
 
 

     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O tamponamento do cálcio nuclear como adjuvante no tratamento de tumores 

de cabeça & pescoço resistentes à radioterapia 

 
 
 

por 
 

Lídia Maria de Andrade 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Belo Horizonte 

Fevereiro/2014 

 
 

 

 
 

Ministério da Saúde 

Fundação Oswaldo Cruz 

Centro de Pesquisas René Rachou 

Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde 

 
TESE DBCM-CPqRR               L. M. ANDRADE                                        2014  



 
 

Ministério da Saúde 

Fundação Oswaldo Cruz 

Centro de Pesquisas René Rachou 

Programa de Pós-graduação em Ciências da Saúde 

 

 

 

 

 

 

O tamponamento do cálcio nuclear como adjuvante no tratamento de tumores 

de cabeça & pescoço resistentes à radioterapia. 

 

 

por 

 

Lídia Maria de Andrade 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Tese apresentada com vistas à 
obtenção do Título de Doutor(a) em 
Ciências na área de concentração 
Biologia Celular e Molecular. 
 
Orientação: Dr.  Olindo Assis Martins 
Filho         
 Co-orientação:  Dra Maria de Fátima 
Leite  
                           Dr.  Otto C. Boerman 

Belo Horizonte 

Fevereiro/2014 

ii 



 
 

 
 
 
 
 
 
Catalogação-na-fonte 
Rede de Bibliotecas da FIOCRUZ 
Biblioteca do CPqRR 
Segemar Oliveira Magalhães CRB/6 1975 
A553t 
2014 

Andrade, Lídia Maria de. 
 

     O tamponamento do cálcio nuclear como 
adjuvante no tratamento de tumores de cabeça & 
pescoço resistentes à radioterapia / Lídia Maria de 
Andrade. – Belo Horizonte, 2014. 

 
xix, 115 f.: il.: 210 x 297 mm. 
 
Bibliografia: 120 – 134 
Tese (doutorado) – Tese para obtenção do título 

de Doutor(a) em Ciências pelo Programa de Pós-
Graduação em Ciências da Saúde do Centro de 
Pesquisas René Rachou. Área de concentração: 
Biologia Celular e Molecular. 

 
1. Neoplasias de Cabeça e Pescoço/radioterapia 

2. Radiação/classificação 3. Cálcio/uso terapêutico I. 
Título. II. Martins Filho, Olindo Assis (Orientação). III. 
Leite, Maria de Fátima. (Co-orientação). IV. Boerman, 
Otto C. (Co-orientação). 

 
CDD – 22. ed. – 616.994 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

iii 



 
 

 
 
 
 
 

iv 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
“Não há nada mais importante no mundo do que a convicção de que a 

vida tem sentido” 
 

(Viktor Frankl) 
 

 
 

v 



 
 

Dedico esta tese aos pacientes portadores de câncer; razão de ser desta 

pesquisa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Agradecimentos 

 

Agradeço a Deus por não me deixar desistir frente aos desafios e 

obstáculos. E para não correr o risco de me esquecer de alguém, 

agradeço, sinceramente, a todos as pessoas que, de alguma maneira, 

contribuíram para a construção desta tese. 

Agradeço ao Centro de Pesquisas René Rachou, ao Instituto de 

Radioterapia São Francisco, á Unversidade Federal de Minas Gerais, 

e á UMC Radboud pela oportunidade de desenvolver este trabalho, 

além da prestimosa ajuda das bibliotecas Professor Zigman Brener e 

biblioteca central. 

Agradeço ás agencias de fomento: FAPEMIG, processo 16762, 

CNPq, processo 201217/2012-4novo, CAPES e HHIM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

vii 



 
 

Sumário 

Lista de figuras ................................................................................................. xiii 

Lista de Abreviaturas ........................................................................................ xiv 

Resumo .......................................................................................................... xviii 

Abstract ............................................................................................................ xix 

1 Introdução ..................................................................................................... 20 

2 Objetivos ....................................................................................................... 23 

2.1 Objetivo geral .......................................................................................... 23 

2.2 Objetivos específicos .............................................................................. 23 

2.2.1 Desenvolver um modelo de irradiação in vitro capaz de reproduzir o 

esquema de fracionamento diário de doses de radiação X sobre células 

tumorais ..................................................................................................... 23 

2.2.2 Avaliar o efeito in vitro do fracionamento diário de radiação X, 

associado ao tamponamento de Ca2+ nuclear, na proliferação de células 

tumorais do carcinoma de células escamosas humano, seu impacto na 

progressão do ciclo celular e na fração de sobrevida ................................ 23 

2.2.3 Investigar os mecanismos desencadeados pela exposição in vitro ao 

fracionamento diário de radiação X, associado ao tamponamento de Ca2+ 

nuclear em carcinoma de células escamosas humano ............................. 23 

3 Revisão de literatura ..................................................................................... 24 

3.1 Epidemiologia dos tumores de cabeça e pescoço. ................................. 24 

3.2 Histopatologia dos tumores de cabeça e pescoço. ................................. 26 

3.3 Biologia do carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço. ..... 28 

3.4 Alterações genéticas no carcinoma de células escamosas de cabeça e 

pescoço. ........................................................................................................ 29 

3.4.1 Genes supressores de tumor. ........................................................... 29 

3.4.2 Oncogenes. ...................................................................................... 31 

3.5 Sinalização celular ligada á tirosina cinases. .......................................... 31 

3.6 Diagnóstico e tratamento dos tumores de cabeça e pescoço. ................ 33 

viii 



 
 

3.6.1 Cirurgia. ............................................................................................ 34 

3.6.2 Quimioterapia. .................................................................................. 34 

3.6.3 Radioterapia. .................................................................................... 35 

3.6.3.1 Radioterapia no tratamento de tumores de cabeça e pescoço. ..... 36 

3.6.4 Terapia fotodinâmica. ....................................................................... 37 

3.7 Interações das radiações ionizantes com a matéria. .............................. 38 

3.7.1 Efeito biológico das radiações ionizantes. ........................................ 39 

3.8 Aspectos gerais da sinalização intracelular de Cálcio (Ca2+). ................. 40 

3.8.1 Princípios da Sinalização intracelular de Cálcio (Ca2+). .................... 40 

3.8.2 Importância da sinalização de Ca2+ na célula tumoral. ..................... 41 

3.8.3 O papel do Ca2+ nuclear na célula tumoral. ...................................... 42 

4 Materiais e Métodos. ..................................................................................... 43 

4.1 Plataforma de sustentação dos frascos de cultivo celular. ...................... 43 

4.2 Planejamento de irradiação das células A431. ....................................... 43 

4.3 Prova de conceito do planejamento de irradiação das células A431. ..... 44 

4.4 Construção adenoviral InsP3-Buffer-NLS. ............................................... 44 

4.5-Protocolo de irradiação. .......................................................................... 45 

4.6-Ensaio de proliferação celular. ................................................................ 46 

4.7-Ensaios de avaliação de ciclo celular pela técnica de citometria de fluxo.

 ...................................................................................................................... 46 

4.8 Ensaio de fração de sobrevida. ............................................................... 47 

4.9 PCR quantitativo em tempo real. ............................................................ 47 

4.10 PCR quantitativo para avaliação das lesões ao DNA nuclear e 

mitocondrial. .................................................................................................. 48 

4.11 Ensaio de atividade mitocôndrial pelo MTT........................................... 48 

4.12 Western bloting. .................................................................................... 49 

4.13 Imunocitoquímica. ................................................................................. 50 

4.14 Cultivo de células em três dimensões. .................................................. 50 

ix 



 
 

4.15 Redução da migração celular por bloqueadores de integrinas. ............ 50 

4.16 Avaliação da velocidade de movimento e medida do índice de 

alongamento celular. ..................................................................................... 51 

4.17 Ensaio de imunorreatividade para ligação do anticorpo monoclonal 

Cetuximab aos receptores de EGF em hapatocarcinoma humano da 

linhagem HepG2. .......................................................................................... 51 

4.18 Treinamento com manejo de animais geneticamente modificados, 

xenografia, aquisição de imagens e radioterapia em rodentes. .................... 52 

5 Resultados. ................................................................................................... 55 

5.1 Desenvolvimento de um modelo de irradiação in vitro capaz de reproduzir 

o esquema de fracionamento diário de doses de radiação X sobre células 

tumorais ........................................................................................................ 55 

5.1.0 O modelo de irradiação in vitro reproduz o esquema de fracionamento 

diário de doses. ......................................................................................... 55 

5.1.1 Plataforma de posicionamento das culturas celulares. ..................... 55 

5.1.2 Planejamento radioterapêutico das culturas celulares. ..................... 56 

5.1.3 Prova de conceito do planejamento radioterapêutico das culturas 

celulares. ................................................................................................... 58 

5.2 Avaliar o efeito in vitro do fracionamento diário de radiação X, associado 

ao tamponamento de Ca2+ nuclear, na proliferação de células tumorais do 

carcinoma de células escamosas humano, seu impacto na progressão do 

ciclo celular e na fração de sobrevida ........................................................... 59 

5.2.0 O esquema de irradiação determina a resposta celular. ................... 59 

5.2.1 Células tumorais são mais sensíveis ao tamponamento de Ca2+ 

nuclear. ...................................................................................................... 60 

5.2.1.1 Eficiência de infecção das culturas celulares. ................................ 60 

5.2.1.2 Curva de proliferação celular. ........................................................ 62 

5.2.2 Cinética do ciclo celular após associação entre tamponamento de 

Ca2+ nuclear e radiação X. ......................................................................... 63 

x 



 
 

5.3 Investigar os mecanismos desencadeados pela exposição in vitro ao 

fracionamento diário de radiação X, associado ao tamponamento de Ca2+ 

nuclear, em carcinoma de células escamosas humanas .............................. 64 

5.3.0 O tamponamento de Ca2+ nuclear associado com radiação X não 

promoveu aumento de danos ao DNA das células A431. ......................... 64 

5.3.1 Associação entre o tamponamento de Ca2+ nuclear e a radiação X 

previne a superexpressão de ADAM-17 e EGFR, induzidas por radiação 

ionizante. ................................................................................................... 65 

5.3.1.1 A associação entre o tamponamento de Ca2+ nuclear e a radiação 

X previne a superexpressão de ADAM-17. ................................................ 66 

5.3.1.2 A associação entre o tamponamento de Ca2+ nuclear e a radiação 

X previne a superexpressão de EGFR. ..................................................... 67 

5.3.2.2 O tamponamento de Ca2+ nuclear reduziu a ativação de EGFR. .. 68 

5.3.2.3 EGFR foi translocado da membrana plasmática para o interior das 

células após irradiação e teve sua expressão reduzida após tamponamento 

de Ca2+ nuclear. ......................................................................................... 69 

5.3.3 Associação entre o tamponamento de Ca2+ nuclear e a radiação X 

reduziu a fração de sobrevida das células A431, radiossensibilizando o 

carcinoma de células escamosas. ............................................................. 71 

5.4 Estabelecer novas abordagens metodológicas para avaliar os 

mecanismos desencadeados pela exposição in vitro ao fracionamento diário 

de radiação X, associado ao tamponamento de Ca2+ nuclear, em carcinoma 

de células escamosas humanas ................................................................... 73 

5.4.0 Bloqueadores das subunidades β1 e αvβ3 de integrinas alteram a 

morfologia e a dinâmica das células de melanoma humano da linhagem 

MV3wt. ....................................................................................................... 73 

5.4.1 O bloqueio das integrinas altera a morfologia das células MV3wt. ... 73 

5.4.2 O bloqueio das integrinas evita que o alongamento das células 

MV3wt ocorra. ............................................................................................ 74 

5.4.3 O bloqueio das integrinas altera a dinâmica e a orientação espacial 

das células MV3wt. .................................................................................... 75 

xi 



 
 

5.4.4 As células HepG2 apresentam alta ligação do anticorpo monoclonal 

cetuximab  aos receptores de  EGF. ......................................................... 78 

6 Discussão. ..................................................................................................... 80 

6.1 O que vem pela frente: tendências e desafios para o melhoramento das 

terapias contra o câncer. ............................................................................... 87 

7  Conclusão .................................................................................................... 91 

8-Anexos. ......................................................................................................... 92 

1 Nucleoplasmic calcium signaling and cell proliferation: calcium signaling in 

the nucleus. ................................................................................................... 92 

2 Nucleoplasmic calcium buffering sensitizes human squamous cell 

carcinoma to anticancer therapy. .................................................................. 92 

3 Aprovação do COEPE para uso de células gengivais humanas. ............. 108 

4 Oficio de doação das células gengivais humanas para esta pesquisa. ... 109 

5 Relação de artigos publicados em co-autoria envolvendo sinalização de 

Ca2+ ............................................................................................................. 110 

6 Repercussão social desta pesquisa. ........................................................ 111 

9 Referências Bibliográficas……………………………………………………….120 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

xii 



 
 

Lista de figuras 

 

Figura 1 Ativação da sinalização nas vias do EGFR.. ..................................... 33 

Figura 2 Desenho esquemático do sistema de irradiação in vitro.. ................. 56 

Figura 3 Planejamento de irradiação para as células A431. ......................... 577 

Figura 4 Medidas dosimétricas do sistema de irradiação in vitro. ................... 58 

Figura 5 Perfil do ciclo celular em células A431 irradiadas em diferentes 

esquemas de irradiação. .................................................................................. 60 

Figura 6 Eficiência de infecção das células A431 e eficiência de redução do 

sinal de Ca2+ no núcleo das células pela ação tamponadora da construção. .. 61 

Figura 7 Proliferação celular após tamponamento de Ca2+ nuclear. ............... 62 

Figura 8 Cinética do ciclo celular em células A431 tratadas com a associação 

entre o tamponamento de Ca2+ nuclear e radiação X. ..................................... 64 

Figura 9 Quantificação das lesões ao DNA nuclear e mitocondrial de células 

A431 tratadas com a associação entre tamponamento de Ca2+ nuclear e 

radiação X.. ...................................................................................................... 65 

Figura 10 Níveis de expressão da metaloproteinase ADAM-17. ..................... 66 

Figura 11 Níveis de expressão de EGFR. ....................................................... 68 

Figura 12 Níveis de ativação de EGFR após tamponamento de Ca2+ nuclear. 69 

Figura 13 Translocação do receptor de EGF.  ................................................. 70 

Figura 14 Fração de sobrevida das células A431 após associação entre o 

tamponamento de Ca2+
n e a radiação X. .......................................................... 71 

Figura 15 Desenho esquemático dos mecanismos envolvidos na associação 

entre o tamponamento de Ca2+
n e a radiação X em células A431.. ................. 72 

Figura 16 Alterações morfológicas oriundas do bloqueio das subunidades de 

integrinas. ......................................................................................................... 74 

Figura 17 Índice de alongamento das cédulas MV3wt. ................................... 75 

Figura 18 Dinâmica celular dependente de integrinas.  . ................................. 76 

Figura 19 Desenho esquemático dos efeitos do bloqueio das subunidades β1 e 

αvβ3 de integrinas nas células MV3wt. ............................................................. 77 

Figura 20 Ligação de cetuximab radiomarcado com In111. .............................. 79 

 

 

 



 
 

 

Lista de Abreviaturas 

ADAM: A Desintegrin And Metalloproteinase. 

ATM: (Ataxia Teleangiectasia Mutated), ataxia teleangiectasia mutada. 

ATP: Adenosina Trifosfato. 

AU: (Arbitrary unit), unidade arbitrária. 

BSA: (Bovine Serum Albumin), soro de albumina bovina. 

Ca2+: íon cálcio. 

Ca2+
n: cálcio nuclear. 

Ca2+ n + XRCd10Gy: (nuclear calcium buffering plus X-rays cumulative dose at 

10Gy), tamponamento de cálcio nuclear mais raios X com dose acumulada em 

10Gy. 

[Ca2+]n: concentração nuclear de cálcio.  

CaM: Cálcio Calmodulina 

COX-2: cicloxigenase 2. 

cpm: contagens por minuto. 

cRGD: (c Arginine-Glycine-Aspartic acid peptide); Peptideo cArginina-Glicina-

Aspartico ácido. 

DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole. 

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DNA: (deoxyribonucleic acid), ácido desoxirribonucleico. 

EBIR: Efeito bystander induzido por radiação. 

EBV: Epstein-Barr Vírus 

EGFR: (epidermal growth factor receptor), receptor do fator de crescimento 

epidérmico. 

ER: (Endoplasmic reticulum), reticulo endoplasmático. 

ERK: (extracellular-signal-regulated kinases), cinase regulada por sinal 

extracelular. 

EUA: Estados Unidos da América. 

FGF: (Fibroblast growth factors), fatores de crescimento de fibroblasto. 

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase. 

Gy: Gray, dose absorvida no tecido biológico. 

HIV: (Human immunodeficiency virus), vírus da imunodeficiência humana. 

 



 
 

HNSCC: (Head and neck squamous cell carcinoma), carcinoma de células 

escamosas de cabeça e pescoço. 

HPV: (Human papillomavirus), vírus do papiloma humano. 

ICQ: imunocitoquímica. 

IgA: imunoglobulina A 

IgM: imunoglobulina M 

IMRT: (Intensity Modulated Radiotherapy), Radioterapia de intensidade 

modulada. 

In111: elemento radioativo Índio-111. 

In111-DOTA-RGD: Índio-111 ligado ao ácido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-

1,4,7,10-tetraacético conjugado com ácido arginina-glicina-aspártico.  

INCa: Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva. 

IP3: inositol 3,4,5 trifosfato. 

IP3R: receptor do inositol 3,4,5 trifosfato. 

IRF: (Immunoreactivity fraction), fração de imunorreatividade. 

Kd: knockdown. 

kDa: kiloDalton. 

kPa: kiloPascal. 

LKB1: (Líver kinase B1), cinase do fígado B1. 

