose € um
processo que se caracteriza principalmente pelas seguintes alteracoes morfoldgicas, rutura
da membrana celular, com perda da sua integridade, e consequente libertagao do contetdo
citoplasmatico no tecido circundante, desencadeando um processo inflamatorio (Elmore,
2007).

Os resultados obtidos evidenciam a diminuicao da viabilidade celular acompanhada pelo
aumento da morte celular em ambos os farmacos em estudo. A diminuicao da populagao de
células viaveis mostrou ser dependente da concentragao. No entanto, niao se verificou o
destaque acentuado de um tipo de morte, independentemente da concentragao em estudo
ou do farmaco. A cisplatina, quando em concentragoes baixas (ICy e 1Cs), induziu um maior
numero de células em morte por apoptose inicial, e por necrose quando em concentragoes
elevadas (ICq). O docetaxel, na menor concentragao estudada (ICy), tendeu a induzir um
maior nimero de células em apoptose inicial, enquanto que, em concentragoes maiores (ICsy
e |Cqp) se verificou um maior nimero de células em necrose. De igual forma, verificou-se um
aumento de células em apoptose tardia/necrose com o aumento da concentragao de
docetaxel. No que diz respeito aos resultados obtidos no tratamento com radiagao
ionizante, de forma geral, indicam uma diminuicao da viabilidade celular e o aumento da
morte, maioritariamente por necrose. A aplicagao Unica da dose de 2Gy nao apresentou
efeito significativo quer na diminuigao da viabilidade quer no aumento da morte celular.
Quando aplicadas doses maiores de radiagao (3Gy e 10Gy) ja se verificou uma agressao mais
significativa da radiagao na viabilidade e morte celulares. Deste modo, a radiagao ionizante
tem efeito na viabilidade celular de forma dependente da dose aplicada. O tipo de morte
celular associado aos diferentes tratamentos esta de acordo com a analise das caracteristicas
morfologicas das células, com observacao principalmente da necrose, pela perda de
integridade membranar e libertagao do conteudo intracelular. Em varios estudos que
abordam a cisplatina em linhas celulares de cancro do colo do utero, o tipo de morte
predominantemente referido é a apoptose. No estudo de Zhang et al. (2014) a incubagao
com a concentragao de cisplatina de 16,67uM (5pg/mL), durante 48 horas, induziu uma
populagio de células Hela em apoptose de 18,87%+3,79% (Zhang et al, 2014). Em
comparagao com o valor de ICs, da cisplatina (12,27uM) avaliado no nosso trabalho, em que

a percentagem de células em apoptose foi de 19,50%%0,68%, verifica-se que existe
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concordancia com os nossos resultados de acordo com o estudo anteriormente referido.
Para além disso, Zhang et al. (2014) indicam que o uso da concentragao de 24,76uM de
docetaxel em células Hela, durante 48 horas, induziu uma percentagem de apoptose de
15,87%+3,81% (Zhang et al., 2014). Este resultado niao estd de acordo com o intervalo de
concentragoes estudadas no nosso trabalho para este farmaco. No nosso estudo foi possivel
observar morte celular significativa com concentragoes de docetaxel de ordem de grandeza
inferior, nomeadamente nanomolar. No trabalho desenvolvido por Balcer-Kubiczek t al.
(Balcer-Kubiczek et al., 2006), estudaram o efeito da concentragao de InM de docetaxel por
um periodo de incubagao de 24 horas na linha celular Hela. Os resultados demonstram que
ocorre morte celular por apoptose, mas também verificam alguma morte por necrose
(Balcer-Kubiczek et al., 2006). Com base nos resultados deste estudo e do nosso podemos
sugerir que o docetaxel em baixas concentragoes induz morte por apoptose, nao sendo o
tempo de exposicao um fator determinante. No que se refere aos resultados com radiagao
ionizante, de acordo com o estudo de Jin et al. (2018), baixas doses de raios-X nao tém
influéncia na apoptose ou na sobrevivéncia celular. Esta evidéncia foi também observada nos
resultados obtidos neste trabalho. O estudo de Zhao et al. (2018) demonstrou o aumento
do numero de células em apoptose, 48 e 72 horas apos a irradiagao, sendo a morte celular
mais acentuada no maior tempo estudado. No entanto, a ocorréncia de apoptose verificou-
se ser dependente da dose de raio-X aplicada (Zhao et al,, 2018). A morte por apoptose e
por necrose pode ocorrer de forma independente, em sequéncia ou em simultineo, sendo
que o tipo de morte induzido depende do tipo e do grau de agressao, como a radiagao, a
hipoxia e farmacos citotédxicos. Estes, quando aplicados em doses baixas podem provocar
apoptose, no entanto, quando em doses mais altas podem conduzir 2 morte por necrose
(EImore, 2007; Telford, Tamul e Bradford, 2016). Tal pode explicar os resultados obtidos,
que reportam uma maior percentagem de células em necrose, em detrimento da morte por
apoptose, quando aplicadas concentragoes elevadas, como o valor de ICg, de cisplatina e de
docetaxel, bem como elevadas doses de radiagao, como a dose de 10Gy.

