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Resumo

A radioterapia € uma modalidade importante para tratar o cancer de Cabeca e
Pescocgo, no entanto falhas do tratamento ja foram observadas e recorréncia da
doenga € comum. Novas abordagens para melhorar os efeitos benéficos de
radioterapia tém sido desenvolvidas e terapia génica surge como uma
ferramenta importante para atingir esse objetivo. Apesar de modelos in vitro
serem Uuteis para entender os efeitos da radiagdo em niveis celulares um
modelo mais proximo ao esquema de irradiagao clinica, que permita reproduzir
irradiacdo diaria, € necessario. Sinais de calcio no nucleo tém demonstrado
desempenhar um papel crucial em células de mamiferos por regularem a
expressao de genes envolvidos na proliferagcdo celular, e ja foi também
demonstrado que o tamponamento de Ca®" nuclear prejudica o crescimento
das células cancerosas in vitro, bem como in vivo. O objetivo deste estudo foi
desenvolver um protocolo in vitro que simulava radioterapia de cabeca e
pescoco de acordo com parametros clinicos e investigar o papel do
tamponamento de Ca?* nuclear para aumentar o efeito antitumoral de raios-X
em carcinoma de células escamosas humano. Para estes fins, células da
linhagem celular A431 foram submetidas a dose acumulada de 10Gy de raios-
X, em esquema de fracionamento diario de doses, (XRCd10Gy) ou em
associacdo com o tamponamento de Ca** nuclear (Ca®",). Andlise do ciclo
celular, ensaio de proliferacdo, a quantificacdo de lesées de DNA nuclear
/mitocondriail, expressao de ADAM-17, a expressao de EGFR e fracdo de
sobrevivéncia foram investigadas. Nosso modelo forneceu irradiagdes
uniformes a monocamada de células, minimizando as incertezas, independente
da posigao dos frascos dentro de campo de irradiacdo, Todos os frascos
receberam 100 + 2% da dose calculada total. Descobrimos que XRCd10Gy
induziu apenas 4,3 = 0,3% de morte celular (SubG4), indicando
radiorresisténcia. Apés o tamponamento de Ca®*, a proliferagdo de células
A431 diminuiu significativamente (p < 0,001) em comparagdo com o controle.
Andlise do ciclo celular mostraram que a associagdo do tamponamento Ca®",
com XRCd10Gy aumentou a percentagem de células A431 em G,/M (35,7
2,5 %), sem danos de DNA nucleares/mitocondrial aparentes. No entanto, o
tamponamento de Ca®", preveniu significativamente (p < 0,05) o aumento da
expressao de ADAM -17 e a ativagcao do EGFR, induzidas por irradiacdo. Além
disso, a terapia de associacdo diminui significativamente a formacgdo de
colbénias das celulas A431 (91 + 0,4 %), mesmo com cerca de metade da dose
cumulativa. Os efeitos dos bloqueadores de integrina 4B4 e cRGD sobre a
migragcdo de células do melanoma humano da linhagem MV3 foram
investigados, em cultivo celular 3D, mostrando que além de alterar a morfologia
celular, o bloqueio das subunidades de integrina $1 € avps; reduziram o indice
de alongamento celular (3.8 + 0.6 AU) quando comparado com o controle n&o
tratado (8.5 £ 1.7 AU, p<0,001), bem como a velocidade média de migragao 0.1
+ 0.06pm/minuto comparado ao controle ndo tratado 0.5 £ 0.1um/minuto
(p<0,001). Juntos, estes resultados contribuem para o desenvolvimento de
nova estratégia de radioterapia para o tumor da cabega e pescogo, com a
combinagdo da terapia génica e radiagdo ionizante, permitindo reduzir a
exposigao celular aos raios-X.
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Abstract

Radiotherapy is one important modality to treat Head and Neck cancer,
however treatment failure has been observed and recurrence disease is
common. New approaches to improve beneficial radiotherapy effects have been
developed and gene therapy arises as an important tool to achieve this aim.
Although in vitro models are useful to understand radiation effects at cellular
levels one model more close to clinical irradiation schedule that allows
reproduce daily irradiation is needed. Calcium signals in the nucleus have been
demonstrated to play a crucial role in mammalian cells regulating the
expression of genes involved in cell proliferation, and it also was demonstrated
that the buffering of nuclear Ca- impairs the growth of cancer cells in vitro as
well as in vivo. The aim of this study was to develop an in vitro protocol that
simulated head and neck radiotherapy according to clinical parameters and
investigate the role of nuclear Ca®* buffering to enhance the antitumor effect of
X-rays on Human Squamous Cell Carcinoma. For these purposes A431 cell line
was submitted to 10Gy cumulatlve X-rays therapy alone (XRcg1oay) Or in
association with nuclear Ca*" buffering protocol (Ca®",). Cell cycle analysis,
proliferation assay, quantification of nuclear/mitochondrial DNA lesions, ADAM-
17, EGFR expression and survival fraction were investigated. Our model
provided uniform irradiations to monolayer cells, minimizing uncertainties since
independent of the flasks position inside irradiation field, all flasks received
100+2% of the total calculated dose. We found that XRc4106y induced onIy
4.3+0.3% of cell death (SubG), indicating radioresistance. Upon Ca?'
buffering, A431 cell proliferation decreased significantly (p<0. 001) as compared
to control. Cell cycle analysis showed that association of Ca®*, buffering with
XRca1oay increased the percentage of A431 cells at Go/M (35.7+2. 5%) with no
apparent nuclear/mitochondrial DNA damages. Nonetheless, Ca®", buffering
significantly (p<0.05) prevented the increase in ADAM-17 expression and
EGFR activation induced by irradiation. Furthermore, the association therapy
significantly decreases the A431colony formation (91+0.4%), even using
approximately half of the cumulative dose. The effects of Integrins blockage on
human melanoma cell MV3 were investigated using 3D cell culture. There were
phenotype alterations after blockage of B1 e avf; integrins subunits using 4B4
and cRGD even reduction of elongation index (3.8 £ 0.6 AU) compared to
untreated cells (8.5 £ 1.7 AU, p<0.001) as well as migration average speed
was decreased 0.1 = 0.06um/minute after integrins blockage compared to
untreated cells 0.5 + 0.1pm/minute (p<0.001).Together, these findings
contribute to the development of novel radiotherapy strategy to head and neck
tumor, combining gene therapy with ionizing radiation, allowing reducing X-rays
irradiation exposure.
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1 Introdugao

Segunda causa de 6bitos no pais, com tendéncia de crescimento nos
proximos anos, o cancer € uma questao de saude publica, principalmente ao se
levar em consideragao seu percentual de prevencao: cerca de um terco dos
casos novos de cancer no mundo poderia ser evitado (1). O foco no incentivo a
pesquisa oncologica é relevante face as estimativas da Unido Internacional de
Combate ao Céancer (UICC) para um aumento de 50% até 2020 no numero de
novos casos de cancer e o dobro do numero de mortes, tendo o Brasil o maior
desafio em termos de sobrevida em cancer que é em torno de 2 a 4 anos,
enquanto nos paises desenvolvidos esse indice sobe para 12 a 16 anos (2).

As patologias oncolégicas de cabega e pescogo representam um dos
seis tumores malignos mais prevalentes em todo o mundo, com um valor
estimado de 900.000 novos casos diagnosticados anualmente em escala
mundial (3). Trata-se de uma modalidade de cancer cujo tratamento implica em
sequelas e complicagdes, muitas vezes severas, causando no paciente perda
de fungao e, em alguns casos, mutilagées. Em termos de recursos diagnésticos
para a detecgao de tumores na regiao da cabega e do pescoco o Brasil conta
com equipamentos modernos, como a tomografia por emissado de pésitrons,
acoplado a um tomégrafo computadorizado, o PET-CT, permitindo imagens
tanto funcionais, quanto anatomicas de regides afetadas pelo tumor e sua
correta localizagdo, incluindo invasdo para outros sitios, encontrados na
maioria dos estados brasileiros com exce¢ao de Acre, Amapa, Mato Grosso do
Sul, Roraima, Rondénia e Tocantins; cuja relacdo de servigos esta disponivel

em: http://www.crcn.gov.br/siteCRCN/pet/pet.html. Porém, apesar da oferta

deste e de outros recursos diagnésticos, alguns deles cobertos pelo Sistema
Unico de Salde (SUS) e do programa estratégia de satude da familia promover
visitas periddicas nas residéncias e abranger grande parte dos municipios
brasileiros, os pacientes ainda chegam aos servigcos de saude em estagios
avancados da doenga. Além disso, falhas no tratamento do cancer de cabeca e
pesco¢co sao eventos relativamente frequentes, independentemente do
esquema terapéutico aplicado (4).

Todos os esforcos cabiveis na busca por alternativas que possam

melhorar os resultados das terapias, até entdo aplicaveis ao tratamento dos



tumores de cabeca e pescogo, implicam ndo somente em aumento da
sobrevida global, mas, sobretudo, em ganho de qualidade de vida pos-
tratamento. Estudos in vitro sdo a primeira linha de pesquisa na busca de
novas estratégias terapéuticas para aplicagdes futuras. Até Janeiro de 2014
estavam disponibilizados na pagina do National Center for Biotechnology
Information (NCBI), da National Library of Medicine (NLM), disponivel em:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=head+and+neck+and+in+vitro,

3.278 artigos publicados envolvendo cultivo celular e tumores de cabeca e
pescoco. Estes numeros evidenciam o crescente interesse em modelos
celulares aplicados na pesquisa destes tipos de cancer. O cultivo de células
tumorais humanas permite o estudo e a avaliagdo dos efeitos diretos e indiretos
das radiagdes ionizantes sobre células em ambiente in vitro, incluindo o estudo
de mecanismos de morte celular (5). Neste estudo foi utilizado como modelo o
carcinoma de células escamosas humano, da linhagem A431, sabidamente
radiorresistente e com superexpressao do receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR), um dos principais agentes responsaveis pela resisténcia
deste tipo de carcinoma as terapias convencionais para o tratamento do
cancer. Além disso, a irradiagao destas células promove a superexpressao de
metaloproteinase da familia A Desintegrin And Metaloproteinase, ADAM-17,
que cliva os ligantes de pro-EGFR liberando as fragdes soluveis para o
receptor na membrana plasmatica, estimulando maior proliferacido das células
tumorais. Um modelo de irradiacao in vitro foi desenvolvido para aproximar as
condicbes experimentais do tratamento preconizado em humanos e em
seguida, terapia génica foi associada a esse modelo de irradiagdo, usando um
adenovirus tipo V como carreador de uma proteina tamponadora de calcio
(Ca**), cujo fragmento da isoforma |, do receptor humano de inositol 3,4,5
trifosfato (IP3R), impede que o IP3; formado se ligue a seu receptor enddgeno,
tamponando calcio dentro do nucleo das células tumorais, promovendo efeito
sinergético aos ja conhecidos efeitos terapéuticos da radiagao X.

Este estudo propde investigar as bases celulares e moleculares
envolvidas no tamponamento de calcio nuclear, aplicado como adjuvante no
tratamento de tumores de cabeca e pescoco resistentes a radioterapia. A
investigacdo dos efeitos decorrentes da associagdo entre radiagdo X e o

tamponamento do Ca®* no nucleo de carcinoma de células escamosas, de



acordo com o protocolo clinico da radioterapia, surge como uma nova
perspectiva para o melhoramento do tratamento de tumores de cabeca e

pescoco radiorresistentes.



2 Objetivos
2.1 Objetivo geral

Avaliar o impacto do tamponamento do calcio nuclear como adjuvante no

tratamento de tumores de cabecga & pescoco resistentes a radioterapia.

2.2 Objetivos especificos

Desenvolver um modelo de irradiagao in vitro capaz de reproduzir 0 esquema

de fracionamento diario de doses de radiacado X sobre células tumorais;

Avaliar o efeito in vitro do fracionamento diario de radiagdo X, associado ao
tamponamento de Ca2+ nuclear, na proliferagdo de células tumorais do
carcinoma de células escamosas humano, seu impacto na progresséo do ciclo

celular e na fracdo de sobrevida;

Investigar os mecanismos desencadeados pela exposigdo in vitro ao
fracionamento diario de radiagdo X, associado ao tamponamento de Ca2+

nuclear em carcinoma de células escamosas humano;



3 Revisao de literatura

3.1 Epidemiologia dos tumores de cabega e pescoco

Céncer de cabeca e pescoco € um termo coletivo, definido por base
anatémico-topografica, para descrever tumores malignos do trato aerodigestivo
superior. Esta regido anatdmica inclui a cavidade oral, faringe e laringe (6). Em
2008, no Brasil, morreram 6.214 pessoas com cancer bucal, sendo 4.898
homens e 1.316 mulheres (7), enquanto o indice de mortalidade por cancer oral
nas capitais brasileiras, agrupadas por regides geograficas, apresentou valores
mais altos para as regides Sul e Sudeste (8). O cancer de boca atinge mais de
11.000 brasileiros por ano (9) e segundo dados do Instituto Nacional de Cancer
(INCa) estimam-se para o ano de 2012, 9.990 casos novos de cancer da
cavidade oral e 6.110 casos novos de cancer da laringe (10).

Varios estudos mostram que independente da faixa etaria estudada,
esses canceres atingem mais pessoas do género masculino (10-12) e que a
idade média dos pacientes portadores da neoplasia de bocalfaringe gira em
torno de 56,5 anos (13), com baixo nivel de escolaridade, e que apresentam
estadio clinico avangado no momento do diagndstico (14), desfavorecendo o
seu prognéstico (15), e cuja taxa de sobrevida em cinco anos € de 50% ou
menos (16). Mais da metade dos pacientes com neoplasia de cabeca e
pescoco apresenta recidivas locais ou para linfonodos cervicais.
Estatisticamente, 80% dos pacientes que apresentam recidivas estas ocorrem
nos primeiros dois anos apos o tratamento e a ocorréncia do segundo tumor
primario pode acontecer em até 30% dos pacientes em controle da doenga
(17).

Os principais fatores de risco para o cancer da cavidade oral sdo o
tabagismo, o etilismo e as infec¢des pelo HPV, além de precarias condicoes
bucais (12). Estudos apontam que o habito de fumar e ingerir bebidas
alcoodlicas estabelece um sinergismo entre esses dois fatores de risco,
aumentando 30 vezes o risco para o desenvolvimento desse tipo de cancer. Ja
€ bem estabelecido que a frequéncia e a duragao do consumo de alcool e
cigarros aumentam o risco de aquisicdo de cancer bucal, faringico e laringeo

(18;19). Fumantes inveterados apresentam 25 vezes risco aumentado de



desenvolver tumores de cabega e pesco¢go quando comparados a néao
fumantes (20), sendo o habito de fumar responsavel por cerca de 40% dos
obitos por essa neoplasia (10;15).

Os chamados fumantes passivos também apresentam risco para estes
tipos de cancer (12) e estudos mostram que a exposi¢cao prolongada desse
grupo de pacientes ao cigarro foi correlacionada com cancer de laringe e
faringe (21;22). O tabaco contém mais de 50 carcindgenos conhecidos, sendo
os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e as nitrosaminas, 0s mais
fortemente envolvidos em canceres da cavidade oral, e que sao dissolvidos na
saliva, especialmente pelo habito de mascar fumo (21;23), induzindo mutagdes
no gene supressor de tumor TP53 (24). Em relagdo ao alcool, os possiveis
mecanismos pelos quais seu consumo pode aumentar o risco de cancer
incluem a carcinogenicidade do acetaldeido, um metabdlito do alcool, que
forma adutos de proteinas, resultando na producdo de anticorpos, inativagao
de enzimas e prejuizos no sistema de reparo do DNA (25). Ja o etilismo
pesado corresponde a, aproximadamente, 16% dos obitos por tumores de
cabeca e pescogo (10).

As viroses relacionadas com tumores de cabega e pescogo sao o
Epstein-Barr Virus (EBV), que esta mais associado com carcinomas de
nasofaringe, e cujo DNA foi encontrado em amostras de linfonodos cervicais
metastizados em que o tumor primario era desconhecido (12) e o HPV do tipo
16, cujas oncoproteinas codificadas pelos genes E6 e E7 degradam o gene
TP53 e o gene supressor tumoral retinoblastoma (pRb), respectivamente
(12;18;26). Pacientes HIV positivos apresentam alto risco de desenvolver
sarcoma de Kaposi, principalmente no palato, e, também, linfoma ndo Hodgkin
(27).

Estudos mostram que mas condigbes de higiene oral, denticdo precaria
apresentando extensas lesdes e sitios retentivos, préteses mal adaptadas e o
uso excessivo de enxaguantes bucais, constituem fatores de risco para cancer
da cavidade oral (18;28). Outros fatores de risco foram relacionados com
tumores de cabega e pesco¢o como dieta rica em gordura animal, extremos de
temperatura e exposigdo excessiva ao sol (2;12;18). Além disso, inflamagao
cronica da laringe causada pelo refluxo gastroesofagico e a exposigdo a

produtos quimicos, pé de madeira, fuligem ou poeira de carvao, solventes



organicos e vapores da tinta, estao relacionados com o risco de desenvolver
cancer sinusal e laringeo (10;29).

O cancer da boca é um problema relevante de saude publica em que,
apesar do avanco cientifico sobre a doencga, tal conhecimento ndo consegue
ser traduzido em acgbes que impactem positivamente os indicadores de
incidéncia e morbimortalidade (30). A boca € um local de facil acesso ao exame
fisico, entretanto, oportunidades séo perdidas devido ao ndo conhecimento da
sintomatologia por parte do paciente e a inabilidade de alguns médicos e
dentistas no reconhecimento dos sinais relacionados a detecgao dos tumores
da cavidade oral e da laringe (13). Além disso, € de extrema importancia
conhecer o perfil epidemiolégico dos tumores de cabecga e pescogo para que se
possa direcionar a elaboracdo de medidas destinadas a prevencdo e ao
controle destes tumores, através de agdes de promogao, prevencao, educacao
e reabilitacdo dos pacientes (14;15). A valorizacdo e implementagdo de
politicas publicas que garantam acessibilidade aos servigos de saude, que
permitam a identificagdo precoce de lesées, bem como a educagao em saude,
que combata a exposicéo precoce aos fatores de risco classicos e em especial
o tabagismo, requerem maior atencédo por parte dos programas de vigilancia

em saude (16).

3.2 Histopatologia dos tumores de cabec¢a e pesco¢o

A maioria dos canceres da cavidade oral e faringe sao de origem
epitelial e, como muitos outros cancros epiteliais, suas taxas de incidéncia e de
mortalidade tendem a aumentar progressivamente com a idade (11). No
entanto, a detecgdo visual de lesdes orais pré-malignas é problematica,
especialmente porque estas lesdes, em estagio inicial, ndo demonstram
nenhuma das caracteristicas clinicas observadas no cancer oral avancgado,
como ulceragdes cronicas, tumefagdo, dor ou linfadenopatia cervical (31). As
lesbes pré-malignas mais comuns sdo a leucoplasia, uma placa branca
encontrada na mucosa oral, a eritroplasia, uma mancha vermelha, também
encontrada na mucosa oral e que apresenta um potencial de malignizag&o
variando entre 14% e 50% e a queilite actinica, de origem inflamatodria e que

acomete labio inferior (32).



Os tumores do trato aerodigestivo superior, que englobam os canceres
de cabega e pescog¢o, surgem em diferentes sitios como cavidade oral,
espagos cervicais, as neoplasias da glandula tireocide e os tumores
odontogénicos  malignos; compostos pelas seguintes  neoplasias:
ameloblastoma maligno, carcinoma ameloblastico, carcinoma odontogénico de
células claras e o fibrossarcoma ameloblastico, figurando entre os principais
tumores de origem dental (12;31).

Dentre os tumores das glandulas salivares os mais prevalentes sao o
carcinoma mucoepidermoéide, o carcinoma adendide cistico, o adenoma ex-
pleomoérfico e o carcinoma secretoério analogo da mama (31;33). Os sarcomas
de cabega e pescogo sdo mais raros e dentre eles o sarcoma de Ewing dos
maxilares, o osteossarcoma, 0 angiossarcoma e o rabdomiossarcoma, que €
mais comum em criangas e adolescentes, sdo os mais frequentes (12;34). O
melanoma da mucosa bucal € tumor maligno primario, constituido por
melandcitos atipicos e que, posteriormente, invade a maxila e/ou mandibula
(34). Também s&o encontrados o0 mieloma multiplo dos maxilares,
caracterizado por proliferagdo de células morfologicamente semelhantes a
plasmdcitos e o linfoma de Burkit, constituido por células linforreticulares
indiferenciadas (34).

O carcinoma de células escamosas € o0 mais frequentemente
encontrado, aparecendo em 95% dos casos de canceres do trato aerodigestivo
superior (12;35-38). Sdo também conhecidos por carcinoma espinocelular,
carcinoma epidermdide e carcinoma escamocelular (39). Os carcinomas de
células escamosas vao desde neoplasias queratinizadas, bem diferenciadas, a
tumores anaplasicos e algumas vezes sarcomatodides, podendo apresentar
crescimento lento ou rapido e tendem a infiltrar localmente antes de metastizar
para outros locais, sendo um tumor maligno derivado dos queratindcitos
(31;39). Uma variante do carcinoma de células escamosas & o subtipo
basaldide, que embora seja raro, apresenta um comportamento muito
agressivo e alta mortalidade, com maior tendéncia para acometer a laringe
(40;41).



3.3 Biologia do carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescoco

A susceptibilidade ao carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescoco (HNSCC) pode resultar de fatores ligados a alteragdes de reparo do
DNA, alteragcdes de expressao de protoncogenes e genes supressores de
tumor (42). As células-filhas derivadas de uma progénie tumoral primordial
acumulam uma série de alteragbes genéticas e epigenéticas que levam a
alteragdes na atividade de genes essenciais e que permitem a instalagdo do
fendtipo maligno (43). O surgimento de segundo tumor primario € relativamente
frequente, ocorrendo por causa da exposicdo crbnica a carcinogénicos,
conhecida como cancerizagdo de campo, um modelo baseado na exposi¢cao
repetida de um campo aos mesmos fatores de risco, como os carcindégenos
presentes no alcool e no tabaco, levando ao desenvolvimento de lesdes
independentes (12;25;31). O estresse oxidativo esta correlacionado com a
transformagdo maligna no céncer oral, embora seu mecanismo ainda nao
esteja completamente esclarecido, ja é sabido que as espécies reativas de
oxigénio podem ativar fatores de transcricdo resultando na expressado de
proteinas que controlam a transformagao celular, a proliferagao celular,
angiogénese e metastase (44).

Algumas alteragbdes imunoldgicas nestes tumores estdo relacionadas a
defeitos na atividade de células NK, e niveis aumentados de imunoglobulinas
IgA e IgM foram associados com mal prognostico, doenga avancada e
recorréncia precoce do tumor (12). Alteragbes severas relacionadas com
defeitos em células apresentadoras de antigeno e algumas citocinas estédo
presentes em pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescoco (45) e células regulatoras T (Tregs), cuja expressao intratumoral é
mais imunossupressora que a circulante (46), estdo envolvidas na
imunorregulagdo da resposta imunoldgica, contribuem para a progressao de
HNSCC, e fuga do sitema imune nestes pacientes (47). O carcinoma de células
escamosas apresenta heterogeneidade ndo somente entre tumores, mas,
também, em nivel intratumoral, cujas subpopulagdes de células tronco
escamosas estdo relacionadas com resisténcia ao tratamento e com um

fendtipo tumoral agressivo (42;48).



3.4 Alteracdes genéticas no carcinoma de células escamosas de
cabecga e pescogo

Os genes criticos para o cancer podem ser classificados em dois grupos,
tendo como base se o ganho ou a perda de fungbes contribuem para o
desenvolvimento do tumor (49). Os estudos citogenéticos moleculares tém
evidenciado varias regides cromossdmicas consistentemente alteradas nesses
tumores, envolvendo ganhos em 3q, 5p, 7q, 8q, 99, 11913 e 20q e perdas em
3p, 59, 8p, 9p, 139, 18q, 21q (25). As anormalidades podem acontecer isoladas
ou em combinagdo e ja é sabido que perdas no cromossomo 18q estédo
associadas com mau prognostico (50) e que alteragdes na regidao 9p22.3 séo
frequentemente encontradas precocemente nestes tumores (51), enquanto a
baixa expressdo da proteina de reparo MSH2 foi associada com reduzida
sobrevida global (52). Além disso, muitas alteragdes cromossémicas e perdas
de heterozigosidades estdo bem caracterizadas na biologia destes tumores,
assim como mutagées somaticas no gene PTEN ja foram encontradas no
carcinoma de células escamosas (12;50). Ja a amplificacdo do gene TPRC6
esta fortemente correlacionada com invasividade destes tumores (53).

Estudos de genotipagem mostram que polimorfismos em ADH1B e
HEL308 estdo fortemente associados com HNSCC (54). Polimorfismos no
promotor do gene TGF-a foram relacionados com recorréncia em carcinoma de
orofaringe (55) e polimorfismos nos alelos T e A de C1772T e G1790A do gene
HF-1a estao relacionados com estagios precoces em carcinomas de células
escamosas orais (56). Os polimorfismos na regido promotora do gene CYP2E1,
identificados por enzimas de restricdo como Pst1 e Rsal, sdo correlacionados
com aumento da atividade transcricional do gene e consequente
suscetibilidade aumentada para varias neoplasias, entre elas cancer de

cabeca e pescogo (57).

3.4.1 Genes supressores de tumor

Os genes supressores tumorais codificam proteinas que transmitem
sinais negativos regulatorios do crescimento celular e quando inativados
permitem que as células tumorais escapem de mecanismos que controlam sua
proliferacdo e morte (25;43;58). O gene Rb codifica para a proteina Rb que é

uma reguladora universal do ciclo celular e normalmente € expressa em



praticamente todas as células, sendo um dos principais interruptores do
progresso da divisdo celular e sua perda pode possibilitar a entrada das células
inapropriadamente em ciclos de divisdo sucessivos (49). Na grande maioria
das células tumorais que sdo mutantes no loci p53 este tem sofrido a perda de
heterozigosidade na qual o alelo tipo selvagem tem sido descartado,
produzindo uma célula com dois alelos p53 mutantes o que elimina sua
capacidade de suprimir células tumorais (58).

Mutagdes no gene TP53, principalmente nos éxons 5-8 ou 5-9, tém sido
registradas em cerca de 60% dos casos de cancer de cabega e pescogo, e
podem ser mutacdes de ponto, dele¢des ou insergdes (25). Estudos mostraram
uma correlagdo entre regulacéo positiva e negativa de microRNAs especificos
e mutagcdes do gene TP53 em pacientes com maior recorréncia da doencga e
sobrevida reduzida (59), enquanto a substituicao de prolina por serina no cédon
151 de TP53 confere ganho de fungcédo gerando resisténcia a morte celular e
levando a progresséo tumoral (60).

A proteina p16 é codificada pelo gene supressor tumoral CDKNZ2A,
localizado em 9p21 e a perda de expressdo do gene P16, por delegdes
homozigéticas e eventos epigenéticos como metilacdo, estdo presentes em
52% a 82% das amostras de HNSCC, assim como alteragdes em p16 (INK4a)
parecem ser um evento comum em pacientes com carcinoma de células
escamosas de orofaringe e laringe e a expressao negativa desta proteina esta
relacionada com mau prognostico (25;61).

Outros genes supressores de tumor ja foram envolvidos com risco
aumentado de recorréncia do tumor como FANCC e PTCH1 (51;62) e a
expressdo reduzida da proteina p27 tem sido associada com progressao
em lesdes pré-cancerosas da laringe, indicando p27 como um potencial gene
supressor tumoral, assim como mutagcdes de WAF1/CIP1 frequentemente
ocorrem em tumores malignos, sendo que a proteina mutada é incapaz de
bloquear o ciclo celular (25). Recentemente o gene LKB1 foi identificado
como um supressor de tumor, mapeado no cromossomo 19p13.3, e que esta

associado com a progressao de HNSCC (63).



3.4.2 Oncogenes

Os oncogenes codificam proteinas que promovem a perda de controle
de crescimento e a conversdo de uma célula a um estado maligno (64). Alguns
oncogenes virais sao versdes alteradas de receptores de fator de crescimento
que possuem atividade tirosina cinase intrinseca e cujos mecanismos de
ativagdo envolvem mutacgdo, amplificagdo génica, rearranjo cromossémico ou
superexpressao (65). Os oncogenes mais frequentemente encontrados em
HNSCC sé&o o gene do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR),
localizado em 7p12, a ciclina D1 também chamada de PRAD1, um proto-
oncogene que responde a mitdbgenos extracelulares e € um controlador da
progressdo da fase G; no ciclo celular e cujo complexo cdk4/6-ciclina D1
estimula a progresséo do ciclo celular por fosforilar a proteina pRB e a Cox-2
cuja expressao citoplasmatica tem sido observada em 70-88% das amostras

de carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (25).

3.5 Sinalizagao celular ligada a tirosina cinases

Muitas proteinas sinal extracelulares atuam via receptores tirosina
cinases (RTK) tais como o fator de crescimento epidérmico, o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), os fatores de crescimento de
fibroblastos (FGF), o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), dentre
outros (49). Uma grande variedade de agentes extracelulares interage com os
receptores RTK das superficies das células-alvo, para regular os diversos
processos como o crescimento e a proliferagao celular, a diferenciagdo, a
fagocitose, a mobilidade e a sobrevivéncia celulares (64). Alteragdes afetando
um grande numero de RTK's tem sido identificadas em muitos tumores
malignos, envolvendo amplificagdo ou superexpressao de um receptor normal
incluindo EGFR, comumente superexpressado em carcinoma de células
escamosas, ErbB-2, que é frequentemente amplificado em adenocarcinomas
de glandulas salivares, e c-met, cuja amplificagdo esta relacionada ao cancer
de tiredide (66).

Receptores de fatores de crescimento sdo moléculas que transmitem
informagdes através da membrana celular e sua ligagdo ao dominio de ligagao
ao ligante extracelular resulta na ativagdo do dominio catalitico intracelular

tirosina cinase (65). A transducao de sinal dependente de EGFR comecga na



estabilizacdo de um dimero do receptor na membrana através da ligacdo ao
ligante (67) e pontos de mutagdo nos dominios tirosina cinases ou no dominio
extracelular e delegdo do dominio regulatorio intracelular podem resultar em
ativacdo constitutiva desses receptores tirosina cinases, promovendo
proliferacédo celular descontrolada (65).

