Disciplinarum Scientia— MODELO DE PUBLICACAO

O USO DA OXIGENACAO TUMORAL PARA AUMENTO DA EFICACIA DE
TRATAMENTOS RADIOTERAPICO.!

THE USE OF TUMOR OXYGENATION TO INCREASE THE EFFECTIVENESS OF
RADIOTHERAPY TREATMENTS

Marianne Virgili Menezes?, Bruna Garcia Pedrolo® e Eder Maiquel Simao*
RESUMO

As células quando expostas a radiacdo sofrem acdo de fendmenos fisicos, quimicos e
bioldgicos. A radiacdo causa ionizacdo dos dtomos, que afetam moléculas do organismo e
destroem as células tumorais. A hipoxia altera os padrfes da expressdo genética de diversas
formas, principalmente o potencial de malignidade dos tumores, levando a caracteristicas
mais agressivas de sobrevivéncia. Em 1995, foi desencadeado um enorme interesse no
oxigénio como fator de potencializagdo da radioterapia. Radiossensibilizadores séo agentes
quimicos que podem aumentar os efeitos letais da radiacdo, o oxigénio, por ser um exemplo
de radiossensibilizador, funciona como um modificador efetivo dos danos provocados pela
irradiacdo, tendo seu efeito observado em todos os tipos celulares. O objetivo desde trabalho é
desenvolver um estudo prévio, através de uma revisdo da literatura, para encontrar terapias
gue possam potencializar a oxigenacdo dos tumores durante o tratamento radioterapico, a fim
de melhora-lo. A presenca de oxigénio no meio irradiado aumenta os efeitos das radiacoes
ionizantes, porque a maior parte dos radicais que aparecem pela radiolise, sdo oxidantes.
Consequentemente, a resposta dos tecidos bioldgicos a radiagdo € maior quando Ss&o
irradiados em situacdo aerdbica do que em condi¢des de andxia ou hipoxia.
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ABSTRACT

Cells when exposed to radiation are the action of physical, chemical and biological phenomena.
Radiation causes ionization of atoms, which affect the body's molecules and destroy tumor cells.
Hypoxia alters patterns of genetic expression in several ways, especially the malignancy potential
of tumors, leading to more aggressive survival characteristics. In 1995, a huge interest in oxygen
was triggered as a factor of potentiation of radiotherapy. Radiosensitizers are chemical agents
that can increase the lethal effects of radiation, oxygen, because it is an example of
radiosensitizer, functions as an effective modifier of the damage caused by irradiation, and its
effect observed in all cell types. The objective since work is to develop a previous study, through a
review of the literature, to find therapies that can potentiate the oxygenation of tumors during
radiotherapy treatment, in order to improve it. The presence of oxygen in the irradiated medium
increases the effects of ionizing radiation, because most of the radicals that appear by radiolysis
are oxidizing. Consequently, the response of biological tissues to radiation is higher when they
are irradiated in aerobic situation than in conditions of anoxia or hypoxia.
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INTRODUCAO

O céancer é a segunda maior causa de morte do mundo moderno e seus variados tipos
podem ter como causa diferentes fatores de risco (LUO; HE, 2020; OLIVEIRA et al., 2015).
Dado a presenca de agentes internos ou externos, as células podem acumular mutacdes. Na
presenca de danos ao DNA, sdo ativados varios mecanismos de defesa celular. Quando esses
mecanismos ndo apresentam eficacia, ocorre a divisdo desordenada das células e estas tendem
a ficar mais agressivas e incontrolaveis, determinando a formacéo e crescimento de tumores
(COSTA et al., 2015; SOHAIL et al., 2019).

Para a diminuicdo da massa tumoral, sdo utilizados feixes de radiacdo ionizante. A
radioterapia € uma das principais modalidades terapéuticas para o tratamento de lesdes
malignas e utiliza feixes de radiagdo ionizante em alta intensidade externos e/ou internos ao
paciente (ALMEIDA, 2018; RAVIRAJ et al., 2015).