MAPK: (Mitogen activated protein kinase), proteina cinase mitogênica ativada. 

MEM: Minimal Essential Medium Eagle. 

MOI: medida ótima de infecção. 

mRFP: (monomeric red fluorescent protein), proteína monomérica vermelha. 

mTOR: (mammalian Target Of Rapamycin), reguladora de mamífero para 

rapamicina 

MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide. 

MV: megavoltagem. 

NCBI: (National Center for Biotechnology Information),centro nacional para 

informação em biotecnologia. 

NK: natural killer cell.  

NLM: (National Library of Medicine), biblioteca nacional de medicina.  

NLS: Nuclear localization sequence. 

NR: (Nucleoplasmic reticulum), retículo nucleoplasmático. 

PBS: (Phosphate buffer saline), tampão fosfato salino. 

 



 
 

pC: picoCoulomb. 

pEGFR: (phosphorylated EGFR), EGFR fosforilado. 

PDGF: (Platelet derived growth factor), fator de crescimento derivado de 

plaquetas. 

PDVF: polyvinylidene fluoride. 

PET-CT: (pósitron emission tomography coupled to computational tomography), 

tomografia por emissão de positrons acoplado a tomografia computadorizada. 

PIKK: (Phosphatidyl-Inositol-3-OH Kinase-Like Kinase), fosfatidil inositol cinase 

like cinase. 

PIP2: (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate), fosfatidilinositol 4,5-bifosfato. 

PLC: (Phospholipase C), fosfolipase C. 

PTEN: (Phosphatase and TENsin homologue deleted on chromosome 10), 

fosfatase homóloga a tensina deletada no cromossomo 10. 

RNA: (Ribonucleic acid), ácido ribonucleico. 

rpm: rotações por minuto. 

RPMI: Roswell Park Memorial Institute. 

RTK: (Receptor tyrosine kinases), receptor de tirosina cinase. 

RT-qPCR: (Real Time quantitative Polimerase Chain Reaction), Reação da 

Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real. 

SPECT: (Single Positron Emission Computed Tomography), tomografia por 

emissão de único pósitron. 

SUS: Sistema Único de Saúde. 

TGF-α: (Transforming growth factor alfa), fator de crescimento transformante 

alfa. 

TGF-βRII: (Transforming growth factor beta receptor II), receptor do tipo II para 

o fator de crescimento transformante beta. 

TRAIL: (Tumor necrosis factor–related apoptosis-inducing ligand), fator de 

necrose tumoral relacionado ao lingante indutor de apoptose. 

TRPC6: (Transient receptor potencial subfamily 6), receptor potencial transiente 

da subfamília 6. 

UICC: União Internacional de Combate ao Câncer. 

VEGF: (Vascular endothelial growth factor), fator de crescimento endotelial 

vascular. 

XR: (X-rays), raios X. 

 



 
 

XRCd10Gy: (X-rays cumulative dose at 10Gy), dose de raios X acumulada em 

10Gy. 

XRSd10Gy: (X-rays Single dose at 10Gy), dose única de raios X em 10Gy. 

WT: (Wild type), tipo selvagem. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

xvi 

xvii 



 
 

Resumo 
 
A radioterapia é uma modalidade importante para tratar o câncer de Cabeça e 
Pescoço, no entanto falhas do tratamento já foram observadas e recorrência da 
doença é comum. Novas abordagens para melhorar os efeitos benéficos de 
radioterapia têm sido desenvolvidas e terapia gênica surge como uma 
ferramenta importante para atingir esse objetivo. Apesar de modelos in vitro 
serem úteis para entender os efeitos da radiação em níveis celulares um 
modelo mais próximo ao esquema de irradiação clínica, que permita reproduzir 
irradiação diária, é necessário. Sinais de cálcio no núcleo têm demonstrado 
desempenhar um papel crucial em células de mamíferos por regularem a 
expressão de genes envolvidos na proliferação celular, e ja foi também 
demonstrado que o tamponamento de Ca2+ 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 cabeça e 
pescoço de acordo com parâmetros clínicos e investigar o papel do 
tamponamento de Ca2+ 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 diário de doses, (XRCd10Gy) ou em 
associação com o tamponamento de Ca2+ nuclear (Ca2+

n). Análise do ciclo 
celular, ensaio de proliferação, a quantificação de lesões de DNA nuclear 
/mitocondriail, expressão de ADAM-17, a expressão de EGFR e fração de 
sobrevivência foram investigadas. Nosso modelo forneceu irradiações 
uniformes à monocamada de células, minimizando as incertezas, independente 
da posição dos frascos dentro de campo de irradiação, Todos os frascos 
receberam 100 ± 2% da dose calculada total. Descobrimos que XRCd10Gy 
induziu apenas 4,3 ± 0,3% de morte celular (SubG1), indicando 
radiorresistência. Após o tamponamento de Ca2+

n a proliferação de células 
A431 diminuiu significativamente (p < 0,001) em comparação com o controle. 
Análise do ciclo celular mostraram que a associação do tamponamento Ca2+

n 
com XRCd10Gy aumentou a percentagem de células A431 em G2/M (35,7 ± 
2,5 %), sem danos de DNA nucleares/mitocondrial aparentes. No entanto, o 
tamponamento de Ca2+

n preveniu significativamente (p < 0,05) o aumento da 
expressão de ADAM -17 e a ativação do EGFR, induzidas por irradiação. Além 
disso, a terapia de associação diminui significativamente a formação de 
colônias 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 
migração 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 β1 e αvβ3 reduziram o índice 
de alongamento celular (3.8 ± 0.6 AU) quando comparado com o controle não 
tratado (8.5 ± 1.7 AU, p<0,001), bem como a velocidade média de migração 0.1 
± 0.06µm/minuto comparado ao controle não tratado 0.5 ± 0.1µm/minuto 
(p<0,001). Juntos, estes resultados contribuem para o desenvolvimento de 
nova estratégia de radioterapia para o tumor da cabeça e pescoço, com a 
combinação da terapia gênica e radiação ionizante, permitindo reduzir a 
exposição 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 Ca2+ 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 Ca2+ buffering to enhance the antitumor effect of 
X-rays on Human Squamous Cell Carcinoma. For these purposes A431 cell line 
was submitted to 10Gy cumulative X-rays therapy alone (XRCd10Gy) or in 
association with nuclear Ca2+ buffering protocol (Ca2+

n). 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 XRCd10Gy induced only 
4.3±0.3% of cell death (SubG1), indicating radioresistance. Upon Ca2+

n 
buffering, A431 cell proliferation decreased significantly (p<0.001) as compared 
to control. Cell cycle analysis showed that association of Ca2+

n buffering with 
XRCd10Gy increased the percentage of A431 cells at G2/M (35.7±2.5%) with no 
apparent nuclear/mitochondrial DNA damages. Nonetheless, Ca2+

n 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 β1 e αvβ3 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 ± 0.06µm/minute after integrins blockage compared to 
untreated cells 0.5 ± 0.1µm/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 Introdução 
 

Segunda causa de óbitos no país, com tendência de crescimento nos 

próximos anos, o câncer é uma questão de saúde pública, principalmente ao se 

levar em consideração seu percentual de prevenção: cerca de um terço dos 

casos novos de câncer no mundo poderia ser evitado (1). O foco no incentivo a 

pesquisa oncológica é relevante face ás estimativas da União Internacional de 

Combate ao Câncer (UICC) para um aumento de 50% até 2020 no número de 

novos casos de câncer e o dobro do número de mortes, tendo o Brasil o maior 

desafio em termos de sobrevida em câncer que é em torno de 2 a 4 anos, 

enquanto nos países desenvolvidos esse índice sobe para 12 a 16 anos (2). 

As patologias oncológicas de cabeça e pescoço 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 câncer cujo tratamento implica em 

sequelas e complicações, muitas vezes severas, causando no paciente perda 

de função e, em alguns casos, mutilações. Em termos de recursos diagnósticos 

para a detecção de tumores na região da cabeça e do pescoço o Brasil conta 

com equipamentos modernos, como a tomografia por emissão de pósitrons, 

acoplado a um tomógrafo computadorizado, o PET-CT, permitindo imagens 

tanto funcionais, quanto anatômicas de regiões afetadas pelo tumor e sua 

correta localização, incluindo invasão para outros sítios, encontrados na 

maioria dos estados brasileiros com exceção de Acre, Amapá, Mato Grosso do 

Sul, Roraima, Rondônia e Tocantins; cuja relação de serviços esta disponível 

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

deste e de outros recursos diagnósticos, alguns deles cobertos pelo Sistema 

Único de Saúde (SUS) e do programa estratégia de saúde da família promover 

visitas periódicas nas residências e abranger grande parte dos municípios 

brasileiros, os pacientes ainda chegam aos serviços de saúde em estágios 

avançados da doença. Além disso, falhas no tratamento do câncer de cabeça e 

pescoço são eventos relativamente frequentes, independentemente do 

esquema terapêutico aplicado (4). 

Todos os esforços cabíveis na busca por alternativas que possam 

melhorar os resultados das terapias, até então aplicáveis ao tratamento dos 



 
 

tumores de cabeça e pescoço, implicam não somente em aumento da 

sobrevida global, mas, sobretudo, em ganho de qualidade de vida pós-

tratamento. Estudos in vitro são a primeira linha de pesquisa na busca de 

novas estratégias terapêuticas para aplicações futuras. Até Janeiro de 2014 

estavam disponibilizados na página do National Center for Biotechnology 

Information (NCBI), da National Library of Medicine (NLM), disponível 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 cabeça e 

pescoço. Estes números evidenciam o crescente interesse em modelos 

celulares aplicados na pesquisa destes tipos de câncer. O cultivo de células 

tumorais humanas permite o estudo e a avaliação dos efeitos diretos e indiretos 

das radiações 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 superexpressão do receptor do fator de crescimento 

epidérmico (EGFR), um dos principais agentes responsáveis pela resistência 

deste tipo de carcinoma as terapias convencionais para o tratamento do 

câncer. Além disso, a irradiação destas células promove a superexpressão de 

metaloproteinase da família A Desintegrin And Metaloproteinase, ADAM-17, 

que cliva os ligantes de pro-EGFR liberando as frações solúveis para o 

receptor na membrana plasmática, estimulando maior proliferação das células 

tumorais. Um modelo de irradiação in vitro foi desenvolvido para aproximar as 

condições experimentais do tratamento preconizado em humanos e em 

seguida, terapia gênica foi associada a esse modelo de irradiação, usando um 

adenovírus tipo V como carreador de uma proteína tamponadora de cálcio 

(Ca2+), cujo fragmento da isoforma I, do receptor humano de inositol 3,4,5 

trifosfato (IP3R), impede que o IP3 formado se ligue a seu receptor endógeno, 

tamponando cálcio dentro do núcleo das células tumorais, promovendo efeito 

sinergético aos já conhecidos efeitos terapêuticos da radiação X. 

 Este estudo propõe investigar as bases celulares e moleculares 

envolvidas no tamponamento de cálcio nuclear, aplicado como adjuvante no 

tratamento de tumores de cabeça e pescoço resistentes à radioterapia. A 

investigação dos efeitos decorrentes da associação entre radiação X e o 

tamponamento do Ca2+ no núcleo de carcinoma de células escamosas, de 



 
 

acordo com o protocolo clínico da radioterapia, surge como uma nova 

perspectiva para o melhoramento do tratamento de tumores de cabeça e 

pescoço radiorresistentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

2 Objetivos 
 
2.1 Objetivo geral 
 
Avaliar o impacto do tamponamento do cálcio nuclear como adjuvante no 

tratamento de tumores de cabeça & pescoço resistentes à radioterapia. 

 

2.2 Objetivos específicos 
 

Desenvolver um modelo de irradiação in vitro capaz de reproduzir o esquema 

de fracionamento diário de doses de radiação X sobre células tumorais; 

 

Avaliar o efeito in vitro do fracionamento diário de radiação X, associado ao 

tamponamento de Ca2+ nuclear, na proliferação de células tumorais do 

carcinoma de células escamosas humano, seu impacto na progressão do ciclo 

celular e na fração de sobrevida; 

 

Investigar os mecanismos desencadeados pela exposição in vitro ao 

fracionamento diário de radiação X, associado ao tamponamento de Ca2+ 

nuclear em carcinoma de células escamosas humano; 
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3 Revisão de literatura 
 

3.1 Epidemiologia dos tumores de cabeça e pescoço  

Câncer de cabeça e pescoço é um termo coletivo, definido por base 

anatômico-topográfica, para descrever tumores malignos do trato aerodigestivo 

superior. Esta região anatômica inclui a cavidade oral, faringe e laringe (6). Em 

2008, no Brasil, morreram 6.214 pessoas com câncer bucal, sendo 4.898 

homens e 1.316 mulheres (7), enquanto o índice de mortalidade por câncer oral 

nas capitais brasileiras, agrupadas por regiões geográficas, apresentou valores 

mais altos para as regiões Sul e Sudeste (8).  O câncer de boca atinge mais de 

11.000 brasileiros por ano (9) e segundo dados do Instituto Nacional de Câncer 

(INCa) estimam-se para o ano de 2012, 9.990 casos novos de câncer da 

cavidade oral e 6.110 casos novos de câncer da laringe (10). 

Vários estudos mostram que independente da faixa etária estudada, 

esses cânceres atingem mais pessoas do gênero masculino (10-12) e que a 

idade média dos pacientes portadores da neoplasia  de boca/faringe gira em 

torno de 56,5 anos (13), com baixo nível de escolaridade, e que apresentam 

estádio clínico avançado no momento do diagnóstico (14), desfavorecendo o 

seu prognóstico (15), e cuja taxa de sobrevida em cinco anos é de 50% ou 

menos (16). Mais da metade dos pacientes com neoplasia de cabeça e 

pescoço apresenta recidivas locais ou para linfonodos cervicais. 

Estatisticamente, 80% dos pacientes que apresentam recidivas estas ocorrem 

nos primeiros dois anos após o tratamento e a ocorrência do segundo tumor 

primário pode acontecer em até 30% dos pacientes em controle da doença 

(17). 

Os principais fatores de risco para o câncer da cavidade oral são o 

tabagismo, o etilismo e as infecções pelo HPV, além de precárias condições 

bucais (12). Estudos apontam que o hábito de fumar e ingerir bebidas 

alcoólicas estabelece um sinergismo entre esses dois fatores de risco, 

aumentando 30 vezes o risco para o desenvolvimento desse tipo de câncer. Já 

é bem estabelecido que a frequência e a duração do consumo de álcool e 

cigarros aumentam o risco de aquisição de câncer bucal, faríngico e laríngeo 

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



 
 

desenvolver tumores de cabeça e pescoço quando comparados a não 

fumantes (20), sendo o hábito de fumar responsável por cerca de 40% dos 

óbitos por essa neoplasia (10;15).  

Os chamados fumantes passivos também apresentam risco para estes 

tipos de câncer (12) e estudos mostram que a exposição prolongada desse 

grupo de pacientes ao cigarro foi correlacionada com câncer de laringe e 

faringe (21;22). O tabaco contém mais de 50 carcinógenos conhecidos, sendo 

os hidrocarbonetos aromáticos policíclicos e as nitrosaminas, os mais 

fortemente envolvidos em cânceres da cavidade oral, e que são dissolvidos na 

saliva, especialmente pelo hábito de mascar fumo (21;23), induzindo mutações 

no gene supressor de tumor TP53 (24). Em relação ao álcool, os possíveis 

mecanismos pelos quais seu consumo pode aumentar o risco de câncer 

incluem a carcinogenicidade do acetaldeído, um metabólito do álcool, que 

forma adutos de proteínas, resultando na produção de anticorpos, inativação 

de enzimas e prejuízos no sistema de reparo do DNA (25). Já o etilismo 

pesado corresponde a, aproximadamente, 16% dos óbitos por tumores de 

cabeça e pescoço (10). 

As viroses relacionadas com tumores de cabeça e pescoço são o 

Epstein-Barr Vírus (EBV), que está mais associado com carcinomas de 

nasofaringe, e cujo DNA foi encontrado em amostras de linfonodos cervicais 

metastizados em que o tumor primário 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 não Hodgkin 

(27). 

Estudos mostram que más condições de higiene oral, dentição precária 

apresentando extensas lesões e sítios retentivos, próteses mal adaptadas e o 

uso excessivo de enxaguantes bucais, constituem fatores de risco para câncer 

da cavidade oral (18;28). Outros fatores de risco foram relacionados com 

tumores de cabeça e pescoço como dieta rica em gordura animal, extremos de 

temperatura e exposição excessiva ao sol (2;12;18). Além disso,  inflamação 

crônica da laringe causada pelo refluxo gastroesofágico e a exposição a 

produtos químicos, pó de madeira, fuligem ou poeira de carvão, solventes 



 
 

orgânicos e vapores da tinta, estão relacionados com o risco de desenvolver 

câncer sinusal e laríngeo (10;29). 

O câncer da boca é um problema relevante de saúde pública em que, 

apesar do avanço científico sobre a doença, tal conhecimento não consegue 

ser traduzido em ações que impactem positivamente os indicadores de 

incidência e morbimortalidade (30). A boca é um local de fácil acesso ao exame 

físico, entretanto, oportunidades são perdidas devido ao não conhecimento da 

sintomatologia por parte do paciente e à inabilidade de alguns médicos e 

dentistas no reconhecimento dos sinais relacionados à detecção dos tumores 

da cavidade oral e da laringe (13).  Além disso, é de extrema importância 

conhecer o perfil epidemiológico dos tumores de cabeça e pescoço para que se 

possa direcionar a elaboração de medidas destinadas à prevenção e ao 

controle destes tumores, através de ações de promoção, prevenção, educação 

e reabilitação dos pacientes (14;15). A valorização e implementação de 

políticas públicas que garantam acessibilidade aos serviços de saúde, que 

permitam a identificação precoce de lesões, bem como a educação em saúde, 

que combata a exposição precoce aos fatores de risco clássicos e em especial 

o tabagismo, requerem maior atenção por parte dos programas de vigilância 

em saúde (16). 