O gene do EGFR codifica um receptor transmembrana que se liga ao
fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento transformante alfa
(TGF-a) e outras proteinas regulatérias, cujos eventos de sinalizagdo
downstream, apds a ligacao de EGFR aos seus ligantes, incluem ativagao de
tirosina cinase e ativacdo de Ras intracelular, Raf (v-raf-1 murine leukemia viral
oncogene homolog 1) além de cascatas de proteinas cinases que estdo
envolvidas na transformagdo maligna e crescimento do tumor por meio da
inibicdo de apoptose e da proliferagao celular (25). Além disso, uma sequéncia
de eventos de transdugao de sinal envolvendo Ras/Raf/MAPK e PI3K ativam
fatores de transcricdo que, apds a fosforilacdo de MAPK, transloca para o
nucleo onde fosforila outros fatores de transcrigdo promovendo angiogénese e
proliferagao celular (68). Um importante mecanismo para ativagcdo de EGFR em
HNSCC ¢é a ativagao autdcrina e paracrina pelos ligantes de EGFR: ErbB,
EGF-heparin, TGF-a, anfirregulina, betacelulina e heregulina, assim como
efetores downstream ERK1/2, Akt, STAT3 e STATS, que estdo ativados em
tumores de cabega e pescogo aumentando a proliferagao celular (69).

Ativacao de p38 MAPK é um evento frequente em HNSCC, disparando
aumento de expressdo de EGFR e COX-2, superativando as vias de Akt e
MmTOR que estdo associadas com a progressédo da doenga e indugdo de
angiogénese (70).

MicroRNAs regulam diferentes fungdes fisiologicas incluindo
carcinogénese e ja foi observado que a sobre regulagdo de miR-211 e a sub
regulacdo de TGF-BRII estdo associados com mau progndstico em carcinomas
de células escamosas de cabecga e pescogo cujo mecanismo envolve o eixo
miR-211-TGF-BRII-c-Myc, promovendo a progressao tumoral (71). O esquema
abaixo sumariza a cascata de sinalizagdo envolvida no desfecho de

carcinomas de células escamosas de cabeca e pescoco.
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Figura 1 Ativagao da sinalizagdo nas vias do EGFR. A ligacdo de EGF ao seu receptor ativa
uma cascata de sinalizagéo, ativando e/ou amplificando oncogenes, ligados ao controle do
ciclo celular, que culmina com crescimento tumoral, sobrevivéncia, invasdo e metéstase.
Adaptado de Kalyankrishna & Grandis, 2006 (69).

3.6 Diagnéstico e tratamento dos tumores de cabecga e pesco¢o

O diagnéstico e o diagnéstico diferencial por imagem, das lesdes da
cavidade oral, orofaringe e assoalho oral estao limitados, de uma maneira
geral, em determinar a topografia da lesdo, ja que na maioria dos casos s&o
detectados clinicamente através de sinais e sintomatologia dolorosa
orofaringeana, edema ou um disturbio na sensacgao de paladar (72).

Muitas vezes o carcinoma de células escamosas € de evolugao rapida
ao aparecimento de ulceracgao irreversivel em poucos meses, com tumoragao
O0ssea no estagio avangado, visivel radiograficamente, produzindo uma area
radiolucida destrutiva, podendo apresentar deslocamento dental, sem suporte
0sseo e com reabsorcao radicular (34;73). Em estagio avangado é possivel
identificar, clinicamente, tumoragdes exofiticas (31) que sao biopsiadas e com
definicdo do diagndstico por histopatologia (34), sendo a identificagdo de
comprometimento de estruturas adjacentes e invasdo para outros sitios feita

por tomografia computadorizada ou ressonancia magnética (72).



As terapias classicas para o tratamento dos tumores do trato
aerodigestivo superior sdo a cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia,
isoladamente, nos casos de doenga em estagios iniciais ou a combinagao entre
cirurgia e radioterapia, quimiorradioterapia ou ainda as trés modalidades juntas

Nos casos em que O paciente apresenta estagios mais avangados (12;74).

3.6.1 Cirurgia

A cirurgia é a primeira escolha no tratamento de tumores do trato
aerodigestivo superior, mas, apesar da obtencdo de margens negativas ser o
objetivo primario da cirurgia de cabega e pescogo, a realizagdo de tal meta
pode ser impossivel em alguns casos por conta da infiltragdo de estruturas
vitais como artéria carétida ou fascias pré-vertebrais e a recomendacido de
esvaziamento cervical planejado independente de resposta clinica ¢é
corroborada pelas altas taxas de doencga residual observadas nas pecas
cirurgicas (35). Uma nova modalidade de cirurgia robotizada vem sendo
introduzida para o tratamento de tumores, especialmente na laringe e espagos
parafaringeos que é a cirurgia robdtica transoral (75;76). A cirurgia com laser
transoral é o tratamento de escolha para carcinomas gléticos precoces exibindo
excelentes resultados, apresentando menor morbidade, mas que ainda requer

maiores investigacdes (77).

3.6.2 Quimioterapia

Os agentes antineoplasicos citotoxicos, em aplicagdo ou em estudos,
tém, em principio, agcao na fung¢ao de sintese macromolecular, ocorrendo pela
interferéncia na sintese de DNA, RNA, proteinas ou no funcionamento
adequado de moléculas pré-formadas (78). As neoplasias de cabega e pescocgo
sdo sensiveis a varios agentes quimioterapicos, mas a resposta, em geral n&o
€ duradoura, podendo ser administrada como agente Unico ou combinagéo
(74). Cisplatina ainda é a base para o tratamento do carcinoma de células
escamosas de cabega e pescogo recorrente e metastatico (35), porém a
associacdo entre carboplatina e paclitaxel e ainda ifosfamida tem mostrado
excelentes resultados na resposta clinica (12).

Embora a poliquimioterapia apresente melhores resultados nenhum

estudo randomizado mostrou aumento significativo de sobrevida, sendo a



toxicidade da poliquimioterapia maior que a da monoterapia, a combinacao de
quimioterapicos esta indicada apenas para os casos em que O paciente
apresente um bom estado geral (74). A incorporacdo de cetuximab na
quimioterapia sequencial e em regimes de radioterapia/quimiorradioterapia tem
gerado resultados interessantes, mas, também necessita de acompanhamento

de longo prazo (35).

3.6.3 Radioterapia

Denomina-se radiagdo ao transporte de energia através do espaco, da
matéria ou de ambos e na radiagao ondulatéria a energia € transportada em
forma de ondas eletromagnéticas com diferentes comprimentos de onda, cujo
espectro abrange os raios X, que possuem energia suficientemente capaz de
remover um elétron externo, deixando o atomo ionizado, classificando a
radiacdo X como radiagdo ionizante, capaz de penetrar tecidos em
profundidade (79;80).

A radioterapia aplica radiagao ionizante sobre o tecido tumoral com
finalidade terapéutica sendo uma modalidade de tratamento efetiva tanto para
as lesoes localizadas, quanto para as lesdes avangadas do cancer de cabecga e
pescogo, podendo ser preferida a cirurgia pela possibilidade de preservacao
funcional do 6rgédo a ser tratado (81). Os raios X de alta energia sdo gerados
em aceleradores lineares de forma que quando elétrons de alta energia deixam
o acelerador, eles colidem com um alvo de metal, diminuindo sua velocidade
quando passam perto do nucleo carregado positivamente, causando a eles um
acréscimo de energia que € liberada em forma de raios X, 0os quais s&o
emitidos do lado oposto a incidéncia dos elétrons no alvo (82).

Ao ser confirmado o diagnéstico e a indicagao para a radioterapia inicia-
se a etapa de planejamento cuja simulagdo do tratamento é parte integral do
processo de planejamento para pacientes de radioterapia, que tem por
objetivos a determinagao da posi¢ao de tratamento, identificagcdo dos volumes-
alvo e a geometria de campo, baseados em imagens de tomografia
computadorizada e/ou ressonancia magnética (83). Uma vez obtidas as
imagens do paciente o passo seguinte € a realizagdo dos contornos dos
volumes-alvos e dos tecidos normais e, os planos de tratamento podem ser

avaliados usando-se curvas de isodose, demonstrativo de isodose na



superficie, estatisticas de dose e histogramas dose-volume (84), que séao
representacées de pontos de igual dose e servem como referéncia para o
calculo das distribuicbes de dose em profundidade, tanto no volume tumoral
quanto nos tecidos adjacentes (85). A escolha do algoritmo do calculo de dose
€ um equilibrio entre rapidez e precisao, que utilizam tabelas de percentagem
de dose profundas e dados do perfil de feixe, com corre¢des para mudancas de
contornos e colimagdes quando necessario (83).

3.6.3.1 Radioterapia no tratamento de tumores de cabe¢a e pesco¢o

O éxito no tratamento radioterapico leva em consideragdo uma série de
fatores que contribuem para a efetividade da ag¢ao da radiagao ionizante sobre
o tumor cuja base principal € o planejamento radioterapico, que envolve desde
a localizacdo anatdomica da massa tumoral até o calculo de dose recebido pelo
paciente durante o tratamento (86).

Os tumores de cabecga e pescoco respondem a radioterapia através da
perda da capacidade clonogénica, promovida pelo fracionamento diario de
doses, essencialmente como uma funcéo exponencial da quantidade de células
mortas (12). Muitos esquemas de fracionamento ou administracdo diaria de
dose sdo usados em todo o mundo, sendo o0 esquema padrdo a aplicagao
diaria de 1.8Gy a 2.0Gy, (Gy = Gray), cinco dias por semana, perfazendo um
tratamento de 35 fragbes com dose total acumulada de 70Gy, esquema que
permite a regeneracado dos tecidos normais, mas nao das ceélulas tumorais ao
longo de todo o curso terapéutico (81).

Carcinomas da cavidade oral sao tratados em dois campos paralelo e
oposto, em aparelhos de megavoltagem com energias entre 4 e 6 MV (87) e
nos casos avangados, com envolvimento linfonodal toda a drenagem cervical é
incluida no campo de irradiacdo, sendo prescrito reforco adicional de 10 a
20Gy (88). Em carcinoma de laringe em estagio inicial as cordas vocais sao
preservadas, irradiando somente a lesdo primaria e a cadeia de linfonodos
cervicais fica fora do campo de irradiagdo, porém nos casos mais avangados
as cordas vocais estdo comprometidas (89), enquanto nos casos de
carcinomas de hipofaringe em estagios iniciais os campos utilizados sé&o
paralelo e lateral com 2Gy diarios por sete semanas (90). Nas glandulas

salivares maiores o volume a ser irradiado é determinado por achados



patolégicos tais como invasdao perineural (91) e quando existe
comprometimento do nervo facial, no caso da glandula parétida, o volume
irradiado deve ser maior, incluindo o canal facial até o ganglio geniculado (92).
A radioterapia de intensidade modulada (IMRT) tem sido vista como
vantajosa em comparagdo as técnicas tradicionais, como radioterapia
convencional, por oferecer uma cobertura mais homogénea da dosagem em
relacdo ao volume alvo e uma redugéo da exposi¢céo dos tecidos adjacentes ao
tratamento (35). Ao contrario de usar um campo de irradiagdo uniforme, a IMRT
modula a quantidade de radiagcdo campo por campo, por meio de colimagao
multifolhas que se adapta na saida do acelerador linear, reduzindo as doses
sobre os tecidos adjacentes ao volume tumoral (81). Radioterapia
hiperfracionada também tem sido utilizada em pacientes com carcinoma de
células escamosas de cabega e pescogo onde se aplica 1.2Gy duas vezes por
dia em doses totais de 80Gy, cujo proposito € atingir o maior nimero de células
tumorais na fase radiossensivel, apesar de aumentar os efeitos agudos da
radioterapia (35;81;92). Quando radioterapia € utilizada isoladamente,
hiperfracionamento leva a melhoras significativas na sobrevida geral (35).
Radioterapia com quimioterapia concomitante tem sido alvo de varios
estudos no contexto pos-operatorio de pacientes com doenca localmente
avangada de cabega e pescoco na tentativa de alcangar um efeito sinergético
para vencer a radiorresitencia, uma das principais causas de falha local, além
de tentar erradicar micrometastases a distancia que sdo a causa de falhas
sistémicas do tratamento (12;81;87). Estudos demonstram que a radioterapia
combinada com 5-fluorouracila (5-FU), cisplatina, carboplatina e mitomicina C
simultaneas resulta em grande vantagem de sobrevida, independentemente do

programa de radiacao empregado (12;35).

3.6.4 Terapia fotodinamica

Um composto fotossensivel € introduzido no paciente e se acumula
preferencialmente em células que se reproduzem rapidamente. Essas sao
posteriormente irradiadas, via laser, através de um catéter de fibra optica, junto
ao tecido doente, ativando o composto, gerando formas de oxigénio téxicas
que necrosam ou afetam convenientemente o tumor, levando-o ao colapso e a

acgao curativa do paciente (93).



Terapia fotodindmica esta emergindo como uma nova modalidade
terapéutica para tumores de cabegca e pescogo, em estagios iniciais, sendo
minimamente invasivo, aplica luz sobre a area tratada previamente com drogas
fotossensiveis (94). Para doenga in situ da cavidade oral e da faringe as
respostas sdo positivas, com preservacao da fungdo e sem comprometimento
estético, principalmente para pacientes com multiplas lesdes ou recorréncias
(95).

3.7 Interagoes das radiagoes ionizantes com a matéria

As radiagdes ionizantes sao divididas em duas classes: ionizagao direta
cujas interagdes produzem ionizagao e excitagdo do meio e, ionizagdo indireta,
que nao pode ionizar diretamente atomos, mas pode causar interagdes
capazes de liberar particulas carregadas, conhecidos como radiagéo
secundaria que promovem a ionizagdo do meio, em cuja categoria os fétons se
encontram e que transferem sua energia cinética para os elétrons, tornado os
ionizados (96). A interacdo das radiagdes ionizantes com a matéria é um
processo que se passa em nivel atdbmico. Ao atravessarem um material, estas
radiacdes transferem energia para as particulas que forem encontradas em sua
trajetdria, sendo a energia transferida superior a energia de ligagao do elétron e
este é ejetado de sua orbita (97). Quando raios X penetram na matéria eles
podem ser completamente absorvidos, atenuados ou passar pela matéria sem
promover interagdes, bem como um numero de processos pode ocorrer tais
como espalhamento de fétons; efeito fotoelétrico que é a completa absor¢ao de
um foéton nas camadas K e L de um atomo; efeito Compton em que o féton
incidente transfere parte de sua energia cinética para os elétrons das camadas
mais externas, desviando sua trajetéria original e ioniza estes elétrons;
formagao de fotons fluorescentes ou de elétrons Auger. Estes processos sao
dependentes do numero atébmico, do coeficiente de atenuagcdo de massa,
representado por u/p, e da intensidade do feixe de radiagéo e, para estruturas
materiais fluidas, a radiacdo ionizante promove dano radioquimico devido a

formagao de radicais livres e alteragdes quimicas em estruturas cristalinas (98).



3.7.1 Efeito bioloégico das radiagoes ionizantes

A radiobiologia é a ciéncia que investiga os mecanismos associados ao
efeito das radiagdes ionizantes em sistemas biologicos.

Efeitos biolégicos destas radiagdes podem ser investigados por meio de
varias técnicas como ensaios bioquimicos e biologia molecular inclusive a
verificagcdo de radiorresisténcia e radiossensibilidade de células tumorais
humanas em cultivo (5). A radiagdo ionizante pode regular a expressdo de
genes como c-fos, c-jun e c-myc, que controlam sinalizagdo de lipidios como
esfingomielinase e a familia de PIKK que incluem ATM e DNA-PK (99). A
repopulacao clonogénica durante a radioterapia fracionada usando fragbes de
3Gy em intervalos de 24h e 48h em linhagens de carcinoma de células
escamosas humanas foi similar ao encontrado sob condicbes ambientais, ou
seja, como ocorridos nos pacientes tratados pela radioterapia (100).

O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) esta
frequentemente superexpressado em tumores malignos e estes niveis altos
estdo relacionados ao aumento da radiorresisténcia celular também no
carcinoma de células escamosas (101). Os estudos de Ogino (102) usando
feixes de radiacdo X de intensidade modulada (IMRT) demonstraram, in vitro,
que as curvas de sobrevivéncia celular diminuem quando as células em cultivo
sdo submetidas a doses intermitentes de radiagdo ionizante.

A radiacao ionizante, como a originada por fétons, é um potente indutor
de apoptose levando a um intrincado mecanismo que ainda necessita de
maiores esclarecimentos sobre o dano induzido ao DNA e as suas implicacdes
no ciclo celular (99).

A caracterizacdo bioquimica dos sistemas de reparagdo em células
eucariotas € ainda incipiente e a maioria dos estudos se baseia no isolamento
de enzimas, cujas propriedades in vitro, sugerem que possam fazer parte deste
sistema (99). Em algumas ocasides o DNA lesado pode perder completamente
um par de bases e a célula utiliza os sistemas de reparagao sujeitos a erro
(error-prone), no qual qualquer uma das bases € inserida no local lesado para
garantir a continuagdo do processo de replicagao (103). Estudos revelam que
as proteinas Rad50 e Rad51, juntamente com a Histona fosforilada YH2AX,
desenvolvem importante papel nos mecanismos de reparo em quebras da

dupla fita de DNA causadas por radiacdo ionizante (58). A procura por



biomarcadores nas vias de reparo pode ajudar na predicdo a resposta
terapéutica, como a retengdo do foci YH2AX em biopsias de pacientes com
tumores dos espacos cervicais (104).

3.8 Aspectos gerais da sinalizagao intracelular de Calcio (Ca*")

No compartimento intracelular o Ca®* atua como segundo mensageiro e
controla uma variedade de eventos fisiologicos, abrangendo respostas de curta
duragcdo como contracdo muscular e secrecdo de hormdnios, bem como
respostas de longa duracdo como transcricdo génica, proliferacdo e morte
celular (105).

3.8.1 Principios da Sinalizagao intracelular de Calcio (Ca**)

Sinais de Calcio sao cruciais para diversas funcdes celulares incluindo
adesao, diferenciagao, proliferacao, fungdes efetoras e regulacdo da expressao
génica. Este ion exerce importante fungdo como modulador celular estando
presente no interior das células tanto no citosol, quanto dentro de estoques
existentes em compartimentos como reticulo endoplasmatico, mitocéndrias,
reticulo nucleoplasmatico, dentre outros (106). A homeostase de Ca*" é
mantida pelo funcionamento sincronizado de canais, transportadores e bombas
dependentes de ATP, localizadas na membrana plasmatica e na membrana de
organelas intracelulares e o aumento de Ca?" citoplasmatico pode ocorrer por
influxo a partir do meio extracelular ou por liberacdo de estoques intracelulares
ou ambos (107).

Os receptores do Inositol, 1,4,5-trifosfato, IP3 sdo canais liberadores de
Ca®" que estao localizados principalmente na membrana plasmatica, no reticulo
endosarcoplasmatico e no reticulo nucleoplasmatico, possuindo 3 isoformas
denominadas tipo |, Il e lll, que sdo ativadas pelo IP3, cuja ligagado ao seu sitio
especifico no receptor promove a liberagdo de Ca?* (107;108).

A fosfolipase C (PLC) hidrolisa o fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP;) para
gerar IP3 (109). O IP; se liga aos receptores de IPs (IPsR), que liberam Ca**
dos compartimentos internos. Esta € a principal via formadora de sinalizagéo
de Ca®* em linhagens celulares de origem epitelial; podendo ser ativada tanto
por receptores acoplados a proteina G quanto por receptores da familia tirosina

cinase (110).



3.8.2 Importancia da sinalizagido de Ca** na célula tumoral

Mudancas nos niveis do Ca?* promovem uma grande variedade de
sinais que controlam os processos celulares como principal agente na deciséo
de sobrevivéncia ou morte celular, porquanto as concentracdes de Ca?* sdo
mantidas dentro de certos limites fisiolégicos e quando células tumorais
perdem tais limites conseguem manter seu fenoétipo transformado (111).

Alguns estudos sugerem que mudangas na expressao ou na atividade
dos canais de Ca®* apresentam um importante papel no cancer, cujo aumento
da expressao destes canais, na membrana plasmatica, aumenta o influxo de
Ca?* promovendo a via proliferativa dependente de Ca®*(112).
Convencionalmente, sabe-se que células neoplasicas exibem grande liberagéo
de Ca®" durante a proliferagdo e sugere-se que a liberagdo de Ca®* na
proliferacdo de células tumorais pode ocorrer pela perda da fungdo da proteina
Rb, que as tornam bem menos sensiveis a inibicdo de Ras ou as vias
Reguladoras externas de cinases 1 e 2 (113;114).

Os canais de Ca?* do tipo T sdo necessarios para a proliferagdo de
células do cancer de mama, coloretal, gastrico e préstata, assim como a
expressao de TRPV6 foi observada para a proliferacao de células de cancer de
prostata. A expressao reduzida de SERCAZ2 leva, provavelmente, a alteracdes
no ambiente tecidual através da modulagdo da sinalizacdo de Ca®' intra e
extracelular. O silenciamento de genes para canais de voltagem em alguns
tipos de tumor pode ocorrer por hipermetilagdo. A metilagado esta envolvida na
expressdo de PMCA1 e SERCA2 em tumores orais humanos, enquanto outras
mutacdes sao resultado da perda ou reducido da expressdo de SERCA2 e a
amplificacdo de ITPR2, que codifica o IPsR2, ocorrem em alguns tumores
humanos (111).

Os mecanismos que mudam a expressido de canais especificos de Ca?*
em cancer sao pobremente entendidos reportando tanto a mecanismos
genéticos quanto epigenéticos (111). Uma célula tumoral pode aproveitar a
magquinaria de sinalizacdo de Ca®" para promover a proliferacdo celular,
protegendo-se da apoptose. Devido ao seu principal papel no controle da morte
celular e na sinalizagdo de Ca®*, o reticulo endoplasmatico e a mitocdndria s&o
a linha de frente para esta batalha entre a sobrevivéncia e a morte celular, que

ocorrem durante as transformacbes oncogenéticas, e sdo sitios onde a



remodelagdo do aparato da sinalizacdo de Ca?* ocorre para limitar a morte
induzida pelos sinais de Ca** no cancer (114).

Alguns tipos de canceres estdo associados com a sobre regulagéo ou a
sub regulacdo de canais especificos de Ca** como no cancer de préstata e
coélon (112) e quando alteragdes de concentragdo ocorrem, estas podem ativar
mecanismos de morte como em células LNCaP de céncer de prostata com
receptor androgénico, em que foi observada a indugédo de apoptose quando os
estoques intracelulares de Ca®** foram esvaziados, farmacologicamente,

aumentando sua concentragao livre no citosol (115).

3.8.3 O papel do Ca®* nuclear na célula tumoral

E sabido que os componentes necessarios para a sinalizacdo de Ca®",
médiada por IP3, se localizam na membrana plasmatica, mas ha evidéncias de
que estes componentes estdo também presentes no envelope nuclear. Estes
incluem a PIP cinase (PIPK) (116;117), que sintetiza PIP,, além da PLC (118) e
dos IP3R (119-121). IP3R sdo encontrados tanto no lado citoplasmatico quanto
no lado intranuclear da membrana nuclear (122-124). Nosso grupo demonstrou
que fatores de crescimento podem induzir a producédo nuclear de IP3 (125),
explicando, assim, como os RTKs iniciam a sinalizagcdo de
Ca”*, preferencialmente, no nucleo celular.

O papel do Ca®" nuclear na célula tumoral é bem discutido em nossa
revisdo: Nucleoplasmic calcium signaling and cell proliferation: calcium

signaling in the nucleus, em anexo (126).



4 Materiais e Métodos

Esta pesquisa foi desenvolvida usando cultivo celular do espécime
carcinoma de células escamosas humano. Como modelo foi usada a linhagem
tumoral A431, cuja resisténcia a radiagao ja foi retratada na literatura (127).

Para atingir os objetivos propostos as seguintes metodologias foram

aplicadas:

Objetivo 1:Desenvolver um modelo de irradiagdao in vitro capaz de
reproduzir o esquema de fracionamento diario de doses, aplicando

radiagao X sobre as células tumorais

4.1 Plataforma de sustentagao dos frascos de cultivo celular

Para manter os frascos de cultivo celular posicionados durante as
sessodes de irradiacdo, uma plataforma de acrilico foi construida, contendo um
braco posicionador medindo 270mm; uma base medindo 250mm x 185mm;

uma tampa medindo 250mm x 185mm e uma régua de ajuste medindo 185mm.

4.2 Planejamento de irradiagao das células A431

O planejamento radioterapéutico € baseado em imagens. Para calcular
os percentuais de dose sobre as células seis frascos de cultivo celular T25
(TPP, Suiga), completamente preenchidos com meio de cultivo celular RPMI-
1640 (Gibco, Grand Island, NY) e imersos em 25cm® de agua, dentro de um
fantoma de acrilico, modelo F400 (Medintec, Mogi das Cruzes, Brasil), medindo
40cm x 40cm x 40cm. Em seguida foram realizadas imagens de tomografia
computadorizada do sistema no tomografo Sensation 64 Siemens (Malvern,
EUA), na Axial, centro de imagens (Belo Horizonte, Brasil). As imagens foram
processadas no software de planejamento radioterapico CAT 3D for WIN 32 e
as curvas de isodose foram tragadas e o planejamento foi desenhado usando

dois campos de irradiacao verticais: paralelo e oposto.



4.3 Prova de conceito do planejamento de irradiacao das células
A431

Para confirmar as doses planejadas foi feita a dosimetria do sistema
utilizando duas cadmaras de ionizacdo modelos plane parallel ionization
chamber 0.5cm?, Scanditronix Wellhofer PPC05 (Bartlett, EUA), e pine point
cylindrical ionization chamber 0.1cm® Scanditronix Wellhofer, CCO1TNC/4146,
(Bartlett, EUA), juntamente com placas de agua solida Solid Water™ slab
Gammex 457 (Middleton, EUA) e as medidas foram feitas no eletrometro MAX-
4000 (Middleton, EUA). As medidas foram feitas na unidade pico Coulomb (pC)
com tamanho de campo medindo 25 x 25cm? e 50 unidades monitoras usando
os settings do acelerador linear a 21°C, umidade relativa do ar de 48% e

pressao atmosférica de 92,6kPa.

Objetivo 2: Avaliar o efeito in vitro do fracionamento diario de radiagao X,
associado ao tamponamento de Ca?* nuclear, na proliferacao de células
tumorais do carcinoma de células escamosas humano, seu impacto na

progressao do ciclo celular e na fragao de sobrevida

Para alcangar este objetivo desenvolvemos um protocolo de irradiagao
que se aproxima ao maximo das condi¢cdes de tratamento aplicado ao paciente.

Para este estudo utilizamos as seguintes metodologias:

4.4 Construgao adenoviral InsP;-Buffer-NLS

Foi usada uma construcédo adenoviral do tipo V, contendo o cDNA para o
dominio de ligacdo ao IP; (residuos 224-605) do receptor humano de IP3, do
tipo | denominada InsP3 Sponge NLS, originalmente doada pelo Dr. Tamas
Balla (Endocrinology and Reproduction Research Branch, NICHD, National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland). Em resumo, o dominio de ligagdo ao
InsP3 do IPsR humano do tipo | (numero de acesso no GenBank D26070) foi
amplificado de cDNA de cérebro humano (Quickclone, CLONTECH) com os
seguintes pares de primers 5° GCA ACA GAG TGC CTG ACC CAG GTC AG-3
e 5- CTT TCG CAC CAG GCT GAC AAA TGT GTC 3'. O produto de PCR foi
subclonado no plasmidio de clonagem pGEM-Easy T/A (Promega, Madison,

WI). Apdés sequenciamento, dois clones foram identificados, um contendo



(SHII+) e o outro faltando (SHII-) a regido de ligagao localizada entre os dois
dominios envolvidos na ligagdo ao InsP3. O “splice variant” SHIl+ foi usado
como “template”, o dominio de ligacdo ao InsP; (residuos 224-605) foi
amplificado com “nested primers” contendo os sitios de restricdo para as
enzimas Xhol e EcoRl, e o produto de PCR foi subclonado no vetor pEGFP-C1.
Subsequentemente a EGFP foi substituida por proteina fluorescente
monomeérica vermelha (mRFP), que foi ligado & sequencia de localizagdo
nuclear (NLS) (128). Este constructo tampona Ca®" seletivamente no nucleo
(129). O adenovirus foi ampliado usando células HEK-293 e purificado usando
o kit de purificagao VivaPure AdenoPack Sartorius (Goettingen, Alemanha), de

acordo com as instru¢des do fabricante.

4.5 Protocolo de irradiagao

As células A431 foram plaqueadas na densidade 6,0 x 10° células, em
frascos de cultivo celular T25 (TPP, Suiga), 24h antes da infeccdo pela
construcao adenoviral InsP3-Buffer-NLS. Apds a infeccdo, os frascos foram
completamente preenchidos com meio RPMI, suplementado com 5% de soro
fetal bovino (Gibco, Grand Island, NY) e as tampas foram recobertas com
parafiime (Marienfeld, Alemanha) e deixadas na incubadora de CO,. No dia
seqguinte, 24 horas depois da infegdo, as células foram irradiadas na técnica
isocéntrica, com os frascos de cultura imersos no fantoma de acrilico contendo
25cm® de agua, e posicionados na plataforma de acrilico, como descrito no
item 4.2, por uma semana em doses diarias fracionadas de 2Gy, utilizando dois
campos de irradiacao: paralelo e oposto, no equipamento do tipo Acelerador
Linear Clinac 4X Varian®, com energia de 4MV, do Instituto de Radioterapia
Sao Francisco, Belo Horizonte, MG. Os parametros utilizados foram: 116
unidades monitoras para o campo anterior e 129 unidades monitoras para o
campo posterior.

As condicdes ambientais foram: temperatura de 20°C, umidade relativa
do ar de 42% e pressao atmosférica de 92,6kPa. Foram utilizados quatro
grupos de células, a saber: um grupo controle (A), um grupo de células que
recebeu radioterapia (B), um grupo de células infectada com construgcao
adenoviral InsPs;-Buffer-NLS (C) e um grupo infectado com a mesma

construgéo e que recebeu radioterapia (D). Os grupos de células A e C ficaram



sob as mesmas condigbes ambientais dos grupos B e D, porém, néao
receberam irradiagdo. O protocolo de radioterapia utilizado in vitro, foi
padronizado e segue modelo de protocolo clinico. Apds as sessdes de
irradiacao os frascos de cultivo celular foram mantidos na incubadora de CO,,

5h antes de comegarem os ensaios bioldgicos.

4.6 Ensaio de proliferagao celular

Baseados em resultados prévios do grupo, onde foi demonstrado o
impacto do tamponamento de Ca®* nuclear na reducgdo da proliferagdo de
células tumorais hepaticas (130), o papel do tamponamento do Ca** nuclear na
proliferacédo celular das células A431 foi avaliado, e como controle ndo tumoral,
foi utilizado cultura primaria de fibroblasto gengival humano. 2,0 x 10* células
por pogo foram plaqueadas em placa multipogos de 24 well (TPP, Suiga). 24h
ap6s o plagueamento o meio de cultivo suplementado foi removido € meio
RPMI, para celulas A431 e meio DMEM (Gibco, Grand lIsland, NY), para os
fibroblastos, foi adicionado, no volume final de 1mL por poco, para sincronizar o
ciclo celular. As células foram mantidas nessa condi¢gao overnight e, logo apds,
elas foram infectadas com 200 MOI, usando a constru¢cdo adenoviral InsPs;-
Buffer-NLS. A partir de 24h da infec¢cdo procedeu-se a contagem das células
pelo método de exclusdo por Azul de Tripan (Merck Milipore, Alemanha) e,
durante 48, 72 e 96 horas pés-infecgao, elas foram contadas usando um

hemocitdmetro.