As células, quando expostas a radiacao, sofrem acdo de fenémenos fisicos, quimicos e
bioldgicos. A radiacdo causa ionizacdo dos atomos, que afetam moléculas do organismo e
destroem as células tumorais (PODGORSAK, 2005). A reducdo de oxigénio nas células -
conhecida como hipoxia, € uma caracteristica de varias condicdes patofisioldgicas, incluindo
o0 céncer. Essa diminui¢do no oxigénio compromete o funcionamento celular através da queda
da producéo de ATP (molécula fornecedora de energia para célula) e do consumo de oxigénio
mitocondrial. A hipOxia altera os padrfes da expressdao genética de diversas formas,
principalmente o potencial de malignidade dos tumores, levando a caracteristicas mais
agressivas de sobrevivéncia, tornando mais dificil o tratamento de tumores hipdxicos, pois
estes apresentam maior resisténcia a terapia por radiacdo (MUZ et al., 2015).

Terapias que melhoram o fluxo sanguineo (como a osteopatia, por exemplo) e,
consequentemente, a oxigenacdo nos tecidos, ndo sdo indicadas para pacientes oncoldgicos.
Isso porque, em casos tumorais, esse tipo de tratamento — quanto feito isolado, pode ocasionar
melhora na entrega do oxigénio ao tumor, estimulando seu crescimento (WIEGAND et al.,
2015).

Em 1995, Tomlinson e Gray desencadearam enorme interesse no oxigénio como fator
de potencializacdo da radioterapia (HALL, 2000). Uma vez que, o oxigénio € um exemplo de
radiossensibilizador (agentes quimicos que podem aumentar os efeitos letais da radiacdo),
funciona entdo, como um modificador efetivo dos danos provocados pela irradiacdo, tendo
seu efeito observado em todos os tipos celulares. A presenca do oxigénio no meio irradiado
aumenta os efeitos da radiacdo ionizante, porque a maior parte dos radicais que aparecem pela
radidlise, sdo oxidantes, por isso, a resposta dos tecidos bioldgicos a radiacao € maior quando
sdo irradiados em situacdo aerobica (MUZ et al,, 2015).

DESENVOLVIMENTO

CANCER

Pertencente ao grupo de doengas crénicas ndao transmissiveis, o cancer se estabeleceu
como um problema mundial de saude publica (SOUZA et al., 2017). Segundo o Instituto
Nacional do Céncer (INCA), essa neoplasia esta atras apenas das doencas cardiovasculares
quando se trata de nimero de mortes no mundo e tem seu aumento ligado ao crescimento e
envelhecimento da populacdo (VIANA et al., 2017).

Embora apresente uma grande letalidade, o cancer ndo surge repentinamente. Trata-se
de um fenbmeno que representa a superagdo de diferentes mecanismos celulares de vigilancia
e homeostasia celular (DIAZ; SAITO; CHAMMAS, 2015). E uma doenca multifatorial e seu
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desenvolvimento se da através de danos no DNA, que tem como determinante a instabilidade
genética causada pela falha nos mecanismos de manutencdo do genoma (OLIVEIRA et al.,
2015; COSTA et al., 2015). Por ser resultante do acumulo progressivo de alteragdes no
material genético de uma célula saudavel, pode-se considerar o cancer como uma doenca
genética que exige a identificacdo e a caracterizacdo dos genes modificados para que haja
compreensdo das bases moleculares da doenga (PARMIGIANI; CAMARGO, 2010).

O céancer tem seu inicio através de uma sO célula transformada que age com
desobediéncia ao regulamento da diferenciacéo e proliferacdo celular, tendo seu crescimento
desrespeitoso as necessidades do corpo (SCHEIN et al., 2006). Estudos mostraram que as
interacbes dindmicas entre as células cancerigenas e as células estromais (células do sistema
imunologico e células inflamatorias) do microambiente tumoral resultam no crescimento e
disseminacdo do tumor, causando metastases (MANTOVANI et al., 2008). Esse processo de
proliferacdo em diferentes tecidos ocorre durante o periodo de progressdo da neoplasia, onde
algumas células do tumor primario interrompem a membrana basal do tecido de origem por
meio da producdo de enzimas proteoliticas, atravessam a parede dos vasos sanguineos e caem
na circulagédo (PARMIGIANI; CAMARGO, 2010).