Além da viabilidade e morte celulares, também foi estudado de que modo a cisplatina e
o docetaxel afetam a progressio do ciclo celular. Para tal, recorreu-se a técnica de
citometria de fluxo, com marcacio do DNA com iodeto de propideo, cujo resultado de
fluorescéncia obtido vai ser proporcional ao conteitdo de DNA presente nas diferentes
condigoes. O ciclo celular consiste na duplicagio do material genético celular seguido da
divisao em duas células filhas idénticas, que ocorre ao longo de quatro fases distintas. A fase

Gl precede a fase S (fase de sintese), seguida da fase G2 e por fim da M (fase mitotica). A
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regulacao do ciclo celular através da existéncia de pontos de controlo garante a correta
progressao do ciclo, permitindo que eventos criticos, como a replicacgato do DNA e a
segregacao dos cromossomas, ocorram corretamente havendo a reparagao de eventuais
danos nos pontos de controlo. Deste modo, os pontos de controlo do ciclo celular
encontram-se no final da fase GI, no final da fase G2 e na fase M, na transiciao da metafase
para a anafase. A existéncia de defeitos nas vias de controlo do ciclo celular conduzem a
instabilidade gendmica, com progressaio do ciclo sem reparacio de eventuais danos
(Tessema, Lehmann e Kreipe, 2004).

As alteragdes observadas nas diferentes fases do ciclo celular variam de acordo com o
mecanismo de agao de cada fairmaco, bem como com a concentragao aplicada. Como se
pode observar nos nossos resultados, baixas concentragoes de cisplatina (ICy) induzem um
maior numero de células a permanecerem na fase G2/M. Para além disso, em concentragoes
de cisplatina mais elevadas (ICs, e ICg) ha um maior niumero de células na fase S do ciclo.
Este bloqueio estd de acordo com a diminuicao da proliferagao celular observada as 48
horas. Assim como, o aumento do pico apoptotico, comparativamente ao controlo, €
concordante com a morte observada apos incubagio com diferentes concentragoes de
cisplatina. No que diz respeito a agao do docetaxel sobre o ciclo celular, verificou-se o
predominio de células na fase G2/M do ciclo na maior concentragao estudada (ICg). No
entanto, na menor concentracao ha um aumento das células na fase S, em relagao ao
controlo, bem como das células no pico apoptotico. Na aplicagao do valor de ICs, € notorio
o aumento da populagao de células na fase S e G2/M, assim como no pico apoptotico. Estes
resultados sao concordantes com a diminuigao da proliferagao e com o aumento da morte
celular observada. De acordo com o mecanismo de agao da cisplatina, que interage e forma
ligagoes cruzadas com o DNA (Brozovic, Ambriovi¢c-Ristov e Osmak, 2010), é expectavel
que ocorra a inibicao da sintese desta molécula nas fases S e G2 do ciclo (Galluzzi et al,
2012). Deste modo, os resultados conseguidos para o tratamento com cisplatina estao de
acordo com o seu mecanismo de a¢ao. No que se refere ao mecanismo de agao do
docetaxel, que ao funcionar como estabilizador de microtubulos, induz o bloqueio na fase
G2/M (Choy, 2000; Rowinsky e Eric, 1997), tal como se observa nos resultados do presente
trabalho nas maiores concentragoes testadas. No estudo de Balcer-Kubiczek t al. (2006), o
tratamento com InM de docetaxel durante 24 horas nao induziu bloqueio mitético, mas
permitiu observar morte por apoptose (Balcer-Kubiczek et al., 2006). Assim, estes dados sao
indicativos que mesmo em baixas concentragoes e em tempos reduzidos de exposi¢ao, o

