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RESUMO 

 

MIRANDA, Natalia Fortunato. Influência da superexpressão da claudina-3 na 
radiorresposta de células de câncer de cólon. 2015. 113f. Dissertação (Mestrado em 
Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado 
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015. 
 

O câncer colorretal (CCR) é o terceiro tipo de câncer mais incidente no mundo 
para o sexo masculino, o segundo para o sexo feminino e a radioterapia é um dos 
tratamentos de primeira linha no combate a este tipo de câncer. Durante a progressão 
do CCR as células sofrem alterações morfogenéticas, sendo a desorganização do 
complexo juncional apical (CJA) um dos eventos iniciais desse processo. As junções 
oclusivas (JTs) são um dos principais componentes da CJA e desempenham papel 
importante no controle do fluxo paracelular, na determinação da polaridade celular e na 
transdução de sinais relacionados com a progressão tumoral. As claudinas são 
proteínas transmembrana, constituintes das JTs e cumprem um importante papel no 
controle desses eventos. Alterações na expressão das claudinas são observadas em 
tumores de diferentes órgãos e têm sido relacionadas com a progressão tumoral. No 
entanto os mecanismos que regulam essas alterações e sua consequência na 
progressão do CCR são poucos conhecidos. Desta forma, o presente estudo teve como 
objetivo avaliar a influência da superexpressão da claudina-3 na radiorresposta de 
células CCR. Nossos resultados mostraram que a superexpressão de claudina-3 
minimiza alterações morfológicas causadas pela radiação, causa diminuição da 
resistência elétrica transepitelial e não tem efeito na permeabilidade a macromoléculas 
após a irradiação. Além disso, observamos que a superexpressão de claudina-3 
aumenta o potencial proliferativo das células e que esta característica torna as células 
mais sensíveis a radiação. Porém quando avaliamos eventos celulares relacionados a 
progressão tumoral observamos que apesar da radiação diminuir a capacidade 
migratória das progênies, as células que superexpressam claudina-3 apresentam 
migração mais elevada. Além disso, verificamos que a superexpressão de claudina-3 
diminui a invasão e a capacidade de formação de colônias frente ao tratamento com a 
radiação. Em seguida fomos avaliar o efeito da inibição das vias de proliferação 
(MEK/ERK) e sobrevivência (PI3K-Akt) na resposta das células que superexpressam 
claudina-3 frente a radiação. Observamos que a inibição de MEK é capaz de 
sensibilizar as células que superexpressam claudina-3 à radiação no ensaio de 
proliferação celular, no entanto a inibição de MEK e PI3K antes da exposição à 
radiação é capaz aumentar a migração e a capacidade de formação de colônias de 
células que superexpressam claudina-3 contribuindo para o aumento do potencial 
maligno. Em conjunto nossos resultados mostram que a superexpressão de claudina-3 
contribui para um fenótipo mais maligno, no entanto frente ao tratamento com a 
radiação é capaz de sensibilizar as células. 

 
 

Palavras-chave: Câncer colorretal. Junções oclusiva. Claudina. Radiação. 

 



ABSTRACT 
 

 

MIRANDA, Natalia Fortunato. The effect of overexpression of claudin-3 on colon cancer 
cell response to radiation. 2015. 113f. Dissertação (Mestrado em Biociências) – Instituto 
de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio 
de Janeiro, 2015. 
 

Colorectal cancer (CRC) is the third more incident cancer for males, the second 
for females worldwide and radiotherapy is one of the first-line treatments to fighting this 
type of cancer. During the progression of CRC cells undergo morphogenetic alterations 
and the apical junctional complex disorganization (AJC) is one of the initial events of this 
process. The tight junctions (TJs) is a major component of AJC and play an important 
role in paracellular flux control, determination of cell polarity and in signal transduction 
related to tumor progression. Claudins are transmembrane proteins, members of TJs 
and play an important role on these events. Changes on claudins expression are found 
in tumors of different organs and have been associated with tumor progression. 
However the mechanisms that regulate these changes and their consequences in the 
CRC progression are not completely understood. Thus, this study aimed to evaluate the 
influence of claudin-3 overexpression on cellular response after radiation treatment of 
CRC cells. Our results show that claudin-3 overexpression minimizes morphological 
changes caused by the radiation, decrease transepithelial electrical resistance, and has 
no effect on macromolecules permeability after irradiation. Moreover, we observed that 
claudin-3 overexpression increases the proliferation rate of cells and that this feature 
makes the cells more sensitive to radiation. However, when evaluating the cellular 
events associated tumor progression we observed that despite decrease on migratory 
capacity caused by radiation, cells that overexpress claudin-3 have higher migration. In 
addition, we found that claudin-3 overexpression decreases the invasion and the 
capacity to form colonies after treatment with radiation. Then we evaluate the effect of 
inhibition of proliferation (MEK / ERK) and survival (PI3K-Akt) pathways in cells that 
overexpress claudin-3 in the response to radiation. We observed that inhibition of MEK 
could sensitize cells overexpressing claudin-3 radiation on cell proliferation assay, but 
the inhibition of MEK and PI3K before radiation exposure can increase the migration and 
colony forming ability cells overexpressing claudin-3 contributes to the increase of 
malignant potential. Altogether, our results show that claudin-3 overexpression 
contributes to a more malignant phenotype, however, claudin-3 overexpression is able 
to sensitize the cells to radiation. 
 