4.7 Ensaios de avaliagao de ciclo celular pela técnica de citometria
de fluxo

Apos cinco horas do término da irradiagdo, as células A431 de cada
grupo experimental, foram retiradas por meio de tripsinizagao de cada frasco T-
25, contadas, pelo método de exclusao por Azul de Tripan (Merck/Milipore,
Alemanha), obtendo-se 500.000 células por tubo, para avaliacdo da
fragmentacao do DNA. Foi utilizado o protocolo proposto (131), usando solugao
fluorocrémica hipoténica (HFS, 05%), contendo 0,5 mg/mL de lodeto de
Propidio — PI (Sigma, Suica), 0,5% de Triton X-100 v/v (USB, Cleveland, EUA)
e 0,5% Citrato de Sadio p/v (Merck, Alemanha). Os tubos foram incubados por

4h a 8°C ao abrigo da luz. Apds incubacédo as amostras foram submetidas a



analise por citometria de fluxo no aparelho FACSCalibur (BD Biosciences,
EUA) e os dados analisados no programa Cell Quest (BD Biosciences, EUA).

Este ensaio foi realizado diariamente ate o quinto dia de irradiagao.

4.8 Ensaio de fragao de sobrevida

Cada dia apds a irradiacdo 1.0 x 10% e 2.0 x 10° células A431, dos
grupos experimentais A, B, C e D, foram plaquedas em placas multipogos de 6
well e mantidas em cultivo por 15 dias para a formagao de colénias. Apds esse
tempo o meio foi removido e as células foram lavadas com PBS 1X e fixadas
com Glutaraldeido a 6% (Merck, Alemanha), por 30 minutos, e coradas com
cristal violeta a 0,5% (Vetec, Brasil) overnight. O cristal violeta foi removido e as
placas lavadas com agua destilada, sob agitagéo, por 3 vezes. As placas foram

deixadas secando ao ar livre e as coldnias contadas manualmente.

Objetivo 3: Investigar os mecanismos desencadeados pela exposicéo in
vitro ao fracionamento diario de radiagao X, associado ao tamponamento

de Ca®" nuclear em carcinoma de células escamosas humanas

4.9 PCR quantitativo em tempo real

Este ensaio teve como objetivo avaliar alteracdo de expressao
transcricional do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e da
metaloproteinase ADAM-17 em células A431 apdés o tamponamento do Ca*?
nuclear, bem como em associagdo com irradiacado por raios X. O RNA total foi
extraido utilizando o reagente Trizol (Invitrogen, EUA). A primeira sintese de
cDNA utilizou o kit First Strand cDNA Synthesis (Fermentas Thermo Scientific,
Canada). PCR em tempo real para ADAM-17 utilizou SYBR® Green PCR
Master Mix. Para PCR em tempo real utilizamos a sequencia de primers
forward para EGFR 5-CTTTCGATACCCAGGACCAAG-3" e o primer reverse
foi 5-CAACTTCCCAAAATGTGCCC-3". Para ADAM-17 a sequencia do primer
forward foi 5'-GGACCCCTTCCCAAATAGCA-3', e do primer reverse foi 5'-
ATGGTCCGTGAG ATCCTCAAA-3'. Os valores de threshold dos genes alvo
foram normalizados utilizando gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase e a
expressao relativa foi calculada pelo método 2-AA Ct. Os controles negativos

foram tratados com agua e RNA total sem transcriptase reversa. Os templates



de DNA foram amplificados por PCR quantitativo em tempo real utilizando
StepOnePlus™. (Applied Biosystem, EUA). B-actina foi usada como

normalizador.

4.10 PCR quantitativo para avaliagcao das lesdes ao DNA nuclear e
mitocondrial

O DNA nuclear e mitocondrial das céulas A431 foi isolado nos dias 1 e 5,
em cada uma das condigbes experimentais. O DNA gendmico foi usolado
usando o kit QIAGEN Genomic Tip Kit, (QIAGEN, EUA), de acordo com as
instrugdes do fabricante. As amostras de DNA foram diluidas em 3 ng/uL pela
Pico Green-based standard curve. O ensaio de QPCR compara a amplificagcao
do DNA tratado com a amplificacdo do DNA controle e o fragmento nuclear
(12.2 kb) foi amplificado usando os primers 2372 (5-CATGTC
ACCACTGGACTCTGCAC-3) e 3927(5'-
CCTGGAGTAGGAACAAAAATTGCTG-3’). O fragmento longo do DNA
mitocondrial (8.9 kb) foi amplificado usando os primers 14841(5'-
TTTCATCATGCGGAGATGTTGGATGG-3) e 5999
(5TCTAAGCCTCCTTATTCGAGCCGA-3). O fragmento curto do DNA
mitocondrial (221pb) foi amplificado usando os primers 14620 (5- CCC
CACAAACCCCATTACTAAACCCA-3’) e 5999, e este foi usado para normalizar
mudangas no numero de copias. A amplificacdo das amostras tratadas foi
comparada com a do controle, e a amplificacao relativa foi calculada. Estes
valores foram utilizados para estimar o numero médio de lesdes por 10 kb do
genoma, usando a distribuicdo de Poisson. O resultado final € a média de dois
sets de PCR por cada gene alvo em, pelo menos, 3 experimentos. O t test de

Student ndo pareado foi usado para a analise estatistica.

4.11 Ensaio de atividade mitocondrial pelo MTT

As células A431, em cada condicdo experimental, no quinto dia de
tratamento, foram removidas dos frascos T25, contadas e plaqueadas em
placas multipogos de 96 well, na densidade 5.0 x 10° células por poco, volume
final 100uL e mantidas na incubadora de CO; overnight. O ensaio de MTT
(brometo de 3-114,5-dimetil-tiazol-2-il[1-2,5-difeniltetrazdlio) € utilizado para

determinar a atividade mitocondrial, quantificando o quanto o MTT, presente no



meio, foi reduzido pela atividade metabdlica celular ligada ao NADH e NADHP,
formando cristais de formazan, de cor azul. Dessa maneira a quantidade de
formazan, medida por espectrofotometria, € diretamente proporcional ao
numero de células que o metabolizaram. Foram adicionados 10uL de MTT,
5mg/mL, (Sigma, EUA) em cada pogo. Apds 4 horas de incubagao, sobre o
abrigo da luz, na incubadora de CO,, o meio foi removido cuidadosamente e os
cristais de formazan foram solubilizados em 100uL de DMSO. A placa foi lida,
espectroscopicamente, no espctrofotdbmetro EspectraMax (Moleular Divice,
EUA) a 595nm.

4.12 Western bloting

Células crescidas em frascos de cultivo celular medindo 25cm? de area
(T25) foram lavadas com PBS™X e solubilizadas em 150 uL de solugao
detergente: Nonide P40 1% contendo 2% de inibidor de protease e 1% de
inibidor de fosfatase (Roche Applied Science, EUA). A concentragdo de
proteina foi determinada, espectrofotometricamente, pelo método de Bradford
(Thermo Scientific, EUA). 50ug de proteinas das células A431, de cada
condigdo experimental, foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 8% e transferidos para uma membrana de PVDF (Hercules,
CA).

As membranas foram bloqueadas com 5% de leite diluido em tampao
TBST (tampé&o salino Tris base 20 mM acrescido de 0,05% de Tween 20) por 1
hora. Apds bloqueio as membranas foram incubadas com anticorpo primario
para ADAM-17 (Santa Cruz Biotechnology, EUA), polyclonal anti-rabbit TACE
(1:1000), EGFR (Cell Signaling, EUA), monoclonal anti-rabbit EGFR (1:1000), e
antifosfo-EGFR (Tyr1173), clone 9H2 (Millipore Billerica, MA) que foram
incubados overnight a 4°C. Em seguida, as membranas foram incubadas com
anticorpo secundario goat-anti rabbit (Sigma, EUA) na diluicdo 1:5000 a
temperatura ambiente por 1h. As membranas foram expostas ao filme de raios-
X (Bio Max™ML, KODAK) e os Westerns tiveram o sinal amplificado com o
reagente Luminata (Merck Milipore, EUA) e os filmes foram escaneados no
aparelho GS-700 imaging densitometer (BioRad, EUA). As imagens foram
analisadas pelo programa ImagedJ (NIH, Bethesda, EUA).



4.13 Imunocitoquimica

Este ensaio permite a visualizacdo do EGFR, o qual depois de ativado
transloca da membrana plasmatica para o interior das células. As células A431
foram fixadas com paraformoldeido a 4% (BioRad, EUA). Apés 1h de bloqueio
as laminulas foram incubadas com anticorpo primario monoclonal anti-rabbit
EGFR (Cell Signaling, EUA), overnight a 4°C e com o anticorpo secundario
goat anti-rabbit conjugado com Alexa-488 (Invitrogen, EUA). A localizagéo
subcelular deste receptor foi avaliada por microscopia confocal Zeiss 510 Meta

(Thornwood, NY), utilizando excitagao a 488nm e emissao a 505-550nm.

Objetivo 4: Estabelecer novas abordagens metodolégicas para avaliar os
mecanismos desencadeados pela exposi¢ao in vitro ao fracionamento
diario de radiacido X, associado ao tamponamento de Ca?* nuclear em

carcinoma de células escamosas humanas

4.14 Cultivo de células em trés dimensoes

Para o desenvolvimento desta técnica utilizamos a linhagem de melanoma
humano MV3. As células foram removidas dos frascos de cultivo celular e 1.0 x
10° células foram contadas no hemocitdmetro e transferidas para um coquetel
contendo colageno bovino tipo | Nutragen (Advanced Biomatrix, EUA), MEM
10X (Sigma, Suica) e solugéo de bicarbonato de sédio a 7.5% (Gibco, Reino
Unido). As células imersas na solugdo de cultivo 3D eram inseridas em uma
camara composta por lamina e laminula 22 x 22mm, selada com cera e
parafina e deixada em incubacao por 20 minutos na incubadora de CO, Apds o
tempo de presa do colageno a camara foi colocada em microscopio optico com
camera acoplada para gravagao time lapse a 37°C por 24h e 48h. As imagens

foram analisadas no programa Autozell (Bremen University, Alemanha).

4.15 Redugao da migragao celular por bloqueadores de integrinas
As integrinas sao as principais proteinas de ligagdo a matriz extracelular
favorecendo a migracéo. Para estudar os efeitos do bloqueio das integrinas na
dindmica célular, das células de melanoma, foi utilizado o anticorpo 4B4
(Abbiotec, EUA), 10ug/mL e peptideo cRGD 10uM. Como controles foram



usados cRAD 10uM e isotipo mouse IgG tipo 110ug/mL. As culturas 3D foram
fixadas com paraformoldeido a 4% e incubadas com anticorpo secundario
Phalloidin Alexa 488 (1:50), (invitrogen, EUA) e o nucleo corado com DAPI
(5ug/mL), (invitrogen, EUA). As imagens foram adquiridas no microscépio
confocal Olympus Fluoview F1000 (Olympus, EUA) e analisadas no software

Imaris (Bitplane, Reino Unido).

4.16 Avaliagdo da velocidade de movimento e medida do indice de
alongamento celular

Para avaliar o efeito dos bloqueadores de integrina na velocidade de
movimentagdo e na morfologia das células tratadas usamos os programas
Autozell, (Bremen University, Alemanha). e FiJi 32, (NIH, EUA),
respectivamente. Os graficos foram construidos usando o programa Prims,
versao 5.51 (GraphPad, EUA).

417 Ensaio de imunorreatividade para ligagdo do anticorpo
monoclonal Cetuximab aos receptores de EGF em hapatocarcinoma
humano da linhagem HepG2

O ensaio de imunorreatividade utiliza metodologia proposta por Lindmo et
al, (1984) que ja foi previamente descrita (132). Brevemente, as células foram
tripsinizadas e contadas no hemocitdbmetro. Apds esta etapa, elas foram
centrifugadas por 5 minutos, a 4°C, usando 5.000 rpm e o sobrenadante
descartado. As células foram ressuspendidas em solugdo tampao contendo
RPMI e 0,5% BSA (Sigma, EUA). Em seis microtubos de 1.5 mL foram
adicionados 400uL de solucédo tampao e feita a diluicdo seriada da solucéo
matriz contendo as células HepG2. As amostras foram radiomarcadas com
In""cetuximab e incubadas por 20 minutos na incubadora de CO,. Apds, os
tubos foram levados para o aparelho gamma coulter Wizard (Perking Elmer,
Alemanha) e a emissao gama foi contada. Apds essa contagem, os tubos
foram centrifugados por 5 minutos, a 4°C, usando 5.000 rpm e o sobrenadante
foi descartado. O pellet foi levado para o gamma coulter e a emissdo gama
contada novamente. Os dados foram plotados e a fracdo de imunorreatividade
(IRF) foi calculada em porcentagem de ligacdo especifica aos receptores de
EGF.



4.18 Treinamento com manejo de animais geneticamente modificados,
xenografia, aquisicao de imagens e radioterapia em rodentes

Como parte da aquisicado de conhecimentos para a proposicdo de novas
abordagens, para esta linha de pesquisa, fiz cursos sobre manejo de animais
geneticamente modificados e treinamento com implantagdo de carcinoma de
celulas escamosas humanas, da linhagem FaDu, em camundongos nude mice,
colaborando com projetos desenvolvidos no Laboratorio de Medicina Nuclear.
Apds o crescimento volumétrico do tumor, os animais foram tratados com
radioterapia, sob sitema anestésico gasoso com Isoflurano a 4% para indugéo
e mantidos durante as sessdes de radioterapia com isoflurano a 1% e
ventilagdo com O, Os animais foram irradiados no aparelho XRAD 320ix
(Precision X-Ray, EUA) e, apds os tempos de tratamento, os animais
receberam In"""-DOTA-RGD. Um grupo foi levado para aquisicdo de imagem
no aparelho microSPECT (Siemens, Alemanha) e o outro grupo foi
eutanasiado. Amostras de sangue e remog¢do dos 6rgdos pulméo, figado,
baco, rins, estomago, musculo quadriceps e o tumor foram utilizados para o
ensaio de biodistribuicdo do radiotracador. Esta parte se refere a um projeto

desenvolvido pelo Nuclear Medicine Laboratory.

O Esquema abaixo sumariza as metodologias empregadas no sistema de

irradiacao in vitro A, ensaios biolégicos B, e doutorado Sandwich em C.
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5 Resultados

5.1 Desenvolvimento de um modelo de irradiagcao in vitro capaz de
reproduzir o esquema de fracionamento diario de doses de radiagao X

sobre células tumorais

5.1.0 O modelo de irradiagao in vitro reproduz o esquema de
fracionamento diario de doses

Desenvolvemos um modelo de irradiagao in vitro que nos permitiu aplicar

o protocolo clinico de radioterapia em modelo celular, garantindo

reprodutibilidade da irradiagdo em todo o tempo de experimentacdo. Este

modelo foi baseado em planejamento radioterapéutico, semelhante ao aplicado

para o tratamento de pacientes com tumor de cabeca e pescoco.

5.1.1 Plataforma de posicionamento das culturas celulares

A plataforma de acrilico construida para manter os frascos de cultivo
celular, na mesma posicao durante as sessbes de irradiacdo, foi capaz de
posicionar seis frascos T25, contendo as células A431. A plataforma contendo
os frascos de cultivo foi imersa em um fantoma de acrilico, cujo volume de
25cm?® de agua permitiu a irradiacédo das células em dois campos, por cinco
dias, aplicando a dose diaria de 2Gy. Por apresentar a densidade préxima da
agua e dos fluidos bioldgicos, o acrilico € o material de escolha para a
confecgdo da plataforma. O desenho esquematico do sistema de irradiagao é

mostrado na figura 2:
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Figura 2 Desenho esquematico do sistema de irradiagdo in vitro. A figura A mostra a
plataforma de acrilico construida para manter os frascos de cultivo celular posicionados
durante as sessdes de irradiagédo. As figuras B e C mostram a plataforma com os frascos T25
imersos no fantoma, em vistas frontal e lateral, respectivamente. Foi aplicado sobre as células
raios X oriundos de um acelerador linear com energia de 4MV. Foram aplicados dois campos
de irradiacdo: paralelo e oposto com distancia foco alvo (SSD) de 68,5cm e 65,4cm,

respectivamente. A dose aplicada sobre o sistema foi de 2Gy.

5.1.2 Planejamento radioterapéutico das culturas celulares
Para nos aproximarmos do protocolo clinico adotado para o tratamento
radioterapico dos pacientes com tumor de cabeca e pescocgo, foram feitas
imagens por tomografia computadorizada do sistema. As imagens foram
analisadas no programa CAT3D e o planejamento foi desenhado para a

irradiacdo das células A431 com as curvas de isodose tragcadas em torno do



campo de irradiacdo, representadas pelas linhas coloridas. O calculo de
distribuicdo das doses sobre o sistema foi determinado pelo programa,
mostrando que as células receberam 100% * 2% da dose prescrita, identificada

pelo histograma dose-volume. O planejamento € mostrado na figura 3:
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Figura 3 Planejamento de irradiacdo para as células A431. A figura A, lado esquerdo,
mostra a imagem reconstruida em 3D da plataforma de acrilico com os frascos de cultivo
posicionados e no lado direito a imagem mostra a plataforma com os frascos T25 imersos no
fantoma de agua com os dois campos de irradiagdo em 180° e 0°, bem como as curvas de
isodose no sistema. A figura B, lado esquerdo, mostra a reconstru¢do 3D de uma imagem de
tomografia computadorizada de um paciente com tumor no seio maxilar, e no lado direito o
planejamento radioterapico do caso, com suas respectivas curvas de isodose, bem como os
dois campos de irradiagao. As curvas de isodose representam os percentuais de distribuicao
das doses dentro do campo de irradiagdo. O grafico C mostra o histograma dose-volume de

distribuicdo de dose no sistema planejado para as células A431.



5.1.3 Prova de conceito do planejamento radioterapéutico das
culturas celulares
Para confirmar a dose planejada pelo programa CAT3D fizemos a medida
dosimétrica do sistema, usando camaras de ionizagao e determinando os perfis
da dose, comparando o método tradicional de irradiacéo in vitro, que aplica
dose unica em um unico campo, com o sistema de irradiacdo desenvolvido
nesta pesquisa. O sistema desenvolvido neste trabalho mostra uniformidade de
dose ao longo dos frascos T25 irradiados, além de confirmar a distribuicdo de

dose calculada pelo programa, como mostra a figura 4:
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Figura 4 Medidas dosimétricas do sistema de irradiagao in vitro. A figura A mostra o
desenho esquematico da irradiagdo das células A431 no acelerador linear, posicionadas na
plataforma e imersas no fantoma de agua, bem como o eixo de rotacdo para irradia-las nos
dois campos planejados, na técnica isocéntrica. O grafico B mostra a integralizagdo das doses
nos dois campos de irradiagdo nas direcbes anteroposterior (AP) e pdsteroanterior (PA)
corroborando o percentual de dose 100% + 2% sobre os frascos T25, calculado pelo programa
CAT3D. O grafico C mostra a formacgéo de dois ombros laterais indicando falta de uniformidade
de dose quando os frascos sdo irradiados debaixo de uma coluna de ar, enquanto o grafico D
mostra que o sistema de irradiacao proposto permite homogeneidade de dose sobre os frascos

de cultivo celular.



5.2 Avaliar o efeito in vitro do fracionamento diario de radiagao X,
associado ao tamponamento de Ca** nuclear, na proliferagao de células
tumorais do carcinoma de células escamosas humano, seu impacto na

progressao do ciclo celular e na fragdo de sobrevida

5.2.0 O esquema de irradiagao determina a resposta celular

O ciclo celular ¢é alterado pela radiacéo ionizante e a resposta depende da
dose e da frequéncia da irradiagao (133). Verificamos a cinética do ciclo celular
nas células A431 quando submetidas ao esquema tradicional de irradiagao in
vitro, aplicando dose unica de 10Gy, comparado a cinética do ciclo celular nas
células submetidas ao esquema de irradiacdo in vitro desenvolvido nesta
pesquisa, em que as células receberam doses fracionadas de 2Gy, por cinco
dias consecutivos, com acumulo de 10Gy. Nas células que receberam dose
unica foi observada uma queda significativa (p<0.001) no percentual de células
na fase Go/G1 (34.8 £ 2.5%), com aumento do percentual de células mortas,
correspondente & fase SubG1 (19.4 £ 2%), bem como aumento dos percentuais
de células nas fases Go/M (23.9 £ 1.5%), e S (21.5 + 2.3%), respectivamente,
quando comparadas as células do grupo controle. Quando as células A431
foram irradiadas, no esquema de fracionamento de doses, foi observado um
perfil diferente. Comparado com o controle, o percentual de morte celular foi
pequeno, mostrado na fase SubG;, indicando radiorresisténcia. Porém, houve
reducao na fase Go/G4 (57 £ 1.5%) e aumento do percentual de células na fase
G2/M (29.6 + 1.3%), relativamente ao grupo controle, (71.7 + 2.8% e 13.7 £ 2%,
p<0.001), respectivamente. E evidente que a morte celular foi mais significante,
(SubG4, p<0.01) no grupo que recebeu dose unica (19.4% = 3.6%),
comparado com o grupo que recebeu dose acumulativa (4.3% + 2%),
sugerindo uma resposta intrinseca adaptativa contra a morte celular induzida
pela radiacdo X no grupo tratado com fracionamento diario de dose. Esses

dados estéao ilustrados na figura 5:
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Figura 5 Perfil do ciclo celular em células A431 irradiadas em diferentes esquemas de
irradiagdo. O grafico A mostra os percentuais de células em cada fase do ciclo celular,
irradiadas com dose unica e dose fracionada, respectivamente e comparadas com o grupo
controle ndo irradiado. A figura B mostra uma imagem representativa dos perfis celulares
quando as células A431 foram submetidas a diferentes esquemas de irradiagcido e comparadas
com o grupo controle ndo irradiado. Experimentos em triplicada. Resultados obtidos de trés

experimentos independentes, sendo calculados: média e erro padrao médio. (p<0.001)

5.2.1 Células tumorais sao mais sensiveis ao tamponamento de

Ca** nuclear
Resultados prévios do grupo demonstraram que o Ca?* nuclear é
essencial para a proliferacdo em células de carcinoma hepatico (130;134). O

mesmo efeito também foi observado nas células A431.

5.2.1.1 Eficiéncia de infecgao das culturas celulares
As células A431 e a cultura primaria de fibroblastos gengivais humanos,
gentilmente doados pela professora doutora Melissa Guimardes, da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, aprovado pelo
comité de ética em pesquisa da UFVJM, em anexo, foram infectadas com a
construgcao adenoviral InsP3-Buffer-NLS. A eficiéncia de infecgao e de reducéao

do sinal de Ca®* no ntcleo das células é demonstrada na figura 6



81 101 121 141 181 181
Time (sec)

peak Ca®*
(% of base lin




Figura 6 Eficiéncia de infecgdo das células A431 e eficiéncia de redugio do sinal de Ca**
no nucleo das células pela agao tamponadora da construgdo. Em A esta representado o
desenho esquematico do constructo InsP3;-Buffer-NLS, que tem a proteina monomérica
vermelha mRFP, fusionada a um fragmento do receptor humano de IP; da isoforma |, sitio de
ligacdo para o IP3;, gerado dentro da célula, e trés sequéncias de localizagdo nuclear para
direcionar o constructo para o interior do nucleo celular. A figura B mostra uma imagem
representativa das células A431. No painel superior, lado esquerdo, vé-se a imagem adquirida
em contraste de fase destas células, e no lado direito observam-se os nucleos marcados com
DAPI. No painel inferior esquerdo observa-se a expressdo da proteina monomérica vermelha
mostrando quase 100% de infecgdo das células no campo, e no lado direito, a sobreposigéo
das imagens mostra a correta localizagao subcelular do constructo dentro do nucleo celular. A
figura C mostra uma imagem representativa da propagacgéo do sinal de Ca® no citosol e no
nucleo das células A431, apds estimulo com EGF 10uM. A figura D mostra o grafico de
fluorescéncia do sinal de Ca®* em funcdo do tempo, normalizado pelo baseline, onde se
percebe a reducdo do sinal de Ca** no ntcleo (linha vermelha), comparado ao sinal no citosol
(linha azul), nas células infectadas com a construgdo. A figura E mostra o grafico do percentual
do pico de Ca** onde, em comparagéo ao controle ndo infectado, o sinal de Ca®* foi reduzido
nas células infectadas (***p<0.0001), enquanto que somente nas células infectadas o sinal de
Ca®" no nucleo foi reduzido em comparagao com o sinal no citosol (**p<0.001), pela construgéo
InsP3-Buffer-NLS. A barra de medida é de 10um. (N.S = n&o significativo).

5.2.1.2 Curva de proliferacao celular
As células foram avaliadas 24h, 48h, 72h e 96h apds a infecg¢ao, por
contagem direta. A proliferagdo celular nas células A431 foi reduzida
significativamente (p<0.0001), 50%, em relacdo ao controle ndo infectado. A
proliferacdo celular ndo foi alterada quando fibroblastos gengivais humanos
foram infectados nas mesmas condi¢cdes que as células A431, como observado

na figura 7:
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Figura 7 Proliferagao celular apés tamponamento de ca” nuclear. O grafico A mostra que
as células A431 tiveram sua proliferacdo celular reduzida apés tamponamento de Ca* nuclear
(Ca®*,), quando comparada as células controle ndo infectadas. O grafico B mostra que o
tamponamento de Ca®" nuclear n3o altera a proliferagdo celular de células nao tumorais. N de
trés experimentos independentes, executados em ftriplicata e com calculo de média e erro

padrdo médio. (* p<0.0001); (N.S = nao significativo)

5.2.2 Cinética do ciclo celular apés associagao entre tamponamento

de Ca® nuclear e radiagdo X
O efeito da associagdo entre o tamponamento do Ca** nuclear com a
radiagcao X, de acordo com o modelo de irradiagéo in vitro desenvolvido nesta
pesquisa, foi estudado. Em células A431 que foram tratadas apenas com
radiagdo X, ou somente com o tamponamento de Ca®" nuclear, observou-se
um aumento significativo (p<0.01) do percentual de células A431 na fase G,/M
(29.6 £ 2.7%, e 29.9 t 3.4%, respectivamente), mas houve redugdo do
percentual de células na fase Go/Gy (67.1 £ 3.6%, e 554 + 4.5%,
respectivamente), sem mudangas no percentual de células na fase SubG1 (4.3
+ 24%, e 5.1 £ 1.7%, respectivamente), comparados com o controle nio
tratado (3.0 + 1.5%, p>0.05). A associagdo entre o tamponamento de Ca*
nuclear com a radiagdo X promoveu um aumento ainda maior no percentual de
células na fase G,/M (35.7 = 2.0%, p<0.001), com um discreto, mas
significativo, aumento na morte celular, representada pelo percentual de células
na fase SubGy (7.3 = 2.5%, p<0.05), comparado com controle n&do tratado,
indicando parada de ciclo celular pronunciada antes da mitose na condi¢cao de

associagao terapéutica, representado pela figura 8:
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Figura 8 Cinética do ciclo célular em células A431, tratadas com a associagcao entre o
tamponamento de Ca® nuclear e radiagcdo X. A analise por citometria de fluxo mostra que
nao houve diferengas entre as células que foram tratadas somente com o tamponamento de
Ca®" nuclear (Ca2+ n) Ou somente com radiacdo X (XRcg10ey)- A associagdo entre radiagao X e
tamponamento de Ca*" nuclear (Ca2+ n + XRca10ey) @aumentou o percentual de células na fase
G./M, bem como em SubG;. Gréfico representativo de trés experimentos independentes onde

foram calculados média e erro padrao médio.

5.3 Investigar os mecanismos desencadeados pela exposig¢ao in vitro ao
fracionamento diario de radiagdo X, associado ao tamponamento de Ca*

nuclear, em carcinoma de células escamosas humanas

5.3.0 O tamponamento de Ca®* nuclear associado com radiagdo X

nao promoveu aumento de danos ao DNA das células A431
Baseados no percentual de células na fase G,/M, observado no resultado
anterior, investigamos se a associagédo poderia promover o aumento de danos
ao DNA, através da quantificacdo de lesdes tanto no DNA nuclear quanto no
DNA mitocondrial, por PCR quantitativo. Somente foi observado um pequeno
aumento, estatisticamente significativo, de lesdo no DNA mitocondrial, no
primeiro dia de tratamento (1.4 + 0.2% versus 0.1 £ 0.002% no controle n&o
tratado, p<0.05). Contudo, no quinto dia, houve aumento de lesbes no DNA

mitocondrial, porém, n&o significativo em relacdo ao controle ndo tratado. Nao



houve lesbes detectaveis no DNA nuclear em nenhuma das condi¢gdes
experimentais. A atividade mitocondrial também n&o mostrou alteragbes em

nenhuma das condi¢cdes experimentais, como mostra a figura 9:
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Figura 9 Quantificagdo das lesdes ao DNA nuclear e mitocondrial de células A431
tratadas com a associagdo entre tamponamento de Ca** nuclear e radiagio X. O grafico A
mostra as lesées por cada 10 kilobases de DNA nuclear. O grafico B mostra as lesGes por
cada 10 kilobases de DNA mitocondrial, em cada condi¢gdo experimental, para o primeiro e o
quinto dias de irradiagdo. O grafico C mostra o resultado da atividade mitocondrial, baseado no
ensaio de MTT, para o quinto dia de irradiagdo com dose acumulada em 10Gy. Grafico
representativo de trés experimentos independentes onde foram calculados média e erro padrao

médio. (*p<0.05); (N.S = nao significativo)

5.3.1 Associagdo entre o tamponamento de Ca?* nuclear e a
radiagao X previne a superexpressiao de ADAM-17 e EGFR, induzidas por
radiagao ionizante

A familia das metaloproteinases ADAM tem sua expressdo aumentada
quando expostas a radiagdo ionizante, clivando os ligantes de pro-EGFR e com

isso aumenta sua fragc&o soluvel, induzindo maior proliferagcéo celular (135).