docetaxel apresenta citotoxicidade mesmo na auséncia de bloqueio mitotico.
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Posteriormente, estudou-se o efeito dos diferentes tratamentos na producao de
espécies reativas de oxigénio e nas defesas antioxidantes presentes nas células. Assim, para a
avaliagdo da producao intracelular de perdxidos e do radical superédxido, recorreu-se as
sondas DCFH,-DA e DHE, respetivamente, procedendo-se a técnica de citometria de fluxo.
Na analise da defesa antioxidante GSH utilizou-se o composto alaranjado de mercurio para
andlise por citometria de fluxo. O stresse oxidativo caracteriza-se pelo desequilibrio entre a
formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e os niveis de defesas antioxidantes. A
exposi¢ao das células ao stresse oxidativo pode comprometer as suas fungoes biologicas
(Brozovic, Ambriovi¢-Ristov e Osmak, 2010; Yang et al, 2013). As espécies reativas de
oxigénio, sendo as principais o radical superdoxido (O,7), o radical hidroxilo (OH®) e o
peroxido de hidrogénio (H,0O,), sao moléculas reativas com capacidade de causar danos nas
células pela oxidagao de proteinas, de lipidos e de DNA (Gill, Piskounova e Morrison, 2016;
Wang e Yi, 2008; Yang et al, 2013). A acumulagao de ROS e os danos por estes causados
contribuem para o envelhecimento celular e iniciagao, desenvolvimento, progressao, invasao
e metastases do cancro (Gill, Piskounova e Morrison, 2016; Wang e Yi, 2008). Assim, a
célula para manter a homeostase recorre a mecanismos antioxidantes para a remogao de
espécies reativas de oxigénio, Figura 25 (Gill, Piskounova e Morrison, 2016). Desta forma, as
enzimas antioxidantes tais como a superoxido dismutase (SOD), catdlase, peroxirredoxinas
(PRx), tiorredoxinas (Trx) e glutationa peroxidase (GPx) atuam sobre as ROS. Em resposta
ao aumento da produgao de espécies reativas é expectavel o aumento dos niveis de catalase
e GPx (Jeli¢ et al, 2018). Por sua vez, antioxidantes nao enzimaticos incluem a glutationa
(GSH), o NADPH (do inglés Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate hydrogen), as
vitaminas A, C e E e o beta-caroteno (Gill, Piskounova e Morrison, 2016). O radical
superoxido, formado devido a redugao de O,, é convertido a O, ou a H,0, pela acao da
SOD (Gill, Piskounova e Morrison, 2016; Jeli¢ et al, 2018). Por sua vez, o peroxido de
hidrogénio é destoxificado a H,O e O, pela catalase e glutationa peroxidase (Gill, Piskounova
e Morrison, 2016; Jeli¢ et al., 2018), sendo que a redugao de uma molécula de perdxido de
hidrogénio envolve o consumo de duas moléculas de GSH (Gill, Piskounova e Morrison,
2016). Além disso, as peroxirredoxinas também podem estar envolvidas na regulagao dos
niveis de perdxido (Gill, Piskounova e Morrison, 2016; Perkins et al., 2015). A glutationa
reduzida funciona como doadora de eletroes a glutationa peroxidase. Apos este processo a
glutationa oxidada (GSSG) volta a sua forma reduzida através da glutationa redutase (GR)
utilizando NADPH como doador de eletroes (Gill, Piskounova e Morrison, 2016; Jeli¢ et al.,

2018). De igual forma, a tiorredoxina doa eletroes a peroxirredoxina, sendo posteriormente
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reduzida usando NADPH como doador de eletroes (Gill, Piskounova e Morrison, 2016). No
entanto, a partir de peroxido de hidrogénio pode formar-se um radical altamente reativo.
Na presenca de metais de transi¢io, como o ferro (Fe*), pela reagido de Fenton, ocorre a
conversao de peréxido de hidrogénio e a formagao do radical hidroxilo (Yang et al,, 2013).
Para além disso, o radical hidroxilo também se pode formar pela reacao Haber—Weiss, por

interagao do radical superéxido e do peroxido de hidrogénio (Kehrer, 2000).