Independente do local para onde se espalhou a doenca, o tipo de cancer recebe o nome
do seu local de origem. Sua apresentacdo varia - em comportamento e em resposta a
determinados tratamentos, a depender do seu tipo. As principais categorias que dividem o0s
tipos de canceres malignos sdo: carcinomas (iniciam em tecidos que revestem 6rgdos internos
ou na pele); sarcomas (iniciam no 0sso, cartilagem, musculo, tecido conjuntivo ou gordura);
leucemias (iniciam na medula 6ssea); linfomas e mielomas (iniciam nas células do sistema
imunoldgico) e canceres do sistema nervoso central (ONCOGUIA, 2017).

TRATAMENTO

O cancer apresenta um comportamento agressivo e invasivo, mas hd uma constante
evolucdo nos métodos diagndsticos e terapéuticos, causando um aumento na possibilidade de
cura (NEUMAYER et al., 2018).

A radioterapia é uma das modalidades terapéuticas usada no tratamento de tumores
malignos (TOMAZELLI et al., 2018). O tratamento radioterapico pode ser associado a outros
tipos de tratamentos, como a quimioterapia e a cirurgia. A cirurgia é indicada para a remoc¢ao
do volume total do cancer e a quimioterapia utiliza medicamentos administrados ao paciente -
podendo ser feito por diferentes vias, para que estes se misturem a corrente sanguinea e
auxiliem na destruicdo das células cancerosas, a fim de que as mesmas nao se espalhem
(ALMEIDA, 2018).

Os aceleradores lineares (equipamento que faz a aceleragdo — por um trajeto retilineo e
determinado, dos elétrons ejetados até que estes se choguem contra o alvo e transformem-se
em RX) sdo usados para acelerar os feixes de fotons e transforma-los em feixes de alta
energia capazes de destruir as células tumorais - também pode ser utilizado feixe de elétrons,
nesse caso, as particulas aceleradas ndo sofrem choque contra o alvo. No momento de optar
pela utilizacdo de determinada modalidade e conformacéo, é necessario levar em conta ndo s
0 estado geral do paciente, mas também o tamanho e localizagdo tumoral, tal como a
aplicabilidade da técnica escolhida (PEREIRA et al., 2020).

Ainda segundo Pereira e colaboradores (2020), essa modalidade terapéutica pode ser
subdividida em duas técnicas distintas de aplicacdo: a teleterapia - que faz uso da aplicacdo da
radiacdo de modo externo ao paciente; e a braquiterapia - que aplica a radiacao diretamente no
tumor ou em suas proximidades, portanto, de modo interno.

O tratamento com radioterapia pode ocorrer com a irradiagdo local ou locorregional
(incluindo as regides circundantes) de areas neoplésicas do corpo do paciente (TOMAZELLI
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et al., 2018). No caso do tratamento locorregional do tumor, geralmente aplica-se a
radioterapia convencional, que direciona feixes de fotons (raios X) ao tumor com o intuito de
erradicar o tecido doente, preservando o tecido sadio adjacente (LEVIN et al.,2005).

Embora eficiente, a radioterapia enfrenta algumas desvantagens durante o tratamento
de tumores. Incluso a elas, podemos citar os danos causados aos tecidos saudaveis proximos a
regido acometida, bem como os efeitos colaterais concomitantes (fadiga, nausea,
radiodermite...) e, ainda, a resisténcia a radiacdo de células com pouca oxigenacéo (hipoxicas)
(CHAN et al., 2018).

A resposta tecidual a certa dose de radiacdo depende, basicamente, da cinética do
tecido e da radiossensibilidade celular - em sintese, a sensibilidade das células a irradiacdo é
diretamente proporcional a sua capacidade de reproducdo e inversamente proporcional ao seu
grau de diferenciacdo (TUBIANA; BERTIN, 1990).

EFEITOS DA RADIACAO

A exposicdo a radiacdo, quanto aos individuos expostos no meio hospitalar, pode ser
dividida em duas classes: exposi¢do ocupacional, que diz respeito a exposicdo eventualmente
recebida pelos profissionais da salde que atuam com radiagdes e se trata, em sua maioria, da
radiacdo espalhada no ambiente e; exposicdo médica, que diz respeito a exposicao a qual um
paciente necessita submeter-se para fins de diagndstico por imagem ou para tratamento (no
caso da radioterapia) - em ambas as situacGes de exposicdo médica, o individuo é atingido
pelo feixe priméario proveniente do equipamento (UNSCEAR, 2008).