 

3.2 Histopatologia dos tumores de cabeça e pescoço  

A maioria dos cânceres da cavidade oral e faringe são de origem 

epitelial e, como muitos outros cancros epiteliais, suas taxas de incidência e de 

mortalidade tendem a aumentar progressivamente com a idade (11). No 

entanto, a detecção visual de lesões orais pré-malignas é problemática, 

especialmente porque estas lesões, em estágio inicial, não demonstram 

nenhuma das características clínicas observadas no câncer oral avançado, 

como ulcerações crônicas, tumefação, dor ou linfadenopatia cervical (31). As 

lesões pré-malignas mais comuns são 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 malignização 

variando entre 14% e 50% e a queilite actínica, de origem inflamatória e que 

acomete lábio inferior (32).  



 
 

Os tumores do trato aerodigestivo superior, que englobam os cânceres 

de cabeça e pescoço, surgem em diferentes sítios como cavidade oral, 

espaços cervicais, as neoplasias da glândula tireoide e os tumores 

odontogênicos malignos; compostos pelas seguintes neoplasias: 

ameloblastoma maligno, carcinoma ameloblástico, carcinoma odontogênico de 

células claras e o fibrossarcoma ameloblástico, figurando entre os principais 

tumores de origem dental (12;31).  

Dentre os tumores das glândulas salivares os mais prevalentes são o 

carcinoma mucoepidermóide, o carcinoma adenóide cístico, o adenoma ex-

pleomórfico e o carcinoma secretório análogo da mama (31;33). Os sarcomas 

de cabeça e pescoço são mais raros e dentre eles o sarcoma de Ewing dos 

maxilares, o osteossarcoma, o angiossarcoma e o rabdomiossarcoma, que é 

mais comum em crianças e adolescentes, são os mais frequentes (12;34). O 

melanoma da mucosa bucal é tumor maligno primário, constituído por 

melanócitos atípicos e que, posteriormente, invade a maxila e/ou mandíbula 

(34). Também são encontrados o mieloma múltiplo dos maxilares, 

caracterizado por proliferação de células morfologicamente semelhantes a 

plasmócitos e o linfoma de Burkit, constituído por células linforreticulares 

indiferenciadas (34). 

O carcinoma de células escamosas é o mais frequentemente 

encontrado, aparecendo em 95% dos casos de cânceres do trato aerodigestivo 

superior (12;35-38). São também conhecidos por carcinoma espinocelular, 

carcinoma epidermóide e carcinoma escamocelular (39). Os carcinomas de 

células escamosas vão desde neoplasias queratinizadas, bem diferenciadas, a 

tumores anaplásicos e algumas vezes sarcomatóides, podendo apresentar 

crescimento lento ou rápido e tendem a infiltrar localmente antes de metastizar 

para outros locais, sendo um tumor maligno derivado dos queratinócitos 

(31;39). Uma variante do carcinoma de células escamosas é o subtipo 

basalóide, que embora seja raro, apresenta um comportamento muito 

agressivo e alta mortalidade, com maior tendência para acometer a laringe 

(40;41). 

 

 



 
 

3.3 Biologia do carcinoma de células escamosas de cabeça e 

pescoço 

A susceptibilidade ao carcinoma de células escamosas de cabeça e 

pescoço (HNSCC) pode resultar de fatores ligados a alterações de reparo do 

DNA, alterações de expressão de protoncogenes e genes supressores de 

tumor (42). As células-filhas derivadas de uma progênie tumoral primordial 

acumulam uma série de alterações genéticas e epigenéticas que levam a 

alterações na atividade de genes essenciais e que permitem a instalação do 

fenótipo maligno (43). O surgimento de segundo tumor primário é relativamente 

frequente, ocorrendo por causa da exposição crônica a carcinogênicos, 

conhecida como cancerização de campo, um modelo baseado na exposição 

repetida de um campo aos mesmos fatores de risco, como os carcinógenos 

presentes no álcool e no tabaco, levando ao desenvolvimento de lesões 

independentes (12;25;31). O estresse oxidativo esta correlacionado com a 

transformação maligna no câncer oral, embora seu mecanismo ainda não 

esteja completamente esclarecido, já é sabido que as espécies reativas de 

oxigênio podem ativar fatores de transcrição resultando na expressão de 

proteínas que controlam a transformação celular, a proliferação celular, 

angiogênese e metástase (44).  

Algumas alterações imunológicas nestes tumores estão relacionadas a 

defeitos na atividade de células NK, e níveis aumentados de imunoglobulinas 

IgA e IgM foram associados com mal prognostico, doença avançada e 

recorrência precoce do tumor (12). Alterações severas relacionadas com 

defeitos em células apresentadoras de antígeno e algumas citocinas estão 

presentes em pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeça e 

pescoço (45) e células regulatoras T (Tregs), cuja expressão intratumoral é 

mais imunossupressora que a circulante (46), estão envolvidas na 

imunorregulação da resposta imunológica, contribuem para a progressão de 

HNSCC, e fuga do sitema imune nestes pacientes (47). O carcinoma de células 

escamosas apresenta heterogeneidade não somente entre tumores, mas, 

também, em nível intratumoral, cujas subpopulações de células tronco 

escamosas estão relacionadas com resistência ao tratamento e com um 

fenótipo tumoral agressivo (42;48). 

 



 
 

3.4 Alterações genéticas no carcinoma de células escamosas de 

cabeça e pescoço 

 Os genes críticos para o câncer podem ser classificados em dois grupos, 

tendo como base se o ganho ou a perda de funções contribuem para o 

desenvolvimento do tumor (49). Os estudos citogenéticos moleculares têm 

evidenciado várias regiões cromossômicas consistentemente alteradas nesses 

tumores, envolvendo ganhos em 3q, 5p, 7q, 8q, 9q, 11q13 e 20q e perdas em 

3p, 5q, 8p, 9p, 13q, 18q, 21q (25). As anormalidades podem acontecer isoladas 

ou em combinação e já é sabido que perdas no cromossomo 18q estão 

associadas com mau prognóstico (50) e que alterações na região 9p22.3 são 

frequentemente encontradas precocemente nestes tumores (51), enquanto a 

baixa expressão da proteína de reparo MSH2 foi associada com reduzida 

sobrevida global (52). Além disso, muitas alterações cromossômicas e perdas 

de heterozigosidades estão bem caracterizadas na biologia destes tumores, 

assim como mutações somáticas no gene PTEN já foram encontradas no 

carcinoma de células escamosas (12;50). Já a amplificação do gene TPRC6 

está fortemente correlacionada com invasividade destes tumores (53). 

 Estudos de genotipagem mostram que polimorfismos em ADH1B e 

HEL308 estão fortemente associados com HNSCC (54). Polimorfismos no 

promotor do gene TGF-α foram relacionados com recorrência em carcinoma de 

orofaringe (55) e polimorfismos nos alelos T e A de C1772T e G1790A do gene 

HF-1α estão relacionados com estágios precoces em carcinomas de células 

escamosas orais (56). Os polimorfismos na região promotora do gene CYP2E1, 

identificados por enzimas de restrição como Pst1 e RsaI, são correlacionados 

com aumento  da  atividade  transcricional  do  gene  e consequente  

suscetibilidade  aumentada  para  várias neoplasias, entre elas câncer de 

cabeça e pescoço (57). 

 

 3.4.1 Genes supressores de tumor 

 Os genes supressores tumorais codificam proteínas que transmitem 

sinais negativos regulatórios do crescimento celular e quando inativados 

permitem que as células tumorais escapem de mecanismos que controlam sua 

proliferação e morte (25;43;58). O gene Rb codifica para a proteína Rb que é 

uma reguladora universal do ciclo celular e normalmente é expressa em 



 
 

praticamente todas as células, sendo um dos principais interruptores do 

progresso da divisão celular e sua perda pode possibilitar a entrada das células 

inapropriadamente em ciclos de divisão sucessivos (49). Na grande maioria 

das células tumorais que são 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).  

 Mutações no gene TP53, principalmente nos éxons 5-8 ou 5-9, têm sido 

registradas em cerca de 60% dos casos de câncer de cabeça e pescoço, e 

podem ser mutações de ponto, deleções ou inserções (25). Estudos mostraram 

uma correlação entre regulação positiva e negativa de microRNAs específicos 

e mutações do gene TP53 em pacientes com maior recorrência da doença e 

sobrevida reduzida (59), enquanto a substituição de prolina por serina no códon 

151 de TP53 confere ganho de função gerando resistência a morte celular e 

levando a progressão tumoral (60). 

 A proteína p16 é codificada pelo gene supressor tumoral CDKN2A, 

localizado em 9p21 e a perda de expressão do gene P16, por deleções 

homozigóticas e eventos epigenéticos como metilação, estão presentes em 

52% a 82% das amostras de HNSCC, assim como alterações em p16 (INK4a) 

parecem ser um evento comum em pacientes com carcinoma de células 

escamosas de orofaringe e laringe e a expressão negativa desta proteína esta 

relacionada com mau prognóstico (25;61). 

 Outros genes supressores de tumor já foram envolvidos com risco 

aumentado de recorrência do tumor como FANCC e PTCH1 (51;62) e a 

expressão  reduzida  da  proteína  p27  tem  sido associada com progressão 

em lesões pré-cancerosas da laringe, indicando p27 como um potencial gene 

supressor tumoral, assim como mutações de WAF1/CIP1 frequentemente 

ocorrem em tumores malignos, sendo que a proteína 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 progressão de HNSCC (63). 

 

 

 



 
 

3.4.2 Oncogenes 

 Os oncogenes codificam proteínas que promovem a perda de controle 

de crescimento e a conversão de uma célula a um estado maligno (64). Alguns 

oncogenes virais são versões alteradas de receptores de fator de crescimento 

que possuem atividade tirosina cinase intrínseca e cujos mecanismos de 

ativação envolvem mutação, amplificação gênica, rearranjo cromossômico ou 

superexpressão (65). Os oncogenes mais frequentemente encontrados em 

HNSCC são 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 mitógenos extracelulares e é um controlador da 

progressão da fase G1 no ciclo celular e cujo complexo cdk4/6-ciclina D1 

estimula a progressão do ciclo celular por fosforilar a proteína pRB e a Cox-2 

cuja  expressão  citoplasmática  tem  sido observada em 70-88% das amostras  

de carcinoma de células  escamosas  de  cabeça  e  pescoço (25). 

 

3.5 Sinalização celular ligada á tirosina cinases 

 Muitas proteínas 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 superfícies das células-alvo, para regular os diversos 

processos como o crescimento e a proliferação celular, a diferenciação, a 

fagocitose, a mobilidade e a sobrevivência celulares (64). Alterações afetando 

um grande número de RTK`s  tem sido identificadas em muitos tumores 

malignos, envolvendo amplificação ou superexpressão de um receptor normal 

incluindo EGFR, comumente superexpressado em carcinoma de células 

escamosas, ErbB-2, que é frequentemente amplificado em adenocarcinomas 

de glândulas salivares, e c-met, cuja amplificação esta relacionada ao câncer 

de tireóide (66). 

 Receptores de fatores de crescimento são moléculas que transmitem 

informações através da membrana celular e sua ligação ao domínio de ligação 

ao ligante extracelular resulta na ativação do domínio catalítico intracelular 

tirosina cinase (65). A transdução de sinal dependente de EGFR começa na 



 
 

estabilização de um dímero do receptor na membrana através da ligação ao 

ligante (67) e pontos de mutação nos domínios tirosina cinases ou no domínio 

extracelular e deleção do domínio regulatório intracelular podem resultar em 

ativação constitutiva desses receptores tirosina cinases, promovendo 

proliferação 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-α) e outras proteínas regulatórias, cujos eventos de sinalização 

downstream, após a ligação de EGFR aos seus ligantes, incluem ativação de 

tirosina cinase e ativação de Ras intracelular, Raf (v-raf-1 murine leukemia viral 

oncogene homolog 1) além de cascatas de proteínas cinases que estão 

envolvidas na transformação maligna e  crescimento  do  tumor  por  meio  da  

inibição  de apoptose e da proliferação celular (25). Além disso, uma sequência 

de eventos de transdução de sinal envolvendo Ras/Raf/MAPK e PI3K ativam 

fatores de transcrição que, após a fosforilação de MAPK, transloca para o 

núcleo onde fosforila outros fatores de transcrição promovendo angiogênese e 

proliferação celular (68). Um importante mecanismo para ativação de EGFR em 

HNSCC é a ativação autócrina e parácrina pelos ligantes de EGFR: ErbB, 

EGF-heparin, TGF-α, anfirregulina, betacelulina e heregulina, assim como 

efetores downstream ERK1/2, Akt, STAT3 e STAT5, que estão ativados em 

tumores de cabeça e pescoço aumentando a proliferação celular (69).  

 Ativação de p38 MAPK é um evento frequente em HNSCC, disparando 

aumento de expressão de EGFR e COX-2, superativando as vias de Akt e 

mTOR que estão associadas com a progressão da doença e indução de 

angiogênese (70). 

 MicroRNAs regulam diferentes funções fisiológicas incluindo 

carcinogênese e já foi observado que a sobre regulação de miR-211 e a sub 

regulação de TGF-βRII estão associados com mau prognóstico em carcinomas 

de células escamosas de cabeça e pescoço cujo mecanismo envolve o eixo 

miR-211-TGF-βRII-c-Myc, promovendo a progressão tumoral (71). O esquema 

abaixo sumariza a cascata de sinalização envolvida no desfecho de 

carcinomas de células escamosas de cabeça e pescoço. 

 



 
 

 
Figura 1 Ativação da sinalização nas vias do EGFR. A ligação de EGF ao seu receptor ativa 

uma cascata de sinalização, ativando e/ou amplificando oncogenes, ligados ao controle do 

ciclo celular, que culmina com crescimento tumoral, sobrevivência, invasão e metástase. 

Adaptado de Kalyankrishna & Grandis, 2006 (69). 

 
3.6 Diagnóstico e tratamento dos tumores de cabeça e pescoço 

 O diagnóstico e o diagnóstico diferencial por imagem, das lesões da 

cavidade oral, orofaringe e assoalho oral estão limitados, de uma maneira 

geral, em determinar a topografia da lesão, já que na maioria dos casos são 

detectados clinicamente através de sinais e sintomatologia dolorosa 

orofaringeana, edema ou um distúrbio na sensação de paladar (72).  

Muitas vezes o carcinoma de células escamosas é de evolução rápida 

ao aparecimento de ulceração irreversível em poucos meses, com tumoração 

óssea no estágio avançado, visível radiograficamente, produzindo uma área 

radiolúcida destrutiva, podendo apresentar deslocamento dental, sem suporte 

ósseo e com reabsorção radicular (34;73). Em estágio avançado é possível 

identificar, clinicamente, tumorações exofíticas (31) que são biopsiadas e com 

definição do diagnóstico por histopatologia (34), sendo a identificação de 

comprometimento de estruturas adjacentes e invasão para outros sítios feita 

por tomografia computadorizada ou ressonância magnética (72). 



 
 

As terapias clássicas para o tratamento dos tumores do trato 

aerodigestivo superior são a cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia, 

isoladamente, nos casos de doença em estágios iniciais ou a combinação entre 

cirurgia e radioterapia, quimiorradioterapia ou ainda as três modalidades juntas 

nos casos em que o paciente apresenta estágios mais avançados (12;74). 

 

3.6.1 Cirurgia 

A cirurgia é a primeira escolha no tratamento de tumores do trato 

aerodigestivo superior, mas, apesar da obtenção de margens negativas ser o 

objetivo primário da cirurgia de cabeça e pescoço, a realização de tal meta 

pode ser impossível em alguns casos por conta da infiltração de estruturas 

vitais como artéria carótida ou fáscias pré-vertebrais e a recomendação de 

esvaziamento cervical planejado independente de resposta clínica é 

corroborada pelas altas taxas de doença residual observadas nas peças 

cirúrgicas (35). Uma nova modalidade de cirurgia robotizada vem sendo 

introduzida para o tratamento de tumores, especialmente na laringe e espaços 

parafaríngeos que é a cirurgia robótica transoral (75;76). A cirurgia com laser 

transoral é o tratamento de escolha para carcinomas glóticos precoces exibindo 

excelentes resultados, apresentando menor morbidade, mas que ainda requer 

maiores investigações (77). 

 

3.6.2 Quimioterapia 

Os agentes antineoplásicos citotóxicos, em aplicação ou em estudos, 

têm, em principio, ação na função de síntese macromolecular, ocorrendo pela 

interferência na síntese de DNA, RNA, proteínas ou no funcionamento 

adequado de moléculas pré-formadas (78). As neoplasias de cabeça e pescoço 

são sensíveis a vários agentes quimioterápicos, mas a resposta, em geral não 

é duradoura, podendo ser administrada como agente único ou combinação 

(74). Cisplatina ainda é a base para o tratamento do carcinoma de células 

escamosas de cabeça e pescoço recorrente e metastático (35), porém a 

associação entre carboplatina e paclitaxel e ainda ifosfamida tem mostrado 

excelentes resultados na resposta clínica (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 combinação de 

quimioterápicos esta indicada apenas para os casos em que o paciente 

apresente um bom estado geral (74). A incorporação 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 radiação ao transporte de energia através do espaço, da 

matéria ou de ambos e na radiação ondulatória a energia é 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 átomo ionizado, classificando a 

radiação X como radiação ionizante, capaz de penetrar tecidos em 

profundidade (79;80). 