0, —
Mitochondria
—>
NADP+ NADP+
NADPH NADPH

Sources of NADPH:

- Pentose Phosphate Pathway
- Folate Pathway

- Malic Enzymes

- De novo biosynthesis

Figura 25 — Acio dos mecanismos antioxidantes face a formagdo de espécies reativas de oxigénio. (Retirado
de (Gill, Piskounova e Morrison, 2016)).

Os resultados obtidos neste trabalho, no que diz respeito ao tratamento com cisplatina,
demonstram que os niveis intracelulares de peréxidos, que sao na sua maioria peréxido de
hidrogénio, estao aumentados em relagao ao controlo, sendo que na menor concentragao
testada é onde se verifica o aumento mais consideravel desta ROS. Apesar de o nosso
estudo se ter realizado ap6s 48 horas de incubagao com cisplatina, verificam-se alteragoes a
nivel do stresse oxidativo, apesar da elevada reatividade e reduzido tempo de vida util das
ROS, que dificultam a sua detegao (Tain et al.,, 2018). Neste sentido, o estudo de Pariente e
seus colaboradores (2016) analisou a formagao de ROS apos incubagao de células HelLa com
20uM de cisplatina durante 24 horas, sendo que observaram que este firmaco induziu a
formacao de peroxidos, que se demonstrou associada com a presenga de morte celular por
apoptose (Pariente et al, 2016). No nosso trabalho, os niveis de glutationa reduzida estao
aumentados, sendo esse aumento semelhante em todas as condi¢oes. Este antioxidante

funciona como doador de eletroes para a destoxificagdo do peroxido de hidrogénio, pelo
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que para a conversao de uma molécula de H,O, sao necessarias duas de GSH. Para além
disso, os niveis intracelulares de GSH refletem o balanco entre a sua sintese e o seu
consumo (Brozovic, Ambriovi¢-Ristov e Osmak, 2010). Assim, os niveis aumentados deste
antioxidante, em relagao ao controlo, podem indicar uma a¢ao da célula na tentativa de
aumentar as suas defesas a fim de combater o aumento de peroxidos, levando a sua
acumulacao. No entanto, a GSH formada nao esta a ser usada na reacao de destoxificacao
do peroxido de hidrogénio. Assim, os nossos resultados indicam que este antioxidante
podera nao estar a ser utilizado na destoxificagao do peroxido de hidrogénio, pelo que nao é
a sua acao que se deve o reduzido aumento desta ROS nas concentragoes maiores de
cisplatina. Outra hipotese para os niveis de peroxidos serem inferiores nas maiores
concentragoes, em relagio a menor concentragao de cisplatina, consiste em parte dos
peroxidos que se estao a formar serem rapidamente convertidos a radical hidroxilo, pela
reagao de Fenton. Quanto aos niveis de radical superoxido, este farmaco induziu o aumento
significativo desta ROS de forma semelhante em todas as condigdes, o que sugere stresse
oxidativo causado por esta espécie. No entanto, a sua formagao evidencia a necessidade de
avaliar os niveis de SOD, apo6s as diferentes condigoes de tratamento, a fim de melhor
compreender o estado de stresse oxidativo da célula, uma vez que esta enzima antioxidante
é responsavel pela conversao de radical superéxido em peroxido de hidrogénio. Diferentes
linhas celulares do cancro do colo do Utero respondem de forma diferente a quimioterapia,
como acontece no caso da linha SiHa e da linha CaSki (Filippova et al, 2014). A
quimiorresisténcia aparenta relacionar-se com elevados niveis de defesas antioxidantes
presentes nas células, sendo que no estudo de Filippova et al. (2014) demonstram uma maior
resisténcia das células SiHa a cisplatina comparativamente com as CaSki, bem como uma
maior expressao de enzimas antioxidantes (Filippova et al, 2014). Para além disso, sobre o
efeito da cisplatina durante 48 horas nas células Hela, estas demonstram uma resisténcia a
este farmaco semelhante a observada na linha SiHa. O tratamento com cisplatina, na
concentracao de 60uM e [00uM, durante 4 horas, induziu o aumento dos niveis de
peroxidos nas células CaSki e SiHa, no entanto nao observaram a formagao de radical
superoxido. Assim, a formagao de ROS induzida pelo firmaco a fim de criar stresse
oxidativo constituiu uma forma de sensibilizar as células ao tratamento. (Filippova et al.,
2014). Relativamente ao tratamento com docetaxel, os niveis de peréxidos diminuiram com
o tratamento, sendo essa reducgao significativa nas maiores concentragoes (ICs, e 1Cq). Nas
varias condigoes, os niveis de glutationa reduzida mantiveram-se aproximadamente