Durante o processo de interacdo da radiacdo com a matéria pode ocorrer ionizacdo e
excitacdo dos atomos, induzindo modificacdo na estrutura das moléculas correspondentes
(SOUZA; SOARES, 2008). A ocorréncia de um ou outro depende da quantidade de energia
transferida pelo feixe de radiacdo ao sistema (TUBIANA; BERTIN, 1990). No mecanismo de
excitacdo ha uma interacdo que ocasiona o deslocamento dos elétrons de seus orbitais de
equilibrio que, ao retornarem, emitem a energia excedente em forma de luz ou raios X
caracteristicos. J& no de ionizacdo, ocorre uma interacdo onde ha remocédo dos elétrons dos
orbitais pelas radiacbes, o que resulta em elétrons livres de alta energia, ions positivos ou
radicais livres quando acontece quebra de ligaces quimicas (TAUHATA et al., 2003).

O processo de transferéncia de energia de um feixe incidente para a matéria pode
ocorrer de duas formas distintas (em ambas existe quebra de DNA), a depender do tipo de
radiacdo. As radiacdes corpuscuslares (que possuem carga), atuam basicamente por meio de
seu campo elétrico, transferindo sua energia para varios &tomos simultaneamente e
provocando um efeito deletério em moléculas importantes. Estas sdo reconhecidas como
radiacGes diretamente ionizantes. As radiagdes que ndo possuem carga (eletromagnéticas),
como a radiacdo X, interagem individualmente na transferéncia da sua energia para 0S
elétrons, que por sua vez provocardo novas ionizacdes. Estas sdo reconhecidas como
indiretamente ionizantes (PODGORSAK, 2005; TAUHATA et al., 2003).

A interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria se da mediante trés principais
mecanismos: efeito fotoelétrico, efeito Compton e producéo de pares (TUBIANA; BERTIN,
1990). Segundo Sé e seus cooperadores (2017) no efeito fotoelétrico o foton é absorvido pelo
atomo e um elétron € liberado para mover-se no material (a absorcao fotoelétrica ocorre com a
interacdo entre um elétron ligado a um atomo do meio absorvedor e um foton, onde o foton
deposita toda sua energia no elétron), sendo mais provavel de ser visto para fétons de baixa
energia e que incidem em meios com elevados ndmeros atdmicos. No efeito Compton,
também conhecido como espalhamento inelastico, visualiza-se o espalhamento de um fo6ton
por um elétron livre do meio, sendo mais visualizado para energias entre centenas de KeV e
alguns MeV que contenham ndmero atbmico baixo. Na producdo de pares toda a energia
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proveniente da absor¢do do foton é convertida em massa de repouso e energia cinética de um
par € e*, 0 que ocorre apenas para uma energia incidente de, pelo menos, 1022 KeV.

Para que se entenda o fendmeno radiobiologico, faz-se necessario diferenciar os dois
mecanismos pelos quais as radiagdes podem interagir com o sistema biologico, a acéo direta e
a acdo indireta. Quando a radiacdo interage diretamente com moléculas importantes da
composicao celular e estas absorvem sua energia, tem-se a agéo direta. Esse mecanismo pode
ser simplificado da seguinte maneira: na membrana celular observa-se alteracdes na estrutura
quimica que influenciam na permeabilidade seletiva, no metabolismo energético ocorre queda
na producdo de ATP por cisdo no mecanismo de fosforizacdo, nas enzimas é provocado 0
processo de inativagdo e o DNA é submetido a anomalias genéticas (OKUNO, 2013;
TUBIANA; BERTIN, 1990). Quando a radiagéo ¢é absorvida pelo meio em que estdo situados
0s componentes da célula, geralmente interagindo primeiro com a agua, conseguindo quebrar
sua molécula e formar radicais livres (moléculas extremamente reativas, neutras
eletronicamente, que apresentam um elétron ndo pareado na camada orbitaria mais externa),
tem-se a acdo indireta. Esse mecanismo é apresentado em quatro fases da radiolesdo: estagio
fisico inicial, estagio fisico-quimico, estagio quimico e estdgio bioldgico, desencadeados
respectivamente (TUBIANA; BERTIN, 1990).