5.3.1.1 A associacdo entre o tamponamento de Ca*' nuclear e a
radiagao X previne a superexpressao de ADAM-17
A radiacdo X aumentou a expressao de ADAM-17 em nivel de RNA
mensageiro (3.0 £ 0.5 AU), comparado ao controle nao tratado (1.0 £ 0.3 AU),
porém, o tamponamento de Ca* nuclear ndo alterou os niveis de expressao de
ADAM-17. A associacdo entre a radiacdo X e o tamponamento de Ca®* nuclear
reduziu os niveis de expressdao de ADAM-17 (1.1 = 0.5 AU) de forma
significativa, p<0.05. O mesmo efeito foi encontrado em nivel de expressao
proteica. Os niveis proteicos de ADAM-17 aumentaram apds a irradiagao (0.69
+ 0.01 AU). Porém, os niveis reduziram apds o tamponamento de Ca®* nuclear
(0.45 £ 0.1 AU, p<0.05), bem como a associagdo também preveniu a
superexpressao dessas metaloproteinas apods a irradiagdo com raios X 0.50 +

0.07 AU, p<0.05), como mostrado na figura 10:
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Figura 10 Niveis de expressao da metaloproteinase ADAM-17. O grafico A mostra os niveis
de expressdo de RNA mensageiro para a metaloproteinase ADAM-17 em diferentes condigbes
experimentais como irradiagdo X (XRcg1oay), tamponamento de Ca®" nuclear (Ca2+ n) € a
associagao dos dois (Ca2+ n + XRcaroay). O gréfico B mostra analise densitométrica dos niveis



de expresséao proteica de ADAM-17 nas diferentes condigdes experimentais e a figura C mostra
uma imagem representativa de western blot para ADAM-17 normalizado por GAPDH. N igual a
trés experimentos independentes onde foram calculados média e erro padrao médio.
(*p<0.05;**p<0.01; ***p<0.001).

5.3.1.2 A associagdo entre o tamponamento de Ca®* nuclear e a
radiagao X previne a superexpressao de EGFR
Analises por PCR quantitativo em tempo real mostraram superexpressao
dos niveis de expressdo de RNA mensageiro para EGFR (3.4 + 0.3 AU),
comparado ao controle nao tratado (1.0 £ 0.4 AU), p<0.01. O tamponamento de
Ca?" nuclear reduziu significativamente (p<0.001) os niveis de expressdo de
EGFR (0.5 £ 0.2 AU), assim como preveniu a superexpressao de EGFR,
induzida pelos raios X, de forma significativa (p<0.05, 1.8 + 0.6 AU), comparado
ao controle nao tratado. Em relagdo aos niveis de expressao proteica nao
houve aumento apds a irradiacdo, porém, o tamponamento de Ca®" nuclear
reduziu significativamente os niveis proteicos de EGFR (p<0.01, 0.23 = 0.01
AU), comparado ao controle ndo tratado (0.45 + 0.19 AU). A associagao entre o
tamponamento de Ca?* nuclear e a irradiacdo preveniu a superexpressdo de
EGFR (0.42 £ 0.09 AU). A figura 11 ilustra os dados acima:
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Figura 11 Niveis de expressdo de EGFR. O grafico A mostra os niveis de expressdo de RNA
mensageiro para a EGFR em diferentes condigbes experimentais, como irradiagcdo X
(XRca10ay), tamponamento de Ca®* nuclear (Ca®* ) e a associagao dos dois (Ca** , + XRcg1oay)-
O grafico B mostra analise densitométrica dos niveis de expressao proteica de EGFR nas
diferentes condi¢des experimentais e a figura C mostra uma imagem representativa de western
blot para EGFR normalizado por GAPDH. N igual a trés experimentos independentes onde

foram calculados média e erro padréo médio.(*p<0.05;**p<0.01; ***p<0.001).

5.3.2.2 O tamponamento de Ca®** nuclear reduziu a ativagido de
EGFR
O tamponamento de Ca®* nuclear também reduziu os niveis proteicos de
EGFR fosforilado (p<0.05, 0.8 + 0.18 AU), comparado com o controle n&o
tratado (0.8 £ 0.23 AU), como mostra a figura 12:
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Figura 12 Niveis de ativagcdo de EGFR apos tamponamento de Ca® nuclear. A figura
mostra o grafico densitométrico para EGFR fosforilado apds tamponamento de Ca® nuclear
(Ca2+n), a direita, e a esquerda, uma imagem representativa de western blot para EGFR
fosforilado normalizado por EGFR total e GAPDH. N igual a trés experimentos independentes

onde foram calculados média e erro padrao médio. (*p<0.05)

5.3.2.3 EGFR foi translocado da membrana plasmatica para o
interior das células apods irradiacao e teve sua expressao reduzida apos
tamponamento de Ca®* nuclear

AplOs exposicdo a radiacdo ionizante os receptores de EGF séo
internalizados para o interior das células, devido a ativagdo do EGFR (136). O
tamponamento de Ca?* nuclear ndo somente reduziu a expressdo do receptor
na membrana, como a associagao com a radiagao X reduziu sua translocagao,
induzida pela radiagcdo, como mostra a imagem de imunofluorescéncia na

figura 13:
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Figura 13 Translocagao do receptor de EGF. Imunocitoquimica para EGFR: Alexa 488,

DAPI. Na condigao controle é possivel visualizar o receptor espalhado pela membrana celular.
Apés irradiagdo X (XR) o receptor é translocado para o interior das células. O tamponamento
de Ca® nuclear (Ca2+n) reduziu a expressdo do receptor na membrana e a associagdo com a
radiacdo X (Caz"n + XR) reduziu a translocagéo do receptor para o interior das células, induzida
pela irradiacdo. Barra relativa ao tamanho do nucleo correspondendo a 10um. Imagem

representativa de trés experimentos independentes.



5.3.3 Associagdo entre o tamponamento de Ca®* nuclear e a
radiagado X reduziu a fracdo de sobrevida das células A431,
radiossensibilizando o carcinoma de células escamosas

O ensaio clonogénico mostrou uma redugdo na formacao de coldnias
celulares com o fracionamento de doses (XRca1ocy) em 36 + 2.5% (54 *
11colbnias), juntamente com o tamponamento de Ca?* nuclear (Ca?*,) que
reduziu a formagao de coldnias em 28 + 2% (41 + 3 colbnias), comparado com
o controle nao tratado: 148 + 14 col6nias (***p<0.001). Porém, a associagéo
entre o tamponamento de Ca®* nuclear e a radiagdo X reduziu drasticamente a
formacao de col6nias para 91 + 0.4% (9 + 2 colbnias), comparado ao controle
(***p<0.0001), como mostra a figura 14, painéis A e B. A associacdo (Ca®", +
XRcd10ey) conseguiu reduzir a fragdo de sobrevida das células A431 com cerca

de metade da dose (6Gy) acumulada, como mostra o painel C.
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Figura 14 Fragao de sobrevida das células A431 apds associagdo entre o tamponamento
de Ca®, e a radiagdo X. O painel A mostra uma imagem representativa da formagédo de
colénias em cada condigédo experimental. O grafico B mostra a redugao no numero de col6nias
formadas apds cada tratamento empregado, em comparagdo com o controle ndo tratado. O
grafico C mostra o percentual de fragdo de sobrevida relativo as doses aplicadas. (**p<0.01,
***p<0.001). Dados representativos de trés experimentos independentes, com calculo de média

e desvio padrao.



A figura 15 sumariza os mecanismos encontrados nesta pesquisa:

acelerador linear

(A,

Figura 15 Desenho esquematico dos mecanismos envolvidos na associagao entre o
tamponamento de ca¥,ea radiagdao X em células A431. As setas negras indicam redugéo
e as setas pontilhadas indicam ftrajetéria. A associacdo entre tamponamento de Ca*, e a
radiagdo X preveniu a superexpressdo de ADAM-17, metaloproteinase que cliva ligantes de
EGFR. A redugéo de expressao de ADAM-17 diminui, também, a fragdo soluvel de pro-EGFR.
Apés a ligagdo com seu receptor, o conjunto EGFR é internalizado gerando IP; que se liga ao
seu receptor (IP;R) no Reticulo Endoplasmatico (ER), no citosol, condicdo 1 e/ou no seu
receptor dentro do Reticulo Nucleoplasmatico (NR), no nucleo, condigdo 2, liberando ca® A
construgédo adenoviral compete com o receptor de IP; no Reticulo Nucleoplasmatico, condigéo
3, 0 que impede a ligagéo do IP; ao IP3R retendo Ca’' na organela e, com isso, a concentracao
de Ca*" livre no nucleoplasma diminui, reduzindo assim os niveis de expressdo de EGFR e a
proliferagdo celular. A associagdo entre tamponamento de ca”, e a radiagao X reduziu a

fracdo de sobrevida, aplicando cerca de metade da dose de radiagdo acumulada.



5.4 Estabelecer novas abordagens metodolégicas para avaliar os
mecanismos desencadeados pela exposi¢do in vitro ao fracionamento
diario de radiagao X, associado ao tamponamento de Cca? nuclear, em

carcinoma de células escamosas humanas

Os resultados obtidos vislumbram novas abordagens para o
desdobramento deste estudo, através das metodologias aprendidas no exterior,
tanto para o estudo dos efeitos do tamponamento de Ca** nuclear na migragao

celular, em melanoma, quanto em carcinoma hepatico.

5.4.0 Bloqueadores das subunidades B4 e avfs; de integrinas alteram
a morfologia e a dindmica das células de melanoma humano da linhagem
MV3wt

Integrinas sao uma familia de receptores de membrana, com habilidade
tanto de sinalizagdo quanto de ancoragem de moléculas de adesdo a matriz

extracelular participando ativamente da dinédmica celular (137).

5.4.1 O bloqueio das integrinas altera a morfologia das células
MV3wt
Alguns membros das familias das integrinas como avfs, azB¢ e integrina
B1 sdo bem conhecidas por estarem envolvidas em muitos tipos de cancer e,
cuja inibicdo de sua fungdo, tem demonstrado redugcdo na migragao celular
(138). O bloqueio das subunidades 31 e avf3s, pelo anticorpo monoclonal 4B4 e
o peptideo cRGD, modificaram a morfologia mesenquimal das células MV3
para uma forma arredondada e com blebs na membrana plasmatica,
mostrando auséncia de polarizagao e dificultando a migracdo destas células

através da matriz de colageno, como ilustrado na figura 16:



MV3Iwt +4B4/cRGD MV 3wt controle

Phalloidin 488 DAPI

Figura 16 Alteragées morfolégicas oriundas do bloqueio das subunidades de integrinas.
A figura mostra imagem representativa das células MV3wt em cultivo 3D, em matriz de
colageno tipo I, antes e ap6s o tratamento com o anticorpo monoclonal 4B4 e o peptideo
cRGD, que blogqueiam as subunidades (i e avp;, respectivamente. As células MV3wt
apresentam morfologia alongada com aspecto mesenquimal, emitindo protrusées
citoplasmaticas, polarizando seu movimento pela matriz de colageno, indicado pela seta
branca. O bloqueio das subunidades de integrina altera a morfologia celular para um aspecto
mais arredondado e com formacdo de blebs impedindo o trafego celular através da matriz,
representado pela perda de polaridade. A imagem em detalhe mostra a formagéo de blebs e a

perda do carater mesenquimal destas células. Barra de escala: 20um.

5.4.2 O bloqueio das integrinas evita que o alongamento das células
MV3wt ocorra

Como consequéncia da alteragao morfolégica destas células nao houve a
formagao de protrusdes citoplasmaticas para que a migragao celular ocorresse
através da matriz de colageno, representado pelo indice de alongamento
celular. Nas células tratadas com os bloqueadores de integrina o indice de
alongamento celular foi muito menor (3.8 + 0.6 AU), quando comparado com o
indice do controle ndo tratado (8.5 + 1.7 AU, p<0.001), como mostra a figura
17:
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Figura 17 indice de alongamento das células MV3wt. A figura A mostra imagem
representativa das células MV3wt 24 horas apds imersdao em meio de cultura 3D, dispersas na
matriz de colageno. A figura B mostra aumento do indice de alongamento celular em fungéo do
tempo (***p<0.001). A figura C mostra imagem das células MV3wt, 24 horas apds imersdo em
meio de cultura 3D, dispersas na matriz de colageno. O bloqueio das integrinas, subunidades
1 e avps, com o anticorpo monoclonal 4B4 e o peptideo cRGD, mostra que as células MV3wt
perderam seu aspecto mesenquimal e a figura D mostra que o indice de alongamento celular
ndo teve alteragdo significativa.. Imagens adquiridas em time lapse, com aumento de 10X.

Imagem representativa de trés experimentos independentes. (n.s = ndo significativo).

5.4.3 O bloqueio das integrinas altera a dinamica e a orientagao
espacial das células MV3wt

O trafego de integrinas em células aderentes é importante para a adesao
celular dependente de integrinas, bem como espalhamento e migragao celular,
além de contribuir para a invasédo de células tumorais (139) e a velocidade de
migracdo pode determinar um tempo maior ou menor de metastatizagédo
tumoral. O bloqueio das subunidades 31 e av3; reduziu a média de velocidade

de migracao das células MV3wt para 0.1 £ 0.06 um/minuto em relagdo a4 média



do controle nao tratado que foi 0.5 + 0.1 ym/minuto (p<0.001). Além disso, os
tracos de movimento mostram que as células tratadas ndo foram capazes de
percorrer longas distancias dentro da matriz de colageno, como ilustrado na

figura 18.
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Figura 18 Dinamica celular dependente de integrinas. A figura A mostra uma imagem
representativa da dindmica celular das células MV3wt em spider graph. Todas as células no
campo migram em diferentes dire¢gdes. A figura B mostra as células MV3wt tratadas com
bloqueadores das subunidades B4 e avf; de integrinas. As células se matem concentradas
indicando pouca movimentagao através da matriz de colageno. A figura C mostra o calculo da
velocidade média das células MV3wt (linha vermelha) em que o bloqueio das integrinas
promoveu a reducdo da velocidade de migracdo destas células em fungcdo do tempo

(***p<0.001). N igual a trés experimentos independentes.



A figura 19 sumariza os resultados encontrados.

Figura 19 Desenho esquematico dos efeitos do bloqueio das subunidades 8, e avf; de
integrinas nas células MV3wt. As células apresentam uma morfologia mesenquimal emitindo
protrusbes citoplasmaticas para um determinado padrdao de migracdo. Ao terem as
subunidades B; e avp; de integrinas bloqueadas as células adquirem uma morfologia
arredondada e varias blebs, reduzindo a sua capacidade migratéria através da matriz

extracelular de colageno. Caminho percorrido pelas células representado pelo trago vermelho.



5.4.4 As células HepG2 apresentam alta ligacao do anticorpo

monoclonal cetuximab aos receptores de EGF

Os carcinomas hepatocelulares apresentam resisténcia a varios
quimioterapicos, devido a ativagédo da cascata de sinalizagao da vias de tirosina
cinase, atraves dos fatores de crescimento epidérmicos (140) e o bloqueio de
EGFR por cetuximab pode controlar o crescimento deste tipo de carcinoma
(141). O ensaio de imunorreatividade mostra a alta afinidade (76,8%) especifica
das celulas de hepatocarcinoma humano HepG2 ao anticorpo monoclonal
cetuximab, mostrando que este modelo pode ser usado em conjugagido com
outros alvos para o bloqueio de EGFR no tratamento de tumor hepatico, como

mostrado na figura 20.
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Figura 20 Ligagdo de cetuximab radiomarcado com In'"". A figura A mostra o grafico de
fracdo de ligagdo especifica do anticorpo monoclonal cetexumab, radiomarcado com In""", as
células HepG2, como uma fungdo do aumento da concentragéo celular. A figura B mostra
fracdo de ligagdo especifica como fungdo do inverso da concentracdo dos mesmos dados

plotados em A. A figura C mostra o percentual da fragao de imunorreatividade (IRF) das células

HepG2 mostrando uma eficiéncia de ligagcao de quase 80%.




6 Discussao
Apesar dos recentes avangos no diagndstico e no tratamento dos

tumores de cabeca e pescoc¢o, nas ultimas décadas, ha poucas evidéncias de
aumento na sobrevida dos pacientes em cinco anos (142;143). A radioterapia
oferece excelentes resultados no controle de tumores de cabeca e pescoco,
quando a doenga é descoberta em estagios iniciais, todavia, essa nédo € a
realidade da maioria dos pacientes que chegam a atencdo de média e alta
complexidade, apresentando tumores em estagio avangado. O diagndstico
tardio de HNSCC faz com que o progndstico seja pior, diminuindo as chances
de sobrevida global.

Além de medidas que aumentem os investimentos em politicas publicas
de prevencao dos tumores do trato aerodigestivo superior, pelo Ministério da
Saude, o intervalo entre a suspeita diagndstica e 0 acesso a especialistas e
aos servigos deveriam ser drasticamente reduzidos. Na Franga, assim como no
Brasil, 0 acesso adequado a servigcos de saude tem um papel crucial no estadio
precoce ou tardio dos carcinomas de células escamosas de cabeca e pescogo
no momento do diagndstico (144).

Os custos arcados pelo SUS com o tratamento de tumores envolvendo
hospitalizagdo, radioterapia, quimioterapia, bem como o tratamento de
comorbidades associadas ja sdo conhecidos (145). Além dos beneficios sociais
que politicas bem conduzidas de prevencao e combate ao tabagismo poderiam
promover, atacando de frente o principal agente etiologico do carcinoma de
células escamosas, e, por conseguinte, reduzindo a casuistica destes tumores,
bem como programas que auxiliassem os pacientes tabagistas crbnicos a
abandonarem o cigarro apos o tratamento (146), os recursos financeiros
destinados a cobrir custos com o tratamento poderiam ser alocados para
atender outras necessidades, como por exemplo, reabilitagdo integral dos
pacientes apds o tratamento e melhor suporte para ganho de qualidade de
vida.

Embora seja o tratamento padrao, a radioterapia ainda esta associada a
diversas reagbes adversas, que afetam de forma significativa a qualidade de
vida dos pacientes (147). A radiagao reduz o potencial de vascularizagado dos
tecidos e aumenta a hipdxia local, colocando em risco a atividade celular e a

formacao de colageno, degenerando a estrutura éssea maxilo-mandibular (7).



As sequelas orais resultantes podem causar problemas substanciais durante e
depois da terapia de radiacdo e sao os maiores fatores de determinacédo na
qualidade de vida dos pacientes. Dentre as complicagdes da radioterapia estao
a xerostomia, osteorradionecrose, mucosite e candidose (148).

Nao somente ocorre um comprometimento estético, mas também, perda
de fungbes essenciais como degluticdo e fala, levando a dificuldades de
ingestao, debilitando o sistema imunolégico, além do impacto psicologico (149)
e em alguns casos, dificuldades de ressocializagdo, o que demanda atencéo
multiprofissional durante o processo de reabilitagdo do paciente pos-
tratamento. O cenario atual compele a busca por novas estratégias que ao
mesmo tempo aumentem a eficiéncia terapéutica existente e, também,
contribuam para a reducao dos efeitos colaterais e sequelas decorrentes dos
tratamentos em vigor.

Os estudos in vitro sao o passo inicial na busca de novas alternativas
para terapias futuras. Efeitos biologicos das radiagdes ionizantes podem ser
descritos através de varias técnicas como ensaios bioquimicos e biologia
molecular, inclusive a verificacdo de radiorresisténcia e radiossensibilidade de
células tumorais humanas em cultivo (5), porém, novos modelos capazes de
reproduzir condi¢gdes clinicas sdo necessarios para estudos radiobioldgicos,
aproximando a bancada do leito (150) e nesta pesquisa conseguimos
desenvolver um modelo de irradiagdo in vitro seguindo procedimentos usuais
da clinica radioterapica, através de planejamento baseado em imagem de
tomografia computadorizada, com definicdo de campos de irradiagédo e
delimitacao das curvas de isodose. Os resultados obtidos da prova de conceito
do modelo, através das medidas de irradiacdo sobre as células, e, também, no
fantoma, através da dosimetria, mostram que as células receberam a dose de
radiacdo X prescrita homogeneamente, de forma que as respostas bioldgicas,
apesar da heterogeneidade clonal, especialmente porque, como acontece em
situagcbes clinicas, as células tumorais se encontram em fases néao
sincronizadas de ciclo celular, ndo se deveram a falta de uniformidade de dose.

O efeito bystander é uma mudancga de resposta aos danos provocados
pela radiacdo através da comunicacdo entre células que receberam doses
menores de irradiacdo e as que receberam doses mais altas ou nido foram

irradiadas. Esta comunicagao ocorre pelas jungdes tipo gap ou pela liberagao



de fatores soluveis para o meio, constituindo o seu principal mecanismo (151).
O efeito bystander induzido por radiacdo (EBIR) ja foi demonstrado em varios
sistemas experimentais tanto in vitro quanto in vivo (152), gerando efeitos
secundarios que alteram a resposta celular aos danos induzidos pela radiacao.
Tais efeitos sdo dificeis de serem preditos convencionalmente, sendo a
protedbmica uma possivel estratégia para o estudo destes efeitos (153). Neste
aspecto, o sistema de irradiagéo in vitro desenvolvido nesta pesquisa elimina
este viés, pois os resultados mostram que houve apenas uma variabilidade de
* 2% de dose aplicada sobre as células A431.

Estudos mostram que quando o meio de cultivo celular de células
irradiadas foi transferido para células nao irradiadas, o efeito bystander foi
observado (151;152), o que ndo aconteceu nestas células, desta pesquisa,
posto que o meio de cultivo celular ndo foi trocado durante as sessdes de
irradiagéo, mostrando mais uma vez que, o sistema de irradiacao in vitro desta
pesquisa, preveniu o efeito bystander, mostrando-se uma excelente estratégia
para o estudo dos efeitos primarios da radiacdo ionizante sobre células em
cultivo, quais sejam os danos diretos ao DNA e/ou producdo de espécies
reativas de oxigénio.

Os efeitos das radiagdes ionizantes sobre o ciclo celular mostram que as
células nao irradiadas sao distribuidas, predominantemente na fase Gy,
enquanto células irradiadas se apresentam majoritariamente distribuidas na
fase G, (133), efeito também observado nesta pesquisa quando investigamos o
impacto do fracionamento de dose sobre células A431, comparado a aplicacao
de dose unica sobre as mesmas células.

Curiosamente, o percentual de células na fase SubGi, indicativo de
morte celular, foi maior nas células que receberam dose Unica. Entretanto, nao
o suficiente para elimina-las completamente. O percentual menor de células na
fase SubG4, encontrado na condicdo de fracionamento de doses, mostra,
claramente, a capacidade de recuperacao destas células demonstrando que a
resposta biolégica, frente a radiagao ionizante, depende do esquema de dose
aplicado. Esse resultado pode explicar, em parte, como células tumorais que
escapam da morte induzida por radiagao X, iniciam um tumor recorrente em
pacientes com carcinoma de células escamosas, tornando-os ainda mais

radiorresistentes, ja que o tratamento clinico é baseado em fracionamento



diario de doses. Mais uma vez, esse resultado mostra que o modelo de
irradiacdo desenvolvido nesta pesquisa é o mais adequado para a investigagao
de radiorresisténcia em tumores humanos, bem como sua recorréncia apds o
tratamento radioterapico.

O IP3 é uma molécula hidrossoluvel pequena que atua como médiador
intracelular que, ao ser gerado, difunde-se pelo citoplasma ou nucleoplasma e
se liga aos canais de liberacéo de Ca”* dependentes de IP3, também chamados
de receptores de IP3, liberando Ca?*. A construcdo adenoviral utilizada neste
estudo é capaz de competir seletivamente com os receptores enddgenos de
IPs; impedindo a ligacdo deste ao seu receptor dentro do nucleo e, com isso, o
Ca?* estocado no reticulo nucleoplasmatico ndo é liberado para o
nucleoplasma.

A regulagao de Ca®" nuclear é um importante mecanismo de sinalizacdo
para o controle da proliferacdo celular, tanto em células normais quanto em
células tumorais (111). Estudos prévios demostraram que a redugdo da
concentracdo de Ca®" livre no nucleoplasma reduziu de forma significativa a
proliferagdo em células de carcinoma hepatico (130), efeito também observado
nesta pesquisa para o carcinoma de células escamosas. Interessante observar
que a proliferagdo celular diminuiu apenas nas células tumorais, pois, sob as
mesmas condi¢cdes experimentais, células de fibroblasto de gengiva humana
nao sofreram alteracdo de proliferagcao face a redugao das concentracdes de
Ca?* livre no nucleoplasma, indicando maior susceptibilidade das células
tumorais as variagdes de concentragdo de Ca®" no nlcleo. Como o aumento
nos niveis intracelulares de Ca®" culmina com a ativacdo de diferentes fatores
de transcrigcdo, incluindo aqueles ligados a proliferacdo celular (154;155) e
células tumorais proliferam mais rapido, os niveis de Ca®" livre no
nucleoplasma sao criticos para a modulagdo destes fatores de transcricao
ligados & proliferagdo, cuja manutengdo da capacidade proliferativa destas
células fica prejudicada frente ao decréscimo da concentracdo de Ca?* no
nucleo; o que torna o Ca*" nuclear um atraente alvo terapéutico, visto que o
efeito benéfico de sua redugcédo em células tumorais n&o afeta a proliferagao de
células normais.

Seguindo esta linha estudamos a possibilidade de usar o tamponamento

de Ca** nuclear como adjuvante 4 radioterapia, associando-o com radiacdo X



fracionada. Quando a cinética do ciclo celular foi investigada observamos que
tanto o tamponamento de Ca* nuclear sozinho, quanto a irradiagdo sozinha,
produziram o mesmo efeito, porém, a associagcao entre ambos aumentou o
percentual de células na fase SubG; que, apesar de ter sido discreto, foi
significativo em relagdo ao controle nao tratado. Além disso, o percentual de
células em G,/M foi maior comparado tanto ao controle n&do tratado, quando
com as outras condi¢cdes experimentais, indicando que a associacido promoveu
uma estagnacéo das células nesta fase, impedindo-as de concluir a mitose, o
que pode explicar em parte, sua proliferacao reduzida.

Se a dose de irradiacao for alta o suficiente para induzir parada de ciclo,
as células irdo parar na fase G,/M quando os mecanismos de checagem Chk2
promovem, entdo, atraso na mitose, ganhando mais tempo para o reparo de
lesdes remanescentes (156;157). Porém, quando avaliamos o efeito da
associacdo entre o tamponamento de Ca?* nuclear e a radiagdo X sobre as
lesdes ao DNA, verificamos que ndo houve aumento de lesées nem no DNA
nuclear, nem no DNA mitocondrial, e nem mesmo a atividade mitocondrial
sofreu alteracdo, de acordo com os resultados obtidos pelo ensaio de MTT. Ja
€ sabido que células tumorais de cabeca e pescogo produzem muito mais
“scavengers” para neutralizar os radicais livres, induzidos por radiagéo
ionizante, que células ndo tumorais, utilizando estes “scavengers” como um
mecanismo protetor ao seu DNA (158), o que explica a razdo de termos
encontrado um nivel de lesao tao baixo. Além disso, estudos mostram que a
radiagcado ionizante ativa uma resposta antioxidante adaptativa via fator de
trasnscircdo Nrf2, tornado as celulas tumorais mais radiorresisténtes (159), o
que também pode explicar os resultados aqui encontrados.

Exposicdo as radiagcbes ionizantes aumenta a expressdao da
metaloproteinase ADAM-17 que, por sua vez, ativa a via Akt/ciclina D1,
aumentando a expressdo de EGFR e, com isso, aumenta, também, a
proliferagdo celular (160). Neste estudo os resultados também mostram um
aumento de expressao de ADAM-17 nas células A431 nos niveis moleculares e
proteico, efeito esse que foi prevenido pela associagao entre o tamponamento
de Ca®*" nuclear e a radiacdo X, para niveis bem proximos dos niveis do
controle ndo irradiado e, como esta via de superexpressao de ADAM-17 esta

intimamente ligada ao aumento de expressao de EGFR, os niveis de



expressao de EGFR também foram modificados com a associagdo, mostrando,
que da mesma forma que a radiacdo X aumentou a expressao de EGFR, a
associacao foi capaz de preveni-la.

Além disso, o tamponamento de Ca** nuclear reduziu a expressao tanto
do RNA mensageiro quanto protéica do EGFR. Do mesmo modo, a redugao da
concentracdo de Ca?* livre no nucleoplasma n3o somente reduziu a ativacéo de
EGFR, mas também a translocacdo dele da membrana para o interior das
células, fatores que em conjunto contribuiram para que a proliferagao celular
fosse reduzida.

Nao apenas a proliferagao celular e os niveis de expressao do receptor
de EGF foram alterados pelo tamponamento de Ca®* nuclear, posto que efeitos
de longo prazo também foram observados neste estudo. O efeito precoce ou
tardio do fracionamento de doses e o tempo de resposta celular podem estar
relacionados aos mecanismos de reparo do DNA. O reparo incompleto leva as
células a perda de sua capacidade mitogénica e, consequentemente, menor
quantidade de células sobrevivem (99).

De fato, observarmos que o modelo de irradiagdo desenvolvido nesta
pesquisa reduziu a formacao de colbnias de forma significativa, quando
comparada ao controle n3o tratado. O tamponamento de Ca®* nuclear por si s6
também foi capaz de reduzir a formacéo de colbnias, na mesma propor¢cao em
que a radiacao X e, por causa de sua capacidade de interferir com a expressao
de fatores de transcricéo, ligados a proliferacao celular (126), a mitogenicidade
também foi reduzida nesta condicdo. Porém, a associacdo entre o
tamponamento de Ca®* nuclear e a radiagéo X foi capaz de reduzir a formagéo
de colbnias e, por conseguinte, a fragcado de sobrevida das células A431 em
90%, muito mais do que nas demais condi¢des experimentais, com
aproximadamente metade do tratamento, ou seja, utilizando menor dose
acumulada sobre as células tumorais, mostrando que o tamponamento de Ca**
nuclear pode funcionar como um adjuvante a radioterapia. Além da potencial
adjuvancia, a perspectiva de tratamento efetivo em um tempo menor néo
somente reduziria as sequelas e complicagbes do tratamento como, também,
abriria a possibilidade de diminuigdo do tempo de espera de pacientes para a

radioterapia.



Os efeitos em nivel celular das terapias convencionais, no tratamento do
cancer, ndo se restringem, somente, ao nucleo das celulas em si, envolve,
também, efeitos sobre proteinas de membrana; dentre elas a familia das
integrinas. Integrinas B4 exercem importantes papéis na biologia celular tais
como proliferagao, migracdo e apoptose, porém, altos niveis de ativacdo das
integrinas avPs; e 1 estdo correlacionados com invaséo tumoral em melanoma
metastatico humano (161), sugerindo a forma ativada da integrina 31 como um
biomarcador de células de alta invasivisidade em melanomas (162). Os
resultados mostraram que por se tartar de uma proteina transmembrana, as
integrinas sdo susceptiveis de serem bloqueadas e que estes efeitos néo
somente podem inibir iinteragcbes mecanicas com o meio extracelular,
reduzindo a velocidade de migragdo, como também, a morfologia, perdendo
seu fendtipo mesenquimal, muito provavelmente, alterando a conformagao de
outras proteinas de membrana.