constantes com o controlo, a excegao da maior concentragao de docetaxel em que os niveis
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de GSH estao significativamente aumentados. Os niveis de GSH nas condigoes ICy, e ICsp
nao justificam a diminuigao observada dos niveis de peroxidos, o que sugere que esta defesa
antioxidante nao esta a destoxificar esta ROS (Gill, Piskounova e Morrison, 2016). Desta
forma, sugerimos que a diminuicao dos perdxidos nao se deve a agao desta defesa
antioxidante, pelo que a sua diminuicao podera dever-se a sua conversao numa espécie mais
reativa, o radical hidroxilo, ou entdo a agao de peroxirredoxinas, que também podem estar
envolvidas no processo de destoxificagao de niveis elevados de peroxidos (Gill, Piskounova e
Morrison, 2016). Relativamente ao radical superoxido, quanto maior a concentragao de
docetaxel maior a quantidade desta ROS é formada. Assim, os resultados sugerem a
presenca de stresse oxidativo devido a elevada formagao desta ROS, sendo que a
citotoxicidade deste farmaco pode estar associado ao stresse oxidativo causado pelo radical
superoxido. No entanto, a analise da SOD, tal como referido anteriormente, como enzima
antioxidante responsavel pela sua conversao em peréxido de hidrogénio, é importante de
modo a perceber se esta a ser utilizada. Apds a exposicao a radiagao ionizante verificam-se
niveis aumentados de peréxidos e de radical superoxido, em comparagao com o controlo.
Estes resultados vao de acordo com o esperado, uma vez que a radioterapia pode induzir
danos indiretos pela radiolise da agua, provocando a producio de espécies reativas de
oxigénio (Andreo et al, 2005; Kinsella, Sohn e Wessels, 2006). Para além disso, o estudo de
Zhao et al., (2018) demonstrou a produgao de ROS, a partir da andlise da oxidagao da sonda
DHE, ap¢s irradiagao comparativamente ao controlo, sendo o seu aumento mais acentuado
com elevadas doses (Zhao et al., 2018). Relativamente aos niveis da defesa antioxidante GSH,
esta diminui significativamente nas doses de 2 Gy e de 3Gy e aumenta na dose de 10Gy. Tal
como demonstram os nossos resultados, quanto maior a dose de radiagao maior a formagao
de ROS, constituindo uma das principais formas de lesao nas células. A formagao de espécies
reativas de oxigénio pode induzir o processo de oxidagao da GSH (Circu e Aw, 2012), o que
pode explicar a diminuigao da glutationa reduzida apos radiagao ionizante. Assim, esta defesa
antioxidante pode estar a destoxificar parte dos peréxidos de hidrogénio produzidos apods a
radiagao, com formagao de agua e de oxigénio. No entanto, na maior dose de radiagao, o
aumento dos niveis de GSH indicam que nao esta a atuar sobre os perdxidos. Uma possivel
explicagao podera basear-se no facto de a exposicao prolongada ao stresse oxidativo poder
resultar na incapacidade da célula em neutralizar a formagao de ROS (Brozovic, Ambriovic-
Ristov e Osmak, 2010), o que podera justificar os niveis de GSH na dose de 10Gy.

Por fim, avaliamos a acdo do manitol como inibidor do radical hidroxilo, de modo a