Keywords: Colorrectal cancer. Tight junctions. Claudin. Radiation. 
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13 
 

INTRODUÇÃO 
 

  

O câncer colorretal (CCR) está entre os tipos de tumores mais comuns que 

afetam a população mundial. Configura-se como o terceiro tipo de câncer mais 

incidente no mundo para o sexo masculino e o segundo para o sexo feminino, sendo 

que o Brasil segue a tendência mundial na incidência deste tipo de câncer. 

Durante o processo de carcinogênese colorretal, as células adquirem vantagens 

devido a fatores genéticos e epigenéticos, que desencadeiam a ativação de vias de 

sinalização relacionadas à proliferação, sobrevivência e metástase. Durante a 

progressão do CCR as células sofrem alterações morfogenéticas, sendo a 

desorganização do complexo juncional apical (CJA) um dos eventos iniciais desse 

processo. As junções oclusivas (JTs) são um dos principais componentes da CJA e 

desempenham papel importante no controle do fluxo paracelular, na determinação da 

polaridade celular e na transdução de sinais relacionados com a progressão tumoral. As 

claudinas são proteínas transmembrana, constituintes das JTs e cumprem um 

importante papel no controle desses eventos. Alterações na expressão das claudinas 

são observadas em tumores de diferentes órgãos e têm sido relacionadas com a 

progressão tumoral. 

Dentre os protocolos clínicos utilizados na terapêutica do câncer, a radioterapia é 

uma alternativa utilizada como primeira linha de tratamento para diversos tumores 

sólidos. Entretanto, estudos tem mostrado que apesar da radioterapia ser importante 

para diminuir a reincidência local do tumor não há alterações na sobrevida global dos 

pacientes. Além disso, um dos efeitos colaterais causados pela radioterapia são as 

síndromes gastrointestinais, causadas por alterações nos contatos célula-célula, 

principalmente nas JTs, gerando desequilíbrio homeostático no intestino. 

Uma vez que o aparecimento de metástases tardias e doença refratária ao 

tratamento radioterápico constituem os principais motivos de insucesso terapêutico, e 

que durante o processo de carcinogênese colorretal ocorre aumento de expressão das 

claudinas, torna-se importante avaliar a correlação entre radiorresposta e a expressão 

de determinadas claudinas, uma vez que estas proteínas estão relacionadas à 

modulação de resposta frente à tratamentos direcionados ao câncer. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

1.1 Câncer colorretal: Incidência e fatores de risco 

 

 

O câncer é um dos principais problemas de saúde pública no mundo. No Brasil, a 

estimativa bienal segundo o Instituto Nacional de Câncer (INCA) para os anos 2014/15 

aponta para a ocorrência de aproximadamente 576 mil casos novos de câncer. O 

Câncer colorretal (CCR) é o terceiro tipo mais comum de câncer no mundo em ambos 

os sexos e a segunda causa em países desenvolvidos. Sua incidência foi estimada em 

aproximadamente 33 mil novos casos para o ano de 2014 na população brasileira 

(Tabela 1), sendo o terceiro mais incidente tipo de câncer em homens e o segundo em 

mulheres. Com isso o CCR passa a ser o segundo tipo de câncer mais incidente no 

país, desconsiderando os tumores de pele não melanoma (INCa, 2014).  

 
Tabela 1 - Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados 

para 2014 por sexo, exceto pele não melanoma 

 

Fonte: Instituto Nacional do Câncer & Ministério da Saúde, 2014. 