No estégio fisico inicial os &tomos e moléculas que foram excitados ou ionizados sdo
altamente instaveis e ativos quimicamente. A duracdo desse estagio esta na ordem de 107°
segundos, que corresponde ao tempo suficiente para que haja a deposi¢do da energia na célula
e cause ionizacao. A reordenacdo eletrdnica das estruturas excitadas ocasiona a formacdo dos
primeiros produtos advindos dos efeitos da radiacdo, podendo ser moléculas estaveis/instaveis
ou radicais livres. No estagio fisico-quimico ocorre a formacdo de agentes oxidantes e
radicais livres, por meio da interacdo dos ions com outras moléculas da dgua. Quando a
particula carregada interage com uma molécula, ocorre a ejecdo de um elétron, o que resulta
em uma molécula ionizada de agua (H,O"), esta por sua vez pode reagir com outra molécula
de agua e formar um radical hidroxila (OH), altamente reativo. O elétron ndo pareado que se
originou pela ionizagdo da molécula da 4gua pode combinar com o ion da &gua ou entdo ser
aprisionado por outra molécula, formando um elétron aquoso (H,O") que ird se decompor na
presenca da agua para formar o ion hidroxila (OH") e um radical de hidrogénio. Como os ions
de hidrogénio e hidroxila (H" e OH’", respectivamente), ndo contém energia em excesso, eles
irdo se combinar para formar dgua. Esse processo de dissociacdo de moléculas por radiacdo é
conhecido como radiolise da dgua. Devido a acdo desses produtos das reacdes da radidlise da
agua, ha producdo de perdxido e radicais livres. Os perdxidos sdo muito toxicos para as
estruturas que possuem lipideos, pois sdo fortemente oxidantes e; os radicais livres alem de
apresentarem energia suficiente para quebrar ligacdes quimicas e poderem se rejuntar através
da divisdo dos elétrons ndo pareados, produzindo H,0, H, ou H,0, (perdxido) ou reagindo
com outras moléculas, também interferem no metabolismo celular através da geracdo de
substancias oxidadas e o Oxido de hidrogénio. No estagio quimico é onde o0s agentes
oxidantes e radicais livres interagem com as moléculas organicas importantes da célula, como
enzimas e proteinas ou ainda, o proprio DNA. Os danos causados por essas rea¢des podem ser
corrigidos por dois meios: atraves da liberagdo feita por vitaminas C e E de elétrons que
inativam os radicais livres ou por mecanismos de recomposicdo das moléculas danificadas.
Todavia, a anulacdo de toda a agdo feita pelos radicais livres e a recomposicdo total das
células prejudicadas, ndo é possivel, o que gera acumulo de danos no organismo que foi
irradiado. Por fim, no estagio bioldgico é onde visualizamos o resultado final dos estagios
anteriores. Todas as reagdes ocorridas podem danificar o sistema bioldgico, pois lesionam
macromoléculas vitais para 0 organismo e causam repercussdes metabdlicas importantes. Os
transtornos de estrutura e funcdo celular, bem como as alteracdes sofridas, podem durar de
horas até varios anos. As principais alteragdes que podem acontecer na célula incluem morte
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prematura, interrupcdo temporaria ou definitiva da divisdo celular e aberragdes
cromossomicas (mutagénese) (SOUZA; SOARES, 2008; TUBIANA; BERTIN, 1990).

Os efeitos biologicos causados pela radiacdo ionizante dependem da quantidade de
energia e do local onde essa energia é absorvida na célula. Tais efeitos podem ser divididos
em efeitos estocasticos e deterministicos (GRONCHI, 2004). Os efeitos deterministicos,
também chamados de reacGes teciduais, se manifestam apds um limite de dose aguda de
radiacdo e, mais comumente, na forma de eritemas cutaneos, epilacdo, necrose tecidual e
infertilidade (a dose necessaria para o ocasionamento de lesdes é tipicamente 3 Gy). As
reacOes teciduais afetam principalmente os pacientes expostos diretamente ao feixe de
irradiacdo em procedimentos que facam o uso de doses mais elevadas - isso porque, para
acontecerem, dependem de um limiar de dose, ou seja, uma dose minima (CANEVARO,
2009; STAHL et al., 2016). Os efeitos estocasticos ndo sdo observados na prética e ndo
dependem de um limiar de dose para acontecerem — embora a probabilidade aumente com o
aumento da dose. Os principais exemplos desse tipo de efeito sdo o cancer e os efeitos
hereditarios. Segundo Stahl e seus colabores (2016), a suscetibilidade aos efeitos estocasticos
variam conforme alguns fatores como a idade, sexo, 6rgao exposto e tipo de radiagéo.