perceber a influéncia desta ROS no potencial antiproliferativo da cisplatina e do docetaxel. A
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formacao do radical hidroxilo, uma ROS altamente reativa, pode ocorrer a partir do
peroxido de hidrogénio (reagao de Fenton) e também deste combinado com o radical
superoxido (reagao Haber—Weiss). Deste modo, a avaliagao da proliferagao celular apos 48
horas de exposicao com o fairmaco e com manitol, um neutralizador do radical hidroxilo
(Ding et al, 2004), permite aferir se esta ROS influencia a citotoxicidade associada aos
farmacos. Os resultados obtidos neste trabalho mostram que o manitol inibiu o efeito
citotoxico tanto da cisplatina como do docetaxel, apresentando um menor efeito
antiproliferativo, que se traduz no aumento dos valores de ICyy, de ICs, e de 1Cg. Deste
modo, podemos sugerir que o radical hidroxilo esta envolvido no mecanismo de agao da
cisplatina e do docetaxel e na citotoxicidade causada por estes farmacos nas células Hela,
sendo que durante o tratamento ha stresse oxidativo causado por esta ROS.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, podemos sugerir que a produgao de
espécies reativas de oxigénio € um mecanismo comum as varias terapias abordadas, incluido
a quimioterapia com base em cisplatina e em docetaxel e a radioterapia, tal como era
indicado por estudos anteriores (Gill, Piskounova e Morrison, 2016; Wang e Yi, 2008). De
entre as ROS verificou-se que o radical hidroxilo era produzido durante os tratamentos com
cisplatina e docetaxel, estando envolvido na agao citotoxico dos farmacos, como foi
comprovado nos resultados de proliferagao celular com manitol. A inibicao da formacao do
radical hidroxilo pela agao do manitol refletiu-se nao sé na diminuicdo do efeito
antiproliferativo dos farmacos, como também se traduziu no aumento dos valores de 1C,,
de ICs, e de 1Cq. A indugao de elevado stresse oxidativo, possivelmente devido ao radical
hidroxilo, que é uma ROS altamente reativa e muito citotoxica, podera sustentar a morte
celular por necrose (Yang et al.,, 2013), principalmente observada nas concentragoes e doses
mais elevadas, onde se observa o maior stresse oxidativo. No que respeita aos resultados do
tratamento com radioterapia, a formagao de espécies reativas de oxigénio, pela radidlise da
agua, constitui o principal mecanismo indireto de agao da radiagao ionizante. Contudo, na
aplicacao da dose de 2Gy, os niveis de peroxidos, de radical superoxido e de glutationa
reduzida sao semelhantes ao controlo, o que sugere que esta dose, de aplicagao Unica, nao
induziu stresse oxidativo. De acordo, a morte celular induzida 48 horas apos exposicao a
dose de radiagao de 2Gy ¢ relativamente baixa. Estes factos sustentam o comportamento da
sobrevivéncia celular com o aumento da dose de radiagao, assim como, o valor da DLs, que

é superior a 2Gy.
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A terapéutica do cancro do colo do Utero consiste em cirurgia, nos estadios iniciais da
doenga, podendo recorrer-se a radioterapia externa e a braquiterapia, assim como a
quimioterapia, com base em cisplatina, concomitante com radioterapia em situacao de
cancro avancado. No entanto, tendo em conta a resisténcia revelada por algumas doentes
em relagio a cisplatina, para além da toxicidade associada, outros compostos
quimioterapéuticos tém sido alvo de estudo avaliando a sua potencial aplicabilidade neste
cancro. Como tal, este trabalho debrugou-se no estudo do docetaxel com aplicagao isolada,
para além de analisar a cisplatina e a radioterapia, em células de adenocarcinoma do colo do
utero. Desta forma, tentou compreender-se melhor a citotoxicidade causada e quais os
possiveis mecanismos envolvidos na a¢ao do docetaxel nas células Hela.

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem a potencial aplicabilidade do
docetaxel no tratamento do cancro do colo do Utero. Tendo por base a citotoxicidade
demonstrada por este farmaco tanto na diminuicao da proliferagio como na morte celular,
comparativamente a cisplatina, os resultados sugerem que a sua aplicagao seria eficaz para o
tratamento deste tipo de cancro. Os ensaios de citotoxicidade indicam que o docetaxel
diminuiu a proliferagao das células Hela de forma dependente da concentragao. Para além
disso, quanto maior o tempo de exposicao menor é a concentra¢ao necessaria para obter
efeito inibitorio equivalente. De igual forma, a viabilidade celular causada por este farmaco é
dependente da concentragao aplicada, assim como o stresse oxidativo. Para além do
principal mecanismo de agao do docetaxel consistir na estabilizagdo dos microtubulos, a
indugao de stresse oxidativo aparenta participar no mecanismo deste farmaco, contribuindo
para a citotoxicidade causada pelo docetaxel.