A radioterapia aplica radiação ionizante sobre o tecido tumoral com 

finalidade terapêutica sendo uma modalidade de tratamento efetiva tanto para 

as lesões localizadas, quanto para as lesões avançadas do câncer de cabeça e 

pescoço, podendo ser preferida á cirurgia pela possibilidade de preservação 

funcional do órgão a ser tratado (81). Os raios X de alta energia são 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 núcleo carregado positivamente, causando a eles um 

acréscimo de energia que é liberada em forma de raios X, os quais são 

emitidos do lado oposto á incidência dos elétrons no alvo (82). 

Ao ser confirmado o diagnóstico e a indicação para a radioterapia inicia-

se a etapa de planejamento cuja simulação do tratamento é parte integral do 

processo de planejamento para pacientes de radioterapia, que tem por 

objetivos a determinação da posição de tratamento, identificação dos volumes-

alvo e a geometria de campo, baseados em imagens de tomografia 

computadorizada e/ou ressonância magnética (83). Uma vez obtidas as 

imagens do paciente o passo seguinte é a realização 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 



 
 

superfície, estatísticas de dose e histogramas dose-volume (84), que são 

representações de pontos de igual dose e servem como referência para o 

cálculo das distribuições de dose em profundidade, tanto no volume tumoral 

quanto nos tecidos adjacentes (85). A escolha do algoritmo do cálculo de dose 

é um equilíbrio entre rapidez e precisão, que utilizam tabelas de percentagem 

de dose profundas e dados do perfil de feixe, com correções para mudanças de 

contornos e colimações quando necessário (83). 

 

3.6.3.1 Radioterapia no tratamento de tumores de cabeça e pescoço 

O êxito no tratamento radioterápico leva em consideração uma série de 

fatores que contribuem para a efetividade da ação da radiação ionizante sobre 

o tumor cuja base principal é o planejamento radioterápico, que envolve desde 

a localização anatômica da massa tumoral até o cálculo de dose recebido pelo 

paciente durante o tratamento (86). 

 Os tumores de cabeça e pescoço respondem á radioterapia através da 

perda da capacidade clonogênica, promovida pelo fracionamento diário de 

doses, essencialmente como uma função exponencial da quantidade de células 

mortas (12). Muitos esquemas de fracionamento ou administração diária de 

dose são usados em todo o mundo, sendo o esquema padrão a aplicação 

diária de 1.8Gy a 2.0Gy, (Gy = Gray), cinco dias por semana, perfazendo um 

tratamento de 35 frações com dose total acumulada de 70Gy, esquema que 

permite a regeneração dos tecidos normais, mas não das células tumorais ao 

longo de todo o curso terapêutico (81).  

Carcinomas da cavidade oral são tratados em dois campos paralelo e 

oposto, em aparelhos de megavoltagem com energias entre 4 e 6 MV (87) e 

nos casos avançados, com envolvimento linfonodal toda a drenagem  cervical é 

incluída no campo de irradiação, sendo prescrito reforço adicional de 10 a 

20Gy (88). Em carcinoma de laringe em estágio inicial as cordas vocais são 

preservadas, irradiando somente a lesão primária e a cadeia de linfonodos 

cervicais fica fora do campo de irradiação, porém nos casos mais avançados 

as cordas vocais estão comprometidas (89), enquanto nos casos de 

carcinomas de hipofaringe em estágios iniciais os campos utilizados são 

paralelo e lateral com 2Gy diários por sete semanas (90). Nas glândulas 

salivares maiores o volume a ser irradiado é determinado por achados 



 
 

patológicos tais como invasão perineural (91) e quando existe 

comprometimento do nervo facial, no caso da glândula parótida, o volume 

irradiado deve ser maior, incluindo o canal facial até o gânglio geniculado (92). 

A radioterapia de intensidade modulada (IMRT) tem sido vista como 

vantajosa em comparação às técnicas tradicionais, como radioterapia 

convencional, por oferecer uma cobertura mais homogênea da dosagem em 

relação ao volume alvo e uma redução da exposição dos tecidos adjacentes ao 

tratamento (35). Ao contrario de usar um campo de irradiação uniforme, a IMRT 

modula a quantidade de radiação campo por campo, por meio de colimação 

multifolhas que se adapta na saída 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 cabeça e pescoço onde se aplica 1.2Gy duas vezes por 

dia em doses totais de 80Gy, cujo proposito é atingir o maior número de células 

tumorais na fase radiossensivel, apesar de aumentar os efeitos agudos da 

radioterapia (35;81;92). Quando radioterapia é utilizada isoladamente, 

hiperfracionamento leva a melhoras significativas na sobrevida geral (35). 

Radioterapia com quimioterapia concomitante tem sido alvo de vários 

estudos no contexto pós-operatório de pacientes com doença localmente 

avançada de cabeça e pescoço na tentativa de alcançar um efeito sinergético 

para vencer a radiorresitencia, uma das principais causas de falha local, além 

de tentar erradicar micrometastases a distância que são a causa de falhas 

sistêmicas do tratamento (12;81;87). Estudos demonstram que a radioterapia 

combinada com 5-fluorouracila (5-FU), cisplatina, carboplatina e mitomicina C 

simultâneas resulta em grande vantagem de sobrevida, independentemente do 

programa de radiação empregado (12;35). 

 

3.6.4 Terapia fotodinâmica 

Um composto fotossensível é introduzido no paciente e se acumula 

preferencialmente em células que se reproduzem rapidamente. Essas são 

posteriormente irradiadas, via laser, através de um catéter de fibra óptica, junto 

ao tecido doente, ativando o composto, gerando formas de oxigênio tóxicas 

que necrosam ou afetam convenientemente o tumor, levando-o ao colápso e à 

ação curativa do paciente (93). 



 
 

Terapia fotodinâmica esta emergindo como uma nova modalidade 

terapêutica para tumores de cabeça e pescoço, em estágios iniciais, sendo 

minimamente invasivo, aplica luz sobre a área tratada previamente com drogas 

fotossensíveis (94). Para doença in situ da cavidade oral e da faringe as 

respostas são positivas, com preservação da função e sem comprometimento 

estético, principalmente para pacientes com múltiplas lesões ou recorrências 

(95). 

 

3.7 Interações das radiações ionizantes com a matéria 

As radiações ionizantes são divididas em duas classes: ionização direta 

cujas interações produzem ionização e excitação do meio e, ionização indireta, 

que não pode ionizar diretamente átomos, mas pode causar interações 

capazes de liberar partículas carregadas, conhecidos como radiação 

secundária que promovem a ionização do meio, em cuja categoria os fótons se 

encontram e que transferem sua energia cinética para os elétrons, tornado os 

ionizados (96). A interação das radiações ionizantes com a matéria é um 

processo que se passa em nível atômico. Ao atravessarem um material, estas 

radiações transferem energia para as partículas que forem encontradas em sua 

trajetória, sendo a energia transferida superior à energia de ligação do elétron e 

este é ejetado de sua órbita (97). Quando raios X penetram na matéria eles 

podem ser completamente absorvidos, atenuados ou passar pela matéria sem 

promover interações, bem como um número de processos pode ocorrer tais 

como espalhamento de fótons; efeito fotoelétrico que é a completa absorção de 

um fóton nas camadas K e L de um átomo; efeito Compton em que o fóton 

incidente transfere parte de sua energia cinética para os elétrons das camadas 

mais externas, desviando sua trajetória original e ioniza estes elétrons; 

formação de fótons fluorescentes ou de elétrons Auger. Estes processos são 

dependentes do número atômico, do coeficiente de atenuação de massa, 

representado por µ/ƿ, e da intensidade do feixe de radiação e, para estruturas 

materiais fluidas, a radiação ionizante promove dano radioquímico devido á 

formação de radicais livres e alterações químicas em estruturas cristalinas (98). 

 



 
 

3.7.1 Efeito biológico das radiações ionizantes 

 A radiobiologia é a ciência que investiga os mecanismos associados ao 

efeito das radiações ionizantes em sistemas biológicos.  

Efeitos biológicos destas radiações podem ser investigados por meio de 

várias técnicas como ensaios bioquímicos e biologia molecular inclusive a 

verificação de radiorresistência e radiossensibilidade de células tumorais 

humanas em cultivo (5). A radiação ionizante pode regular a expressão de 

genes como c-fos, c-jun e c-myc, que controlam sinalização de lipídios como 

esfingomielinase e a família de PIKK que incluem ATM e DNA-PK (99). A 

repopulação clonogênica durante a radioterapia fracionada usando frações de 

3Gy em intervalos de 24h e 48h em linhagens de carcinoma de células 

escamosas humanas foi similar ao encontrado sob condições ambientais, ou 

seja, como ocorridos nos pacientes tratados pela radioterapia (100).  

O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) está 

frequentemente superexpressado em tumores malignos e estes níveis altos 

estão relacionados ao aumento da radiorresistência celular também no 

carcinoma de células escamosas (101). Os estudos de Ogino (102) usando 

feixes de radiação X de intensidade modulada (IMRT) demonstraram, in vitro, 

que as curvas de sobrevivência celular diminuem quando as células em cultivo 

são submetidas a doses intermitentes de radiação ionizante.  

A radiação ionizante, como a originada por fótons, 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 implicações 

no ciclo celular (99). 

A caracterização bioquímica dos sistemas de reparação em células 

eucariotas é 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 ocasiões o DNA lesado pode perder completamente 

um par de bases e a célula utiliza os sistemas de reparação sujeitos a erro 

(error-prone), no qual qualquer uma das bases é inserida no local lesado para 

garantir a continuação do processo de replicação (103). Estudos revelam que 

as proteínas Rad50 e Rad51, juntamente com a Histona fosforilada ʏH2AX, 

desenvolvem importante papel nos mecanismos de reparo em quebras da 

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



 
 

biomarcadores nas vias de reparo pode ajudar na predição à resposta 

terapêutica, como a retenção do foci ʏH2AX em biopsias de pacientes com 

tumores dos espaços cervicais (104). 

  

3.8 Aspectos gerais da sinalização intracelular de Cálcio (Ca2+) 

No compartimento intracelular o Ca2+ atua como segundo mensageiro e 

controla uma variedade de eventos fisiológicos, abrangendo respostas de curta 

duração como contração muscular e secreção de hormônios, bem como 

respostas de longa duração como transcrição gênica, proliferação e morte 

celular (105). 

  

3.8.1 Princípios da Sinalização intracelular de Cálcio (Ca2+)  

Sinais de Cálcio são cruciais para diversas funções celulares incluindo 

adesão, diferenciação, proliferação, funções efetoras e regulação da expressão 

gênica. Este íon exerce importante função como modulador celular estando 

presente no interior das células tanto no citosol, quanto dentro de estoques 

existentes em compartimentos como reticulo endoplasmático, mitocôndrias, 

reticulo nucleoplasmático, dentre outros (106). A homeostase de Ca2+ é 

mantida pelo funcionamento sincronizado de canais, transportadores e bombas 

dependentes de ATP, localizadas na membrana plasmática e na membrana de 

organelas intracelulares e o aumento de Ca2+ citoplasmático pode ocorrer por 

influxo a partir do meio extracelular ou por liberação de estoques intracelulares 

ou ambos (107). 

Os receptores do Inositol, 1,4,5-trifosfato, IP3, são canais liberadores de 

Ca2+ que estão localizados principalmente na membrana plasmática, no reticulo 

endosarcoplasmático e no reticulo nucleoplasmático, possuindo 3 isoformas 

denominadas tipo I, II e III, que são ativadas pelo IP3, cuja ligação ao seu sitio 

especifico no receptor promove a liberação de Ca2+ (107;108).  

A fosfolipase C (PLC) hidrolisa o fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) para 

gerar IP3 (109). O IP3 se liga aos receptores de IP3 (IP3R), que liberam Ca2+ 

dos compartimentos internos. Esta é a principal via formadora de sinalização 

de Ca2+ em linhagens celulares de origem epitelial; podendo ser ativada tanto 

por receptores acoplados à proteína G quanto por receptores da família tirosina 

cinase (110). 



 
 

3.8.2 Importância da sinalização de Ca2+ na célula tumoral 

Mudanças nos níveis do Ca2+ promovem uma grande variedade de 

sinais que controlam os processos celulares como principal agente na decisão 

de sobrevivência ou morte celular, porquanto as concentrações de Ca2+ são 

mantidas dentro de certos limites fisiológicos e quando células tumorais 

perdem tais limites conseguem manter seu fenótipo transformado (111).   

Alguns estudos sugerem que mudanças na expressão ou na atividade 

dos canais de Ca2+ apresentam um importante papel no câncer, cujo aumento 

da expressão destes canais, na membrana plasmática, aumenta o influxo de 

Ca2+ promovendo a via proliferativa dependente de Ca2+(112).  

Convencionalmente, sabe-se que células neoplásicas exibem grande liberação 

de Ca2+ durante a proliferação e sugere-se que a liberação de Ca2+ na 

proliferação de células tumorais pode ocorrer pela perda da função da proteína 

Rb, que as tornam bem menos sensíveis á inibição de Ras ou às vias 

Reguladoras externas de cinases 1 e 2 (113;114). 

             Os canais de Ca2+ do tipo T são necessários para a proliferação de 

células do câncer de mama, coloretal, gástrico e próstata, assim como a 

expressão de TRPV6 foi observada para a proliferação de células de câncer de 

próstata.  A expressão reduzida de SERCA2 leva, provavelmente, a alterações 

no ambiente tecidual através da modulação da sinalização de Ca2+ intra e 

extracelular. O silenciamento de genes para canais de voltagem em alguns 

tipos de tumor pode ocorrer por hipermetilação. A metilação está envolvida na 

expressão de PMCA1 e SERCA2 em tumores orais humanos, enquanto outras 

mutações são resultado da perda ou redução da expressão de SERCA2 e a 

amplificação de ITPR2, que codifica o IP3R2, ocorrem em alguns tumores 

humanos (111).  

Os mecanismos que mudam a expressão de canais específicos de Ca2+ 

em câncer são pobremente entendidos reportando tanto a mecanismos 

genéticos quanto epigenéticos (111). Uma célula tumoral pode aproveitar a 

maquinaria de sinalização de Ca2+ para promover a proliferação celular, 

protegendo-se da apoptose. Devido ao seu principal papel no controle da morte 

celular e na sinalização de Ca2+, o retículo endoplasmático e a mitocôndria são 

a linha de frente para esta batalha entre a sobrevivência e a morte celular, que 

ocorrem durante as transformações oncogenéticas, e são sítios onde a 



 
 

remodelação do aparato da sinalização de Ca2+ ocorre para limitar a morte 

induzida pelos sinais de Ca2+ no câncer (114). 

Alguns tipos de cânceres estão associados com a sobre regulação ou a 

sub regulação de canais específicos de Ca2+ como no câncer de próstata e 

cólon (112) e quando alterações de concentração ocorrem, estas podem ativar 

mecanismos de morte como em células LNCaP de câncer de próstata com 

receptor androgênico, em que foi observada a indução de apoptose quando os 

estoques intracelulares de Ca2+ foram esvaziados, farmacologicamente, 

aumentando sua concentração livre no citosol (115). 

 

 3.8.3 O papel do Ca2+ nuclear na célula tumoral 

 É sabido que os componentes necessários para a sinalização de Ca2+, 

médiada por IP3, se localizam na membrana plasmática, mas há evidências de 

que estes componentes estão também presentes no envelope nuclear. Estes 

incluem a PIP cinase (PIPK) (116;117), que sintetiza PIP2, além da PLC (118) e 

dos IP3R (119-121). IP3R são encontrados tanto no lado citoplasmático quanto 

no lado intranuclear da membrana nuclear (122-124). Nosso grupo demonstrou 

que fatores de crescimento podem induzir a produção nuclear de IP3 (125), 

explicando, assim, como os RTKs iniciam a sinalização de 

Ca2+,,preferencialmente, no núcleo celular.  

O papel do Ca2+ nuclear na célula tumoral é bem discutido em nossa 

revisão: 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 resistência à radiação já foi retratada na literatura (127).  

Para atingir os objetivos propostos as seguintes metodologias foram 

aplicadas: 

 

Objetivo 1:Desenvolver um modelo de irradiação in vitro capaz de 

reproduzir o esquema de fracionamento diário de doses, aplicando 

radiação X sobre as células tumorais 

 

 4.1 Plataforma de sustentação dos frascos de cultivo celular 

 Para manter os frascos de cultivo celular posicionados durante as 

sessões de irradiação, uma plataforma de acrílico foi construída, contendo um 

braço 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 irradiação das células A431 

 O planejamento radioterapêutico é baseado em imagens. Para calcular 

os percentuais de dose sobre as células seis frascos de cultivo celular T25 

(TPP, Suíça), completamente preenchidos com meio de cultivo celular RPMI-

1640 (Gibco, Grand Island, NY) e imersos em 25cm3 de água, dentro de um 

fantoma de acrílico, modelo F400 (Medintec, Mogi das Cruzes, Brasil), medindo 

40cm x 40cm x 40cm. Em seguida foram realizadas imagens de tomografia 

computadorizada do sistema no tomógrafo Sensation 64 Siemens (Malvern, 

EUA), na Axial, centro de imagens (Belo Horizonte, Brasil). As imagens foram 

processadas no software de planejamento radioterápico CAT 3D for WIN 32 e 

as curvas de isodose foram traçadas e o planejamento foi desenhado usando 

dois campos de irradiação verticais: paralelo e oposto. 

  



 
 

4.3 Prova de conceito do planejamento de irradiação das células 

A431 

 Para confirmar as doses planejadas foi feita a dosimetria do sistema 

utilizando duas câmaras de ionização modelos plane parallel ionization 

chamber 0.5cm3, Scanditronix Wellhofer PPC05 (Bartlett, EUA), e pine point 

cylindrical ionization chamber 0.1cm3 Scanditronix Wellhofer, CC01TNC/4146, 

(Bartlett, EUA), juntamente com placas de água solida Solid Water™ slab 

Gammex 457 (Middleton, EUA) e as medidas foram feitas no eletrômetro MAX-

4000 (Middleton, EUA). As medidas foram feitas na unidade pico Coulomb (pC) 

com tamanho de campo medindo 25 x 25cm2  e 50 unidades monitoras usando 

os settings do acelerador linear a 21ºC, umidade relativa do ar de  48% e 

pressão atmosférica de 92,6kPa. 