 
Com relação a mortalidade o CCR é a terceira causa de morte por câncer em 

ambos os sexos (American Cancer Society, 2014), de acordo com os dados do 

Globocan 2012 o índice de mortalidade para o CCR configura-se em 7,8%, dentre todas 

as taxas de morte relacionadas a câncer no Brasil, totalizando aproximadamente 

17.500 mortes (Fig. 1). A sobrevida do paciente com CCR é em torno de 65% em 
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países desenvolvidos e menos de 50% em países em desenvolvimento, sendo o 

estágio da doença no diagnóstico o fator prognóstico mais importante (American 

Cancer Society; DeSantis et al., 2014).  

 

Figura 1 - Incidência e mortalidade dos tipos de câncer mais frequentes no Brasil, em 
ambos os sexos  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Adaptado de Globocan 2012 <globocan.iarc.fr> 
 

 
Diversos fatores estão associados ao aumento do risco de CCR, como 

predisposição genética a doenças intestinais crônicas, consumo excessivo de carne 
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vermelha, embutidos e bebidas alcoólicas, o tabagismo e a obesidade (Chan & 

Giovannucci, 2010; Doubeni, 2012; American Cancer Society, 2014). A idade também é 

considerada um fator de risco, uma vez que tanto a incidência como a mortalidade 

aumentam com a idade (INCA, 2014).  

Estes fatores são relacionados a três formas distintas de manifestação da 

doença: esporádica, hereditária e familiar. O CCR esporádico representa 

aproximadamente 75% dos casos desse tipo de câncer e é resultante da ação 

cumulativa de fatores ambientais, acometendo indivíduos acima de 50 anos (Fearon, 

2011). Em torno de 20% dos casos de CCR são associados à um componente familiar, 

uma vez que os pacientes diagnosticados com a doença possuem familiares de 

primeiro ou segundo grau que foram previamente diagnosticados com CCR, entretanto 

não se encaixam em síndromes hereditárias bem conhecidas. Aproximadamente 5% 

dos casos de CCR são associados à herança de mutações de alta penetrância e 

manifestações clínicas bem conhecidas, tais como a Polipose Adenomatosa Familiar 

(FAP, do inglês Familial Adenomatous Polyposis) e a Síndrome de Lynch ou câncer 

colorretal hereditário não poliposo (HNPCC, do inglês Hereditary Nonpolyposis 

Colorectal Cancer) (Jasperson et al., 2010; Fearon, 2011).  

A FAP apresenta incidência de aproximadamente 1% dos casos de CCR e é 

caracterizada por ser uma doença autossômica dominante causada pela mutação do 

gene supressor de  tumor APC (Adenomatous Poliposis Coli), o que induz a formação 

de pólipos adenomatosos (Jasperson et al., 2010), dependendo do número de 

adenomas os pacientes são classificados  como FAP clássica (detecção de 100 

adenomas ou mais) e a FAP atenuada (10 a 100 adenomas). A FAP quando não 

tratada apresenta quase 100% de chance desenvolver-se em CCR na terceira década 

de vida (Jasperson et al., 2010, Fearon, 2011), portanto pacientes diagnosticados com 

esta doença devem submeter-se a colonoscopia para a retirada dos pólipos a cada 1-2 

anos a partir de 10-12 anos de idade (Jasperson et al., 2010; Stoffel & Kastrinos, 2014). 

O HNPCC apresenta uma incidência de 3% a 4% dos casos de CCR, cuja base 

molecular consiste na mutação da linhagem germinativa em genes de reparo de 

pareamento incorreto do DNA (MMR, do inglês Mismatch Repair), como o hMSH2 e 

hMLH1 (90%), hMSH6 (10%) e hPMS2 (raro) (Jasperson et al., 2010). Os genes 
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relacionados ao MMR são responsáveis por manter a fidelidade genômica através da 

correção de erros no pareamento de base única e de inserções ou deleções que 

ocorram durante a replicação. Pacientes diagnosticados com esta doença devem 

submeter-se a colonoscopia para a retirada dos pólipos a cada 1-2 anos a partir de 20-

25 anos de idade (Stoffel & Kastrinos, 2014). 

O CCR é considerado de bom prognóstico se a doença for diagnosticada em 

estágios iniciais, no qual a sobrevida média em 5 anos é de 90%, porém a detecção 

precoce é rara devido as características assintomáticas do CCR no seu estágio in situ 

(0) ou localizada (I e II). Para pacientes com estadiamento III a sobrevida estimada é de 

70% e para pacientes detectados em estágio avançado (IV) a sobrevida cai para 12% 

(American Cancer Society; DeSantis et al., 2014). 