Em se tratando de estudos relacionados a busca de novas estratégias
para o tratamento do cancer, ndo somente a reducéo da proliferacdo celular é
importante, mas também, migragao e invasao celulares, pois, € muito dificil, se
nao impossivel, ainda, a detecgdo de micrometastases. Estudos envolvendo
cultivo em trés dimensdes sdo uma ferramenta bastante util no entendimento
das interacdes celulares com o meio e, também, como estas interagcdes
favorecem a metastatizacdo, especialmente utilizando o modelo de irradiacao
in vitro desenvolvido aqui, pois migracao tumoral apds irradiacao ja foi
observada, devido ao aumento da expressao das integrinas as e 31 induzidas
por radiacao X, cujo efeito foi revertido com o uso de anticorpos bloqueadores
de asB4 (138)

Ja é sabido que a superexpressao de Calcio Calmodulina (CaM), é
responsavel por aumento da motilidade celular (163) e que a inibicdo
farmacologica de Ca®" altera a via de sinalizagdo de integrinas em celulas de
melanoma da linhagem VM, além de modificar a morfologia mesenquimatéide
para arredondada, pela inibicdo das fibras de actina, impedindo a migracao
(164). As integrinas avB; sao fundamentais para a angiogénese e invaséo,
mediando adesdo celular para a matriz e crosstalk com RTK's. A ativacao
delas pode iniciar uma via de sinalizagdo dependende de Ca**, levando ao

aumento da mobilidade endotelial. Nesta perspectiva, o estudo aprofundado



dos mecanismos envolvendo tamponamento de Ca®* na migracdo e
invasividade de melanoma, especialmente os subtipos mais agressivos,
desponta como uma nova abordagem em estudos futuros, utilizando
metodologias que envolvam dinamica celular.

Os primeiros estudos do grupo relacionando tamponamento de Ca?*
nuclear com proliferagdo foram desenvolvidos em linhagens de heptocarcinoma
humano, onde foi demonstrado que o Ca?* no nucleo é essencial para a
proliferagcdo (130). Os resultados de imunoreatividade abrem uma nova
perspectiva para o estudo ndao somente do efeito sinergistico do tamponamento
de Ca* nuclear, associado ao anticorpo monoclonal cetuximab, no bloqueio
dos receptores de EGF, em linhagens de hepatocarcinoma humano, como
também, o monitoramento deste efeito in vivo, posto que tumores xenograficos
radiomarcados possam ser visualizados por microSPECT. Tomados em
conjunto, estes resultados preliminares abrem novas perspectivas para futuros

pesquisas do grupo, envolvendo terpia génica, no controle da migragao celular.

6.1 O que vem pela frente: tendéncias e desafios para o
melhoramento das terapias contra o cancer

Cancer em paises emergentes constitui um problema de saude que
demanda estratégias urgentes, por alcancar criticas proporgdes, pois se estima
que em 2020 mais de 60% de todos os canceres serdo diagnosticados nestes
paises (165) e com isso, varios grupos de pesquisa em todo o mundo vém
trabalhando arduamente para melhorar as terapias ja existentes.

O tratamento racional e personalizdo do cancer que, seguramente, pode
oferecer as melhores oportunidades de cura é o ‘Santo Graal’ buscado pelos
pesquisadores e em especial aos que se dedicam as pesquisas em biologia
celular, que se valendo dos conhecimentos acumulados, especialmente em
transducdo de sinal, contribuem para o desenvolvimento de estratégias alvo
dirigidas para estas vias, na expectativa de bloquear muitas delas, que sao
passos chaves para a progressao tumoral. Ciclinas dependentes de cinases
(CDK) fosforilam intermediarios importantes que regulam o ciclo celular e séo,
frequentemente, superexpressadas em carcinomas de celulas escamosas de

cabeca e pescoco. Drogas antiproliferativas, que atuam como inibidoras destas



ciclinas, ja estdo em ensaios clinicos de fase | como o Flavopiridol e o Ci-799
(12).

Antagonistas especificos podem ser desenvolvidos baseando-se no
conhecimento das interagbes entre ligantes e seus receptores, usando, como
estratégias, anticorpos monoclonais que neutralizem e/ou interfram com a
atividade dos fatores de crescimento. O aumento da compreensdo sobre a
transducédo de sinal envolvendo fatores de crescimento e angiogénicos tem
levado ao desenvolvimento de inibidores moleculares, incluindo os receptores
de tirosina cinase e seus efetores downstream (66). Por exemplo, a via
PI3K/Akt é importante modulador da resisténcia das células A431 ao anticorpo
monoclonal matuzumab (166), ressaltando a necessidade da aplicagdo de
inibidores de PI3K como adjuvantes em tumores com essas caracteristicas
moleculares. Ha estudos demonstrando que a droga TIC10 (TRAIL-inducing
compound 10) aumenta a expressao de TRAIL promovendo a desfosforilagcéo e
inativacdo de Akt e ERK via foxo3a, levando a morte tumoral por apoptose,
sugerindo uma terapia anticancer baseada na regulagao de TRAIL (167).

Ja foi observado que ao menos seis ligantes distintos, relacionados ao
EGF, incluindo o préprio EGF se ligam e ativam EGFR, mostranto que sua
presencga, mesmo em carcinomas onde ele nao é superexpressado, pode emitir
sinais oncogenéticos criticos, pela agdo ativa de sinalizagdo autocrina ou
paracrina, dirigidas pela presenga de um ou mais dos seus ligantes (58). Sendo
o EGFR um alvo terapéutico para diversos tipos de céancer, pequenas
moléculas inibidoras dos receptores de tirosina cinase figuram como uma
promissora alternativa para os casos de mutagdes deste gene, cuja resisténcia
aos anticorpos monoclonais ja tenha sido detectada (168), assim como a
coadministracdo de RGD e da proteina viral JO-1, que promoveram maior
penetracdo no tecido tumoral, aumentando a eficiéncia dos anticorpos
monoclonais trastuzumab e cetuximab, em modelo animal, além da fusdo do
peptideo alvo neurofilina, que ja se mostrou eficaz no melhoramento do efeito
antitumoral destes anticorpos (169).

Existe uma tendéncia ao uso de estadiamento baseado em perfis
moleculares que permitam avaliar, individualmente, componentes genéticos
que favoregcam a proliferagao celular frente a radiagao ionizante, para garantir o

desenvolvimento de uma radioterapia mais inteligente (170). Em alguns casos



de radiorresisténcia, a inibicdo das vias PI3K-Akt-mTOR e histona deacetilase
aumentam os efeitos citotoxicos da radioterapia (171) e, seguindo esta
tendéncia, o0s nossos resultados indicam que associacdo entre o
tamponamento de Ca®" nuclear e a radiagdo X também contribui para o
desenvolvimento de uma radioterapia mais racional.

Em se tratando dos tumores de cabeca e pescoco, os perfis moleculares
ja conhecidos revelam um direcionamento racional para a selegdo de modelos
pré-clinicos (172). Inibidores de EGFR vém sendo aprovados para tratamento
clinico (173), como o anticorpo monoclonal cetuximab, que foi autorizado como
terapia concomitante com a radioterapia em pacientes com doencga localmente
avangada ou como monoterapia nos casos de tumor recorrente apos
tratamento com compostos platinados (174) e o bevacizumab, também em
concomitancia com quimio e radioterapia, estda em estudo de fase IIl (175).
Entretanto, resisténcia intrinseca e/ou adquirida a terapia com anticorpos
monoclonais, como trastuzumab e cetuximab ja foi observada (176;177), o que
evidencia o tamponamento de Ca*" nuclear como uma promissora estratégia
terapéutica na redugao da expressao destes receptores de EGF em tumores do
trato aerodigestivo superior, bem como os receptores da via Ca®*/Calmodulina,
regulando o eixo de sinalizagdo ErbB/Grb7, aparecem como alvos potenciais
para a terapia contra do cancer (178).

Outras vertentes apostam na terapia génica como uma possibilidade real
para alterar fen6tipos malignos, tratando e modificando o crescimento celular,
invasividade ou metastatizacdo (99), bem como carreador de genes que
estimulem uma resposta imune celular, como interleucinas, molécula co-
estimuladoras ou antigenos tumorais contra estas células cancerosas, tendo
como destaque os vetores adenovirais, que somam mais de 60% dos
protocolos clinicos de terapia génica em andamento (179). Igualmente, o
conhecimento do genoma humano favorece a aplicagdo da metabolémica
como uma ferramenta potencial para identificacdo de novos biomarcadores
para diagnostico e monitoramento de tumores, além de ajudar na identificagcao
de novos alvos para a terapia contra o cancer (180).

Em face ao grande numero de candidatos a alvos na terapia contra o
cancer, um dos maiores desafios reside em se desenvolver uma estratégia

capaz de produzir resultados satisfatérios na adjvancia, para a maior parte dos



tumores, sem, contudo, aumentar os efeitos colaterais. Os resultados hora
apresentados, sinalizam para essa possibilidade, especialmente por adotar
uma estratégia que reduz a proliferacdo celular do tumor, preservando as
células normais. Muitos estudos ainda precisam ser conduzidos para um
melhor entendimento das vias dependentes de sinalizacdo nuclear de Ca** e
que possibilitem o desenvolvimento de inibidores especificos, relacionados com

a progressao tumoral.



7 Conclusao

Esta pequisa nos permite concluir, primeiramente, que o modelo de
irradiacdo in vitro mimetiza o esquema de irradiacdo clinico, garantindo
uniformidade de dose, eliminando o efeito bystander e que dose unica ou
cumulativa direcionam as células irradiadas para diferentes perfis; em
segundo lugar, células tumorais sdo mais sensiveis ao tamponamento de
Ca®" nuclear e que, o tamponamento de Ca*' nuclear, associado com
radiagcao X, ndo promove aumento de danos ao DNA das células A431, mas,
a associacao, reduz a proliferacdo celular e fracdo de sobrevida tumoral por
prevenir a superexpressao de ADAM-17 e EGFR aplicando-se,
aproximadamente, metadade da dose acumulada de radiagcdo e, por
conseguinte, torna estes tumores mais sensiveis aos efeitos da radioterapia.
Finalmente, alteragbes promovidas pelos bloqueadores de integrina fornecem
parametros para aplicagdo de novas abordagens para futuros estudos

relacionando tamponamento de Ca** nuclear e metastase tumoral.



8 Anexos

1-Nucleoplasmic calcium signaling and cell proliferation: calcium signaling in the

nucleus.

2-Nucleoplasmic calcium buffering sensitizes human squamous cell carcinoma

to anticancer therapy.

3-Aprovacao do COEPE para uso de células gengivais humanas.

4-Oficio de doagao das células gengivais humanas para esta pesquisa.

5-Relacao de artigos publicados em co-autoria envolvendo sinalizagcao de Ca2+

6-Repercussao social desta pesquisa.
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Abstract

studies that nucleoplasmac

Calcium (Ca®™) is an essential signal tansduction element involved in the regulation of several cellular activities and
it s required at various key stages of the cell cyche, Intracellular Ca®™ is erucial for the ordery cell cyche progression
and plays a vital role in the re?dam-n of cell proliferation. Recently, it was demonstrated by #n vitre and i vivo
Ca™ regulates cell growth, Even though the mechanism by which nuclear Ca™
requlates cell proliferation is not completely understood, there are reports demonstrating that acthvation of tyrosine
kingse receptors (RTKs) leads to wranslocation of RTKS to the: nucleus to generate localized racleas Ca™ signaling
which are believed to modulate cell proliferation. Moreover, nuclear Ca**
irvolved in cell growth, This review will describe the nuclear Ca®™* signaling machinery and its role in cell
proliferation. Additionally, the potential role of nuchear Ca™ as a tanget in cancer therapy will be discussed,

Keywords: Nucleoplasmic reticulum, Nuclear calcium channels, Nuclear calcium, Cell proliferation

regulates the expression of genes

Intreduction

Intracellular calcium (Ca™) participates as a second
messenger In several signaling pathways coordinating
key events in a variety of cellubar functions [1]. Ca™*
Signals are gencrally initiated by the binding of a hor-
mone or growth facter to a transmembrane receplor,
maost commonly G protein coupled receptor (GPR) ar
tyrosine kimase receptor (RTK). The activation of such
receptors recruits several second messengers, including
phospholipase C (PFLC) that, once activated, deaves
phosphatidvlinositol  4.5-biphosphate (PIPy) producing
discylglycerol and  inositol-1,4.5-trisphosphate  {InsPy).
InsPy then binds to the InsPy receptor (InslP3R), activa-
ting its channel to release Ca®* from the endoplasmic
reticulum. Omee in the cytosel, Ca** can participate in
several intracellubar cascades and activate another class of
Ca™ channels, the ryanodine receptor (RyR), triggering a
process denoted Ca™-induced Ca™ release [1]. The type
Il and Il RyR are also sensitive to cyclic ADP-ribose
{eADPR) [23), a process first demonstrated in sea urchin
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eggs [4], but noew known to mobilize Ca®* in a wide range
of mammalian cell types [3.5-8]. Members of a third fa-
mily of intracellular Ca®* channels, the two pore channels
(TPCs), are activated by nicotink acid adenine dinucleo-
tide phosphate (MAAD) which promotes release of Ca®™
from acidic organelles [9,10]. Like cADPR, NAADP was
discovered in sea urchin eggs [11] and has now been
found to induce Ca™ signaling in mammalian cells as well
[9,10. Interactions among these different intracelhular Ca™
channels coordinate cellular resporses mediated by Ca™,
both in health and disease. However litthe is &
regarding the intersction of intracellular Ca™ channels in
the regulation n{nudur{‘a"'sw\ﬂlng_

Oine way by which intracellular Ca™ regulates multiple
cell functions s through spatial segregation of Ca®* sig-
naling. Indeed, subcellular increases in Ca®* modulate
not only physislogical but also pathological events. For
example, the physiclogical secretion of zymogen
granules in pancreatic acinar cells is triggered by a
localized sub-apical Ca®* increase that does ot spread
throughout the entire cell [12]. In the other hand, the
hypertrophbc  response  in cardiomyocytes  depends
mastly on nuclear Ca® signals [13), Additional examples
of cellular processes modulated by subcellular Ca® sig-
naling include the extension of growth cones in neunonal
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cells [14,15] and the establishment of specific gene tran-
scription signatures [16], regulating development and
differentiation [17-20], among others [21].

Moreover, the presence of another regulatory muclear
Ca™ domain, denoted the nucleoplismic reticulum
[22.23] was reported in & wide varicty of cells, from
plants to animals (reviewed in [24]). The nucleoplasmic
reticulum, of which 2 clises have been described, is a
reticular membrane network of Ca®™* stores that Is con-
tinuous with the endoplasmic reticulum and the neclear
envelope, The type | contains imvaginations of the inner
membrane of the nuclear envelope, and the type 11
contains both the inner and outer nuclear envelope
membrane. These two classes of the nucleoplasmic
reticulum can coexist within the same nucleus [reviewed
in [24]), and their structure undergoes dynamibc remod-
eling [25]. With the capacity to regulate Ca™ signals in
subnuclear regions, the presence of such machinery
might provide a potential mechanism by which
nucleoplasmic Ca™ could simultancously regulate many
independent processes in the nucleus.

Although it is well known that nuclear Ca®* has bio-
logical effects that differ from those mediated by
increases in cytosolic Ca™* [21], the mechanisms by
which Ca® is specifically increased in the nucleoplasm
are a topic of debate. It was initially proposed that nu-
clear Ca™* signaling would ocour by passive diffasion of
cytosolic " across the nuclear envelope into the nu-
cleoplasm. However, as it will be discussed in more detail,
the nuclear interbor has all the machinery required to pro-
duce localized Ca™ signals, supporting the concept of the
nuclear compartment as an independent apparatus to trig-
ger Ca™* signals. Moreover, the mechanisms and pathways
by which bocalized Ca®™ signals in the nuscleus regulate cell
growth have only recently been investigated. The ermer-
ging model (Figure 1) shows that upon growth factor
stimulation, RTKs translocate to the nuchus to induce hy-
drolysis of nuclear PIP2, generating InsP3 in the nucleo-
plasm, which leads to nuclear Ca™ signals that can
contral cell growth [26-28] (Figure 1) This review
highlights recent advances on nuclear Ca™* signaling and
its rode in el proliferation.

Ca™ signaling in the nucleus

The nucleus is separated from the cytosol by the neclear
envelope, which ks a specialized region of the endoplas-
mie reticulum, comprised of phospholipid bilayers [24).
However, the nuclear envelope contains pores that are
permeable to molecules up to 60 kDa in size [29]. In the
absence of a gating mechanism. a pore of this size would
allow raphd equilibration of Ca® between the nuscheus
and cytosol, Indeed, under certain circumstances, free
diffusion of Ca™ through the nuclear pore oocurs [30].
For example, stimulation of basophilic leukemia cells

Page 3 of T

with antigen or photoreleased InsPy triggered Ca™
waves that spread from the cytosal into the mecleus [31).
Similar observations have been made in hepatocytes
stimulated with vasopressin [32]. In contrast, several
reports have demonstrate the existence of a nuclear-
oytosolic Ca™ gradient in 2 number of cell types [33,34],
indicating that the permeability of nuclear pores to this
ion can be regulated. However, the detection of such
gradient can be incorrectly inferred depending on the
technique used to m e intracellular €a®* in different
compartments. Seme of the commaonly used organic Ca™
indicators can display uneven distribution in the in-
terior of the cells and can preferentially sccumulate
in membrane compartments such as the ER and the
nucleoplasm. More importantly, the affinity of fluores-
cent probes for Ca™ can vary depending on the
cellular environment (reviewed [35]). Although each
method for analyzing Ca™* has certain drawhbacks it is
now appreciated that Ca®™ signaling is regulated at
the subcellular level, and that this level of regulation
{8 necessary for Ca® to act as a second messenger
that regulates multiple cell functions simultancously.

The nuclear envelope itsell is a Ca™ rich compart-
ment, accumulating Ca®* via a Ca™-ATPase pump
(SERCA) and & Ma*/Ca™ -exchanger [36-38] and rebea-
sing it via channels that are sensitive to [nsPy [37.39).
cADPR [3940], and NAADP [41]. The Ca™-ATPase
pump was shown to be present only in the outer mem-
brane of the nuclear envelop, while the Na®/Ca®*-ex-
changer, is expressed in the inmer membrane [38.42).
Regarding the intracellular Ca™ channels, the Rylts
appears to be present on both leaflets of the nuclear en-
velope [43]. Similarly, there are reports of InsPyRs in the
inner and outer membrane [2844,45). In addition, it was
shown that ADP-ribosyl (CD38), an enzyme required for
generation of cADPR, is located on the inner membrane
of the nuclear envelope [40]. In Aplysia neurons,
depolarization is the signal that triggers the translocation
of CD38 to the nucleus [46], Moreover, the nuclear en-
velope podsess the tool kit necessary to produce InsPy.
including PIP2, and PLC [47], and this machinery may
be activated selectively through tyrosine kinase path-
way [48].

Heovwever, the muclear envelope s not the only nuclear site
containing the Ca™ signaling machinery. The nudeoplasmic
reticulum represents another specialized cellular comipant-
el mvolved i regulation in tme and space of specilic
intracellular Ca®™ signaling events. For instance, both the
InsPyR and the ByR are found in the nuceoplasmic
reticulum [22.23). Importantly, the InsPy-Kinase (IP3KE),
the isofiormm that inactivates the InsPy by phosphorylating it
was alo reported to be located in the nudeoplasmic
reticulum, where it may function to terminate the InsPy

diated Ca™ signal [49). In addition, SERCA was also
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Figure 1 Schematic repeesentation of swents involved in nuclear Ca™ release and cellular profiferation. Ca”* 1ignals can be acthed in
e cedhs by the bindiing of & hoemane o geowth Taciorn B0 . trarsmermibeane receptor, Mot commonly 3 G profain couped recepton o hynone
kingie recepior. Theough comples sgnaling cascaces and networs, hese efecnos lead 10 the aotaion of several second mesengers. O of
e bgnalineg padheays scthvated during cell peolferation & phoipholipase C PLO) thal, once sciivabed, cleaves phosphatichlinosiol 45-
baphosphase (FIP ;) prodhucing dacyighroenl and ircritol- 14 5-timphosphate (el IngPy then binds 1o the irdPy mecepior (ndfP R, sotieating s
channed 1o releawe Ca™* . InaP' B can be found in the endoplasmic reticulum, in the nuckes ervelope and in the rescleus along the nucieoplasmic
reticudum. insP R-induced Ca™ selease specifically in the ruacheus has Bseen ireohved in the regulation of gene sxgeeiiion during difleent
pathophyioiogical conditions, ax wel ot during coliular probfieation. The cartoon shows the type | nucleoplssmic reticulum grctuee, with an
Frvagiration of the inned fualesr membiane shore, A Type I fudleoplnmis setouham itfudhuie, with i doolle membinhe waled vagnation ke
ey b reposted in many ool types, although it & not regeesented here. In the nucke, these oeulan iraginations can provide focal release of
Ca™™ ehat can Bird divectly 1o IDBA stractune o San modulate: Fanscripion factos invobed i ool prolferation

main deep in the nucdews, along the  nuckeoplasmic
reticulum, providing further spatial controd of Ca™ within
this cellular compartment [22.51.52).

Corroborating these findings, there B a growing body of
dota demonstrating that the nucleus has the capacity to in-
dependently generate Ca™ signals. Several dn vitre studies
have shown that InsPy rebeases Ca™ directly from the nu-
clear envelop into the nucleus [33,39.44.53.54). Accordingly.
it has been demonstrated ina liver cell line that extracellular
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ATP can activate nuchear Co™ rebease. via an InsPy-

miechanism [55]. In cardiomyocytes, endothelin-
1 has abu been shown to elicit a local nuclear envelope Ca™
release via InsPyR that activabes nuchear CalMEI triggering
HDACS phosphorylation and its nuclear export [56). This
signaling pathway has been implicated in the regulation of

[33.39.40].

Omie of the proposed mechanism by which InsP; generates
nuchear Ca™ signaling is via translocation of activated KTHs
from the plasma membrane to the nuclear interior, For in-
stance, it was shown that IGF-1 and integrins caused FIF2
breakdown in the nudeus but not at the plaisma membrane
|48]. Similarly, activation of the hepatocyte growth Exctor
(HGF) receptor c-Met in a liver cell line and insulin re-
coptor i primary hepatocytes caused PIP2 boeakdown in
the nucheus resulting in InsPy formation that was followed
by nuckear Ca®* signals [26:27] (Figure 1) The triggering
of this highly localiced cascade was dependent on the
rapid transdocation of the activated HGF receptor to the
nucheus, through a mechanism that depends on the adaptor
protein Gab-1 and importin-B [26]. Moreover, it also has
been hypothesized that relocation of MAP kinase to the na-
cleus activates nuchear phospholipase C 1o generate [naly
there [43].

Once in the nucleus, Ca® signals directly regulate sig-
naling pathways distinct from those mediated by cytosolic
Ca™, for instance they stimulate the intranuclear activiry
of PKC [22] and CaMK-1V [57]. Nuckear Ca™* also plays a
significant role in regulating the transcription Factor CRE-
binding protein and its coactivatos, CREB-binding protein
(CBP) [58]. Transcriptional activation of Elk-1 by EGF was
also shown to depend on nuclear rather than cytosolic
Ca™ [59]. On the other hand, nuclear Ca** can negatively
regulate the activity of transcription factors, such as TEAD
[60]. Moreover, nuclear Ca™ has alsoe been implicated in
modulating cardiac hypertrophy [1351] and within the
nucleus Ca®* was shown to bind tor aned directly regulate
DNA structure [61]. Another evidenor of the role of nu-
clear Ca™ signaling pathway came from studies showing
that in skeletal muscle cell, two-photon photorelease of
caged Ca™ near the nucleoplismie reticalum was found
to elicit a Ca™-induced Ca™ release event within the
nucleus [23]. More recently, it was demonstrabed that
nuclear rather than oesolic Ca™ signals specifically
control the progression through early prophase, showing
that nucleoplasmic Ca™ regulates cell proliferation [62].

Huchear Ca™* and cell proliferation

It has been bong recognized that Ca™ signals have an
important role throughout the mammalian cell cycle and
are especially important in early G, and G /5 and Gy/M
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transitions [63], with the first major Ca®* transient oc-
curring just prior to entry into mitosks, and the second
one occurring during the metaphase-anaphase transition
[63,64]. Indeed, Ca™ is the most prominent messenger
required through these cyele points [65.66) and down-
stream targets of Ca®™ have also been implicated in cell
cycle progression as well [67,68).

Heterologous expression of the Ca™ binding protein
parvalbumin has been used to study the role of Ca®™
signals in the regulation of the cell cycle. This protein is
normally expressed in skeletal muscle and neurons [69].
and is known to buffer Ca®® [70]. The first report using
parvalbumin as a molecular tool to buffer intracellular
Ca®* and study cellular growth, showed that reducing
Ca®* showed progression through the cell oycle [68].
Hmer.ltlsmhm-ndutlheﬁcuafﬂa"m
proliferation correlate with the subcellular compartment
where Ca is released. Using parvalbumin variants, se-
lectively targeted to distinct intracellular Ca™ rich
compariments, it was found that balfering mitochon-
drial Ca* inhibits apoptosis and accelerates hepatocyte
proliferation [71]. In contrast, buffering cytosolic Ca™
was shown to retard liver regeneration and progression
through the cell cycle after partial hepatectomy [72].
Since cytosolic Ca™ can increase through a number of
mechanisms, it is believed that, in this compartment.
Co* may have different effects on cell growth
[71,73.74). On the other hand, it was shown that
nucteoplasmic rather than cytosolic ©a®* is essential for
liver cell line proliferation, and Is necessary in particular
for progression through carly prophase [62]. It was also
found that liver tumors implanted in mede mice grew much
mare slowly when expressing parvalbumin in their nucle
compared to the cytosal [62]. Moreover, HGF and insulin,
two potent growth factors in liver, that induce oell
profiferation during liver regeneration, wene shown 1o selec-
tively form InsPy in the nudeus to initiate nucher Ca®™
signals [2227] (Figure 1) Since the nucheoplasmic reticulum
is lonowm to be abundant in many tumor cell types [24]. one
would expect that the existence of these noclear
invaginations could provide further spocificity to cell
prodiferation by allowing the focal delivery of Ca™ to par-
ticular sites within the nucleus.

Although, the proteins thar link nuclear Ca™ signals to
cell profiferation have not been cleary identified. mone re-
cent findings in liver tumor cells indicated the endopeptid-
ase legumain (LGMN) as a novel target of nuchear Ca®™
[75]. Using Rapid Subtraction Hytridization (RaSH) to sub-
tract genes in liver cells expressing the Ca™ buffer protein
parvalbumin targeted to the nucleus, from genes in cells
expressing a mutated form of nuclear-targeted parvalbumin
which has one of the two Ca™-binding sites inactivated.
The authors kdentified thinteen genes whose expression was
affected by a small alteration in nuclear Ca®* concentraticn.
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LGMMN was one of such genes and upon further validation
was demonstrated to be regulated by nuckear Ca™ signals at
the transcriptional bevel LGMN was first recognized in
plants [76] and later in humans and mice [77]. It is present
in the wmor microervironment where it i expressed by
macrophages and contributes to metastatic behavior by pro-
moting ol migration and tssue invasion. It i known that
increased expression of LGMN & associated with poor
tumor differentiation [78]. For instance, it was demonstrated
that LGMN co-localines. with integrins at the irvading front
of tumors and expression of this enzyme was shown to be
aswociated with increased imvasiveness [TE79). 5o, it was
shown that when Ca™ was buffered in the nucleus of
the cells, LGMN expression decreased, impairing cell
proliferation [75]. Additionally, this work alse provided evi-
dence that nuckear Ca™* signals regulate cell proliferation at
beast in pant through the modultion of gene expresdon
{Figure 1). Other targets for nuclear Ca™ that are invobved
in cell proliferation still remain o be describaed.

Altered nuclear morphology 5 2 common feature of
many cancers [24] and it has been proposed that
information  regarding  the nucleoplasmic  reticulum
invaginations could be used in combination with other
nuclear anomalies as markers of malignancy [80]. More
recently, it was also proposed that nuclear Ca®*
buffering could be used in conjunction with radiotherapy
as a therapeutic potential for the treatment of carcin-
oma. lonizing radiation concomitant with nuclear Ca®*
buffering showed superior outcome, compared to irradi-
atlon alone [81]. Corroborating previous findings, the
beneficial effect of nockear Ca™ buffering in the
proposed antitumor therapy was shown to be due to
changes cawsed in expression bevel of genes involved in
the regulation of cell proliferation [59], Moreover, it
was also shown that buffering nuclear Ca® reduced
the rate of tumor cell proliferation, without affecting
cells from mormal thsswe [81], suggesting higher selec-
tivity of nuclear Ca™ towards controlling cancer cell
growth, Farther studies are required to determine the
mechanistic basis for the differential sensitivity of normal
versus cancer oell proliferation te changes in nucler Ca™,
Monetheless, these findings suggest that buffering nuchear
Ca™ could be one strategy emploved to inhibit the growth
of tumors without affecting normal tissue, either alone or
in association therapy.

Conclusions

Ca™ s important to several signaling pathways among vir-
tually every cell type. The central mechanism by which Ca™
regulates protein functions depends on how and where it is
released into the cell The role of nuclear Ca®™ in cell
profiferation was demonstrated i vitre by showing that nu-
chear Ca™* buffering reduced proliferation rate through
locking cell cyche in G/M phase. It was also demonstrated
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that nuclear Ca® plays a role on tumor growth i vive and
it can alter the expression of genes imvohed noooell
proliferation. Moreover, maodulation of nuclear Ca™ signal-
ing was shown bo be a potential target to treat cancer, How-
ever further studies are needed to better understand how
nuchear Ca™ can be generated and how it regulates ocll
proliferation and cell cycle progression. These findings
would have strong potential as therapewtic targets in dege-
nerative disexses or cancer.
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Abstract

Background: Calcium (Ca*) signaling within the nucleus is known to play a cruclal role in cell proliferation.
The aim of this study was to investigate whether nuclear Ca™ buffering could improve the antitumor effect of X-rays
therapy on Human Squamous Cell Carcinoma (HSCC).

Methods: For these purpose, we developed an experimental protocol thal simulated cinical radiotherapy and
prevented bystander effects of imadiation. HSCC, A431 cell line, was submitted to 10Gy cumulative X-rays therapy
alone (XR,.,10Gy) or in association with the strategy that selectively buffer nuclear Ca** (Ca™ ) signaling.

Results: Upon Ca* buffering, A431 cell proliferation rate decreased significantly as comparad to control. Cell
cycle analysis showed that association of Ca™  buffering with XR_, 10Gy increased the percentage of A431 cells
at G/M and did not increase nuclear'mitochondrial DNA damages. Monetheless, Ca® | buffering prevented the
increase of the radioresistance-related biomarker ADAM-17 expression and EGFR activation induced by iradiation,
Furthermore, the association therapy almost completely abolished cell survival fraction even using approximately
half of the X-rays cumulative dose.

Conclusions: Muclear Ca* buffering sensitizes human squamous cell carcinoma to X- rays imadiation

treatment.