 

Objetivo 2: Avaliar o efeito in vitro do fracionamento diário de radiação X, 

associado ao tamponamento de Ca2+ nuclear, na proliferação de células 

tumorais do carcinoma de células escamosas humano, seu impacto na 

progressão do ciclo celular e na fração de sobrevida 

 

Para alcançar este objetivo desenvolvemos um protocolo de irradiação 

que se aproxima ao máximo das condições de tratamento aplicado ao paciente. 

Para este estudo utilizamos as seguintes metodologias:  

 

4.4 Construção adenoviral InsP3-Buffer-NLS 

Foi usada uma construção adenoviral do tipo V, contendo o cDNA para o 

domínio de ligação ao IP3 (resíduos 224-605) do receptor humano de IP3, do 

tipo I 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 domínio de ligação ao 

InsP3 do IP3R humano do tipo I (número 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 plasmídio de clonagem pGEM-Easy T/A (Promega, Madison, 

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



 
 

(SHII+) e o outro faltando (SHII-) a região de ligação localizada entre os dois 

domínios envolvidos na ligação ao InsP3. O “splice variant” SHII+ foi usado 

como “template”, o domínio de ligação ao InsP3 (resíduos 224–605) foi 

amplificado com “nested primers” contendo os sítios de restrição para as 

enzimas XhoI e EcoRI, e o produto de PCR foi subclonado no vetor pEGFP-C1. 

Subsequentemente a EGFP foi substituída por proteína fluorescente 

monomérica vermelha (mRFP), que foi ligado á sequencia de localização 

nuclear (NLS) (128). Este constructo tampona Ca2+ seletivamente no núcleo 

(129). O adenovirus foi ampliado usando células HEK-293 e purificado usando 

o kit de purificação VivaPure AdenoPack  Sartorius (Goettingen, Alemanha), de 

acordo com as instruções do fabricante.  

 

4.5 Protocolo de irradiação 

As células A431 foram plaqueadas na densidade 6,0 x 105 células, em 

frascos de cultivo celular T25 (TPP, Suiça), 24h antes da infecção pela 

construção adenoviral InsP3-Buffer-NLS. Após a infecção, 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 

parafilme (Marienfeld, Alemanha) e deixadas na incubadora de CO2.  No dia 

seguinte, 24 horas depois da infeção, as células foram irradiadas na técnica 

isocêntrica, com os frascos de cultura imersos no fantoma de acrílico contendo 

25cm3 de água, e posicionados na plataforma de acrílico, como descrito no 

item 4.2, por uma semana em doses diárias fracionadas de 2Gy, utilizando dois 

campos de irradiação: paralelo e oposto, no equipamento do tipo Acelerador 

Linear Clinac 4X Varian, com energia de 4MV, do Instituto de Radioterapia 

São Francisco, Belo Horizonte, MG. Os parâmetros utilizados foram: 116 

unidades monitoras para o campo anterior e 129 unidades monitoras para o 

campo posterior.  

As condições ambientais foram: temperatura de 200C, umidade relativa 

do ar de 42% e pressão 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 construção 

adenoviral InsP3-Buffer-NLS (C) e um grupo infectado com a mesma 

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



 
 

sob as mesmas condições ambientais dos grupos B e D, porém, não 

receberam irradiação. O protocolo de radioterapia utilizado in vitro, foi 

padronizado e segue modelo de protocolo clínico. Após as sessões de 

irradiação os frascos de cultivo celular foram mantidos na incubadora de CO2, 

5h antes de começarem os ensaios biológicos.  

 

4.6 Ensaio de proliferação celular 

Baseados em resultados prévios do grupo, onde foi demonstrado o 

impacto do tamponamento de Ca2+ nuclear na redução da proliferação de 

células tumorais hepáticas (130), o papel do tamponamento do Ca2+ nuclear na 

proliferação celular das células A431 foi avaliado, e como controle não tumoral, 

foi utilizado cultura primária de fibroblasto gengival humano. 2,0 x 104 células 

por poço foram plaqueadas em placa multipoços de 24 well (TPP, Suiça). 24h 

após o plaqueamento o meio de cultivo suplementado foi removido e meio 

RPMI, para celulas A431 e meio DMEM (Gibco, Grand Island, NY), para os 

fibroblastos, foi adicionado, no volume final de 1mL por poço, para sincronizar o 

ciclo celular. As células foram mantidas nessa condição overnight e, logo após, 

elas foram infectadas com 200 MOI, usando a construção adenoviral InsP3-

Buffer-NLS. A partir de 24h da infecção procedeu-se a contagem das células 

pelo método de exclusão por Azul de Tripan (Merck Milipore, Alemanha) e, 

durante 48, 72 e 96 horas pós-infecção, elas foram contadas usando um 

hemocitômetro.  

 

4.7 Ensaios de avaliação de ciclo celular pela técnica de citometria 

de fluxo 

 Apos cinco horas do término da irradiação, as células A431 de cada 

grupo experimental, foram retiradas por meio de tripsinização de cada frasco T-

25, contadas, pelo método de exclusão por Azul de Tripan (Merck/Milipore, 

Alemanha), obtendo-se 500.000 células por tubo, para avaliação da 

fragmentação do DNA. Foi utilizado o protocolo proposto (131), usando solução 

fluorocrômica hipotônica (HFS, 05%), contendo 0,5 mg/mL de Iodeto de 

Propídio – PI (Sigma, Suiça), 0,5% de Triton X-100 v/v (USB, Cleveland, EUA) 

e 0,5% Citrato de Sódio p/v (Merck, Alemanha). Os tubos foram incubados por 

4h a 8C ao abrigo da luz. Após incubação as amostras foram submetidas à 



 
 

análise 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 irradiação. 

 

4.8 Ensaio de fração de sobrevida 

 Cada dia após a irradiação 1.0 x 103 e 2.0 x 103 células A431, dos 

grupos experimentais A, B, C e D, foram plaquedas em placas multipoços de 6 

well e mantidas em cultivo por 15 dias para a formação de colônias. Após esse 

tempo o meio foi removido e as células foram lavadas com PBS 1X e fixadas 

com Glutaraldeído 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 água destilada, sob agitação, por 3 vezes. As placas foram 

deixadas secando ao ar livre e as colônias contadas manualmente.  

 

Objetivo 3: Investigar os mecanismos desencadeados pela exposição in 

vitro ao fracionamento diário de radiação X, associado ao tamponamento 

de Ca2+ nuclear em carcinoma de células escamosas humanas 

 

4.9 PCR quantitativo em tempo real  

 Este ensaio teve como objetivo avaliar alteração de expressão 

transcricional do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e da 

metaloproteinase ADAM-17 em células A431 após o tamponamento do Ca+2 

nuclear, bem como em associação com irradiação por raios X. O RNA total foi 

extraído utilizando o reagente Trizol (Invitrogen, EUA). A primeira síntese 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 

expressão relativa foi calculada pelo método 2−∆∆ 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). β-actina foi usada como 

normalizador. 

 

4.10 PCR quantitativo para avaliação das lesões ao DNA nuclear e 

mitocondrial 

O DNA nuclear e mitocondrial das céulas A431 foi isolado nos dias 1 e 5, 

em cada uma das condições experimentais. O DNA genômico foi usolado 

usando o kit QIAGEN Genomic Tip Kit, (QIAGEN, EUA), de acordo com as 

instruções do fabricante. As amostras de DNA foram diluídas em 3 ng/μL pela 

Pico Green-based standard curve. O ensaio de QPCR compara a amplificação 

do DNA tratado com a amplificação 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 

(5’TCTAAGCCTCCTTATTCGAGCCGA-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 

mudanças no número de cópias. A amplificação das amostras tratadas foi 

comparada com a do controle, e a amplificação relativa foi calculada. Estes 

valores foram utilizados para estimar o número médio de lesões por 10 kb do 

genoma, usando a distribuição de Poisson. O resultado final é a média de dois 

sets de PCR por cada gene alvo em, pelo menos, 3 experimentos. O t test de 

Student não pareado foi usado para a análise estatística.  

 

4.11 Ensaio de atividade mitocôndrial pelo MTT 

As células A431, em cada condição experimental, no quinto dia de 

tratamento, foram removidas dos frascos T25, contadas e plaqueadas em 

placas multipoços de 96 well, na densidade 5.0 x 103 células por poço, volume 

final 100µL e mantidas na incubadora de CO2 overnight. O ensaio de MTT 

(brometo de 3-�4,5-dimetil-tiazol-2-il�-2,5-difeniltetrazólio) é utilizado para 

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



 
 

meio, foi reduzido pela atividade metabólica celular ligada ao NADH e NADHP, 

formando cristais de formazan, de cor azul. Dessa maneira a quantidade de 

formazan, medida por espectrofotometria, é diretamente proporcional ao 

número de células que o metabolizaram. Foram adicionados 10µL de MTT, 

5mg/mL, (Sigma, EUA) em cada poço. Após 4 horas de incubação, sobre o 

abrigo da luz, na incubadora de CO2, o meio foi removido cuidadosamente e os 

cristais de formazan foram solubilizados em 100µL de DMSO. A placa foi lida, 

espectroscopicamente, no espctrofotômetro EspectraMax (Moleular Divice, 

EUA) a 595nm.  

 

4.12 Western bloting 

Células crescidas em frascos de cultivo celular medindo 25cm2 de área 

(T25) foram lavadas com PBS--1X e solubilizadas em 150 µL de solução 

detergente: Nonide P40 1% contendo 2% de inibidor de protease e 1% de 

inibidor de fosfatase (Roche Applied Science, EUA). A concentração de 

proteína foi determinada, espectrofotometricamente, pelo método de Bradford 

(Thermo Scientific, EUA). 50μg de proteínas das células A431, de cada 

condição 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 diluído em tampão 

TBST (tampão salino Tris base 20 mM acrescido de 0,05% de Tween 20) por 1 

hora. Após bloqueio as membranas foram incubadas com anticorpo primário 

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 4ºC. Em seguida, as membranas foram incubadas com 

anticorpo secundário goat-anti rabbit (Sigma, EUA) na diluição 1:5000 a 

temperatura ambiente por 1h. As membranas foram expostas ao filme de raios-

X (Bio MaxTMML, 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 ImageJ (NIH, Bethesda, EUA).  

 



 
 

 

4.13 Imunocitoquímica 

 Este ensaio permite a visualização do EGFR, o qual depois de ativado 

transloca da membrana plasmática para o interior das células. As células A431 

foram fixadas com paraformoldeído a 4% (BioRad, EUA). Após 1h de bloqueio 

as lamínulas foram incubadas com anticorpo primário monoclonal anti-rabbit 

EGFR (Cell Signaling, EUA), overnight a 4ºC e com o anticorpo secundário 

goat anti-rabbit conjugado com Alexa-488 (Invitrogen, EUA). A localização 

subcelular deste receptor foi avaliada por microscopia confocal Zeiss 510 Meta 

(Thornwood, NY), utilizando excitação a 488nm e emissão a 505-550nm. 

 

Objetivo 4: Estabelecer novas abordagens metodológicas para avaliar  os 

mecanismos desencadeados pela exposição in vitro ao fracionamento 

diário de radiação X, associado ao tamponamento de Ca2+ nuclear em 

carcinoma de células escamosas humanas 

 

4.14 Cultivo de células em três dimensões 

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 

106 células foram contadas no hemocitômetro e transferidas para um coquetel 

contendo colágeno bovino tipo I Nutragen (Advanced Biomatrix, EUA), MEM 

10X (Sigma, Suíça) e solução de bicarbonato de sódio a 7.5% (Gibco, Reino 

Unido). As células imersas na solução de cultivo 3D eram inseridas em uma 

câmara composta por lâmina e lamínula 22 x 22mm, selada com cera e 

parafina e deixada em incubação por 20 minutos na incubadora de CO2. Após o 

tempo de presa do colágeno a câmara foi colocada em microscópio óptico com 

câmera acoplada para gravação time lapse a 37ºC por 24h e 48h. As imagens 

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

 

4.15 Redução da migração celular por bloqueadores de integrinas 

 As integrinas são as principais proteínas de ligação á matriz extracelular 

favorecendo a migração. Para estudar os efeitos do bloqueio das integrinas na 

dinâmica célular, das células de melanoma, foi utilizado o anticorpo 4B4 

(Abbiotec, EUA), 10μg/mL e peptídeo cRGD 10µM. Como controles foram 



 
 

usados cRAD 10µM e isotipo mouse IgG tipo 110μg/mL. As culturas 3D foram 

fixadas com paraformoldeido a 4% e incubadas com anticorpo secundário 

Phalloidin Alexa 488 (1:50), (invitrogen, EUA) e o núcleo corado com DAPI 

(5µg/mL), (invitrogen, EUA). As imagens foram adquiridas no microscópio 

confocal Olympus Fluoview F1000 (Olympus, EUA) e analisadas no software 

Imaris (Bitplane, Reino Unido). 

 

4.16 Avaliação da velocidade de movimento e medida do índice de 

alongamento celular 

Para avaliar o efeito dos bloqueadores de integrina na velocidade de 

movimentação e na morfologia das células tratadas usamos os programas 

Autozell, (Bremen University, Alemanha). e FiJi 32, (NIH, EUA), 

respectivamente. Os gráficos foram construídos usando o programa Prims, 

versão 5.51 (GraphPad, EUA). 

 

4.17 Ensaio de imunorreatividade para ligação 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 já foi previamente descrita (132). Brevemente, as células foram 

tripsinizadas e contadas no hemocitômetro. Após esta etapa, elas foram 

centrifugadas por 5 minutos, a 4ºC, usando 5.000 rpm e o sobrenadante 

descartado. As células foram ressuspendidas em solução tampão contendo 

RPMI e 0,5% BSA (Sigma, EUA). Em seis microtubos de 1.5 mL foram 

adicionados 400μL de solução tampão e feita a diluição seriada da solução 

matriz contendo as células HepG2. As amostras foram radiomarcadas com 

In111cetuximab e incubadas por 20 minutos na incubadora de CO2. Após, os 

tubos foram levados para o aparelho gamma coulter Wizard (Perking Elmer, 

Alemanha) e a emissão gama foi contada. Após essa contagem, os tubos 

foram centrifugados por 5 minutos, a 4ºC, usando 5.000 rpm e o sobrenadante 

foi descartado. O pellet foi levado para o gamma coulter e a emissão gama 

contada novamente. Os dados foram plotados e a fração de imunorreatividade 

(IRF) foi calculada em porcentagem de ligação específica aos receptores de 

EGF. 



 
 

 

4.18 Treinamento com manejo de animais geneticamente modificados, 

xenografia, aquisição de imagens e radioterapia em rodentes 

Como parte da aquisição de conhecimentos para a proposição de novas 

abordagens, para esta linha de pesquisa, fiz cursos sobre manejo de animais 

geneticamente modificados e treinamento com implantação de carcinoma de 

celulas escamosas humanas, da linhagem FaDu, em camundongos nude mice, 

colaborando com projetos desenvolvidos no Laboratório de Medicina Nuclear. 

Após o crescimento volumétrico do tumor, os animais foram tratados com 

radioterapia, sob sitema anestésico gasoso com Isoflurano a 4% para indução 

e mantidos durante as sessões de radioterapia com isoflurano a 1% e 

ventilação com O2. Os animais foram irradiados no aparelho XRAD 320ix 

(Precision X-Ray, EUA) e, após os tempos de tratamento, os animais 

receberam In111-DOTA-RGD. Um grupo foi levado para aquisição de imagem 

no aparelho microSPECT (Siemens, Alemanha) e o outro grupo foi 

eutanasiado.  Amostras de sangue e remoção dos órgãos pulmão, fígado, 

baço, rins, estomago, musculo quadríceps e o tumor foram utilizados para o 

ensaio de biodistribuição do radiotraçador. Esta parte se refere a um projeto 

desenvolvido pelo Nuclear Medicine Laboratory. 

 

O Esquema abaixo sumariza as metodologias empregadas no sistema de 

irradiação in vitro A, ensaios biológicos B, e doutorado Sandwich em C. 
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5 Resultados 
 

5.1 Desenvolvimento de um modelo de irradiação in vitro capaz de 

reproduzir o esquema de fracionamento diário de doses de radiação X 

sobre células tumorais 

 

5.1.0 O modelo de irradiação in vitro reproduz o esquema de 

fracionamento diário de doses 

  Desenvolvemos um modelo de irradiação in vitro que nos permitiu aplicar 

o protocolo clínico de radioterapia em modelo celular, garantindo 

reprodutibilidade da irradiação em todo o tempo de experimentação. Este 

modelo foi baseado em planejamento radioterapêutico, semelhante ao aplicado 

para o tratamento de pacientes com tumor de cabeça e pescoço. 