 

 

1.2 Progressão do câncer colorretal: aspectos celulares e moleculares 

 

 

O desenvolvimento de carcinomas é um processo de múltiplas etapas, no qual a 

célula tumoral adquire vantagens sobre as demais devido ao acúmulo de mutações e 

fatores epigenéticos. Hanahan & Weinberg (2000 e 2012) descreveram este processo 

como uma série de eventos celulares que incluem a sustentação da sinalização 

proliferativa, a evasão dos supressores de crescimento, a resistência à apoptose, a 

imortalidade replicativa, a inflamação promovia pelo tumor, a indução da angiogênese e 

ativação da invasão e metástase (Fig. 2). 
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Figura 2 - Marcadores do câncer 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Esta figura ilustra os eventos necessários para o desenvolvimento e progressão do câncer. 
Tais como: manutenção da sinalização proliferativa, evasão da supressão de crescimento, 
evasão do sistema imune, imortalidade replicativa, inflamação promovida pelo tumor, ativação 
da invasão e metástase, indução da angiogênse, instabilidade genômica e mutação, e 
resistência à morte celular e desregulação da energia celular.  

Fonte: Adaptado de Hanahan & Weinberg, 2012. 

 

 

Em relação ao desenvolvimento do câncer colorretal (CCR), Fearon & Vogelstein 

(1990) desenvolveram um modelo denominado sequência adenoma-carcinoma, que 

consiste em alterações genéticas que levam ao desenvolvimento desta neoplasia a 

partir de pólipos adenomatosos como ilustrados na figura 3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 
 

Figura 3 - Desenvolvimento do câncer colorretal 

Legenda: A ilustração representa o modelo de progressão tumoral adenoma-carcinoma. Onde é possível 
observar os estágios da progressão do CCR: formação de criptas aberrantes (FCA), adenoma e 
carcinoma. O processo tem início devido a fatores hereditários e/ou ambientais que podem 
levar a ativação dos oncogenes K-Ras e COX-2, ou a inibição de genes supressores de tumor, 
como APC, p53 e TGFβR. 

Fonte: Adaptado de Terzić et al., 2010. 

 

Atualmente o CCR tem sido caracterizado como uma doença heterogênea, 

apresentando três principais vias que levam a transformação maligna: via fenótipo 

metilador de ilhas CpG (CIMP, do inglês CpG Island Methylator Phenotype); a via de 

Instabilidade de microssatélites (MSI, do inglês Microsatellite Instability) e a Via de  

Instabilidade Cromossômica (CIN, do inglês Chromosomal Instability) (Harrison & 

Benziger, 2011; Centelles, 2012). 

A CIMP é caracterizada pela instabilidade epigenética que é consequência da 

hipermetilação de promotores de genes supressores tumorais, que leva ao 

silenciamento destes genes, e da hipometilação do restante do DNA. Esta 

hipermetilação ocorre nas ilhas CpG (citosina-guanina) destes promotores levando a 

compactação do DNA nesta área e impossibilitando a transcrição.  

A MSI é um tipo de instabilidade genômica que surge quando ocorrem mutações 

em sequências repetitivas de nucleotídeos de todo o genoma. Estas sequências 

repetitivas são conhecidas como microssatélites. Dada a sua natureza repetitiva elas 

são responsáveis por erros que podem ocorrer durante a replicação do DNA. Porém, 

quando os genes de reparo de mal pareamento do DNA estão funcionando 
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normalmente, as proteínas codificadas por esses genes reparam o erro. Falha neste 

mecanismo de reparo leva a persistência de erros e alterações no tamanho de uma 

sequência de microssatélites, um processo descrito como instabilidade de 

microssatélite. Estas mudanças são particularmente importantes quando os 

microssatélites estão presentes dentro das áreas críticas de genes responsáveis pela 

regulação do crescimento celular. A persistência de tais erros conduz a mutações com 

perda da função normal dos genes e na promoção da tumorigênese (Harrison & 

Benziger, 2011; Bedeir & Krasinskas, 2011; Centelles, 2012). 

A CIN é a alteração genética mais comum que ocorre em carcinomas colorretais. 