CONCLUSAO

Cerca de dois tercos dos danos biologicos produzidos por raios X € por acdo indireta,
mediada pela liberagdo de radicais livres que s&o, em sua maioria, oxidantes (ilustrado na
figura 1) (MUZ et al., 2015; PODGORSAK, 2005). Os danos causados por estas moléculas
no DNA podem ser reparados sob hipdxia, mas podem ser fixados (tornados permanentes e
irreparaveis) na presenca do oxigénio (HALL, 2000).

Figura 1 - Interacdo da radiagdo com o meio biolégico.
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Fonte: Adaptada de HALL, 2000.
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Por consequéncia, o oxigénio acaba exercendo um papel valioso na producéo do dano,
devido sua exceléncia como receptor de elétrons - o que possibilita que haja uma combinacgéo
com o radical de hidrogénio e, assim, a formacdo de um radical peroxila altamente reativo
(TUBIANA; BERTIN, 1990).

A resisténcia de células pouco oxigenadas ao tratamento com radiagdes ionizantes
torna altamente desejavel o uso de sensibilizadores de radioterapia que oferecam uma melhora
no desempenho radioterapéutico (CHAN et al., 2018). De acordo com Wardman (2007), os
radiossensibilizadores se destinam a potencializar a morte de células cancerosas, enquanto
causa uma quantidade muito menor de efeito nos tecidos adjacentes sadios. Ainda segundo o
autor, o oxigénio € o radiossensibilizador definitivo das células em estado de hipoxia, sendo a
grande radiossensibilidade diferencial das células aerdbias versus hipdxicas um fator atrativo,
como mostrado na figura 2.

Figura 2 — Curva de sobrevivéncia das células sob efeito do Oxigénio.
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Fonte: Adaptada de HALL, 2000.

Em um dos artigos referentes ao assunto, Kim e colaboradores (2012) observaram que
a irradiacdo de nanoparticulas metalicas (MNPs) por feixe de prétons aumentou a regressao
completa do tumor de 37% para 62%, com isso tem-se um aumento na sobrevivéncia in vivo.
O nivel de espécies reativas de oxigénio foi de 12% a 36% in vitro, sugerindo um aumento da
dose tumoral da radiacdo secundaria como uma via potente de aprimoramento terapéutico.

Meng e seus cooperadores (2018) realizaram um estudo utilizando uma nanoplaca
responsiva a espécies reativas de oxigénio (ROS), baseada em nanoparticulas de didxido de
manganés, capaz de adicionar com sucesso a oxigenacdo tumoral e a inibicdo funcional do
fator induzivel por hipdxia (HIF-1) aos tumores. Essa nanoplaca faz a administragdo do
acriflavina, um inibidor do HIF-1, junto com outros farmacos cationicos hidrofilicos nos
tecidos doentes. Como consequéncia da reagdo que ocorre com o0 perdxido de hidrogénio
sobre-expresso dentro dos tecidos tumorais, Mn 2+ e moléculas de oxigénio sdo liberadas
para ressonancia magnetica e oxigenacdo do tumor, respectivamente. Os beneficios
terapéuticos obtidos com o0 uso desse material (aos quais se inclui a resisténcia regulada
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negativamente, expressdo de proteinas relacionadas a exaustdo de células T e aumento do
dano induzido pela radiagcdo ionizante) alcancaram de forma sinérgica a inibicdo ideal do
crescimento tumoral. O que afirma a nanoplaca responsiva a ROS como grande potencial na
sensibilizacdo da radiacdo para combater as doengas primarias e metastaticas dos canceres.
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