Keywords: Human squamous cell carcinoma; Nuclear calcium
buffering; X-rays irradiation; A431 cells; Head and neck tumor

Introduction

Head and neck cancer is the eighth leading cause of cancer death
worldwide [1]. In patients disgnosed with head and neck cancer,
Squamous Cell Carcinoma (SCC) is the most frequent tumor type,
characterized by local tumor aggressiveness, and high frequency of
second primary tumors [2]. Although, radiotherapy plays a pivotal
role in head and neck SCC treatment, recurrent tumors frequently
show increased radioresistance [3). It is known for instance, that
exposure of SCC to X-rays therapy triggers compensatory pathways
that can induce cell survival and repopulation following radiation
[4]. Therefore, for SCC, resistance to radiotherapy is one of the major
barriers in the treatment [5], and little is known about the molecular
and cellular mechanisms that leads to radioresistance. Moreover, the
combined effects of radiation field uniformity and dose fractionation
schedules on SCC have not been studied in detail [6]. One molecular
target demonstrated to be important for the SCC treatment has been
the Epidermal Growth Factor (EGF) [7]. EGF receptor (EGFR) exhibits
tyrosine-kinase activity and through activation of its downstream
signals regulates cell proliferation, differentiation and survival [8].
It has been demonstrated that EGFR is frequently over expressed in
malignant tumors, and its over expression correlates with increased
cellular resistance to consecutive radiation exposure [4,8]. Radiation
activates EGFR, which in turn stimulates phospholipase C (PLC)
activity, inositol-1,4,5-trisphosphate (IP,) production and release of
Ca™ from internal stores [9]. Intracellular Ca®* participates as a second

messenger in several signaling pathways, coordinating key events in a
variety of cellular functions [10]. Particularly, nuelear Ca* signaling
is known to play an important role on tumor growth [11,12]. For
instance, we had previeusly demonstrated that nuclear Ca® regulates
the expression of genes involved in eell proliferation, and also showed
that the buffering of nuclear Ca** impairs the growth of cancer cells in
vitro as well as in vive [11,12], Nevertheless, there is no report regarding
the cellular effect of nuclear Ca* buffering associated to X-rays on cell
proliferation. In the present work, we investigated whether nuclear Ca*
buffering could improve the effect of clinical doses of X-rays on human
SCC growth, For that, we developed a refined in vitro daily fractioned
irradiation model, based on head and neck radietherapy protocol, to
evaluate the role of the association therapy on cell proliferation. We
found that nuclear Ca® buﬂ'zring increased radiation Eﬁmcy, at least
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in part, by preventing ADAM-17 over expression and consequently
EGEFR activation.

Materials and Methods
Cell culture, human material and reagents

We used skin human squamous epidermoid carcinoma (HSCC),
A431cell line, SCC of skin is known to have a predilection for the head
and neck region [13], and we used squamous cell carcinoma cell line
because of its well-known radioresistance behavior [14-17]. A431 cell
line was obtained from Rio de Janeiro Cell Bank-RJCB (Rio de Janeiro,
Brazil), and primary cell culture of human gingival fibroblast was
kindly donated by Dr. Melissa M. Guimardes from Federal University
of Vales do Jequitinhonha and Mucuri, Brazil. Human materials
used in this study were undertaken under Institutional Review Board
approved protocol (RD O0O3/09), after obtaining informed consent,
Upon arrival, A431 cells were immediately expanded and frozen. These
cells could be restarted every 3 months from a frozen vial of the same
batch of cells. Cells were grown at 37°C with 5% CO, in RPMI-1640
supplemented with 5% FBS or DMEM containing 1 mM sodium
pyruvate, supplemented with 10% FBS, respectively, plus 50 units/
mL penicillin, and 50 gf mL streptomycin, all from Gibeo (Grand
Island, NY). Horseradish peroxidase conjugated goatanti-rabbit IgG
and TRI-reagent from Sigma Aldrich (St Louis, USA), polyclonal
anti-rabbit ACE from Santa Cruz Biotechnology, (SantaCruz, USA),
monoclonal anti-rabbit EGFR from Cell Signaling (Boston, USA), anti-
phospho-EGFR (Tyr1173), clone 9H2 from Millipore (Billerica, MA),
First-Strand ¢DNA Synthesis Kitfrom Fermentas (Ontario, Canada),
SYBR*Green PCR Master Mix and StepOnePlus™ Real-Time PCR
System from Applied Biosystems (Foster City, USA), Alexa-488 from
Invitrogen (Maryland. USA). All other reagents were of the highest
quality that was commercially available,

Irradiation planning and dosimetry

Acrylic platform, measuring 27 x 25 cm, was designed to maintain
the cells correctly positioned during irradiation. The platform was
positioned in the middle of the water bath and CT images were
acquired using Sensation 64 Siemens (Malvern, USA). CAT 3D for
WIN 32 software was used for radiotherapy planning. Isodose curves
were determined using two vertical parallel opposed radiation fields.
For dosimetry, the 25 x 25 cm?® field sizes and Monitor Units (MU)
linear accelerator setting were used. The phantom was scanned in
depth along central ray and in cross plane direction of the radiation
field. For details see supplementary material and methods.

Radiotherapy procedures

X-rays beam from 4MV linear accelerator CLINAC 4X (Varian,
USA) was used for these studies. The cells were irradiated using
isocentric technique with the linear accelerator positioned at the base
of the adhered cells. Two vertical parallel opposed fields were used.
The Source-axis distance (SAL}) was 80 cm, the gantry angles were
1807 and 0°, and for a question of choice the Source-surface distance
(S5D) were 584.9 mm and 653.5 mm, respectively. The field size of 25
% 25 ¢m’ at the isocenter plane was the same for both fields. The cells
were irradiated with fractioned daily doses of 2Gy during five days.
The geometrical arrangement described above was MU: 116 for the
anterior field and 129 for the posterior field. To maintain the electronic
equilibrium during X-rays irradiation, T25 tissue flasks were filled
with supplemented RPMI. Room conditions were: 20°C, relative air
humidity of 42%, and atmospheric pressure of 92.2 kPa. Assays were
initiated 5h after irradiation.

In vitro irradiation geometrical arrangement

Geometrical in vilre irradiation can be described mathematically
as:

D x( SAD ]’
2F e TMR(d, )58, (1,128, () | SCD

where MU is monitor units; D is dose; F_ is calibration factor; TMR fs
tissue maximirm ratios is depth; r s field width at depth ; §_is collimator
scatter; r_ is field width defined by collimator jaws; S, is phantom scatter;
SAD is source axis distance and SCD is source chamber distance.

Nuclear Ca* buffering

To selectively buffer nuclear Ca™, we used a vector containing the
cDNA for the [P, binding domain (residues 224-505) of the human type
1 IP_‘rzcl:ptur that was tagged with monomeric red fluorescent protein
{mRFP) and the Nuclear Localization Signal (NLS), as described [18].
A type V recombinant adenovirus (200 MOI) containing the nuclear
1P, buffer vector was used to selectively deliver the Ca** buffer construct
into the cells.

Cell proliferation assay

A431 cells and human gingival fibroblasts were directly counted as
previously described [11].

Clonogenic assay

Clonogenic assay was performed as previously described [19].
Briefly, after progressively cumulative dose and after each day of
experimental conditions, 1.0 x 10%and 2.0 x 10° cells were seeded onto
& well tissue culture plates, containing 5 mL eulture medium. The cells
were incubated to 15 days and then dyed using a mixture of 6% of
glutaraldehyde (Merck, Darmstadt, Germany) and 0.5% crystal violet
{Vetec, Duque de Caxias, Brazil) for 12 h. Mixture was removed and
colonies formation was counted.

Flow cytometry assay

Cell cycle phase was performed as previously described [20], Briefly,
A431 cells were stained with HFS 0.5% solution (0.5% sodium citrate
wiv, from Merck, 0.5 mg/mL propidium iodide (PI), from Sigma and
0.5% Triton X-100 v'v, from USE, Cleveland, USA). DNA content was
determined using a FACSCalibur (BD Biosciences, USA). Data were
analyzed by BD Cell Quest software (USA).

Immunoblotting

Standard methods were used for immunoblots [12], Bn'e’fiy, 40
ug of whole cell protein was subject to sodium-dodecyl-sulphate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) in 8% Tris-HCI gels,
as indicated. Proteins were transferred to PVDF membranes followed
by antibody labeling. Primary antibodies used to ADAM-17 and EGF
Receptor were: polyclonal anti-rabbit TACE (1:1000); monoclonal anti-
rabbit EGF Receptor (1:1000). Antibodies were incubated overnight at
47C_ Afier washing, blots were incubated with a horseradish peroxidase
conjugated goat-anti-rabbit [gG secondary antibody (1:5000) at room
temperature for | h. Westerns were developed with ECL-plus reagent
and films were scanned with a G5-700 imaging densitometer (Bio-
Rad, USA). The analyses of these images were performed using Image]
software (NIH, Bethesda, MD).

Real-time PCR
Real-time PCR was performed as previously deseribed [12,21]. Total
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BNA was obtained using the TRIzol reagent and 2 pg of total RNA were
used for retro-transcription using the First-Strand cDNA Synthesis Kit.
Real-time quantitative PCR for ADAM-17 was performed using SYBR®
Green PCR Master Mix, and the dissociation curves were performed to
confirm the specificity of products.

The ADAM-17 forward primer was
5-GGACCOCCTTCCCAAATAGCA -3 and reverse primer was
5-ATGGTCCGTGAGATCCTCAAA -, The threshold cycles (CT)
values of target genes were normalized relative to glyceraldehydes-
3-phospate  dehydrogenase gene, and relative expression ratios
were calculated by the 2-AA Ct method. EGFR forward primer was
5"-CTTTCGATACCCAGGACCAAG-3" and reverse primer was
S-CAACTTCCCAAAATGTGOCC-3 . Negative controls were treated
with water and total RNA was non-reverse transcribed. DNA templates
were amplified by real time PCR on the StepOnePlus™ Real-Time PCR
System using the SYBR® green method; -actin was used as an internal
control to normalize varfations in DNA concentrations. Experiments
were performed in triplicate for each data point. After amplification,
electrophoresis of 10 pL reaction mixture on a 2% NuSive:agarose gel
(%:1) (FMC product, Rockland, ME) was visualized under UV illumi-
nation after staining with ethidium bromide.

Immunofluorescence

These experiments were performed as described [12,18]. Images
were obtained using a Zeiss LSM 510 confocal microscope { Thornwood,
WY) with excitation at 488 nm and observation at 505-550 nm.

Statistical analysis

The results are expressed as means and SEM. Prism (Graph Pad
Prism software, San Diego, CA) was used. Statistical significance was
tested with one-way analysis of variance and the r test or Kruskall-
Wallis and Mann-Whitney test depending on the parametric or non-
parametric data nature. In all cases, the p<0.05 was considered to
indicate statistical significance.

Results

Water phantom improves dose distribution across cells using
fractionated schedule

Radiotherapy is based om traditional radiobiological models
in which cells hit by radiation, either directly or indirectly, present
increased probability of death [22]. Despite large improvements in
cancer therapy, a better understanding of cell biology effects induced
by radiation still needs further investigation. Here, we developed
an in vitre irradiation model to monolayer cells, based on head and
neck treatment parameters, using tissue flasks fulfilled with medium,
and immersed into water phantom positioned by an acrylic platform
(Supplementary Figure 1A-1C). Reproducibility in planning target
volume during radiotherapy is one of the most important parameters
to treatment success [23]. Therefore, the platform was constructed
to maintain Hssue flasks in a fixed position, ensuring target cells
reproducibility during irradiation and allowing a better X-rays
absorption and scattering.

Computed Tomography localization and virtual dose simulation
are tools used to provide more accurate tumor target, in order to reduce
geographical misses and treatment-related toxicity [24]. To ensure that
inour experimental setup the SCC cell line would be able to receive the
total prescribed dose, we performed radiotherapy planning of the cells,
similarly to what is done for in vivo studies (Figure 1A-1B). The color
lines represent the isodoses curves and the percentage of absorbed

dose. The radiotherapy planning shows that inside irradiation field, all
cells receive the same percentage of doses. We also observed uniform
distribution of absorbed dose across tissue flasks in parallel opposed
fields including lateral fasks borders (Supplementary Movie 1), Since
radiotherapy demands accurate dose determination for delivery of
highly dose uniformity we evaluated the dose-volume histogram as
well as real dosimetry measurements, using ionization chambers
{Figure 1C-1D). We found that independent of the flasks position
inside irradiation field, all tissue flasks can receive 100 + 2% of the total
calculated dose (Figure 1C), Moreover, depth dose measurements, using
our setup, showed that there is no difference in the dose delivered to
the cells compared to the computational dosimetry {Figure 1D). It also
showed that depth dose curves for parallel opposed field normalized
to midpoint value were similar to what has been proposed for 4MV
energy beam [25]. While a correctly delivery of X-rays has many
potential benefits, a poor delivery may lead to the opposite outcome
[26]. Therefore, the position accuracy of the tissue culture flasks was
verified using oncologic film (Supplementary Figure 2).

Several methods are available for in witro irradiation of cell
monolayers [22]; however, non-uniformity of doses along field
profile hampers cell biology conclusions. Our in vitro radiobiology
maodel provides uniform irradiation to monolayer cells minimizing
uncertainties. Moreover, Monitor Units {MU) relates the dose at any
point on the central ray of the treatment beam as a function of beam
parameters such as source axis distance (SAD), field size (rd) and depth
d of the interest [27], We also tested a MU equation that permits the cells
to be treated based on radiotherapy equipment parameters, applying it
in diverse radiotherapy machines (Supplementary Figure 3A-3B). In
contrast with conventional models for in vitro irradiation that uses
tissue flasks irradiated under air column, dosimetry measurements in
our proposed model, confirmed dose uniformity across cells (Figure
1E-1G). Using our irradiation setup, we then investigated cell eyele
profile of A431 cells, under the conventional in vifro irradiation
protocol of 10Gy single X-rays dose (XR,10Gy), in comparison
with 10Gy cumulative dose, fractioned schedule of 2Gy for up to 5
days(XR_ 10Gy), (Figure 2A-2B). In cells that received XR, 10Gy, there
was a significant (p<0.001) decrease in G/G, phase (34.8 £ 2.5%), but
an increase in the percentage of cells in the SubG (19.4 + 2%), G /M
(23.9 £ 1.5%), and S{21.5 + 2.3%) phases relative to control. Under
XR,,10Gy, compared to control, there was no 51'p1'|ﬁcant change in the
SubG,, an indicative of radioresistance. However, there was a decrease
in the GG, phase {57 + 1.5%) and increase in the G,/M phase (29.6
+ 1,3%), relative to control, respectively (71,7 £ 2.8% and 13.7 £ 2%,
p<0.001).Clearly, cell death {SubG ) was more pronounced (p<0.01)
in XR,10Gy (19.4% + 3.6%)compared to XR_10Gy (4.3% + 2%),
suggesting an intrinsic adaptive response against cell death induced
by fractionated X-rays injury. These findings show that using single
or cumulative irradiation protocol drives cells towards distinct cell
cycle profile. The observed differences infractioned schedule cannot
be attributed to bystander effect, because all cells received an uniform
irradiation dose.

Taking together, our data demonstrated that not only the
irradiation setup but also the irradiation protocol, represented by
single versus cumulative dose, are important patterns to consider when
studying cell biology events that happen under radiotherapy treatment.

Buffering nuclear Ca’** decreases cell proliferation and alter
EGFR activation

Although radiotherapy is a standard protocol for SCC therapy,
in many cases, radioresistance and even enhanced proliferation of
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surviving tumor cell fractions occurs. There is, therefore, an urgent
need to exploit new targets, which in combination with X-rays could
improve therapeutic options for human SCC. An important molecular
target to address is the intracellular Ca®, since it plays a vital role in cell
proliferation [28]. In fact, it was recently demonstrated that nuclear,
rather than eytosolic Ca® regulates the growth of liver tumors [11].
We now investigated whether nuclear Ca®™ (Ca® } is involved in the
proliferation rate of human $CC and whether itaffects the cell sensitivity
to irradiation. For that, A431 cells were infected with a construct
that has the ligand binding site domain (residues 224-605) of the
intracellular Ca** channel, type I 1P R. This segment of [P R1 specifically
binds to IP, with sufficient affinity to compete for the binding to the
native receptor [29]. The construct is targeted to the nucleus using a

nuclear localization signal and it contains mRFP to verify intracellular
localization [18]. The efficiency and selectivity of the vector to buffer
Ca* in the nucleus were previously demonstrated [18,30]. In order to
maximize the expression of the Ca® | to a higher number of cells we
now use an adenovirus delivery system (Figure 3A). We measured cell
proliferation directly by cell counting and found that Ca* buffering
significantly decrease A431proliferation rate to approximately 50% of
controls (Figure 3B). On the other hand, Ca*_ buffering did not affect
proliferation of normal human gingival Abroblast (Figure 3C). It was
previously demonstrated that Ca* | buffering increased the fraction of
tumor liver cells in G /M transition phase acting during early mitosis
to decrease cell pm]ii'cralinn [11]. We then used flow cytometry to
analyze A431 cell cycle phases. The cells were submitted to XR_ 10Gy
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or Ca*' buffering single therapies, as well as to association therapy,
and compared to untreated cells. In populations that received either
X-rays irradiation or expressed Ca' buffer, there was a significant
{p=0.01) increase in the percentage of cells in the G /M phase (29.6
+ 2.7%, and 29.9 + 3.4%, respectively), but a reduction in the GG,
phase (57.1 + 3.6%, and 55.4 + 4.5%,respectively), with no change in
the percentage of cells in SubG, phase (4.3 + 2.4%, and 5.1 £ 1L.7%,
respectively), relative to control {3.0 £ 1.5%, p>0.05) (Figure 3D).
Huowever, association therapy increased even more the percentage of
cells in G/M phase (35.7 + 2.0%, p<0.001), and caused a small, but
signiﬁcant increase in the percentage of cells in Sub('il phase (7.3 +
2.5%, p<0.05), compared to control (Figure 3D}, We then investigated
whether Ca™*_ buffering, besides affecting cell cycle profile, would be
able to drive tumor cells to a more susceptible radiation-induced DNA
damage. Therefore, we evaluated nuclear and mitochondrial DNA
lesions, in cells that were exposed to association therapy in comparison
with each treatment alone and untreated cells (Supplementary Figure
4A-4B). We observed no difference in nuclear DNA lestons among the
experimental conditions, At earlier time point of the association therapy
we observed a small increase in mitochondrial DNA lesions (1.4 *
0.2% ws0.1 £ 0.002% in control cells, p<0.05), an effect not observed at
later time interval. Additionally, we found no effect on mitochondrial
activity under any experimental condition (Supplementary Figure 4C).
Together, these findings show that Ca®_ buffering decreases the rate
of human SCC proliferation, and when associated with cumulative
X-rays irradiation it arrests the cells in G/M transition to a higher
extent compared to each treatment alone, without affecting nuclear
or mitochondrial DINA lesions. In fact, the observed absence of DNA
damage correlates with the well-known ability of SCC to repair DNA
lesions induced by irradiation [31].

Aggressive tumor behavior and increased tumor resistance to
eytoloxic agents, such as X-rays, is known to present dysregulated
EGFR signaling cascade [4.7.32]. Moreover, X-rays can increase the
expression of members of metalloproteinase (ADAM) family that
are thought to mediate the shedding of EGFR ligands, a critical step
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Figure 2: Cell cycle kinetics after single or cumulative X-rays irradiation.
A431 cells receiving 10Gy X-rays dose using either the conventional single
dose model (XR, 10Gy) or cumulative 10Gy iradiation by fractionated doses
of 2Gy for 5 days (XR,_10Gy). A. Percentage of cells in each phase of the cell
cycle, Call death was higher after single dose when compared to control and
after cumulative dosa (p<0.001, Kruskall-Wallis test, M = 3). B. Representative
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single or cumulative dose,
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Figure 3. Association therapy affects cell cycle progression. A.
Representative image of adenovirug infection on A431 cells. Superior panels
show transmission imaga of A431 cells and nuclei stained with DAP| (blue). Left
inferior panel shows expression of the Ca™ buffering cassetie (red). Mernged
image on right Inferior panel confirms expreasion of nudear Ca™ buffering
in 100% of the cells. B. Cell growth curve of Ad431 cells 24, 48, 72 and 96
b in contral conditions and after infection with a type V adenovirus construct
that buffers Ca™ signaling. Proliferation is decreased upon Ca®™, baffering
compared to control, (p<0.0001, t test wes used for each day of experiment,
and one-way analysis of variance, Bartlett's test for equal vanances, for all
groups, N = 3). G, Cell proliferation of human gingival fibroblast at 96 h under
control or Ga®_ buffering condition. There wera no significant changes in call
proliferation between control and fibroblasts that had Ca® | buffered (N = 3). D.
Cell cycle phase analysis of A431 cells under control conditions, XR, 10Gy,
Ca™n, and after Ca™_ + XR_10Gy conditions. Under association therapy the
number of cells in GM phase increased compared 1o control. The dala are
expressad as mean £+ SEM of triplicate and are rep T

of N = 3 expariments {p<0.05, one-way analysis of varianca).

for the production of soluble functional agonists for growth factor
receptors [33]. We then investigated whether association of Ca*,
buffering would affect expression of ADAM-17 and EGFR induced
by XR_ 10Gy, at RNA and protein levels (Figure 4). Real-time PCR
showed, as expected, that X-rays irradiation increased expression of
ADAM-17 and EGFR to 3.0 + 0.5AU, and to 3.4 + (.3AU, respectively,
compared to 1.0 £ 0.3AU and 1.0 + 0.4AU in control conditions (Figure
4A-4B, **p<0.01). Ca* buffering did not alter the expression levels of
ADAM-17 but reduced expression of EGFR to 0.5 £ 0.2AU, below the
expression level of untreated cells (***p<0.001). Under association
therapy the expression of ADAM-17 and EGFR were 1.1 £ 0.5AL,
or 1.5 + 0.6AU, compared to control (*p=0.05), These results were
also investigated at protein level (Figure 4C-4F), We found that the
expression of ADAM-17 increased to 0,69 + 0.01AU in cells submitted
to XR,,10Gy and reduced to 0.45 + 0.1AU, or to 0.50 + 0.07AU in cells
under Ca*'_ buffering or association therapy, respectively (p<0.05). On
the other hand, we found that X-rays irradiation did not alter EGFR
protein expression level, but the buffering of Ca™  decreased EGFR
expression below control level, even under XR_, 10Gy (0.23 £ 0.01AU
in Ca* buffered cells vs 0.42 £ 0.09AU in association therapy vs 0.45
+ 0.19AU in control cells, *p<0.05 **p<0.01), (Figure 4C-4F). The
observed changes in the expression level of ADAMI7 and EGFR are
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of phospharylated EGFR expression under Ca™ buffering ("p<0.05 using 1 test),

specific, since the internal control (GADPH) used in each situation was
unaffected under similar nuclear Ca** buffering condition.

It is known that exposure to irradiation triggers internalization of
EGFR from the plasma membrane to cell interior due to EGFR activation
[34]. Therefore, we investigated whether Ca* buffering would alter
EGFR internalization induced by XR_,10Gy. For that, we performed
immunofluorescence, and found that Ca®_ buffering not only reduced
EGFR expression level, but also reduced EGFR internalization, upon
XR, ., 10Gy (Figure 4G). Additionally, phosphorylation levels of EGFR
were reduced following Ca® | buffering, indicating less activation of the
receptor (Figure 4H). Together, these data show that XR_,10Gy triggers
prosurvival mechanisms in A431 cells, which could be regarded as
an adaptive response to radiation damage, and be associated with
radioresistance. Ca™_ buffering were shown to render these tumor
cells more susceptible to radiation, by preventing ADAM-17 over
expression and consequently EGFR activation.

Association therapy decreases cell survival fractions and
allows reducing X-rays dose

Activation of EGFR signaling by radiation is known to be related
with increased cellular proliferation between radiation fractions,
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Figure 4 Muclear Ca™ buffering prevents ADAM-1T and EGFR overexpression levels induced by cumulative X-rays irradiation. A. Real-Time PCR
demonstrated that XR_ 10Gy Increased mRNA expression of the metalloprotelnase ADAM-1T (**p<0.01, using ¢ test). Ca™ buffering (Ca™ ) did not affect ADAM-17
expression levels, bul prevented the increase ofADAM-17 mRMA expression induced by XR. 10Gy. B, EGFR mRMNA expression increased comparad to control,
after XR_,10Gy (*p=<0.01, using I test). Ca®_buffering decreased EGFR mRNA expression levels induced by XR_ 10Gy [***p=0.001, using ! test). C-D. Western
blotting to validate the sxprassion pattems of ADAM-1T and its downstream effector, EGFR. E-F. Densitometric analyzes of ADAM-17 and EGFR proteins expression.
Drata show reduction in expression of both proteing under Ca™ | buffering condition, even upen XR_10Gy, (*p<0.05, *p=0.01, analyzed using ¢ test), in N = 3. G
Imuncfivorescence images shaw that KR, 10Gyinduces translocation of EGFR from plasma membrane to the cell interior. H. Westem bilot of p-EGFR shows reduction

what may accelerate repopulation of tumor cell clonogens during
treatment [31]. Rapid repopulation of tumor cells can lead to an earlier
appearance of post-irradiation recurrences, and can therefore reduce
the probability of tumor cure by radiotherapy. We then investigated, by
clonogenic assay, whether Cs"nhuﬂ'r:ri ng would decrease or delay post-
irradiation proliferation of human SCC (Figure 5). For that, A431 cells
were exposed to Ca* | buffering in association with XR_,10G, followed
by an in vitre cell clonogenic assay, performed 15 days after the end
of the irradiation protocol. We observed that XR_, 10Gy decreased
colony formation by 36 £ 2.5% (54 + 11colonies), while Ca* buffering
decreased colony formation by 28 + 2% (41 + 3 colonies) compared to
148 + 14 colonies in control (***p<0.001), (Figure SA-5B). Association
therapy almost completely abolished colony formation, We found a
decrease in colony formation by 91 £ 0.4% (9 £ 2 colonies) compared
to control(***p<0.0001). The radiation enhancement ratio of colony
formation between X-rays treatment alome and X-rays associated
with nuclear Ca* buffering strategy was 6. These data indicates that
repopulation of cells is significantly reduced under association therapy.

Intensification of radiotherapy for locally advanced SCC, by use
of altered fractionation schedules or concomitant chemotherapy, has
resulted in substantially improved loco regional control and survival.
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Flgure 5: A on therapy survival fractlon and allows
reducing irradistion dose. A-B, Clonogenic assay performed In 6 well plates
culbured up 1o 15 days after XR_,10Gy, Ca®*, and associalion therapy condition
iCa* + XR_10Gy). Reprasentative images show a decrease of colony
formation under association therapy, (***p<0.0001, f tast), N = 3. C. Association
therapy not only decreased the percentage of A431 cell survival fraction, but
also allowed reducing iradiation by approximately half of the cumulative dose
(M = 3 indivicdual experiments),

However, these improvements have come at the cost of increased
acute, and late, toxic effects. For instance, in case of head and neck
radiotherapy, dysphagia and xerostomia have a negative impact on
quality of life [35,36]. Then, we investigated whether the association
treatment modality would allow reducing the X-rays dose instead.
For that, we evaluated the percentage of survival fraction in cells
that received progressively less cumulative irradiation doses, under
association with Ca* buffering treatment. We found that decreasing
cumulative irradiation dose to 6Gy in association with Ca™ buffering
treatment, maintained the survival fraction to values similar to what
was observed for 10Gy (Figure 5C). These results show that association
therapy not only reduced the percentage of survival cells, but also
allowed reducing the X-rays cumulative dose to approximately half of
the total dose.

Collectively, we now show that Ca"_buﬁ'qring reduces A431 cell
proliferation and radiosensitizes these cells to fractionated X-rays
irradiation, at least in part through a mechanism that involves reducing
expression of ADAM-17 and EGFR activation, Combining Ca®,
buffering with XR_,10Gy also decreases survival fraction percentage
of Ad3lcells and allows reducing the cumulative radiation dose.
Therefore, Ca™ buffering may have a therapeutic potential for the
treatment of SSC.

Discussion

It is well established that increases in Ca®™ signals occur in
the cytoplasm and in the nucleus. Initial studies suggested that
nucleoplasmic Ca™ passively follow changes in cytoplasmic Ca™ [37-
40]. However, additional studies demonstrated that intranuclear IP, can
increase Ca*t directly within the nucleus, both in isolated nuclei [41-43],
and in nuclei within intact cells [44,45]. It was also demonstrated that
the nucleus contains Ca® stores including a nucleoplasmic reticulum
[44], plus PIP, [46], PLC [47], and IP, receplors [48-52], collectively
showing that the nucleus has the machinery needed to locally increase
Ca*, independently from the cytoplasmic Ca* signals. Additionally,
there is evidence that Ca™  signals result from PIP, hydrolysis and
1P, formation directly within the nucleus [18,30]. It has been long
recognized that Ca® signals exerts an important role throughout the
mammalian cell cycle and is especially important during early G, at

G,/S and G,/M transitions, with the first Ca™ transient occurring just
prior to entry into mitosis and the second one occurring during the
metaphase-anaphase transition [53]. However, more recent findings
demonstrated that nucleoplasmic, rather than cytosolic Ca™ is
essential for cancer cell proliferation, regulating cell cycle progression
through early prophase [11], This finding was confirmed in in vivo
study, showing that liver tumors implanted in nude mice grew much
more slowly when expressing a Ca* chelating protein, parvalbumin, in
tumor cells nueled, but not in the eytosol [11]. We now found that Ca* |
is also important in regulating SCC proliferation rate, an effect that was
not observed in normal human gingival fibroblast, suggesting higher
selectivity of Ca* towards controlling cancer cells growth. Qur results
are in agreement with previous data that demonstrated that although
Ca®'_ regulates the growth of liver cancer cell line [11], hepatocyte
proliferation during liver regeneration is regulated by cytosolic Ca®
instead [54].