Este tipo de anormalidade é conhecido por apresentar aneuploidia e/ou alterações 

estruturais nos cromossomos. A CIN está associada com a mutação no gene APC (do 

inglês Adenomatous polyposis coli) e no oncogene K-RAS.  

O gene APC possui 15 éxons e codifica uma proteína de aproximadamente 

312kDa que atua como supressora tumoral e também tem papel importante na 

diferenciação celular, adesão, formação da polaridade celular, migração, 

desenvolvimento e apoptose (Senda et al., 2007; Harrison & Benziger, 2011).  

A proteína APC atua formando um complexo com as proteínas Axina, GSK3β (do 

inglês, glycogen synthase kinase 3β) e CK1 (do inglês, Casein Kinase I), que possibilita 

a fosforilação da proteína β-catenina citoplasmática. A fosforilação da β-catenina a 

marca para ubiquinação seguida de degradação via proteassoma. Este complexo 

participa da via de sinalização Wnt. Brevemente, quando esta via está ativa impede a 

formação do complexo APC-GSK3β-Axina-CK1 e com isso a β-catenina não é marcada 

para degradação e se acumula no citoplasma. O acumulo de β-catenina possibilita a 

sua translocação ao núcleo e sua associação com o fator de transcrição TCF/LEF (do 

inglês, T-cell Factor - lymphoid enhancer fator) que induz a transcrição de genes 

relacionados com a proliferação celular e evasão da apoptose (Centelles; Clevers & 

Nusse, 2012).  

Durante o desenvolvimento do CCR a mutação no gene APC é um dos primeiros 

passos para a formação do adenoma (Fig. 3) e como mencionado anteriormente a 

principal causa da FAP. A mutação impede a formação do complexo capaz de fosforilar 

a β-catenina e sem este complexo ocorre o acumulo de β-catenina que se transloca 
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para o núcleo induzindo a transcrição de genes relacionados com a proliferação celular 

e evasão da apoptose, mecanismos fundamentais para a progressão tumoral.  

Outra importante via envolvida na progressão do CCR é aquela relacionada a 

proteína K-Ras. Três genes Ras (H-Ras, K-Ras e N-Ras), codificam proteínas de 21kDa 

que atuam na via Ras/MAPK. A ativação do receptor de crescimento epidermal (EGFR, 

do inglês, epidermal growth fator receptor) pode desencadear a ativação de diversas 

vias, principalmente, a Ras-Raf-MAPK e a PI3K-Akt (Fig. 4) conhecidas por controlar a 

progressão do ciclo celular, proliferação, diferenciação e sobrevivência celular (Prenzel 

et al., 2001; Di Fiore et al., 2010) 

Mutações no gene Ras podem levar a ativação constitutiva da proteína Ras, 

mantendo a sua via downstream continuamente ativa, levando ao aumento da 

proliferação celular (Adjei, 2001). Mutações em K-Ras têm sido observadas em 35-40% 

dos tumores colorretais. Nestes pacientes, o tratamento utilizando anticorpos e 

inibidores contra o EGFR foi ineficaz, uma vez que, a via continua constitutivamente 

ativa devido a mutação em K-Ras. Para contornar esta situação, têm sido proposto a 

utilização de inibidores contra alvos downstream a Ras, tais como inibidores de Raf e 

MEK (Brand & Wheeler, 2012). Neste contexto tem sido observado uma diminuição do 

crescimento celular em modelos in vitro e o crescimento tumoral em modelos in vivo 

quando tratados com inibidor de B-Raf (King et al., 2013) e inibidores de MEK1/2 (Yoon 

et al., 2011). Nos testes clínicos os inibidores de Raf tem se mostrado eficazes no 

aumento da sobrevivência apenas em pacientes de melanoma que apresentam B-Raf 

mutado (Chapman et al., 2011; Brand & Wheeler, 2012) e os inibidores de MEK1/2 

apresentaram pouca atividade antitumoral em pacientes de CCR (Rinehart et al., 2004). 
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Figura 4 - Vias de sinalização do EGFR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Esquema representativo mostrando as proteínas que participam das vias de sinalização do 
EGFR. A via PI3K-Akt está relacionada a sobrevivência celular e a via Ras-ERK tem sido 
relacionada a proliferação e progressão do ciclo celular.  

Fonte: Adaptado de Centelles, 2012. 