  

5.1.1 Plataforma de posicionamento das culturas celulares 

  A plataforma de acrílico construída para manter os frascos de cultivo 

celular, na mesma posição durante as sessões de irradiação, foi capaz de 

posicionar seis frascos T25, contendo as células A431. A plataforma contendo 

os frascos de cultivo foi imersa em um fantoma de acrílico, cujo volume de 

25cm3 de água permitiu a irradiação das células em dois campos, por cinco 

dias, aplicando a dose diária de 2Gy. Por apresentar a densidade próxima da 

água e dos fluidos biológicos, o acrílico é o material de escolha para a 

confecção da plataforma. O desenho esquemático do sistema de irradiação é 

mostrado na figura 2: 

 

 

 

 

 



 
 

 

Figura 2 Desenho esquemático do sistema de irradiação in vitro. A figura A mostra a 

plataforma de acrílico construída para manter os frascos de cultivo celular posicionados 

durante as sessões de irradiação. 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 irradiação: paralelo e oposto com distância foco alvo (SSD) de 68,5cm e 65,4cm, 

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

 

 5.1.2 Planejamento radioterapêutico das culturas celulares 

  Para nos aproximarmos do protocolo clínico adotado para o tratamento 

radioterápico dos pacientes com tumor de cabeça e pescoço, foram feitas 

imagens por tomografia computadorizada do sistema. As imagens foram 

analisadas no programa CAT3D e o planejamento foi desenhado para a 

irradiação das células A431 com as curvas de isodose traçadas em torno do 



 
 

campo de irradiação, representadas pelas linhas coloridas. O cálculo de 

distribuição 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 é mostrado na figura 3: 

 

Figura 3 Planejamento de irradiação para as células A431. A figura A, lado esquerdo, 

mostra a imagem reconstruída em 3D da plataforma de acrílico com os frascos de cultivo 

posicionados e no lado direito a imagem mostra a plataforma com os frascos T25 imersos no 

fantoma de água com os dois campos de irradiação em 1800 e 00, bem como as curvas de 

isodose no sistema. A figura B, lado esquerdo, mostra a reconstrução 3D de uma imagem de 

tomografia computadorizada de um paciente com tumor no seio maxilar, e no lado direito o 

planejamento radioterápico do caso, com suas respectivas curvas de isodose, bem como os 

dois campos de irradiação. As curvas de isodose representam os percentuais de distribuição 

das doses dentro do campo de irradiação. O gráfico C mostra o histograma dose-volume de 

distribuição de dose no sistema planejado para as células A431. 

 



 
 

 5.1.3 Prova de conceito do planejamento radioterapêutico das 

culturas celulares 

  Para confirmar a dose planejada pelo programa CAT3D fizemos a medida 

dosimétrica do sistema, usando câmaras de ionização e determinando os perfis 

da dose, comparando o método tradicional de irradiação in vitro, que aplica 

dose única em um único campo, com o sistema de irradiação desenvolvido 

nesta pesquisa. O sistema desenvolvido neste trabalho mostra uniformidade de 

dose ao longo dos frascos T25 irradiados, além de confirmar a distribuição de 

dose calculada pelo programa, como mostra a figura 4: 

 
Figura 4 Medidas dosimétricas do sistema de irradiação in vitro. A figura A mostra o 

desenho esquemático da irradiação das células A431 no acelerador linear, posicionadas na 

plataforma e imersas no fantoma de água, bem como o eixo de rotação para irradia-las nos 

dois campos planejados, na técnica isocêntrica. O gráfico B mostra a integralização das doses 

nos dois campos de irradiação nas direções anteroposterior (AP) e pósteroanterior (PA) 

corroborando o percentual de dose 100% ± 2% sobre os frascos T25, calculado pelo programa 

CAT3D. O gráfico C mostra a formação de dois ombros laterais indicando falta de uniformidade 

de dose quando os frascos são irradiados debaixo de uma coluna de ar, enquanto o gráfico D 

mostra que o sistema de irradiação proposto permite homogeneidade de dose sobre os frascos 

de cultivo celular. 



 
 

 

5.2 Avaliar o efeito in vitro do fracionamento diário de radiação X, 

associado ao tamponamento de Ca2+ nuclear, na proliferação de células 

tumorais do carcinoma de células escamosas humano, seu impacto na 

progressão do ciclo celular e na fração de sobrevida 

 

5.2.0 O esquema de irradiação determina a resposta celular 

  O ciclo celular é alterado pela radiação ionizante e a resposta depende da 

dose e da frequência da irradiação (133). Verificamos a cinética do ciclo celular 

nas células A431 quando submetidas ao esquema tradicional de irradiação in 

vitro, aplicando dose única de 10Gy, comparado á cinética do ciclo celular nas 

células submetidas ao esquema de irradiação in vitro desenvolvido nesta 

pesquisa, em que as células receberam doses fracionadas de 2Gy, por cinco 

dias consecutivos, com acúmulo de 10Gy. Nas células que receberam dose 

única foi observada uma queda significativa (p<0.001) no percentual de células 

na fase G0/G1 (34.8 ± 2.5%), com aumento do percentual de células mortas, 

correspondente á fase SubG1 (19.4 ± 2%), bem como aumento dos percentuais 

de células nas fases G2/M (23.9 ± 1.5%), e S (21.5 ± 2.3%), respectivamente, 

quando comparadas ás 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 SubG1, indicando radiorresistência. Porém, houve 

redução na fase G0/G1 (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. É evidente que a morte celular foi mais significante, 

(SubG1, p<0.01) no grupo que recebeu dose única (19.4%  ±  3.6%), 

comparado com o grupo que recebeu dose acumulativa (4.3%  ±  2%), 

sugerindo uma resposta intrínseca adaptativa contra a morte celular induzida 

pela radiação X no grupo tratado com fracionamento diário de dose. Esses 

dados estão ilustrados na figura 5: 

 

 

 



 
 

 
Figura 5 Perfil do ciclo celular em células A431 irradiadas em diferentes esquemas de 

irradiação. O gráfico A mostra os percentuais de células em cada fase do ciclo celular, 

irradiadas com dose única e dose fracionada, respectivamente e comparadas com o grupo 

controle não irradiado. A figura B mostra uma imagem representativa dos perfis celulares 

quando as células A431 foram submetidas a diferentes esquemas de irradiação e comparadas 

com o grupo controle não irradiado. Experimentos em triplicada. Resultados obtidos de três 

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

 

5.2.1 Células tumorais são mais sensíveis ao tamponamento de 

Ca2+ nuclear 

  Resultados prévios do grupo demonstraram que o Ca2+ nuclear é 

essencial para a proliferação em células de carcinoma hepático (130;134). O 

mesmo efeito também foi observado nas células A431. 

  

 5.2.1.1 Eficiência de infecção das culturas celulares 

    As células A431 e a cultura primária de fibroblastos gengivais humanos, 

gentilmente doados pela professora doutora Melissa Guimarães, da 

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, aprovado pelo 

comitê de ética em pesquisa da UFVJM, em anexo, foram infectadas com a 

construção adenoviral InsP3-Buffer-NLS. A eficiência de infecção e de redução 

do sinal de Ca2+ no núcleo das células é demonstrada na figura 6 



 
 

 

 



 
 

Figura 6 Eficiência de infecção das células A431 e eficiência de redução do sinal de Ca2+ 

no núcleo das células pela ação tamponadora da construção. Em A está representado o 

desenho esquemático do constructo InsP3-Buffer-NLS, que tem a proteína monomérica 

vermelha mRFP, fusionada a um fragmento do receptor humano de IP3 da isoforma I, sitio de 

ligação para o IP3, gerado dentro da célula, e três sequências de localização nuclear para 

direcionar o constructo para o interior do núcleo celular. A figura B mostra uma imagem 

representativa das células A431. No painel superior, lado esquerdo, vê-se a imagem adquirida 

em contraste de fase destas células, e no lado direito observam-se os núcleos marcados com 

DAPI. No painel inferior esquerdo observa-se a expressão da proteína monomérica vermelha 

mostrando quase 100% de infecção das células no campo, e no lado direito, a sobreposição 

das imagens mostra a correta localização subcelular do constructo dentro do núcleo celular. A 

figura C mostra uma imagem representativa da propagação do sinal de Ca2+ no citosol e no 

núcleo das células A431, após estímulo com EGF 10µM. A figura D mostra o gráfico de 

fluorescência do sinal de Ca2+ em função do tempo, normalizado pelo baseline, onde se 

percebe a redução do sinal de Ca2+ no núcleo (linha vermelha), comparado ao sinal no citosol 

(linha azul), nas células infectadas com a construção. A figura E mostra o gráfico do percentual 

do pico de Ca2+ onde, em comparação ao controle não infectado, o sinal de Ca2+ foi reduzido 

nas células infectadas (***p<0.0001), enquanto que somente nas células infectadas o sinal de 

Ca2+ no núcleo foi reduzido em comparação com o sinal no citosol (**p<0.001), pela construção 

InsP3-Buffer-NLS. A barra de medida é de 10μm. (N.S = não significativo). 

 

 

5.2.1.2 Curva de proliferação celular 

  As células foram avaliadas 24h, 48h, 72h e 96h após a infecção, por 

contagem direta. A proliferação celular nas células A431 foi reduzida 

significativamente (p<0.0001), 50%, em relação ao controle não infectado. A 

proliferação celular não foi alterada quando fibroblastos gengivais humanos 

foram infectados nas mesmas condições que as células A431, como observado 

na figura 7: 

 



 
 

Figura 7 Proliferação celular após tamponamento de Ca2+ nuclear. O gráfico A mostra que 

as células A431 tiveram sua proliferação celular reduzida após tamponamento de Ca2+ nuclear 

(Ca2+
n), quando comparada ás células controle não infectadas. O gráfico B mostra que o 

tamponamento de Ca2+ nuclear não altera a proliferação celular de células não tumorais. N de 

três experimentos independentes, executados em triplicata e com cálculo de média e erro 

padrão médio. (* p<0.0001); (N.S = não significativo) 

 

5.2.2 Cinética do ciclo celular após associação entre tamponamento 

de Ca2+ nuclear e radiação X 

  O efeito da associação entre o tamponamento do Ca2+ nuclear com a 

radiação X, de acordo com o modelo de irradiação in vitro desenvolvido nesta 

pesquisa, foi estudado. Em células A431 que foram tratadas apenas com 

radiação X, ou somente com o tamponamento de Ca2+ nuclear, observou-se 

um aumento significativo (p<0.01) do percentual de células A431 na fase G2/M 

(29.6 ± 2.7%, e 29.9 ± 3.4%, respectivamente), mas houve redução do 

percentual de células na fase G0/G1 (57.1 ± 3.6%, e 55.4 ± 4.5%, 

respectivamente), sem mudanças no percentual de células na fase SubG1 (4.3 

± 2.4%, e 5.1 ± 1.7%, respectivamente), comparados com o controle não 

tratado  (3.0  ±  1.5%,  p>0.05). A associação entre o tamponamento de Ca2+ 

nuclear com a radiação X promoveu um aumento ainda maior no percentual de 

células na fase G2/M (35.7 ± 2.0%, p<0.001), com um discreto, mas 

significativo, aumento na morte celular, representada pelo percentual de células 

na fase SubG1 (7.3  ±  2.5%, p<0.05), comparado com controle não tratado, 

indicando parada de ciclo celular pronunciada antes da mitose na condição de 

associação terapêutica, representado pela figura 8: 



 
 

 
 

Figura 8 Cinética do ciclo célular em células A431, tratadas com a associação entre o 

tamponamento de Ca2+ nuclear e radiação X. A análise por citometria de fluxo mostra que 

não houve diferenças entre as células que foram tratadas somente com o tamponamento de 

Ca2+ nuclear (Ca2+ n) ou somente com radiação X (XRCd10Gy). A associação entre radiação X e 

tamponamento de Ca2+ nuclear (Ca2+ n + XRCd10Gy) aumentou o percentual de células na fase 

G2/M, bem como em SubG1.. Gráfico representativo de três experimentos independentes onde 

foram calculados média e erro padrão médio. 

 
5.3 Investigar os mecanismos desencadeados pela exposição in vitro ao 

fracionamento diário de radiação X, associado ao tamponamento de Ca2+ 

nuclear, em carcinoma de células escamosas humanas 

 

5.3.0 O tamponamento de Ca2+ nuclear associado com radiação X 

não promoveu aumento de danos ao DNA das células A431 

  Baseados no percentual de células na fase G2/M, observado no resultado 

anterior, investigamos se a associação poderia promover o aumento de danos 

ao DNA, através da quantificação de lesões tanto no DNA nuclear quanto no 

DNA mitocondrial, por PCR quantitativo. Somente foi observado um pequeno 

aumento, estatisticamente significativo, de lesão no DNA mitocondrial, no 

primeiro dia de tratamento (1.4 ± 0.2% versus 0.1 ± 0.002% no controle não 

tratado, p<0.05). Contudo, no quinto dia, houve aumento de lesões no DNA 

mitocondrial, porém, não significativo em relação ao controle não tratado. Não 



 
 

houve lesões detectáveis no DNA nuclear em nenhuma das condições 

experimentais. A atividade mitocondrial também não mostrou alterações em 

nenhuma das condições experimentais, como mostra a figura 9: 

 

 

Figura 9 Quantificação das lesões ao DNA nuclear e mitocondrial de células A431 

tratadas com a associação entre tamponamento de Ca2+ nuclear e radiação X. O gráfico A 

mostra as lesões por cada 10 kilobases de DNA nuclear. O gráfico B mostra as lesões por 

cada 10 kilobases de DNA mitocondrial, em cada condição experimental, para o primeiro e o 

quinto dias de irradiação. O gráfico C mostra o resultado da atividade mitocondrial, baseado no 

ensaio de MTT, para o quinto dia de irradiação com dose acumulada em 10Gy. Gráfico 

representativo de três experimentos independentes onde foram calculados média e erro padrão 

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

 

5.3.1 Associação entre o tamponamento de Ca2+ nuclear e a 

radiação X previne a superexpressão de ADAM-17 e EGFR, induzidas por 

radiação ionizante 

  A família das metaloproteinases ADAM tem sua expressão aumentada 

quando expostas á radiação ionizante, clivando os ligantes de pro-EGFR e com 

isso aumenta sua fração solúvel, induzindo maior proliferação celular (135). 

   



 
 

5.3.1.1 A associação entre o tamponamento de Ca2+ nuclear e a 

radiação X previne a superexpressão de ADAM-17 

  A radiação X aumentou a expressão de ADAM-17 em nível de RNA 

mensageiro (3.0 ± 0.5 AU), comparado ao controle não tratado (1.0 ± 0.3 AU), 

porém, o tamponamento de Ca2+ nuclear não alterou os níveis de expressão de 

ADAM-17. A associação entre a radiação X e o tamponamento de Ca2+ nuclear 

reduziu os níveis de expressão de ADAM-17 (1.1 ± 0.5 AU) de forma 

significativa, p<0.05. O mesmo efeito foi encontrado em nível de expressão 

proteica. Os níveis proteicos de ADAM-17 aumentaram após a irradiação (0.69 

± 0.01 AU). Porém, os níveis reduziram após o tamponamento de Ca2+ nuclear 

(0.45 ± 0.1 AU, p<0.05), bem como a associação também preveniu a 

superexpressão dessas metaloproteinas após a irradiação com raios X 0.50 ± 

0.07 AU, p<0.05), como mostrado na figura 10: 

  
Figura 10 Níveis de expressão da metaloproteinase ADAM-17. O gráfico A mostra os níveis 

de expressão de RNA mensageiro para a metaloproteinase ADAM-17 em diferentes condições 

experimentais como irradiação X (XRCd10Gy), tamponamento de Ca2+ nuclear (Ca2+ n) e a 

associação dos dois (Ca2+ n + XRCd10Gy). O gráfico B mostra análise densitométrica dos níveis 



 
 

de expressão proteica de ADAM-17 nas diferentes condições experimentais e a figura C mostra 

uma imagem representativa de western blot para ADAM-17 normalizado por GAPDH. N igual a 

três experimentos independentes onde foram calculados média e erro padrão médio. 

(*p<0.05;**p<0.01; ***p<0.001). 

 

 

5.3.1.2 A associação entre o tamponamento de Ca2+ nuclear e a 

radiação X previne a superexpressão de EGFR 

  Análises por PCR quantitativo em tempo real mostraram superexpressão 

dos níveis de expressão de RNA mensageiro para EGFR (3.4 ± 0.3 AU), 

comparado ao controle não tratado (1.0 ± 0.4 AU), p<0.01. O tamponamento de 

Ca2+ nuclear reduziu significativamente (p<0.001) os níveis de expressão de 

EGFR (0.5 ± 0.2 AU), assim como preveniu a superexpressão de EGFR, 

induzida pelos raios X, de forma significativa (p<0.05, 1.8 ± 0.6 AU), comparado 

ao controle não tratado. Em relação aos níveis de expressão proteica não 

houve aumento após a irradiação, porém, o tamponamento de Ca2+ nuclear 

reduziu significativamente os níveis proteicos de EGFR (p<0.01, 0.23 ± 0.01 

AU), comparado ao controle não tratado (0.45 ± 0.19 AU). A associação entre o 

tamponamento de Ca2+ nuclear e a irradiação preveniu a superexpressão de 

EGFR (0.42 ± 0.09 AU). A figura 11 ilustra os dados acima: 



 
 

 
Figura 11 Níveis de expressão de EGFR. O gráfico A mostra os níveis de expressão de RNA 

mensageiro para a EGFR em diferentes condições experimentais, como irradiação X 

(XRCd10Gy), tamponamento de Ca2+ nuclear (Ca2+ n) e a associação dos dois (Ca2+ n + XRCd10Gy). 