Further studies are needed to determine the mechanistic basis
for differential sensitivity of normal versus cancer cell proliferation
to Ca®' . Nonetheless, one benefit of these findings altogether is that
buffering Ca™ could be a strategy used to inhibit the growth of tumors,
either alone or in association therapy, to decrease the overall tumor
burden, without affecting normal tissue. Although radiotherapy is
the standard procedure indicated to treat SCC [35], radioresistance is
often observed [2]. In this context, there is urgent need to incorporate
combined protocels to radiotherapy, with the goal to become a
potentially curative option. In our current study, we designed an
irradiation setup similar to rouline clinical radiotherapy protocel,
allowing evaluation of the cellular effects of X-rays on cell survival.
Using our setup model, we demonstrated that the association therapy
stately decreased SCC repopulation. We further demonstrated that
the association therapy had the potential to minimize the irradiation
toxicity, by keeping the surviving clonogenic cells to a lower rate,
even under reduced total X-rays dose, Although, colony formation
assay may involve events that reflect cell cycle progression, apoptosis,
necrosis, and others, we had previously reported in liver cancer cells
that nuclear Ca* buffering does not play a role in apoptosis [11]. Our
previous and current data indicate that the beneficial effect of nuclear
Ca® buffering in antitumor therapy is not due to its role in apoptosis,
but instead due to changes caused in expression level of genes involved
in the regulation of cell proliferation. Moreover, our findings could
not be attributed to bystander effects, since in our irradiation model,
in which tissue flasks are fulfilled with medium and immersed into
water phantom, the dose applied to the cells monolayer was accurately
caleulated. This is distinet from the majority of the in vitro irradiation
maodels in which tissue flasks containing cell monolayer are irradiated
under air column. In this aspect, it is already demonstrated that when
the thickness of the nutrient medium height above cells monolayer is
lower than the electronic equilibrium depth (buildup depth) it is very
difficult to determine the dose received by the cells [55], The buildup
depth is a function of energy photon beam [25] and as a result higher
energy beam needs higher column of nutrient medium to assure
complete electronic equilibrium in the cells position. When culture
flasks are irradiated in air, because of the loss of lateral equilibrium,
the buildup effect impinges the same uncertainty in the received dose
by the cells, which is in the flask border, even if the column height of
nutrient medium is sufficient to assure buildup. This is an important
aspect to be considering when studying the effects of X-rays on cancer
cells, since there are several evidences demonstrating changes in cell
survival after irradiation, due to differences among energy spectrum
and scattering caused by bystander effects [22,56].
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Multiple factors have been shown to be involved in the cellular
radiosensitivity of cancer cells [22,56]. For instance, it has been
demonstrated that irradiation activates ADAM's members and induces
cell growth through the release of EGFR ligand [33]. EGFR activation in
turn, also mediates cytoprotective responses that reduces cell sensitivity
to radiotherapy [4,57]. Moreover, it is also known that ADAM-17
over expression correlates with shorter survival rate of the patients
due to several distinct growth and invasive pathways activated by this
protease [58]. Indeed, in line with these data, we found that under our
fractionated irradiation protocol in Ad31 cells, ADAM-17 expression
and EGFR activation increased. However, Ca*' buffering not only
prevented the increase in ADAM-17 expression and EGFR activation
induced by irradiation, but also, by itself, it was able to decrease the
expression of EGFR bellow control levels. Although, characterization
of the link between Ca** | signals and changes in ADAM-17 and EGFR
expression levels are beyond the scop:oﬂh is study, our recent ﬁndings
showed that Ca™ can regulate genes involved in cell proliferation,
through a putative Elk-1 binding site present in the gene promoter
region [12]. Indeed, Elk-1 transactivation was demonstrated to be
dependent on nuclear rather than cytosolic Ca™ [59]. Therefore, it is
possible that Ca**, regulate ADAM-17 and EGFR expression through
maodulation of a Ca**-dependent transcription factor activity.

Numerous EGFR blockers have been studied, as a therapeutic
agent for the treatment of SCC [60]. Similarly, anti-ADAM-17
antibodies, as well as orally administrated ADAM inhibitor, have
been used for treatment of solid tumors [60,61]. ADAM-17 and EGER
activate several physiological functions and systemic inhibition of these
pathways represents a greater risk of multiple and severe side effects,
The buffering of Ca* seems a promising strategy, since under our
experimental condition, nucleoplasmic Ca* was only slightly reduced,
and not completely chelated [18,30]. In this aspect, physiological
functions mediated by Ca™, at least in part, could be preserved.
Moreover, using ionizing radiation concomitant with Ca*_ buffering,
showed a superior outcome, compared to irradiation alone, and allowed
to reduce the irradiation dose. Together, our findings indicate Ca™_
buffering in conjunction with radiotherapy as a therapeutic potential
for the treatment of human squamous cell carcinoma.
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A Sua Senhoria, a Senhora

Prof®. Melissa Monteiro Guimardes
Departamento de Ciéncias Basicas - FCBS
UFVJIM

Assunto: Parecer Consubstanciado Projeto 088/08
Prezada Pesquisadora,

O projeto protocolado sob o registro provisorio n® 088/08 e intitulado: “Avaliagdo da
liberagio de mediadores quimicos de fibroblastos humanos in vitro submetidos a estimulo
com a proteina soldvel B-amildide”, sob sua coordenagdo, foi reavaliado pelo Comité de
Etica em Pesquisa e, tendo em vista a apresentacéo das cormegbes sugeridas por este
Comité e, portanto, a conformidade com a Resolugéio 186/96 do Conselho Nacional de
Saude, recebeu o parecer APROVADO. Seu niimero de registro definitivo & 003/09.

O estudo tem como objetivo geral “verificar o perfil liberagéo de mediadores quimicos de
fibroblastos humanoas in vitro submetidos a estimulo com a proteina B-amiléide”.

Devera ser apresentado relatorio de pesquisa a este Comité um ano apOs a aprovagio
do projeto.

Atenciosamente,

Prof*. M.Sc. NMHH&M

Coordenadora CE'PIUFVJH
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Diamantina, 04 de dezembro de 2011

OFICIO

Eu, Melissa Monteiro Guimardes, professora de Farmacologia do Departamento de
Ciéncias Bésicas da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e da Satde da UFVIM; confirmo
a doagio de fibroblastos gengivais humanos (in vitro) obtidos a partir de fragmentos
cirargicos de pacientes da Clinica de Odontologia desta mesma instituicdo para
desenvolvimento do projeto de doutorado da aluna Lidia Maria de Andrade sob
orientagio da Professora Maria de Fatima Leite (Laboratdrio de Sinalizagio Celular do
Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG). Ratifico ainda, que os pacientes incluidos
neste estudo foram esclarecidos pelos pesquisadores sobre os objetivos do trabalho e em
concordincia, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido aprovado pelo
comité de ética da UFVIM (sob o namero 003/09). Em anexo enconfra-se o
comprovante de aprovagio do comité de ética.

Atenciosamente,

2o

Melissa Monteiro Guimardes
melissa.ufvim@gmail.com
(professora de Farmacologia
Departamento de Ciéncias Basicas
UFVIM)
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O The insulin receptor translocates to the nucleus to requlate cell proliferation in liver.
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Muclear inositol 1.4.5-trisphosphate is a necessary and conserved signal for the induction of both
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Mitochondrial calcium requlates rat liver regeneration through the modulation of apoptosis.

Guerra MT, Fonseca EA, Melo FM, Andrade VA, Aguiar CJ, Andrade LM, Pinheiro AC, Casteluber MC,
Resende RR, Pinto MC, Fernandes SO, Cardoso VN, Souza-Fagundes EM, Menezes GB, de Paula
AM, Nathanson MH, Leite Mde F.

Hepatology. 2011 Jul;54(1):296-306. doi: 10.1002/hep.24367.
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Paralisando um tumor

Terapia génica tampona calcio no ndcleo de células tumaorais, impedindo que se reproduzam

Adenowirus com
DA artificial

NUCLED

nucleo p asmitico

o Adenowvirus invadem as células tumarais
carregande uma sequéncia de DNA
projetada para induzir a producio de uma
proteina que impede a circulacdo do célcio
no nicles das células

podem afetar gravemente a degluticio, o
paladar e a salivagfio. Além disso, hd um
alto risco de recidiva da doenga.

Em 2008, interessada em descobrir
algo que pudesse diminuir ainda mais a
resisténcia das células do cincer de cabe-
¢a e pescogo i radiagfio, Lidia procurou
Maria de Fitima, cujas pesquisas na il-
tima década se concentraram no estudo
do papel que os ions de cdleio do nicleo
celular desempenham na multiplicagio
de tumores. As pesquisadoras decidiram
entio investigar se o tamponamento do
fluxo de cdleio nuclear diminuiria a re-
sisténcia & radiagfo dessas células.

CANAIS BLOQUEADOS

Os ions de calcio sio pegas fundamentais
da maquinaria que faz funcionar as célu-
las. A concentragdo maior ou menor de
cileio dispara ou suprime uma série de
processos vitais, como a ativagiio de ge-
nes. Dentro das células ha uma organela
com virios compartimentos que armaze-
nam os fons de caleio e é conhecida pelo
nome de reticulo endoplasmitico. As pa-
redes desse reticulo sdo repletas de pro-
teinas, entre as quais algumas funcionam
como canais. $io os chamados canais de
cdlcio, que permanecem fechados a maior
parte do tempo e s6 se abrem, deixando
o ion sair para o citoplasma, quando uma
substincia especifica, o inositol trifosfa-

56 © MOVEMEBRO DE 2012

® Reticule * ®
nuclesplasmatica
Ll

9 ions de calcia, armazenadas no
reticuls nuclecplasmitice, sao
liberades por canais que se abrem
quando o inositol trifosfato se liga
2 Seus receptores

Aliada ao
bloqueio de
calcio, a
radioterapia
poderia ser
feita cortando
a dose de
radiacdo

pela metade

to, se liga a eles. Passada a necessidade,
os fons de cdleio sdo bombeados de volta
ao interior do reticulo,

Em 2003, em colaboragdo com pes-
quisadores das Universidades de Cor-
nell e Yale, nos Estados Unidos, Maria
de Fitima descreveu em um artigo na
revista Nature Cell Biology como o cdl-
cio do micleo celular é controlado de
maneira independente do cdleio locali-
zado no restante da célula. No niicleo ha
outro reservatorio desses ions, chamado

0 DMA artificial obriga a célula a
produzir um receptor nda fundional
que Imita os verdadelros canals de
«célcio absorvendo quase todas as
moléculas de inositol trifosfate

(3

de reticulo nucleoplasmadtico. Em 2007,
com seus colegas de Yale, a pesquisa-
dora publicou um trabalho no Jowrnal
of Biological Chemistry demonstrando
que bloquear a saida de 70% do cdlcio
do reticulo nucleoplasmatico reduzia
a reprodugiio das células de um tumor
de figado implantado em camundongos,
“0 tumor cresceu absurdamente menos
que o normal”, lembra a pesquisadora.
“Sabe-se, hd muito tempo, que o cdlcio
participa das diferentes fases de mul-
tiplicagao das células, o chamado ciclo
celular”, explica. “O bloqueio do cilcio
interrompe o ciclo celular e, assim, a cé-
lula ndo consegue se dividir”

Tanto no tumor de figado quanto agora
nas células de cancer de cabeca e pescoco
cultivadas em laboratdrio o bloqueio do
cdlcio foi obtido por meio de uma téenica
de engenharia genética. Com o auxilio de
um adenovirus artificial, os pesquisadores
induziram as células tumorais a produzi-
rem dentro do niicleo uma proteina que
imita a parte dos canais de caleio que se
liga ao inositol trifosfato. Com quase todo
o inositol trifosfato neutralizado por essas
proteinas, a maioria dos verdadeiros ca-
nais de cilcio do reticulo nucleoplasma-
tico permanece fechada (ver infogrdfico
acima). Sem a quantidade necessdria de
calcio, as células tumorais diminuem sua
capacidade de reprodugiio.

IPOGRAFICE A1 FHLLA AV IWUSTRAEAD ALERAMINE AP CHAD
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Com a maioria dos canais
fechadas, até 0% de célcio
permanece no interior do reticulo

Esse procedimento proporcionou uma
vantagem adicional. O blogueio do célcio
reduziu apenas a proliferaciio das células
tumorais. Células sauddveis de gengiva,
quando submetidas a terapia génica, con-
tinuaram a se reproduzir normalmente.
Sepundo os pesquisadores, as células sau-
déveis demonstraram ser menos sensiveis
aretengio do cilcio nuclear. Essa cons-
tatagiio sugere que uma terapia baseada
nessa estratégia poderia nio danificar os
tecidos sauddveis em volta do tumor.

TESTE REALISTA

Nos testes, Lidia e a equipe do fisico Jony
Marques Geraldo, do Instituto de Radio-
terapia Sao Francisco, em Belo Horizonte,
irradiaram com raios X as culturas de cé-
Tulas tomando cuidado para que cada uma
delas recebesse a mesma quantidade de
radiagio - 0 experimento poderia chegar
aresultados equivoeados caso algumas cé-
lulas recebessem mais ou menos radiagio
do que as outras, Houve também o cuida-
do de tentar reproduzir as condigdes reais
de uma radioterapia em seres humanos,
um esforgo, segundo os pesquisadores,
inédito em pesquisas in vitro. A irradia-
¢io foi realizada em sessdes diarias, com
a mesma maquina de radioterapia usada
em pacientes com cincer, com os frascos
das culturas de células dentro de uma pla-
taforma de acrilico de agua, que imitava

Células normais
no sio
afetadas pelo
tampanamentas
di cdloio

leio no lﬁwl?
nu:lwnlm

e A5 células tumaorais por serem
mais sensivels 4 falta de calcio
deixam de se reproduzir e
acabam morrendo

um corpo humano com tumores, “Nossa
preocupagcio foi chegar o mais proximo
possivel da situacfio clinica”, diz Lidia.

O resultado da combinagio das tera-
pias foi bastante encorajador, Os pesqui-
sadores observaram nas células tratadas
uma redugdo dos niveis de duas protei-
nas: 2 ADAMIT e a EFGR, associadas &
resisténcia a radiagdo. Mais importante
ainda, houve um decréscimo de mais de
90% na formagdo de novas colénias de
células tumorais apds o tratamento con-
junto. Comparada ao grupo de controle,
a radioterapia sozinha reduziu em 36%
a formacgfio de coldnias. Mesmo com o
uso de aproximadamente metade da dose
padrio de radiagio, a probabilidade de
sobrevida do tumor permaneceu baixa.
Isso sinaliza que o emprego conjunto da
radioterapia e da proteina que bloqueia
o cdleio no nicleo das células de cincer
poderia combater o tumor de modo mais
eficiente, expondo menos o paciente aos
danos do tratamento padrio.

“E uma prova de conceito bastante
elegante”, comenta o oneologista Roger
Chammas, da Universidade de Sio Paulo.
Ele ainda ressalta que, apesar de o estudo
ter utilizado células de cincer de cabega
e pescogo, a terapia proposta poderia ser
aplicada, em principio, a outros tipos de
cincer resistentes a radioterapia. Hele-
na Segretto, oncologista especialista em

ASSOCIAGAC TERAPEUTICA

‘Combinando a terapia génica com a radioterapia,
4 chance de o3 tumores cultivades voltarem
acrescer caiu em mais de 90% comparada

«com ¢ controle, como mostram as fotos abaixo
«das colfnias tumorais apds os ratamentos

-»

Tamp Tamp d
de cillcio cillcio e radioterapia

Sem trataments

Radioterapia

radiobiologia da Universidade Federal
de Sdo Paulo (Unifesp), nota que a radio-
terapia associada ao bloqueio de cilcio
paralisou o processo de divisdo das cé-
lulas rumorais justamente nas fases em
que elas sio mais sensiveis 4 radiacio,
induzindo um aumento da morte celu-
lar, “A melhora da resposta das células
tumorais 4 radiacio € o grande desejo
dos médicos radioterapeutas”, afirma.
‘Todos os especialistas, entretanto, con-
cordam que ainda hd um longo caminho
pela frente até se provar a viabilidade des-
sa estratégia. Helena afirma que, antes dos
primeiros testes com seres humanos, serdo
necessirios experimentos com animais de
laboratério, nos quais as células tumorais
interagem com as sadias, para se ter certe-
za de que as (ltimas realmente nio serdo
afetadas pela terapia, “0s primeiros testes
com animais ji comegaram e as parce-
rias para futuros ensaios com equipes do
Hospital das Clinicas da UFMG jd estio
em andamento”, diz Maria de Fitima,

Artigos cientificos

ANDRA.DE. L. M et al, Nucleoplasmic calcium
Tufering ives human sq cell
carcinoma to anticancer theeapy. Journal of
Cancer Science and Therapy. 25 mai. 2002,
RODRIGUES, M.A. et al. Nucleoplasmic caleium
is required for cell proliferation. The Journal of
Biological Chemistry. v. 282, 8 jun, 2007,
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TERAPIA que “aprisiona” CALCIO é
trunfo contra o cancer de cabeca-pescoco

As possibilidades de cura do cancer de cabeca-pescogo, que este ano deveré registrar
14 mil novos casos no Brasil, devem aumentar sensivelmente com a terapia génica
desenvolvida pela UFMG que bloqueia a circulagdo de célcio, evitando a proliferagio de
células carcinogénicas. Associado a tradicional radioterapia, o tratamento reduz pela
metade a dose necessaria de radiacao e minimiza as chances de retorno da doenca.
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Estudo da UFMG aponta terapia que
diminui proliferacao de células de
cancer
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Pesquisadores da UFMG (Universidade Federal de
Minas Gerais) desenvolveram uma forma de terapia
génica que "aprisiona” o calcio do nicleo das células
cancerosas, diminuindo a taxa de proliferacao delas.
A novidade é que quando essa técnica é associada a
radioterapia, ela aumenta a eficacia do tratamento
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Terapia génica desenvolvida no Brasil combate cancro da cabeca e pescogo

A terapia génica que interfere no calcio presente dentro do nucleo da célula tumoral pode
ajudar na cura de cancro da cabega e pescogo, mesmo em carcinomas epiteliais
resistentes a radioterapia, avanga a Federal de Minas Gerais, no seu site.

Desenvolvida no Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), no Centro de Pesquisa René Rachou e no Instituto de Radioterapia Sdo
Francisco, a pesquisa da doutoranda Lidia Andrade mostra que a fracgdo de sobrevida do
tumor € reduzida drasticamente quando se associa o tradicional tratamento radioterapico
ao blogueio de uma fungdo do reticulo nucleoplasmatico, organela responsavel por
actividades celulares como sintese de proteinas e armazenamento de calcio, descoberta
em 2003 pela professora Maria de Fitima Leite, do Departamento de Fisiologia e Biofisica
do ICB.

0 estudo mostra ainda que o tratamento proposto consegue diminuir pela metade a dose
de radiacdo necessdria e minimizar a recidiva, isto €, o retorno da doenga. Orientado pela
prépria professora Maria de Fitima e pelo professor Olindo Assis Martins Filho, com
colaboragdo do fisico Jony Marques Geraldo, o estudo foi aceite para publicagdo na revista
cientifica Journal of Cancer Science & Therapy, de alto impacto na drea. A pesquisa é
financiada por Fapemig, Capes, CNPq & Howard Hughes Medical Institute (HHMI).

lEs:nha um tipo de cancro bl |

Cancro e suas localizagdes

v/ K4

2o 2 O
.
/] ed -4
y (1 1)
. y e ’

E Fevereiro 2014 w
SHET: S S D

1 2
3 s 6 7 8 9
10 11 12 13 14 @S 16
17 18 19 20 RN 23

24 BB 26 27 28

Mama
Help

Vai ver que faz sentido



9 Referéncias Bibliograficas

(1)

(6)

(10)

Sant'Ana DR, Thuler LCS, Rezende MCR. ABC do cancer : abordagens
basicas para o controle do cancer. Thuler LCS, editor. First[1], 1-128. 24-
8-2011. Rio de Janeiro, Ministério da Saude. 30-8-2011.

Mendonga GAS, Noronha CP, Almeida LM. A situagdo do cancer no
Brasil. Carvalho M, editor. First[1], 6-119. 15-4-2006. Rio de Janeiro,
Ministério da Saude. 15-4-2006.

Silveira A, Goncalves J, Sequeira T, Ribeiro C, Lopes C, Monteiro E et
al. [Head and neck cancer: health related quality of life assessment
considering clinical and epidemiological perspectives].
Rev.Bras.Epidemiol. 15[1], 38-48. 2012.

Le Tourneau C, Michiels S, Gan HK, Siu LL. Reporting of time-to-event
end points and tracking of failures in randomized trials of radiotherapy
with or without any concomitant anticancer agent for locally advanced
head and neck cancer. J Clin.Oncol. 27[35], 5965-5971. 10-12-2009.

Andrade LM, Campos TPR, Leite MF, Goes AM. In vitro response of the
human breast cancer cell line MDAMB-231 and human peripheral blood
mononuclear cells exposed to 60Co at single fraction. Brazilian Archives
of Biology and Technology 48[2], 205-213. 24-10-2005.

Alvarenga LM, Ruiz T, Pavarino-Bertelli EC, Ruback MJC, Maniglia JV,
Goloni-Bertollo EM. Avaliagdo epidemioldgica de pacientes com cancer
de cabeca e pesco¢o em um hospital universitario do noroeste do estado
de S&o Paulo. Rev Bras Otorrinolaringol 74[1], 68-73. 11-8-2007.

Freitas DA, Caballero AD, Herrera AH, Mercado LF, Freitas FA, Antunes
SLNO. A saude oral e a radioterapia de cabeca e pescoco. Arquivos
Catarinenses de Medicina 40[3], 12-16. 4-11-2011.

Borges DM, Sena MF, Ferreira MA, Roncalli AG. [Mortality for oral
cancer and socioeconomic status in Brazil]. Cad.Saude Publica 25[2],
321-327. 2009.

Almeida FCR, Silva DP, Amoros MA, Brito e Dias R, Crivello Junior O,
Araujo ME. Popularizagdo do autoexame da boca: um exemplo de
educacao nao formal - Parte Il. Ciéncia & Saude Coletiva 15[1], 1589-
1598. 2011.

Silva APR, Noronha CP, Silva JLO, Ferreira JMO, Oliveira JFP, Santos
MO et al. Estimativa 2012 : incidéncia de cancer no Brasil. Fascina T,
editor. first, 1-118. 3-3-0011. Rio de Janeiro, Ministério da Saude. 26-11-
2013.



(16)

(22)

Maciel SSSV, Maciel WV, Silva RB, Sobral LV, Souza IRS, Siqueira MJ.
Morbimortalidade por canceres da boca e faringe em capitais brasileiras.
Revista da AMRIGS 56[1], 38-45. 15-1-2012.

Diaz Jr EM, Kies MS, Sturgis EM, Clayman L, Laramore GE, Lippman
SM et al. Noeplasms of the Head and Neck. Kufe DW, Bast jr RC, Hait
WN, Hong WK, Pollock RE, Weichselbaum RR et al., editors. Cancer
Medicine. 7th[79], 1131-1178. 2006. Hamilton. 8-3-2006.

Melo LC, Silva MC, Bernardo JMP, Marques EB, Leite ICG. Perfil
epidemioldgico de casos incidentes de cancer de boca e faringe. Rev
Gaucha Odontol 58[3], 351-355. 7-7-2010.

Bergamasco VD, Marta GN, Kowalski LP, Carvalho AL. Perfil
epidemioldgico do cancer de cabecga e pescogo no Estado de Sao Paulo.
Rev.Bras.Cir.Cabega Pescoco 37[1], 15-19. 20-1-2008.

Rocha OKMS, Oliveira ACM, Bonan PGF. Perfil Clinico e Epidemiologico
de Pacientes com Neoplasias Malignas de Cabega e Pescogo em um
Hospital de Referéncia em Piracicaba-SP. R bras ci Saude 17[2], 155-
160. 13-10-2013.

Leite ICG, Nunes LC, Moreira LC, Couto CA, Teixeira MTB. Mortalidade
por Céncer de Boca e Faringe em Cidade de Médio Porte na Regiédo
Sudeste do Brasil, 1980-2005. Revista Brasileira de Cancerologia 56[1],
17-23. 2009.

Moraes ED, Lessa GL, Agra |, Carvalho E. Tumores de Cabeca e
Pescogco. José Renan Q.Guimaraes, editor. Manual de Oncologia.
primeira[43], 429-453. 2-5-2004. Sdo Paulo, BBS.

Gillison ML. Current topics in the epidemiology of oral cavity and
oropharyngeal cancers. Head Neck 29[8], 779-792. 2007.

Hashibe M, Brennan P, Chuang SC, Boccia S, Castellsague X, Chen C
et al. Interaction between tobacco and alcohol use and the risk of head
and neck cancer: pooled analysis in the International Head and Neck
Cancer Epidemiology Consortium. Cancer Epidemiol.Biomarkers Prev.
18[2], 541-550. 20089.

Marur S, Forastiere AA. Head and neck cancer: changing epidemiology,
diagnosis, and treatment. Mayo Clin.Proc. 83[4], 489-501. 2008.

Lee YC, Boffetta P, Sturgis EM, Wei Q, Zhang ZF, Muscat J et al.
Involuntary smoking and head and neck cancer risk: pooled analysis in
the International Head and Neck Cancer Epidemiology Consortium.
Cancer Epidemiol.Biomarkers Prev. 17[8], 1974-1981. 2008.

Troy JD, Grandis JR, Youk AO, Diergaarde B, Romkes M, Weissfeld JL.
Childhood passive smoke exposure is associated with adult head and
neck cancer. Cancer Epidemiol. 37[4], 417-423. 2013.



(27)

(28)

(32)

(33)

(34)

Goldenberg D, Lee J, Koch WM, Kim MM, Trink B, Sidransky D et al.
Habitual risk factors for head and neck cancer. Otolaryngol.Head Neck
Surg. 131[6], 986-993. 2004.

Urashima M, Hama T, Suda T, Suzuki Y, Ikegami M, Sakanashi C et al.
Distinct effects of alcohol consumption and smoking on genetic
alterations in head and neck carcinoma. PLoS.One. 8[11], e80828. 2013.

Colombo J, Rahal P. Alteracbes Genéticas em Cancer de Cabeca e
Pescocgo. Revista Brasileira de Cancerologia 55[2], 165-174. 2009.

Panwar A, Batra R, Lydiatt WM, Ganti AK. Human papilloma virus
positive oropharyngeal squamous cell carcinoma: A growing epidemic.
Cancer Treat.Rev . 14-9-2013.

Bunn BK, van Heerden WF. HIV/AIDS associated malignancies of the
head and neck. SADJ. 67[10], 590-592. 2012.

Guha N, Boffetta P, Wunsch F, V, Eluf NJ, Shangina O, Zaridze D et al.
Oral health and risk of squamous cell carcinoma of the head and neck
and esophagus: results of two multicentric case-control studies. Am.J
Epidemiol. 166[10], 1159-1173. 15-11-2007.

Langevin SM, Michaud DS, Marsit CJ, Nelson HH, Birnbaum AE, Eliot M
et al. Gastric reflux is an independent risk factor for laryngopharyngeal
carcinoma. Cancer Epidemiol.Biomarkers Prev. 22[6], 1061-1068. 2013.

Torres-Pereira CC, Angelim-Dias A, Melo NS, Lemos CA, Jr., Oliveira
EM. [Strategies for management of oral cancer in primary and secondary
healthcare services]. Cad.Saude Publica 28 Suppl, s30-s39. 2012.

Lingen MK. cabecga e pescogo. Kumar v, Abbas AK, Fausto N, Aster JC,
editors. Robbins & Cotran Patologia Bases patolégicas das doencas.
8th[16], 747-770. 2010. Rio de Janeiro, Elsevier.

Silveira EJD, Lopes MFF, Silva LMM, Ribeiro BF, Lima KC, Queiroz
LMG. Lesdes orais com potencial de malignizagao: analise clinica e
morfologica de 205 casos. J Bras Patol Med Lab 45[3], 233-238. 2009.

Carlson J, Licitra L, Locati L, Raben D, Persson F, Stenman G.
SALIVARY GLAND CANCER; AN UPDATE ON PRESENT AND
EMERGING THERAPIES. ASCO EDUCATIONAL BOOK 1][1], 257-263.
2013.

Domingues AM, Rosa JE. Tumres Malignos dos Maxilares. Freitas A,
editor. Radiologia Odontoldgica. 6th[26], 553-579. 2004. Sao Paulo,
Artes Médicas.



(42)

(43)

(44)

Galbiatti AL, Padovani-Junior JA, Maniglia JV, Rodrigues CD, Pavarino
EC, Goloni-Bertollo EM. Head and neck cancer: causes, prevention and
treatment. Braz.J Otorhinolaryngol. 79[2], 239-247. 2013.

Kademani D. Oral cancer. Mayo Clin.Proc. 82[7], 878-887. 2007.

Pivot X, Felip E. Squamous cell carcinoma of the head and neck: ESMO
Clinical Recommendations for diagnosis, treatment and follow-up. Annals
of Oncology 19[2], 79-80. 2008.

Sandulache VC, Ow TJ, Daram SP, Hamilton J, Skinner H, Bell D et al.
Residual nodal disease in patients with advanced-stage oropharyngeal
squamous cell carcinoma treated with definitive radiation therapy and
posttreatment neck dissection: Association with locoregional recurrence,
distant metastasis, and decreased survival. Head Neck 35[10], 1454-
1460. 2013.

Barzaga HVO. Carcinoma de células escamosas invasivo diferenciado:
presentacion de un caso. Revista Archivo Médico de Camaguey 14[4], 1-
9. 2010.

Fritsch VA, Lentsch EJ. Basaloid squamous cell carcinoma of the larynx:
Analysis of 145 cases with comparison to conventional squamous cell
carcinoma. Head Neck . 14-6-2013.

Linton OR, Moore MG, Brigance JS, Gordon CA, Summerlin DJ,
McDonald MW. Prognostic Significance of Basaloid Squamous Cell
Carcinoma in Head and Neck Cancer. JAMA Otolaryngol.Head Neck
Surg. 24-10-2013.

Albers AE, Chen C, Koberle B, Qian X, Klussmann JP, Wollenberg B et
al. Stem cells in squamous head and neck cancer. Crit Rev
Oncol.Hematol. 81[3], 224-240. 2012.

Ojjopi EPB, Neto ED. Genéma e oncologia. Mir L, editor. Genémica.
first[19], 363-387. 2004. Sao Paulo, Atheneu.

Choudhari SK, Chaudhary M, Gadbail AR, Sharma A, Tekade S.
Oxidative and antioxidative mechanisms in oral cancer and precancer: A
review. Oral Oncol. 11-10-2013.

Varilla V, Atienza J, Dasanu CA. Immune alterations and immunotherapy
prospects in head and neck cancer. Expert.Opin.Biol.Ther 13[9], 1241-
1256. 2013.

Jie HB, Gildener-Leapman N, Li J, Srivastava RM, Gibson SP, Whiteside
TL et al. Intratumoral regulatory T cells upregulate immunosuppressive
molecules in head and neck cancer patients. Br.J Cancer 109[10], 2629-
2635. 12-11-2013.



(61)

(53)

(54)

(59)

(56)

(57)

Schott AK, Pries R, Wollenberg B. Permanent up-regulation of regulatory
T-lymphocytes in patients with head and neck cancer. Int.J Mol.Med
26[1], 67-75. 2010.

Martens-de Kemp SR, Brink A, Stigter-van Walsum M, Damen JM,
Rustenburg F, Wu T et al. CD98 marks a subpopulation of head and
neck squamous cell carcinoma cells with stem cell properties. Stem Cell
Res. 10[3], 477-488. 2013.

Alberts B, Johnson A, Lewis J, Raff M, Roberts K, Walter P. Cancer.
Renard G, editor. Biologia Molecular da Célula. 5th[20], 1209-1268.
2010. Porto Alegre, ArtMed.