 

Durante o processo de carcinogênese, as células adquirem vantagens devido a 

fatores genéticos, epigenéticos e morfológicos. Estudos tem mostrado que a perda da 

adesão célula-célula está envolvida em eventos relacionados formação e progressão 

tumoral, e vem sendo associada a aquisição de um fenótipo invasivo e 

consequentemente metastático (Thierry & Sleeman, 2006; Tsanou et al., 2008; 

McCaffrey & Macara; 2011). Neste contexto as junções tight (JTs) como componente do 

complexo juncional apical (CJA) cumpre papel fundamental contribuindo no controle do 

fluxo paracelular, na determinação da polaridade celular e na transdução de sinais 

relacionados com a progressão tumoral (Furuse, 2010; Steed et al., 2010). 
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1.3.  Junções oclusivas 

 

 

O epitélio entérico apresenta uma forte adesão célula-célula, a qual atua como 

barreira eficaz contra moléculas nocivas e microorganismos. Porém, a dinâmica dessa 

característica possibilita uma alta permeabilidade a nutrientes e macromoléculas, que 

são importantes para o crescimento e desenvolvimento do organismo (Laukoetter et al., 

2008; Bonazzi & Cossart et al., 2011). A manutenção da adesão intercelular é feita 

principalmente pela presença de uma estrutura dinâmica conhecida como complexo 

juncional apical (CJA), o qual é constituído por estruturas de membrana especializadas: 

as junções oclusivas (JT) e as junções aderentes (JA) (Fig. 5).  

Estas estruturas não só atuam determinando a polaridade celular e regulando o 

transporte paracelular de nutrientes, eletrólitos e pequenos solutos, mas também em 

eventos de sinalização celular relacionados com a progressão tumoral (Hartsock & 

Nelson, 2008). Constituídas por proteínas da família das caderinas e das cateninas as 

JAs são estruturas que possuem diversas funções, tais como formação e estabilização 

da adesão célula-célula; regulação do citoesqueleto de actina; participação na 

sinalização intracelular e na regulação transcricional (Hartsock & Nelson, 2008; Baum & 

Georgiou, 2011).  
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Figura 5 - Complexo juncional apical 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Esquema gráfico mostrando o complexo juncional apical e suas duas estruturas de membrana 
especializadas: junções tight e junções aderentes, responsáveis pela manutenção da adesão 
célula-célula, controle do fluxo paracelular (seta amarela), polaridade celular e modulação de 
vias de sinalização intracelulares.  

Fonte: Adaptado de Steed et al., 2010. 

 

 

As JTs estão localizadas na porção mais apical do complexo juncional, logo 

acima das JAs. Constitui um complexo multiproteico altamente organizado que atua na 

determinação da polaridade celular e na modulação do fluxo paracelular. As JTs são 

constituídas por proteínas integrais de membrana, que incluem as claudinas, ocludinas, 

tricelulina e moléculas de adesão juncional (JAM), e proteínas responsáveis pela 

associação ao citoesqueleto, como as zonula occludens (ZO) e por complexos protéicos 

que atuam na determinação da polaridade celular (Fig. 6) (Furuse, 2010; Steed et al., 

2010). 
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Figura 6 - Junções oclusivas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Esquema gráfico representando os principais componentes proteicos das junções oclusivas, 
tais como as proteínas transmembrana JAM, ocludina e claudina e as proteínas de ligação ao 
citoesqueleto de actina as proteínas ZOs.  

Fonte: Adaptado de Shen et al., 2011. 

 

 

A determinação da polaridade celular resulta na discriminação entre dois 

domínios celulares: o domínio apical e o basolateral. Esta separação é observada 

devido à distribuição assimétrica de proteínas e lipídeos entre a superfície apical e 

basolateral (Wang & Margolis, 2007). Estes domínios são importantes para regular dois 

tipos de transporte celular que atuam na passagem do conteúdo luminal através do 

epitélio: o transporte transcelular e o paracelular. O transporte transcelular é o 

movimento ativo ou passivo de moléculas e íons através do citoplasma em direção à 

porção basal da célula. O transporte paracelular consiste no movimento passivo de 

água e solutos através do espaço entre células adjacentes. A modulação deste fluxo é 

controlada pelas proteínas das JTs. 
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A primeira proteína das JTs descoberta foi a ocludina. Proteína pertencente a 

superfamília das tetraspaninas, que consiste no grupo de proteínas que possuem 

quatro domínios transmembrana, duas porções extracelulares e domínios N- e C-

terminais citoplasmáticos (Yunta & Lazo, 2003). A região C-terminal das ocludinas 

possui uma sequência chamada domínio E, responsável pela ligação com as proteínas 

de ancoragem ao citoesqueleto, tais como ZO e cingulina. No entanto as ocludinas 

também são capazes de ligar-se aos filamentos de actina sem a necessidade de uma 

proteína intermediária (Paris et al., 2008). A ocludinas são conhecidas pela sua função 

no controle do fluxo paracelular, regulando a difusão de solutos pelo seu tamanho. 