O gráfico B mostra análise densitométrica dos níveis de expressão proteica de EGFR nas 

diferentes condições experimentais e a figura C mostra uma imagem representativa de western 

blot para EGFR normalizado por GAPDH. N igual a três experimentos independentes onde 

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

 

5.3.2.2 O tamponamento de Ca2+ nuclear reduziu a ativação de 

EGFR 

  O tamponamento de Ca2+ nuclear também reduziu os níveis proteicos de 

EGFR fosforilado (p<0.05, 0.8 ± 0.18 AU), comparado com o controle não 

tratado (0.8 ± 0.23 AU), como mostra a figura 12: 



 
 

 
Figura 12 Níveis de ativação de EGFR após tamponamento de Ca2+ nuclear. A figura 

mostra o gráfico densitométrico para EGFR fosforilado após tamponamento de Ca2+ nuclear 

(Ca2+
n), à direita, e a esquerda, uma imagem representativa de western blot para EGFR 

fosforilado normalizado por EGFR total e GAPDH. N igual a três experimentos independentes 

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

 

5.3.2.3 EGFR foi translocado da membrana plasmática para o 

interior das células após irradiação e teve sua expressão reduzida após 

tamponamento de Ca2+ nuclear 

  Após exposição á radiação ionizante os receptores de EGF são 

internalizados para o interior das células, devido á ativação do EGFR (136). O 

tamponamento de Ca2+ nuclear não somente reduziu a expressão do receptor 

na membrana, como a associação com a radiação X reduziu sua translocação, 

induzida pela radiação, como mostra a imagem de imunofluorescência na 

figura 13: 



 
 

 
 

Figura 13 Translocação do receptor de EGF. Imunocitoquímica para EGFR: Alexa 488, 

DAPI. Na condição controle é possível visualizar o receptor espalhado pela membrana celular. 

Após irradiação X (XR) o receptor é translocado para o interior das células. O tamponamento 

de Ca2+ nuclear (Ca2+
n) reduziu a expressão do receptor na membrana e a associação com a 

radiação X (Ca2+
n + XR) reduziu a translocação do receptor para o interior das células, induzida 

pela irradiação. Barra relativa ao tamanho do núcleo correspondendo a 10μm. Imagem 

representativa de três experimentos independentes.  

 

 

 



 
 

5.3.3 Associação entre o tamponamento de Ca2+ nuclear e a 

radiação X reduziu a fração de sobrevida das células A431, 

radiossensibilizando o carcinoma de células escamosas 

  O ensaio clonogênico mostrou uma redução na formação de colônias 

celulares com o fracionamento de doses (XRCd10Gy) em  36 ± 2.5% (54 ± 

11colônias), juntamente com o tamponamento de Ca2+ nuclear (Ca2+
n) que 

reduziu a formação de colônias em 28 ± 2% (41 ± 3 colônias), comparado com 

o controle não tratado: 148 ± 14 colônias (***p<0.001). Porém, a associação 

entre o tamponamento de Ca2+ nuclear e a radiação X reduziu drasticamente a 

formação de colônias para 91 ± 0.4% (9 ± 2 colônias), comparado ao controle 

(***p<0.0001), como mostra a figura 14, painéis A e B. A associação (Ca2+
n + 

XRCd10Gy)  conseguiu reduzir a fração de sobrevida das células A431 com cerca 

de metade da dose (6Gy) acumulada, como mostra o painel C. 

 
Figura 14 Fração de sobrevida das células A431 após associação entre o tamponamento 

de Ca2+
n e a radiação X. O painel A mostra uma imagem representativa da formação de 

colônias em cada condição experimental. O gráfico B mostra a redução no número de colônias 

formadas após cada tratamento empregado, em comparação com o controle não tratado. O 

gráfico C mostra o percentual de fração de sobrevida relativo às doses aplicadas. (**p<0.01, 

***p<0.001). Dados representativos de três experimentos independentes, com cálculo de média 

e desvio padrão. 

 

 

 



 
 

  A figura 15 sumariza os mecanismos encontrados nesta pesquisa: 

 

Figura 15 Desenho esquemático dos mecanismos envolvidos na associação entre o 

tamponamento de Ca2+
n e a radiação X em células A431. As setas negras indicam redução 

e as setas pontilhadas indicam trajetória. A associação entre tamponamento de Ca2+
n e a 

radiação X preveniu a superexpressão de ADAM-17, metaloproteinase que cliva ligantes de 

EGFR. A redução de expressão de ADAM-17 diminui, também, a fração solúvel de pro-EGFR. 

Após a ligação com seu receptor, o conjunto EGFR é internalizado gerando IP3 que se liga ao 

seu receptor (IP3R) no Reticulo Endoplasmático (ER), no citosol, condição 1 e/ou no seu 

receptor dentro do Reticulo Nucleoplasmático (NR), no núcleo, condição 2, liberando Ca2+. A 

construção adenoviral compete com o receptor de IP3 no Retículo Nucleoplasmático, condição 

3, o que impede a ligação do IP3 ao IP3R retendo Ca2+ na organela e, com isso, a concentração 

de Ca2+ livre no nucleoplasma diminui, reduzindo assim os níveis de expressão de EGFR e a 

proliferação celular. A associação entre tamponamento de Ca2+
n e a radiação X reduziu a 

fração de sobrevida, aplicando cerca de metade da dose de radiação acumulada. 

 

 

 

 

 



 
 

5.4 Estabelecer novas abordagens metodológicas para avaliar os 

mecanismos desencadeados pela exposição in vitro ao fracionamento 

diário de radiação X, associado ao tamponamento de Ca2+ 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 Ca2+ nuclear na migração 

celular, em melanoma, quanto em carcinoma hepático. 

 

5.4.0 Bloqueadores das subunidades β1 e αvβ3 de integrinas alteram 

a morfologia e a dinâmica das células de melanoma humano da linhagem 

MV3wt 

     Integrinas são uma família de receptores de membrana, com habilidade 

tanto de sinalização quanto de ancoragem de moléculas de adesão á matriz 

extracelular participando ativamente da dinâmica celular (137). 

 

 5.4.1 O bloqueio das integrinas altera a morfologia das células 

MV3wt 

  Alguns membros das famílias das integrinas como αvβ3, α2β1 e integrina 

β1 são bem conhecidas por estarem envolvidas em muitos tipos de câncer e, 

cuja inibição de sua função, tem demonstrado redução na migração celular  

(138). O bloqueio das subunidades β1 e αvβ3, pelo anticorpo monoclonal 4B4 e 

o peptídeo cRGD, modificaram a morfologia mesenquimal das células MV3 

para uma forma arredondada e com blebs na membrana plasmática, 

mostrando ausência de polarização e dificultando a migração destas células 

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



 
 

 

Figura 16 Alterações morfológicas oriundas do bloqueio das subunidades de integrinas. 

A figura mostra imagem representativa das células MV3wt em cultivo 3D, em matriz de 

colágeno tipo I, antes e após o tratamento com o anticorpo monoclonal 4B4 e o peptídeo 

cRGD, que bloqueiam as subunidades β1 e αvβ3, respectivamente. As células MV3wt 

apresentam morfologia alongada com aspecto mesenquimal, emitindo protrusões 

citoplasmáticas, polarizando seu movimento pela matriz de colágeno, indicado pela seta 

branca. O bloqueio das subunidades de integrina altera a morfologia celular para um aspecto 

mais arredondado e com formação de blebs impedindo o tráfego celular através da matriz, 

representado pela perda de polaridade. A imagem em detalhe mostra a formação de blebs e a 

perda do caráter mesenquimal destas células. Barra de escala: 20μm. 

 

        5.4.2 O bloqueio das integrinas evita que o alongamento das células 

MV3wt ocorra 

  Como consequência da alteração morfológica destas células não houve a 

formação de protrusões citoplasmáticas para que a migração celular ocorresse 

através da matriz de colágeno, representado pelo índice de alongamento 

celular. Nas células tratadas com os bloqueadores de integrina o índice de 

alongamento celular foi muito menor (3.8 ± 0.6 AU), quando comparado com o 

índice do controle não tratado (8.5 ± 1.7 AU, p<0.001), como mostra a figura 

17: 

 



 
 

Figura 17 Índice de alongamento das células MV3wt. A figura A mostra imagem 

representativa das células MV3wt 24 horas após imersão em meio de cultura 3D, dispersas na 

matriz de colágeno. A figura B mostra aumento do índice de alongamento celular em função do 

tempo (***p<0.001). A figura C mostra imagem das células MV3wt, 24 horas após imersão em 

meio de cultura 3D, dispersas na matriz de colágeno. O bloqueio das integrinas, subunidades 

β1 e αvβ3, com o anticorpo monoclonal 4B4 e o peptídeo cRGD, mostra que as células MV3wt 

perderam seu aspecto mesenquimal e a figura D mostra que o índice de alongamento celular 

não teve alteração significativa.. Imagens adquiridas em time lapse, com aumento de 10X. 

Imagem representativa de três experimentos independentes. (n.s = não significativo). 

  

 5.4.3 O bloqueio das integrinas altera a dinâmica e a orientação 

espacial das células MV3wt 

   O tráfego de integrinas em células aderentes é importante para a adesão 

celular dependente de integrinas, bem como espalhamento e migração celular, 

além de contribuir para a invasão de células tumorais (139) e a velocidade de 

migração pode determinar um tempo maior ou menor de metastatização 

tumoral. O bloqueio das subunidades β1 e αvβ3 reduziu a média de velocidade 

de migração das células MV3wt para 0.1 ± 0.06 μm/minuto  em relação á média 



 
 

do controle não tratado que foi 0.5 ± 0.1 μm/minuto (p<0.001). Além disso, os 

traços de movimento mostram que as células tratadas não foram capazes de 

percorrer longas distâncias dentro da matriz de colágeno, como ilustrado na 

figura 18. 

 

Figura 18 Dinâmica celular dependente de integrinas. A figura A mostra uma imagem 

representativa da dinâmica celular das células MV3wt em spider graph. Todas as células no 

campo migram em diferentes direções. A figura B mostra as células MV3wt tratadas com 

bloqueadores das subunidades β1 e αvβ3 de integrinas. As células se matem concentradas 

indicando pouca movimentação através da matriz de colágeno. A figura C mostra o cálculo da 

velocidade média das células MV3wt (linha vermelha) em que o bloqueio das integrinas 

promoveu a redução da velocidade de migração destas células em função do tempo 

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

 

 

 

 

 

 

 



 
 

  A figura 19 sumariza os resultados encontrados. 

 

Figura 19 Desenho esquemático dos efeitos do bloqueio das subunidades β1 e αvβ3 de 

integrinas nas células MV3wt. As células apresentam uma morfologia mesenquimal emitindo 

protrusões citoplasmáticas para um determinado padrão de migração. Ao terem as 

subunidades β1 e αvβ3 de integrinas bloqueadas as células adquirem uma morfologia 

arredondada e varias blebs, reduzindo a sua capacidade migratória através da matriz 

extracelular de colágeno. Caminho percorrido pelas células representado pelo traço vermelho. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

5.4.4 As células HepG2 apresentam alta ligação do anticorpo 

monoclonal cetuximab  aos receptores de  EGF 

 

   Os carcinomas hepatocelulares apresentam resistência a varios 

quimioterápicos, devido a ativação da cascata de sinalização 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 conjugação com 

outros alvos para o bloqueio de EGFR no tratamento de tumor hepático, como 

mostrado na figura 20. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Figura 20 Ligação de cetuximab radiomarcado com In111. A figura A mostra o gráfico de 

fração de ligação específica do anticorpo monoclonal cetexumab, radiomarcado com In111, ás 

células HepG2, como uma função do aumento da concentração celular. A figura B mostra 

fração de ligação específica como função do inverso da concentração dos mesmos dados 

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

HepG2 mostrando uma eficiência de ligação de quase 80%. 

 

 

 

 

 

 



 
 

6 Discussão 
 Apesar dos recentes avanços no diagnóstico e no tratamento dos 

tumores de cabeça e pescoço, nas últimas décadas, há poucas evidências de 

aumento na sobrevida dos pacientes em cinco anos (142;143). A radioterapia 

oferece excelentes resultados no controle de tumores de cabeça e pescoço, 

quando a doença é descoberta em estágios iniciais, todavia, essa não é a 

realidade da maioria dos pacientes que chegam á atenção de média e alta 

complexidade, apresentando tumores em estágio avançado. O diagnóstico 

tardio de HNSCC faz com que o prognóstico seja pior, diminuindo as chances 

de sobrevida global.  

Além de medidas que aumentem os investimentos em politicas públicas 

de prevenção dos tumores do trato aerodigestivo superior, pelo Ministério da 

Saúde, o intervalo entre a suspeita diagnóstica e o acesso a especialistas e 

aos serviços deveriam ser drasticamente reduzidos. Na França, assim como no 

Brasil, o acesso adequado a serviços de saúde tem um papel crucial no estádio 

precoce ou tardio dos carcinomas de células escamosas de cabeça e pescoço 

no momento do diagnóstico (144).  

Os custos arcados pelo SUS com o tratamento de tumores envolvendo 

hospitalização, radioterapia, quimioterapia, bem como o tratamento de 

comorbidades associadas já são conhecidos (145). Além dos benefícios sociais 

que politicas bem conduzidas de prevenção e combate ao tabagismo poderiam 

promover, atacando de frente o principal agente etiológico do carcinoma de 

células escamosas, e, por conseguinte, reduzindo a casuística destes tumores, 

bem como programas que auxiliassem os pacientes tabagistas crônicos a 

abandonarem o cigarro após o tratamento (146), os recursos financeiros 

destinados a cobrir custos com o tratamento poderiam ser alocados para 

atender outras necessidades, como por exemplo, reabilitação integral dos 

pacientes após o tratamento e melhor suporte para ganho de qualidade de 

vida. 

Embora seja o tratamento padrão, a radioterapia ainda está associada a 

diversas reações adversas, que afetam de forma significativa a qualidade de 

vida dos pacientes (147). A radiação reduz o potencial de vascularização dos 

tecidos e aumenta a hipóxia local, colocando em risco a atividade celular e a 

formação de colágeno, degenerando a estrutura óssea maxilo-mandibular (7). 



 
 

As sequelas orais resultantes podem causar problemas substanciais durante e 

depois da terapia de radiação e são os maiores fatores de determinação na 

qualidade de vida dos pacientes. Dentre as complicações da radioterapia estão 

a xerostomia, osteorradionecrose, mucosite e candidose (148).   

Não somente ocorre um comprometimento estético, mas também, perda 

de funções essenciais como deglutição e fala, levando a dificuldades de 

ingestão, debilitando o sistema imunológico, além do impacto psicológico (149) 

e em alguns casos, dificuldades de ressocialização, o que demanda atenção 

multiprofissional durante o processo de reabilitação do paciente pós-

tratamento. O cenário atual compele á busca por novas estratégias que ao 

mesmo tempo aumentem a eficiência terapêutica existente e, também, 

contribuam para a redução dos efeitos colaterais e sequelas decorrentes dos 

tratamentos em vigor.  

Os estudos in vitro são o passo inicial na busca de novas alternativas 

para terapias futuras. Efeitos biológicos das radiações ionizantes podem ser 

descritos através de várias técnicas como ensaios bioquímicos e biologia 

molecular, inclusive a verificação de radiorresistência e radiossensibilidade de 

células tumorais humanas em cultivo (5), porém, novos modelos capazes de 

reproduzir condições clínicas são necessários para estudos radiobiológicos, 

aproximando a bancada do leito (150) e nesta pesquisa conseguimos 

desenvolver um modelo de irradiação in vitro seguindo procedimentos usuais 

da clinica radioterápica, através de planejamento baseado em imagem de 

tomografia computadorizada, com definição de campos de irradiação e 

delimitação das curvas de isodose. Os resultados obtidos da prova de conceito 

do modelo, através das medidas de irradiação sobre as células, e, também, no 

fantoma, através da dosimetria, mostram que as células receberam a dose de 

radiação X prescrita homogeneamente, de forma que as respostas biológicas, 

apesar da heterogeneidade clonal, especialmente porque, como acontece em 

situações clínicas, as células tumorais se encontram em fases não 

sincronizadas de ciclo celular, não se deveram a falta de uniformidade de dose. 

O efeito bystander é uma mudança de resposta aos danos provocados 

pela radiação através da comunicação entre células que receberam doses 

menores de irradiação e as que receberam doses mais altas ou não foram 

irradiadas. Esta comunicação ocorre pelas junções tipo gap ou pela liberação 



 
 

de fatores solúveis para o meio, constituindo o seu principal mecanismo (151). 

O efeito bystander induzido por radiação (EBIR) já foi demonstrado em vários 

sistemas experimentais tanto in vitro quanto in vivo (152), gerando efeitos 

secundários que alteram a resposta celular aos danos induzidos pela radiação. 

Tais efeitos são difíceis de serem preditos convencionalmente, sendo a 

proteômica uma possível estratégia para o estudo destes efeitos (153). Neste 

aspecto, o sistema de irradiação 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 não irradiadas, o efeito bystander foi 

observado (151;152), o que não aconteceu nestas células, desta pesquisa, 

posto que o meio de cultivo celular não foi trocado durante as sessões de 

irradiação, mostrando mais uma vez que, o sistema de irradiação in vitro desta 

pesquisa, preveniu o efeito bystander, mostrando-se uma excelente estratégia 

para o estudo dos efeitos primários da radiação ionizante sobre células em 

cultivo, quais sejam os danos diretos ao DNA e/ou produção de espécies 

reativas de oxigênio. 

Os efeitos das radiações ionizantes sobre o ciclo celular mostram que as 

células não irradiadas são distribuídas, predominantemente na fase G1, 

enquanto células irradiadas se apresentam majoritariamente distribuídas na 

fase G2 (133), efeito também observado nesta pesquisa quando investigamos o 

impacto do fracionamento de dose sobre células A431, comparado á aplicação 

de dose única sobre as mesmas células.  

Curiosamente, o percentual de células na fase SubG1, indicativo de 

morte celular, foi maior nas células que receberam dose única. Entretanto, não 

o suficiente para elimina-las completamente. O percentual menor de células na 

fase SubG1, encontrado na condição de fracionamento de doses, mostra, 

claramente, a capacidade de recuperação destas células demonstrando que a 

resposta biológica, frente á radiação ionizante, depende do esquema de dose 

aplicado. Esse resultado pode explicar, em parte, como células tumorais que 

escapam da morte induzida por radiação X, iniciam um tumor recorrente em 

pacientes com carcinoma de células escamosas, tornando-os ainda mais 

radiorresistentes, já que o tratamento clínico é baseado em fracionamento 



 
 

diário de doses. Mais uma vez, esse resultado mostra que o modelo de 

irradiação desenvolvido nesta pesquisa é o mais adequado para a investigação 

de radiorresistência em tumores humanos, bem como sua recorrência após o 

tratamento radioterápico. 