Willman CL, Hromas RA. Genomic alterations and chromosomal
aberrations in human cancer. Kufe DW, Bast jr RC, Hait WN, Ikegami M,
Pollock RE, Weichselbaum RR et al., editors. Cancer Medicine. 7th[8],
104-134. 2006. Hamilton, BC Decker Inc.

Ghosh A, Ghosh S, Maiti GP, Mukherjee S, Mukherjee N, Chakraborty J
et al. Association of FANCC and PTCH1 with the development of early
dysplastic lesions of the head and neck. Ann.Surg.Oncol. 19 Suppl 3,
S528-S538. 2012.

Pereira CS, Oliveira MV, Barros LO, Bandeira GA, Santos SH, Basile JR
et al. Low expression of MSH2 DNA repair protein is associated with
poor prognosis in head and neck squamous cell carcinoma. J Appl.Oral
Sci 21[5], 416-421. 2013.

Bernaldo dQ, Merlo A, Secades P, Zambrano |, de SM, |, Ugidos N et al.
Identification of TRPC6 as a possible candidate target gene within an
amplicon at 11921-q22.2 for migratory capacity in head and neck
squamous cell carcinomas. BMC.Cancer 13, 116. 2013.

Liang C, Marsit CJ, Houseman EA, Butler R, Nelson HH, McClean MD et
al. Gene-environment interactions of novel variants associated with head
and neck cancer. Head Neck 34[8], 1111-1118. 2012.

Zhang C, Sturgis EM, Zheng H, Song X, Wei P, Jin L et al. Genetic
variants in TNF-alpha promoter are predictors of recurrence in patients
with squamous cell carcinoma of oropharynx after definitive radiotherapy.
Int.J Cancer . 7-10-2013.

Alves LR, Fraga CA, Oliveira MV, Sousa AA, Jorge AS, Marques-Silva L
et al. High HIF-1alpha expression genotypes increase odds ratio of oral
cancer. Head Neck Oncol. 4[5], 87. 2012.

Gattas GJ, de Carvalho MB, Siraque MS, Curioni OA, Kohler P, Eluf-
Neto J et al. Genetic polymorphisms of CYP1A1, CYP2E1, GSTM1, and
GSTT1 associated with head and neck cancer. Head Neck 28[9], 819-
826. 2006.



(60)

(62)

(64)

(65)

(66)

(67)

(68)

(69)

(70)

Weinberg RA. A biologia do Cancer. Weinberg RA, editor. first, 1-813.
2008. Porto Alegre, ArtMed.

Ganci F, Sacconi A, Bossel Ben-Moshe N, Manciocco V, Sperduti |,
Strigari L et al. Expression of TP53 mutation-associated microRNAs
predicts clinical outcome in head and neck squamous cell carcinoma
patients. Ann.Oncol. 24[12], 3082-3088. 2013.

Xie TX, Zhou G, Zhao M, Sano D, Jasser SA, Brennan RG et al. Serine
substitution of proline at codon 151 of TP53 confers gain of function
activity leading to anoikis resistance and tumor progression of head and
neck cancer cells. Laryngoscope 123[6], 1416-1423. 2013.

Silva SD, Nonogaki S, Soares FA, Kowalski LP. p16 (INK4a) has
clinicopathological and prognostic impact on oropharynx and larynx
squamous cell carcinoma. Braz.J Med Biol.Res. 45[12], 1327-1333.
2012.

Ghosh A, Maiti GP, Bandopadhyay MN, Chakraborty J, Biswas J,
Roychoudhury S et al. Inactivation of 9922.3 tumor suppressor genes
predict outcome for patients with head and neck squamous cell
carcinoma. Anticancer Res. 33[3], 1215-1220. 2013.

Ekizoglu S, Dalay N, Karaman E, Akdeniz D, Ozaydin A, Buyru N. LKB1
downregulation may be independent of promoter methylation or FOXO3
expression in head and neck cancer. Transl.Res. 162[2], 122-129. 2013.

karp G. Biologia Celular e Molecular, conceitos experimentais. Gubert
IC, editor. 3rd, 1-737. 2005. Sdo Paulo, Manole.

Pierotti MA, Frattini M, Sozzi G, Croce CM. Oncogene. Kufe DW, Bast jr
RC, Hait WN, Hong WK, Pollock RE, Weichselbaum RR et al., editors.
Cancer Medicine. 7th[6], 68-84. 2006. Hamilton, BC Decker.

Bafico A, Aaronson SA. Growth Factors and Signal Transduction in
Cancer. Kufe DW, Basile JR, Hait WN, Hong WK, Pollock RE,
Weichselbaum RR et al., editors. Cancer Medicine. 7th[5], 53-67. 2006.
Hamilton, BC Decker.

Moghal N, Sternberg PW. Multiple positive and negative regulators of
signaling by the EGF-receptor. Curr.Opin.Cell Biol. 11[2], 190-196. 1999.

Psyrri A, Seiwert TY, Jimeno A. Molecular pathways in head and neck
cancer. Am.Soc.Clin.Oncol.Educ.Book , 246-255. 2013.

Kalyankrishna S, Grandis JR. Epidermal growth factor receptor biology in
head and neck cancer. J Clin.Oncol. 24[17], 2666-2672. 10-6-2006.

Leelahavanichkul K, Amornphimoltham P, Molinolo AA, Basile JR,
Koontongkaew S, Gutkind JS. A role for p38 MAPK in head and neck



(71)

(72)

(77)

(78)

(79)

(80)

(81)

cancer cell growth and tumor-induced angiogenesis and
lymphangiogenesis. Mol.Oncol. 12-10-2013.

Chu TH, Yang CC, Liu CJ, Lui MT, Lin SC, Chang KW. miR-211
promotes the progression of head and neck carcinomas by targeting
TGFbetaRIl. Cancer Lett. 337[1], 115-124. 28-8-2013.

Vogl TJ, Balzer J, Mack M, Steger W. Diagndstico diferencial por
imagem da cabecga e pescogo. Gebrim EMS, editor. first, 2-372. 2003.
Rio de Janeiro, Revinter.

Whaites E. Principios de radiologia odontologica. Haiter Neto F, editor.
3rd, 17-433. 2003. Porto Alegre, Artmed.

Guimarades JRQ. Manual de Oncologia. Libbs F, editor. first, 27-721.
2004. Sao Paulo, BBS.

Chan JY, Tsang RK, Eisele DW, Richmon JD. Transoral Robotic Surgery
(TORS) of the parapharyngeal space: A case series and systematic
review. Head Neck . 29-11-2013.

De Ceulaer J, De Clercq C, Swennen GR. Robotic surgery in oral and
maxillofacial, craniofacial and head and neck surgery: a systematic
review of the literature. Int.J Oral Maxillofac.Surg. 41[11], 1311-1324.
2012.

Karatzanis AD, Psychogios G, Zenk J, Waldfahrer F, Hornung J,
Velegrakis GA et al. Evaluation of available surgical management
options for early supraglottic cancer. Head Neck 32[8], 1048-1055. 2010.

Silveira LA. Principio das drogas Antineoplasicas. Libbs F, editor. Manual
de oncologia. first[4], 55-64. 2004. S&do Paulo, BBS.

Halliday D, Resnick R, Krane KS. Fisica Atdbmica. Souza JA, editor.
Fisica 4. 4th[52], 196-213. 1996. Rio de Janeiro, LTC.

Pasler FA. Radiologia Odontoldgica. Marques MFC, editor. 3rd, 1-449.
1999. Séo Paulo, Medsi.

Silva JLF, Arruda FF. Radioterapia nos tumores de cabecga e pescogo-
aspectos gerais. Libbs F, editor. Manual de Oncologia. first[45], 475-488.
2004. Sao Paulo, BBS.

Minstério dS. Programa de Qualidade em Radioterapia Curso de
Atualizacao para Fisicos em Radioterapia. 3-17. 2013.

Patrocinio HJ, Parker WA, Liu MCC. Radioterapia conformacional:
simulacao e planejamento do tratamento. Salvajoli JV, Souhami L, Faria
SL, editors. Radioterapia em Oncologia. first[7], 127-145. 1999. Séao
Paulo, Medsi.



(86)

(87)

(90)

(91)

(92)

(94)

Liu MCC, Parker WA, Patrocinio HJ, Souhami L. Radioterapia
Conformacional: aspctos clinicos. Salvajoli JV, Souhami L, Faria SL,
editors. first[7], 146-160. 1999. Sdo Paulo, Medsi.

Purdy JA. Principles of radiologic physics, dosimetry and treatment
planning. Halperin EC, Perez CA, Brady LW, editors. Principles and
Practice of Radiation Oncology. 5th[5], 142-165. 2008. Philadelphia,
Wolters Kluwer.

Yan D, Lockman D, Brabbins D, Tyburski L, Martinez A. An off-line
strategy for constructing a patient-specific planning target volume in
adaptive treatment process for prostate cancer.
Int.J.Radiat.Oncol.Biol.Phys. 48[1], 289-302. 1-8-2000.

Manon RR, Myers JN, Khuntia D, Harari PM. Oral Cavity Cancer.
Halperin EC, Perez CA, Brady LW, editors. Principles and Pratice of
Radiation Oncology. 5th[41], 891-912. 2008. Philadelphia, Wolters
Kluwer.

Salvajoli JV, Maia MPC, Novaes PERS. Tumores de Cabega e Pescogo.
Salvajoli JV, Souhami L, Faria SL, editors. Radioterapia em Oncologia.
first[17], 335-368. 1999. Sao Paulo, Medsi.

Mendenhall WM, Hinerman RW, Amdur RJ, Mancuso AA, Vilaret DB,
Werning JW. Larynx. Halperin EC, Perez CA, Brady LW, editors.
Principles and Practice of Radiation Oncology. 5th[44], 975-995. 2008.
Philadelphia, Wolmers Kluwer.

Shak HK, Khuntia D, Hoffman HT, Harari PM. Hypopharyns cancer.
Halperin EC, Perez CA, Brady LW, editors. Principles and Practice of
Radiation Oncology. 5th[43], 958-974. 2008. Philadelphia, Wolters
Kluwer.

Terhaard CHJ. Salivary Glands. Halperin EC, Perez CA, Brady LW,
editors. Principles and Practice of Radiation Oncology. 5th[40], 874-890.
2008. Philadelphia, Wolters Kluwer.

Schlupp WR. Glandulas Salivares. Salvajoli JV, Souhami L, Faria SL,
editors. Radioterapia em Oncologia. first[17], 444-467. 1999. S&o Paulo,
Medsi.

Simplicio FI, Maionchi F, Hioka N. TERAPIA FOTODINAMICA:
ASPECTOS FARMACOLOGICOS, APLICACOES E AVANGOS
RECENTES NO DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS.
Quim.Nova, 25[5], 801-807. 2002.

Sunar U. Monitoring photodynamic therapy of head and neck
malignancies with optical spectroscopies. World J Clin.Cases. 1[3], 96-
105. 16-6-2013.



(99)

(100)

(101)

(102)

(103)

(104)

(105)

(106)

(107)

Allison RR, Sibata CH. Photodynamic Therapy. Halperin EC, Perez CA,
Brady LW, editors. Principles and Practice of Radiation Oncology.
5th[24], 599-603. 2008. Philadelphia, Wolters Kluwer.

Shultis JK, Faw RE. Radiation Interactions with Matter.
FUNDAMENTALS OF NUCLEAR SCIENCE AND ENGINEERING. [7],
1-41. 2002.

Kaplan I. Los Rayos X y la estructura atomica. Fisica Nuclear. First[IV],
60-76. 1961. Madrid.

Hainfeld JF, Dilmanian FA, Slatkin DN, Smilowitz HM. Radiotherapy
enhancement with gold nanoparticles. J Pharm.Pharmacol. 60[8], 977-
985. 2008.

Hall EJ, Giaccia AJ. Radiobiology for the Radiologists. McAllister L,
editor. 6th, 5-521. 2006. Philadelphia, Lippincott Williams & Wilkins.

Petersen C, Zips D, Krause M. Repopulation of FaDu human squamous
cell carcinoma during fractionated radiotherapy correlates with
reoxygenation. Int.J.Rad.Onc.Biol.Phys 51[2], 483-493. 2012.

Schmidt-Ullrich RK, Mikkelsen RB, Dent P, Todd DG, Valerie K,
Kavanagh BD et al. Radiation-induced proliferation of the human A431
squamous carcinoma cells is dependent on EGFR tyrosine
phosphorylation. Oncogene 15[10], 1191-1197. 4-9-1997.

Ogino H, Shibamoto Y, Sugie C, Ito M. Biological effects of intermittent
radiation in cultured tumor cells: influence of fraction number and dose
per fraction. J.Radiat.Res.(Tokyo) 46[4], 401-406. 2005.

Ganguly M, Szulik MW, Donahue PS, Clancy K, Stone MP, Gold B.
Thermodynamic Signature of DNA Damage: Characterization of DNA
with  a 5-Hydroxy-2'-Deoxycytidine*2'-Deoxyguanosine Base Pair.
Biochemistry . 14-2-2012.

Banuelos CA, Banath JP, Kim JY, Aquino-Parsons C, Olive PL.
gammaH2AX expression in tumors exposed to cisplatin and fractionated
irradiation. Clin.Cancer Res. 15[10], 3344-3353. 15-5-2009.

Alonso MT, Garcia-Sancho J. Nuclear Ca(2+) signalling. Cell Calcium
49[5], 280-289. 2011.

Baba Y, Matsumoto M, Kurosaki T. Calcium signaling in B cells:
Regulation of cytosolic Ca increase and its sensor molecules, STIM1 and
STIM2. Mol.Immunol. 15-11-2013.

Pereira GJS. Sinalizacdo de Calcio Mediada pelo NAADP via
Receptores TCPs em Células Gastricas de Musculo Liso de Ratos. 5-
99. 2010. Universidade Federal de Sédo Paulo.



(108)

(109)

(110)

(111)

(112)

(113)

(114)

(115)

(116)

(117)

(118)

(119)

Aguiar CJ, Arantes LAM, Leite MF. Receptores de Inositol 1,4,5-
Trifosfato. Resende RR, Guatimosim S, Leite MF, editors. Sinalizagao de
Calcio: Bioquimica e Fisiologia Celulares. first[4], 54-73. 2012. Séao
Paulo, Savier.

Berridge MJ, Lipp P, Bootman MD. The versatility and universality of
calcium signalling. Nat.Rev.Mol.Cell Biol. 1[1], 11-21. 2000.

Leite MF, Hirata K, Pusl T, Burgstahler AD, Okazaki K, Ortega JM et al.
Molecular basis for pacemaker cells in epithelia. J.Biol.Chem. 277[18],
16313-16323. 3-5-2002.

Andrade LM. Sinalizacdo de Caclio e Crescimento da Célula
Cancerigena. Resende RR, Guatimosin S, Leite MF, editors. Sinalizag&o
de Calcio: Bioquimica e Fisiologia Celulares. first[18], 401-421. 2012.
Séo Paulo, Savier.

Roderick HL, Cook SJ. Ca2+ signalling checkpoints in cancer:
remodelling Ca2+ for cancer cell proliferation and survival. Nat.Rev
Cancer 8[5], 361-375. 2008.

Monteith GR, McAndrew D, Faddy HM, Roberts-Thomson SJ. Calcium
and cancer: targeting Ca2+ transport. Nat.Rev Cancer 7[7], 519-530.
2007.

Taylor JT, Zeng XB, Pottle JE, Lee K, Wang AR, Yi SG et al. Calcium
signaling and T-type calcium channels in cancer cell cycling. World J
Gastroenterol. 14[32], 4984-4991. 28-8-2008.

Gong Y, Blok LJ, Perry JE, Lindzey JK, Tindall DJ. Calcium regulation of
androgen receptor expression in the human prostate cancer cell line
LNCaP. Endocrinology 136[5], 2172-2178. 1995.

Cocco L, Gilmour RS, Ognibene A, Letcher AJ, Manzoli FA, Irvine RF.
Synthesis of polyphosphoinositides in nuclei of Friend cells. Evidence for
polyphosphoinositide metabolism inside the nucleus which changes with
cell differentiation. Biochem.J. 248[3], 765-770. 15-12-1987.

Divecha N, Banfic H, Irvine RF. The polyphosphoinositide cycle exists in
the nuclei of Swiss 3T3 cells under the control of a receptor (for IGF-I) in
the plasma membrane, and stimulation of the cycle increases nuclear
diacylglycerol and apparently induces translocation of protein kinase C to
the nucleus. EMBO J. 10[11], 3207-3214. 1991.

Martelli AM, Gilmour RS, Bertagnolo V, Neri LM, Manzoli L, Cocco L.
Nuclear localization and signalling activity of phosphoinositidase C beta
in Swiss 3T3 cells. Nature 358[6383], 242-245. 16-7-1992.

Leite MF, Thrower EC, Echevarria W, Koulen P, Hirata K, Bennett AM et
al. Nuclear and cytosolic calcium are regulated independently.
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 100[5], 2975-2980. 4-3-2003.



(120)

(121)

(122)

(123)

(124)

(125)

(126)

(127)

(128)

(129)

(130)

(131)

Mak DO, Foskett JK. Single-channel inositol 1,4,5-trisphosphate receptor
currents revealed by patch clamp of isolated Xenopus oocyte nuclei.
J.Biol.Chem. 269[47], 29375-29378. 25-11-1994.

Malviya AN, Rogue P, Vincendon G. Stereospecific inositol 1,4,5-
[32P]trisphosphate binding to isolated rat liver nuclei: evidence for
inositol trisphosphate receptor-mediated calcium release from the
nucleus. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 87[23], 9270-9274. 1990.

Echevarria W, Leite MF, Guerra MT, Zipfel WR, Nathanson MH.
Regulation of calcium signals in the nucleus by a nucleoplasmic
reticulum. Nat.Cell Biol. 5[5], 440-446. 2003.

Humbert JP, Matter N, Artault JC, Koppler P, Malviya AN. Inositol 1,4,5-
trisphosphate receptor is located to the inner nuclear membrane
vindicating regulation of nuclear calcium signaling by inositol 1,4,5-
trisphosphate. Discrete distribution of inositol phosphate receptors to
inner and outer nuclear membranes. J.Biol.Chem. 271[1], 478-485. 5-1-
1996.

Stehno-Bittel L, Luckhoff A, Clapham DE. Calcium release from the
nucleus by InsP3 receptor channels. Neuron 14[1], 163-167. 1995.

Rodrigues MA, Gomes DA, Andrade VA, Leite MF, Nathanson MH.
Insulin induces calcium signals in the nucleus of rat hepatocytes.
Hepatology 48[5], 1621-1631. 2008.

Resende RR, Andrade LM, Oliveira AG, Guimaraes ES, Guatimosim S,
Leite MF. Nucleoplasmic calcium signaling and cell proliferation: calcium
signaling in the nucleus. Cell Commun.Signal. 11[1], 14. 2013.

Andrade LM, Geraldo JM, Gongalves OX, Leite MTT, Catarina AM,
Guimardes MM et al. Nucleoplasmic Calcium Buffering Sensitizes
Human Squamous Cell Carcinoma to Anticancer Therapy. J Cancer Sci
Ther 4[5], 131-139. 25-5-2012.

Gomes DA. Funcgbdes do calcio nuclear e citosdlico na sinalizagao celular.
1-82. 2006. Universidade Federal de Minas Gerais.

Gomes DA, Rodrigues MA, Leite MF, Gomez MV, Varnai P, Balla T et al.
c-Met must translocate to the nucleus to initiate calcium signals. J
Biol.Chem. 283[7], 4344-4351. 15-2-2008.

Rodrigues MA, Gomes DA, Leite MF, Grant W, Zhang L, Lam W et al.
Nucleoplasmic calcium is required for cell proliferation. J Biol.Chem.
282[23], 17061-17068. 8-6-2007.

Riccardi C, Nicoletti I. Analysis of apoptosis by propidium iodide staining
and flow cytometry. Nat.Protoc. 1[3], 1458-1461. 2006.



(132)

(133)

(134)

(135)

(136)

(137)

(138)

(139)

(140)

(141)

(142)

(143)

Lindmo T, Boven E, Cuttitta F, Fedorko J, Bunn PA, Jr. Determination of
the immunoreactive fraction of radiolabeled monoclonal antibodies by
linear extrapolation to binding at infinite antigen excess. J
Immunol.Methods 72[1], 77-89. 3-8-1984.

Powathil GG, Adamson DJ, Chaplain MA. Towards predicting the
response of a solid tumour to chemotherapy and radiotherapy

treatments: clinical insights from a computational model.
PLoS.Comput.Biol. 9[7], e1003120. 2013.

Andrade V, Guerra M, Jardim C, Melo F, Silva W, Ortega JM et al.
Nucleoplasmic calcium regulates cell proliferation through legumain. J
Hepatol. 55[3], 626-635. 2011.

Blobel CP. ADAMs: key components in EGFR signalling and
development. Nat.Rev Mol.Cell Biol. 6[1], 32-43. 2005.

Cai CQ, Peng Y, Buckley MT, Wei J, Chen F, Liebes L et al. Epidermal
growth factor receptor activation in prostate cancer by three novel
missense mutations. Oncogene 27[22], 3201-3210. 15-5-2008.

Friedl P, Wolf K. Tumour-cell invasion and migration: diversity and
escape mechanisms. Nat.Rev.Cancer 3[5], 362-374. 2003.

Goodman SL, Picard M. Integrins as therapeutic targets. Trends
Pharmacol.Sci 33[7], 405-412. 2012.

Margadant C, Monsuur HN, Norman JC, Sonnenberg A. Mechanisms of
integrin activation and trafficking. Curr.Opin.Cell Biol. 23[5], 607-614.
2011.

Hoffmann K, Xiao Z, Franz C, Mohr E, Serba S, Buchler MW et al.
Involvement of the epidermal growth factor receptor in the modulation of
multidrug resistance in human hepatocellular carcinoma cells in vitro.
Cancer Cell Int. 11, 40. 2011.

Huether A, Hopfner M, Baradari V, Schuppan D, Scherubl H. EGFR
blockade by cetuximab alone or as combination therapy for growth
control of hepatocellular cancer. Biochem.Pharmacol. 70[11], 1568-1578.
25-11-2005.

Carvalho AL, Nishimoto IN, Califano JA, Kowalski LP. Trends in
incidence and prognosis for head and neck cancer in the United States:
a site-specific analysis of the SEER database. Int.J Cancer 114[5], 806-
816. 1-5-2005.

Rikiishi H. Autophagic action of new targeting agents in head and neck
oncology. Cancer Biol.Ther 13[11], 978-991. 2012.



(144)

(145)

(146)

(147)

(148)

(149)

(150)

(151)

(152)

(153)

(154)

(155)

(156)

Adrien J, Bertolus C, Gambotti L, Mallet A, Baujat B. Why are head and
neck squamous cell carcinoma diagnosed so late? Influence of health
care disparities and socio-economic factors. Oral Oncol. 20-11-2013.

Pinto M, Uga MA. Cost of treating patients with smoking history in a
specialized cancer hospital. Rev Saude Publica 45[3], 575-582. 2011.

Chen AM, Vazquez E, Courquin J, Donald PJ, Farwell DG. Tobacco use
among long-term survivors of head and neck cancer treated with
radiation therapy. Psychooncology. 8-9-2013.

Jham BC, Freire ARS. Complicagcdes bucais da radioterapia em cabeca
e pescogo. Rev Bras Otorrinolaringol 72[5], 704-708. 2006.

Freitas DA, Caballero AD, Pereira MM, Oliveira SKM, Pinho e Silva G,
Hernandez CIV. Sequelas bucais da radioterapia de cabecga e pescoco.
Rev.CEFAC. 13[6], 1103-1108. 2011.

Andrade LM, Viana AMFC. Estudo das complicacbes pods-radioterapia
para o tratamento de tumores de cabecga e pescog¢o para o aumento da
qualidade de vida. Revista Dentistica on line 7[14], 31-37. 2006.

Tesei A, Sarnelli A, Arienti C, Menghi E, Medri L, Gabucci E et al. In vitro
irradiation system for radiobiological experiments. Radiat.Oncol. 8[1],
257. 1-11-2013.

Soleymanifard S, Bahreyni Toossi MT, Sazgarnia A, Mohebbi S. The role
of target and bystander cells in dose-response relationship of radiation-
induced bystander effects in two cell lines. Iran J Basic Med Sci 16[2],
177-183. 2013.

Sokolov MV, Neumann RD. Radiation-induced bystander effects in
cultured human stem cells. PLoS.One. 5[12], e14195. 2010.

Leszczynski D. Radiation Proteomics: A Brief Overview. Proteomics. 23-
12-2013.

Andrade V, Guerra M, Jardim C, Melo F, Silva W, Ortega JM et al.
Nucleoplasmic calcium regulates cell proliferation through legumain. J
Hepatol. 55[3], 626-635. 2011.

Lucena PI, Robbs BK, Viola JPB. Sinalizacdo de Calcio na Transcrigao
Génica. Resende RR, Guatimosin S, Leite MF, editors. Sinalizagao de
Calcio: Bioquimica e Fisiologia Celulares. first[23], 513-539. 2012. Séo
Paulo, Savier.

Rainey MD, Black EJ, Zachos G, Gillespie DA. Chk2 is required for
optimal mitotic delay in response to irradiation-induced DNA damage
incurred in G2 phase. Oncogene 27[7], 896-906. 7-2-2008.



(157)

(158)

(159)

(160)

(161)

(162)

(163)

(164)

(165)

(166)

(167)

(168)

Heuskin AC, Michiels C, Lucas S. Toward computer simulation of high-
LET in vitro survival curves. Phys.Med Biol. 58[18], 6495-6510. 21-9-
2013.

Diehn M, Cho RW, Lobo NA, Kalisky T, Dorie MJ, Kulp AN et al.
Association of reactive oxygen species levels and radioresistance in
cancer stem cells. Nature 458[7239], 780-783. 9-4-2009.

McDonald JT, Kim K, Norris AJ, Vlashi E, Phillips TM, Lagadec C et al.
lonizing radiation activates the Nrf2 antioxidant response. Cancer Res.
70[21], 8886-8895. 1-11-2010.

He YY, Council SE, Feng L, Chignell CF. UVA-induced cell cycle
progression is mediated by a disintegrin and metalloprotease/epidermal
growth factor receptor/AKT/Cyclin D1 pathways in keratinocytes. Cancer
Res. 68[10], 3752-3758. 15-5-2008.

Seftor RE, Seftor EA, Gehlsen KR, Stetler-Stevenson WG, Brown PD,
Ruoslahti E et al. Role of the alpha v beta 3 integrin in human melanoma
cell invasion. Proc.Natl.Acad.Sci U.S.A 89[5], 1557-1561. 1-3-1992.

Kato H, Liao Z, Mitsios JV, Wang HY, Deryugina El, Varner JA et al. The
primacy of betal integrin activation in the metastatic cascade.
PL0oS.One. 7[10], e46576. 2012.

Yuan J, Shi GX, Shao Y, Dai G, Wei JN, Chang DC et al. Calmodulin
bound to stress fibers but not microtubules involves regulation of cell
morphology and moatility. Int.J Biochem.Cell Biol. 40[2], 284-293. 2008.

Vartanian A, Stepanova E, Grigorieva |, Solomko E, Belkin V,
Baryshnikov A et al. Melanoma vasculogenic mimicry capillary-like
structure formation depends on integrin and calcium signaling.
Microcirculation. 18[5], 390-399. 2011.

Hanna TP. Radiation Oncology in the Developing World. Halperin EC,
Perez CA, Brady LW, editors. Principles and Practice of Radiation
Oncology. 5th[25], 604-610. 2006. Philadelphia, Wolters Kluwer.

Meira DD, Almeida VH, Mororo JS, Caetano MS, Nobrega IP, Batista D
et al. Efficient blockade of Akt signaling is a determinant factor to
overcome resistance to matuzumab. Mol.Cancer 10, 151. 2011.

Allen JE, Krigsfeld G, Mayes PA, Patel L, Dicker DT, Patel AS et al. Dual
inactivation of Akt and ERK by TIC10 signals Foxo3a nuclear
translocation, TRAIL gene induction, and potent antitumor effects. Sci
Transl.Med 5[171], 171ra17. 6-2-2013.

Niu FY, Wu YL. Novel agents and strategies for overcoming EGFR TKI
resistance. Exp.Hematol.Oncol. 3[1], 2. 11-1-2014.



(169)

(170)

(171)

(172)

(173)

(174)

(175)

(176)

(177)

(178)

(179)

(180)

Shin TH, Sung ES, Kim YJ, Kim KS, Kim SH, Kim SK et al.
Enhancement of the tumor penetration of monoclonal antibody by fusion
of a neuropilin-targeting peptide improves the anti-tumor efficacy.
Mol.Cancer Ther . 16-1-2014.

Halperin EC, Perez CA, Brennan P. The Discipline of Radiation
Oncology. Halperin EC, Perez CA, Brady LW, editors. 5th[1], 2-75. 2008.
Princeples and Practice of Radiation Oncology, Wolters Kluwer.

Choi EJ, Cho BJ, Lee DJ, Hwang YH, Chun SH, Kim HH et al. Enhanced
cytotoxic effect of radiation and temozolomide in malignant glioma cells:
targeting PISBK-AKT-mTOR signaling, HSP90 and histone deacetylases.
BMC.Cancer 14[1], 17. 13-1-2014.

Li H, Wawrose JS, Gooding WE, Garraway LA, Lui VW, Peyser ND et al.
Molecular Profiling of HNSCC Cells and Tumors Reveals a Rational
Approach to Preclinical Model Selection. Mol.Cancer Res. 14-1-2014.

Mak MP, William WN, Jr. Targeting the epidermal growth factor receptor
for head and neck cancer chemoprevention. Oral Oncol. 9-1-2014.

Cripps C, Winquist E, Devries MC, Stys-Norman D, Gilbert R. Epidermal
growth factor receptor targeted therapy in stages Il and IV head and
neck cancer. Curr.Oncol. 17[3], 37-48. 2010.

Kundu SK, Nestor M. Targeted therapy in head and neck cancer.
Tumour.Biol. 33[3], 707-721. 2012.

Dancey JE. Recent advances of molecular targeted agents: opportunities
for imaging. Cancer Biol.Ther 2[6], 601-609. 2003.

Kruser TJ, Wheeler DL. Mechanisms of resistance to HER family
targeting antibodies. Exp.Cell Res. 316[7], 1083-1100. 15-4-2010.

Villalobo A, Garcia-Palmero |, Stateva SR, Jellali K. Targeting the
calmodulin-regulated ErbB/Grb7 signaling axis in cancer therapy. J
Pharm.Pharm.Sci 16[2], 177-189. 2013.

Nardi NB, Ventura AM. Terapia Génica. Mir L, editor. Genbmica.
First[30], 625-642. 2004. Sao Paulo, Atheneu.

Ruddon RW, Kufe DW, Hait WN. Biochemistry of Cancer. Kufe DW, Bast
jr RC, Hait WN, Hong WK, Pollock RE, Weichselbaum RR et al., editors.
Cancer Medicine. 7th[9], 135-147. 2006. Hamilton, BC Decker.