Entretanto, em experimentos usando camundongos que não expressam ocludina 

(camundongos knockout), tem sido demonstrado que essa proteína não desempenha 

papel essencial na formação e manutenção das JTs (Saitou et al., 2000). 

As tricelulinas são proteínas com estrutura semelhante a ocludina e pertencente 

a superfamília de tetraspaninas, apresentam quatro domínios transmembrana, duas 

porções extracelulares e domínios N- e C-terminais citoplasmáticos. Localizam-se 

principalmente na região da JT onde ocorre o encontro entre três células adjacentes, 

podendo ainda serem observadas, em menor quantidade, nos contatos entre duas 

células (Ikenouchi et al., 2005; Ikenouchi et al., 2008; Furuse, 2010; Mariano et al., 

2011; Soini, 2011). Nos contatos entre duas células, a tricelulina diminui a 

permeabilidade a íons e a moléculas, enquanto na junção entre três células não causa 

nenhuma alteração na permeabilidade a íons apesar de haver uma diminuição na 

permeabilidade de macromoléculas (Krug et al., 2009). Mutações recessivas na 

tricelulina têm sido associadas com a perda da audição (Riazuddin et al., 2006). 

Entretanto, as mesmas mutações não têm influência significativa nas JTs presentes no 

tecido renal, respiratório e gastrointestinal (Raleigh et al., 2010). Ikenouchi e 

colaboradores (2005) têm demonstrado que a supressão da tricelulina, por RNA de 

interferência (RNAi), em células epiteliais resulta na organização anormal das JT com 

consequente diminuição da função de barreira. Poucos trabalhos têm correlacionado a 

expressão da proteína tricelulina e o câncer. Patonai e colaboradores (2011) 

recentemente mostraram que há uma diminuição na expressão de tricelulina em 

carcinoma fibrolamelar hepático quando comparado com tecido adjacente normal. De 
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maneira adicional, tem sido relatada ainda uma diminuição progressiva na expressão 

da tricelulina em amostras de pacientes com diferentes níveis de diferenciação celular, 

em adenocarcinoma ductal pancreático (Korompay et al., 2012).   

As JAMs são glicoproteínas que atravessam a membrana plasmática uma única 

vez, possuem dois domínios semelhantes a imunoglobulina em sua porção extracelular 

e uma curta região C-terminal citoplasmática com domínios PDZ. Tem sido mostrado 

que a diminuição da expressão das JAMs reduz a permeabilidade paracelular (Martin-

Padura et al., 1998). Em câncer, o aumento na expressão das JAMs tem sido 

relacionadas com um pior prognóstico em câncer de mama (McSherry et al., 2009) e 

em câncer de pulmão de células não pequenas (Zhang et al., 2013). 

A estabilização das JT requer a interação das proteínas integrais de membrana 

com moléculas citoplasmáticas que funcionam como suportes para recrutar outras 

proteínas estruturais, proteínas de sinalização e fazer a ligação com o citoesqueleto de 

actina (Furuse, 2010). Este papel é feito pelas proteínas ZOs (ZO-1, -2, -3), que fazem 

parte de uma família de proteínas guanilato quinase associadas à membrana (MAGUK, 

do inglês membrane-associated guanylate kinases). Estas proteínas possuem domínios 

PDZ, através dos quais as ZOs se associam às proteínas integrais de membrana, 

ligando as mesmas ao citoesqueleto (Paris et al., 2008). 

As claudinas compreendem uma família de proteínas que possui atualmente 27 

membros descritos (Mineta et al., 2011), também pertencentes a superfamília das 

tetraspaninas. São proteínas de baixo peso molecular (entre 20-28 kDa), com quatro 

domínios transmembrana, duas porções extracelulares (também chamados de alças 

extracelulares) e domínios N- e C-terminais citoplasmáticos. A cauda C-terminal possui 

uma região conservada chamada PDZ, onde as proteínas de ancoragem ao 

citoesqueleto de actina se ligam para fazer a ponte entre as proteínas claudinas e os 

filamentos de actina (González-Mariscal et al., 2003; Van-Itallie & Anderson,2006 e 

2014; Singh et al., 2010, Günzel & Yu, 2013) (Fig. 7).  