O IP3 é uma molécula hidrossolúvel pequena que atua como médiador 

intracelular que, ao ser gerado, difunde-se pelo citoplasma ou nucleoplasma e 

se liga aos canais de liberação de Ca2+
 dependentes de IP3, também chamados 

de receptores de IP3, liberando Ca2+. A construção adenoviral utilizada neste 

estudo é capaz de competir seletivamente com os receptores endógenos de 

IP3, impedindo a ligação deste ao seu receptor dentro do núcleo e, com isso, o 

Ca2+ estocado no reticulo nucleoplasmatico não é liberado para o 

nucleoplasma.  

A regulação de Ca2+ nuclear é um importante mecanismo de sinalização 

para o controle da proliferação celular, tanto em células normais quanto em 

células tumorais (111). Estudos prévios demostraram que a redução da 

concentração de Ca2+ livre no nucleoplasma reduziu de forma significativa a 

proliferação em células de carcinoma hepático (130), efeito também observado 

nesta pesquisa para o carcinoma de células escamosas. Interessante observar 

que a proliferação celular diminuiu apenas nas células tumorais, pois, sob as 

mesmas condições experimentais, células de fibroblasto de gengiva humana 

não sofreram alteração de proliferação face á redução das concentrações de 

Ca2+ livre no nucleoplasma, indicando maior susceptibilidade das células 

tumorais ás variações de concentração de Ca2+ no núcleo. Como o aumento 

nos níveis intracelulares de Ca2+ culmina com a ativação de diferentes fatores 

de transcrição, incluindo aqueles ligados á proliferação celular (154;155) e 

células tumorais proliferam mais rápido, os níveis de Ca2+ livre no 

nucleoplasma são críticos para a modulação destes fatores de transcrição 

ligados á proliferação, cuja manutenção da capacidade proliferativa destas 

células fica prejudicada frente ao decréscimo da concentração de Ca2+ no 

núcleo; o que torna o Ca2+ nuclear um atraente alvo terapêutico, visto que o 

efeito benéfico de sua redução em células tumorais  não afeta a proliferação de 

células normais. 

Seguindo esta linha estudamos a possibilidade de usar o tamponamento 

de Ca2+ nuclear como adjuvante á radioterapia, associando-o com radiação X 



 
 

fracionada. Quando a cinética do ciclo celular foi investigada observamos que 

tanto o tamponamento de Ca2+ nuclear sozinho, quanto a irradiação sozinha, 

produziram o mesmo efeito, porém, a associação entre ambos aumentou o 

percentual de células na fase SubG1 que, apesar de ter sido discreto, foi 

significativo em relação ao controle não tratado. Além disso, o percentual de 

células em G2/M foi maior comparado tanto ao controle não tratado, quando 

com as outras condições experimentais, indicando que a associação promoveu 

uma estagnação das células nesta fase, impedindo-as de concluir a mitose, o 

que pode explicar em parte, sua proliferação reduzida.  

Se a dose de irradiação for alta o suficiente para induzir parada de ciclo, 

as células irão parar na fase G2/M quando os mecanismos de checagem Chk2 

promovem, então, atraso na mitose, ganhando mais tempo para o reparo de 

lesões remanescentes (156;157). Porém, quando avaliamos o efeito da 

associação entre o tamponamento de Ca2+ nuclear e a radiação X sobre as 

lesões ao DNA, verificamos que não houve aumento de lesões nem no DNA 

nuclear, nem no DNA mitocondrial, e nem mesmo a atividade mitocondrial 

sofreu alteração, de acordo com os resultados obtidos pelo ensaio de MTT. Já 

é sabido que células tumorais de cabeça e pescoço produzem muito mais 

“scavengers” para neutralizar os radicais livres, induzidos por radiação 

ionizante, que células não tumorais, utilizando estes “scavengers” como um 

mecanismo protetor ao seu DNA (158), o que explica a razão de termos 

encontrado um nível de lesão tão baixo. Além disso, estudos mostram que a 

radiação ionizante ativa uma resposta antioxidante adaptativa via fator de 

trasnscirção Nrf2, tornado as celulas tumorais mais radiorresistêntes (159), o 

que também pode explicar os resultados aqui encontrados.  

Exposição às radiações ionizantes aumenta a expressão da 

metaloproteinase ADAM-17 que, por sua vez, ativa a via Akt/ciclina D1, 

aumentando a expressão de EGFR e, com isso, aumenta, também, a 

proliferação celular (160). Neste estudo os resultados também mostram um 

aumento de expressão de ADAM-17 nas células A431 nos níveis moleculares e 

proteico, efeito esse que foi prevenido pela associação entre o tamponamento 

de Ca2+ nuclear e a radiação X, para níveis bem próximos dos níveis do 

controle não irradiado e, como esta via de superexpressão de ADAM-17 está 

intimamente ligada ao aumento de expressão de EGFR, os níveis de 



 
 

expressão de EGFR também foram modificados com a associação, mostrando, 

que da mesma forma que a radiação X aumentou a expressão de EGFR, a 

associação foi capaz de preveni-la.  

Além disso, o tamponamento de Ca2+ nuclear reduziu a expressão tanto 

do RNA mensageiro quanto protêica do EGFR. Do mesmo modo, a redução da 

concentração de Ca2+ livre no nucleoplasma não somente reduziu a ativação de 

EGFR, mas também a translocação dele da membrana para o interior das 

células, fatores que em conjunto contribuíram para que a proliferação celular 

fosse reduzida. 

Não apenas a proliferação celular e os níveis de expressão do receptor 

de EGF foram alterados pelo tamponamento de Ca2+ 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 á perda de sua capacidade mitogênica e, consequentemente, menor 

quantidade de células sobrevivem (99).  

De fato, observarmos que o modelo de irradiação desenvolvido nesta 

pesquisa reduziu a formação de colônias de forma significativa, quando 

comparada ao controle não tratado. O tamponamento de Ca2+ nuclear por si só 

também foi capaz de reduzir a formação de colônias, na mesma proporção em 

que a radiação X e, por causa de sua capacidade de interferir com a expressão 

de fatores de transcrição, ligados á proliferação celular (126), a mitogenicidade 

também foi reduzida nesta condição. Porém, a associação entre o 

tamponamento de Ca2+ nuclear e a radiação X foi capaz de reduzir a formação 

de colônias e, por conseguinte, a fração de sobrevida das células A431 em 

90%, muito mais do que nas demais condições experimentais, com 

aproximadamente metade do tratamento, ou seja, utilizando menor dose 

acumulada sobre as células tumorais, mostrando que o tamponamento de Ca2+ 

nuclear pode funcionar como um adjuvante á radioterapia. Além da potencial 

adjuvância, a perspectiva de tratamento efetivo em um tempo menor não 

somente reduziria as sequelas e complicações do tratamento como, também, 

abriria a possibilidade de diminuição do tempo de espera de pacientes para a 

radioterapia.  



 
 

Os efeitos em nível celular das terapias convencionais, no tratamento do 

câncer, não se restringem, somente, ao núcleo das celulas em si, envolve, 

também, efeitos sobre proteínas de membrana; dentre elas a família das 

integrinas. Integrinas β1 exercem importantes papéis na biologia celular tais 

como proliferação, migração e apoptose, porém, altos níveis de ativação das 

integrinas αvβ3 e β1 estão correlacionados com invasão tumoral em melanoma 

metastático humano (161), sugerindo a forma ativada da integrina β1 como um 

biomarcador de células de alta invasivisidade em melanomas (162). Os 

resultados mostraram que por se tartar de uma proteína transmembrana, as 

integrinas são susceptíveis de serem bloqueadas e que estes efeitos não 

somente podem inibir iinterações mecânicas com o meio extracelular, 

reduzindo a velocidade de migração, como também, a morfologia, perdendo 

seu fenótipo mesenquimal, muito provavelmente, alterando a conformação de 

outras proteínas de membrana.  

Em se tratando de estudos relacionados à busca de novas estratégias 

para o tratamento do câncer, não somente a redução da proliferação celular é 

importante, mas também, migração e invasão celulares, pois, é muito difícil, se 

não impossível, ainda, a detecção de micrometástases. Estudos envolvendo 

cultivo em três dimensões são uma ferramenta bastante útil no entendimento 

das interações celulares com o meio e, também, como estas interações 

favorecem a metastatização, especialmente utilizando o modelo de irradiação 

in vitro desenvolvido aqui, pois migração tumoral após irradiação já foi 

observada, devido ao aumento da expressão das integrinas α3 e β1 induzidas 

por radiação X, cujo efeito foi revertido com o uso de anticorpos bloqueadores 

de α3β1 (138). 

Já é sabido que a superexpressão de Cálcio Calmodulina (CaM), é 

responsável por aumento da motilidade celular (163) e que a inibição 

farmacologica de Ca2+ altera a via de sinalização de integrinas em celulas de 

melanoma da linhagem VM, além de modificar a morfologia mesenquimatóide 

para arredondada, pela inibição das fibras de actina, impedindo a migração 

(164).  Αs integrinas αvβ3  são fundamentais para a angiogênese e invasão, 

mediando adesão celular para a matriz e crosstalk com RTK`s. A ativação 

delas pode iniciar uma via de sinalização dependende de Ca2+, levando ao 

aumento da mobilidade endotelial. Nesta perspectiva, o estudo aprofundado 



 
 

dos mecanismos envolvendo tamponamento de Ca2+ na migração e 

invasividade de melanoma, especialmente os subtipos mais agressivos, 

desponta como uma nova abordagem em estudos futuros, utilizando 

metodologias que envolvam dinâmica celular. 

Os primeiros estudos do grupo relacionando tamponamento de Ca2+ 

nuclear com proliferação foram desenvolvidos em linhagens de heptocarcinoma 

humano, onde foi demonstrado que o Ca2+ no núcleo é essencial para a 

proliferação (130). Os resultados de imunoreatividade abrem uma nova 

perspectiva para o estudo não somente do efeito sinergistico do tamponamento 

de Ca2+ 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 xenográficos 

radiomarcados possam ser visualizados por microSPECT. Tomados em 

conjunto, estes resultados preliminares abrem novas perspectivas para futuros 

pesquisas do grupo, envolvendo terpia gênica, no controle da migração celular. 

 

 6.1 O que vem pela frente: tendências e desafios para o 

melhoramento das terapias contra o câncer 

Câncer em países emergentes constitui um problema de saúde que 

demanda estratégias urgentes, por alcançar criticas proporções, pois se estima 

que em 2020 mais de 60% de todos os cânceres serão diagnosticados nestes 

países (165) e com isso, vários grupos de pesquisa em todo o mundo vêm 

trabalhando arduamente para melhorar as terapias já existentes.  

O tratamento racional e personalizdo do câncer que, seguramente, pode 

oferecer as melhores oportunidades de cura é o ‘Santo Graal’ buscado pelos 

pesquisadores e em especial aos que se dedicam ás pesquisas em biologia 

celular, que se valendo dos conhecimentos acumulados, especialmente em 

transdução de sinal, contribuem para o desenvolvimento de estratégias alvo 

dirigidas para estas vias, na expectativa de bloquear muitas delas, que são 

passos chaves para a progressão tumoral. Ciclinas dependentes de cinases 

(CDK) fosforilam intermediários importantes que regulam o ciclo celular e são, 

frequentemente, superexpressadas em carcinomas de celulas escamosas de 

cabeça e pescoço. Drogas antiproliferativas, que atuam como inibidoras destas 



 
 

ciclinas, já estão em ensaios clínicos de fase I como o Flavopiridol e o Ci-799 

(12).  

Antagonistas específicos podem ser desenvolvidos baseando-se no 

conhecimento das interações entre ligantes e seus receptores, usando, como 

estratégias, anticorpos monoclonais que neutralizem e/ou interfiram com a 

atividade dos fatores de crescimento. O aumento da compreensão sobre a 

transdução de sinal envolvendo fatores de crescimento e angiogênicos 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 resistência das células A431 ao anticorpo 

monoclonal matuzumab (166), ressaltando a necessidade da aplicação de 

inibidores de PI3K como adjuvantes em tumores com essas características 

moleculares. Há estudos demonstrando que a droga TIC10 (TRAIL-inducing 

compound 10) aumenta a expressão de TRAIL promovendo a desfosforilação e 

inativação de Akt e ERK via foxo3a, levando á morte tumoral por apoptose, 

sugerindo uma terapia anticâncer baseada na regulação de TRAIL (167).  

 Já foi observado que ao menos seis ligantes distintos, relacionados ao 

EGF, incluindo o próprio EGF se ligam e ativam EGFR, mostranto que sua 

presença, mesmo em carcinomas onde ele não é superexpressado, pode emitir 

sinais oncogenéticos críticos, pela ação ativa de sinalização autócrina ou 

parácrina, dirigidas pela presença de um ou mais dos seus ligantes (58). Sendo 

o EGFR um alvo terapêutico para diversos tipos de câncer, pequenas 

moléculas inibidoras dos receptores de tirosina cinase figuram como uma 

promissora alternativa para os casos de mutações deste gene, cuja resistência 

aos anticorpos monoclonais já tenha sido detectada (168), assim como a 

coadministração de RGD e da proteina viral JO-1, que promoveram maior 

penetração no tecido tumoral, aumentando a eficiência dos anticorpos 

monoclonais trastuzumab e cetuximab, em modelo animal, além da fusão do 

peptídeo alvo neurofilina, que já se mostrou eficaz no melhoramento do efeito 

antitumoral destes anticorpos  (169). 

 Existe uma tendência ao uso de estadiamento baseado em perfis 

moleculares que permitam avaliar, individualmente, componentes genéticos 

que favoreçam a proliferação celular frente á radiação ionizante, para garantir o 

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



 
 

de radiorresistência, a inibição das vias PI3K-Akt-mTOR e histona deacetilase 

aumentam os efeitos citotóxicos da radioterapia (171) e, seguindo esta 

tendência, os nossos resultados indicam que associação entre o 

tamponamento de Ca2+ nuclear e a radiação X também contribui para o 

desenvolvimento de uma radioterapia mais racional. 

 Em se tratando dos tumores de cabeça e pescoço, os perfis moleculares 

já conhecidos revelam um direcionamento racional para a seleção de modelos 

pré-clínicos (172). Inibidores de EGFR vêm sendo aprovados para tratamento 

clínico (173), como o anticorpo monoclonal cetuximab, que foi autorizado como 

terapia concomitante com a radioterapia em pacientes com doença localmente 

avançada ou como monoterapia nos casos de tumor recorrente após 

tratamento com compostos platinados (174) e o bevacizumab, também em 

concomitância com quimio e radioterapia, está em estudo de fase III (175). 

Entretanto, resistência intrínseca e/ou adquirida á terapia com anticorpos 

monoclonais, como trastuzumab e cetuximab já foi observada (176;177), o que 

evidencia o tamponamento de Ca2+ nuclear como uma promissora estratégia 

terapêutica na redução da expressão destes receptores de EGF em tumores do 

trato aerodigestivo superior, bem como os receptores da via Ca2+/Calmodulina, 

regulando o eixo de sinalização ErbB/Grb7, aparecem como alvos potenciais 

para a terapia contra do câncer (178). 

 Outras vertentes apostam na terapia gênica como uma possibilidade real 

para alterar fenótipos malignos, tratando e modificando o crescimento celular, 

invasividade ou metastatização (99), bem como carreador de genes que 

estimulem uma resposta imune celular, como interleucinas, molécula co-

estimuladoras ou antígenos tumorais contra estas células cancerosas, tendo 

como destaque os vetores adenovirais, que somam mais de 60% dos 

protocolos clínicos de terapia gênica em andamento (179). Igualmente, o 

conhecimento do genoma humano favorece a aplicação da metabolômica 

como uma ferramenta potencial para identificação de novos biomarcadores 

para diagnóstico e monitoramento de tumores, além de ajudar na identificação 

de novos alvos para a terapia contra o câncer (180). 

 Em face ao grande número de candidatos a alvos na terapia contra o 

câncer, um dos maiores desafios reside em se desenvolver uma estratégia 

capaz de produzir resultados satisfatórios na adjvância, 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 proliferação celular do tumor, preservando as 

células normais. Muitos estudos ainda precisam ser conduzidos para um 

melhor entendimento das vias dependentes de sinalização nuclear de Ca2+ e 

que possibilitem o desenvolvimento de inibidores específicos, relacionados com 

a progressão tumoral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

7 Conclusão 
 

 Esta pequisa nos permite concluir, primeiramente, que o modelo de 

irradiação in vitro mimetiza o esquema de irradiação clinico, garantindo 

uniformidade de dose, eliminando o efeito bystander e que dose única ou 

cumulativa direcionam as células irradiadas para diferentes perfis; em 

segundo lugar, células tumorais são mais sensíveis ao tamponamento de 

Ca2+ nuclear e que, o tamponamento de Ca2+ nuclear, associado com 

radiação X, não promove aumento de danos ao DNA das células A431, mas, 

a associação, reduz a proliferação celular e fração de sobrevida tumoral por 

prevenir a superexpressão de ADAM-17 e EGFR aplicando-se, 

aproximadamente, metadade da dose acumulada de radiação e, por 

conseguinte, torna estes tumores mais sensíveis aos efeitos da radioterapia. 

Finalmente, alterações promovidas pelos bloqueadores de integrina fornecem 

parâmetros para aplicação de novas abordagens para futuros estudos 

relacionando tamponamento de Ca2+ nuclear e metástase 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-Aprovação do COEPE para uso de células gengivais humanas. 

 

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

 

5-Relação de artigos publicados em co-autoria envolvendo sinalização de Ca2+ 
 

6-Repercussão social desta pesquisa. 
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