A cisplatina e a radioterapia demonstraram igualmente causar citotoxicidade na linha
celular em estudo, o que é congruente com a sua aplicabilidade e eficacia clinica. Através da
determinagao dos valores de concentragao inibitoria média dos farmacos, os nossos
resultados enfatizam efeito inibitorio do docetaxel, demonstrando o seu potencial para o
tratamento desta patologia. A gama de concentragoes do ICs, e o mecanismo de agao do
docetaxel sugerem que a combinagao deste com a radioterapia constituiria uma abordagem
terapéutica benéfica no cancro do colo do uUtero. O facto de o docetaxel atuar como
estabilizador de microtubulos e induzir o bloqueio do ciclo celular numa fase mais sensivel a
radiagao, sugere a sua aplicagdo como radiossensibilizador.

Neste contexto, varios parametros devem ser analisados em continuidade deste
trabalho, incluindo a analise do ciclo celular e da expressao da proteina P53, apds exposicao

a radiagao e da sobrevivéncia celular apos tratamento com cisplatina e docetaxel. Estudos
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que permitam uma melhor compreensao do stresse oxidativo induzido pelos diferentes
tratamentos, mais necessariamente, a atividade da enzima SOD, o efeito da catdlase na
inibicao do stresse oxidativo causado pelo peréxido de hidrogénio e o efeito do manitol no
tratamento com radiagao. De forma a melhor entender qual a via envolvida na morte por
apoptose (intrinseca ou extrinseca), poderia analisar-se o potencial de membrana
mitocondrial, a expressao da BAX (do inglés BCL-2 associated X protein) e de BCL2 (do inglés
B-cell lymphoma 2 protein), a expressao das caspases 8 e 9 e ainda a extensao das lesoes a
nivel do DNA. Posteriormente, de modo a avaliar a capacidade de radiossensibilizagao do
docetaxel e de forma a comparar com o efeito da cisplatina concomitante com radioterapia,
sugerem-se estudos de concomitancia, com incubagao das células com baixas concentragoes

de farmaco, seguidas de radiagao ionizante.
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HSV-2 Herpes simplex virus type 2
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Estudo de diferentes abordagens terapéuticas no cancro do colo do Utero

Tabela IX - Viabilidade e tipos de morte celular apds 48 horas de incubagao com o valor

de ICy, ICs e ICq de cisplatina.

91,63+1,25 2,38+0,42 1,50+0,22 3,25+0,56

70,25+0,70 15,63+0,56 4,75+0,41 10,25+0,80
59,13%2,32 19,50+0,68 7,25+0,62 12,13+0,40
37,38+2,19 22,25+1,62 10,13+1,11 28,25+1,77

Tabela X - Viabilidade e tipos de morte celular apds 48 horas de incubagao com o valor de

|C2o, |C50 e ICgo de docetaxel.

85,80+0,89

4,90+1,05 1,40%0,16 7,90+0,59

75,60%1,10 12,10%1,52 2,40+0,16 9,90+1,21
62,40+1,45 14,10+2,04 5,80+0,59 17,70%1,79
44,80+1,87 18,10+2,25 [1,20%1,66 25,90+2,42

Tabela XI - Viabilidade e tipos de morte celular, 48 horas apos irradiagao.
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90,25+0,83

2,31%0,37 2,06+0,34 5,69+0,85

88,88+0,72 3,50+0,38 2,00+0,50 5,63+0,53
82,60%1,96 5,70+0,86 3,50+0,65 8,50+1,54
74,60+1,88 8,88%1,99 3,30+0,65 13,10+1,35

Tabela XIlI - Caracterizacao do ciclo celular das células Hela apos 48 horas expostas a

cisplatina.

0,63%0,18

66,88+1,01 21,50+0,65 11,63+0,84

8,88+4,23 7,13%1,51 33,00+2,51 59,88+3,96
8,63+3,17 9,00+1,31 55,88+4,90 35,38+5,14
7,63+2,82 24,63+3,57 63,50+4,66 11,88+1,26

Tabela XIIl - Caracterizagao do ciclo celular das células Hela apds 48 horas expostas a

docetaxel.

0,90+0,18 66,40+0,98 20,80+0,63 12,80+0,44

7,80+1,33 60,70+0,88 25,60+0,97 13,70+0,42
20,40+ 1,44 25,20%3,26 40,40+2,44 34,40+5,05
17,70%1,67 10,30+0,52 29,90+2,29 59,80+2,45
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