Os domínios extracelulares destas proteínas são responsáveis por suas 

interações homo- e heterotípicas na mesma célula ou em células adjacentes (Tsukita & 

Furuse, 2000; Krause et al., 2008; Günzel & Yu, 2013) e é através desses domínios que 

as claudinas interagem formando poros capazes de permitir a passagem de água e 
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determinados íons, entretanto ainda não é possível determinar tais características para 

todas a claudinas. 

 

Figura 7 - Estrutura básica das claudinas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Legenda: Esquema gráfico representando a estrutura molecular das proteínas claudinas. Estas proteínas 

possuem quatro domínios transmembrana (representado por I, II, III e IV), dois domínios 
extracelulares, sendo o primeiro domínio extracelular caracterizado pela presença de uma 
região altamente conservada (representada por G-L-W) e o sítio de ligação de íon. Caldas N- e 
C- terminais intracelulares que possuem sítios de palmitoilação importante para direcionamento 
das claudinas para as TJ e o domínio PDZ que consiste em um domínio altamente conservado 
que possibilita a ligação a claudina com as proteínas de ancoragem ao citoesqueleto de actina 
(ZOs).  

Fonte: Adaptado de Günzel & Yu, 2013. 

 

 

Furuse e colaboladores (2001) demonstraram padrões de expressão de 

claudinas diferentes nas células MDCK I e II (do inglês, Madin-Darby canine kidney) e 

que esta expressão diferenciada está relacionada com alterações na permeabilidade 

paracelular. Este achado sugere que as propriedades de barreira das JT são reguladas 

de acordo com as interações homo- e heterotípicas que podem ser realizadas entre os 

diferentes tipos de claudinas. Nesse sentido, diversos trabalhos têm relatado que o 

padrão de expressão das claudinas é bastante variável entre os diferentes tipos de 

células e tecidos, corroborando o fato de que cada claudina tem uma característica 

própria na determinação da permeabilidade paracelular. Dessa forma, as interações 



29 
 

entre os mais diversos tipos de claudinas são específicas para a necessidade de cada 

tecido (Tsukita & Furuse, 2000; Van Itallie & Anderson, 2006).  

 

1.3.1 Regulação das claudinas 

 

 

As alterações no padrão de expressão das proteínas claudinas observadas 

durante a tumorigênese epitelial, e a desregulação do CJA é um dos passos 

importantes para a transição epitélio-mesenquimal (EMT, do inglês epitelial-

mesenquimal transition), portanto há a necessidade de compreensão dos mecanismos 

regulatórios das claudinas. 

Como outros genes as claudinas podem ser reguladas por mecanismos 

epigenéticos como a metilação de ilhas CpG do promotor ou desacetilação de histonas. 

Além disso, podem sofrer regulação gênica através de fatores de transcrição. Diversos 

trabalhos têm mostrado o papel dos fatores de transcrição Snail e Slug na repressão 

dos genes das claudinas 3, 4 e 7 em células epiteliais MDCK e no carcinoma esofágico 

(Ikenouchi et al., 2003; Martínez-Estrada et al., 2006; Usami et al., 2008). Lee e 

colaboradores (2012) mostraram que o fator de transcrição Twist1 provoca a repressão 

transcricional da claudina-4, evento relacionado a um pior prognóstico de pacientes 

com câncer esofágico. O fator de transcrição RUNX3 tem sido associado a repressão 

da claudina 1 em células do epitélio gástrico (Chang et al., 2010). Nessa mesma linha 

de evidências, tem sido demonstrada a atuação do fator de transcrição c-Fos no 

aumento da expressão da claudina-2 via EGFR/MEK/ERK/c-Fos, em células de 

adenocarcinoma de pulmão (Ikari et al., 2012). Estudo recente de nosso Grupo vem 

mostrando que o EGF aumenta a expressão da claudina-3, evento mediado pela 

ativação das vias de sinalização MEK1/2-ERK1/2 e PI3K-Akt, sendo este evento 

associado ao aumento do potencial tumorigênico de células de câncer colorretal (de 

Souza et al., 2013). Entretanto ainda são escassos os trabalhos que avaliam os fatores 

de transcrição (FT) que atuam induzindo a expressão das claudinas. 

Outro mecanismo de regulação envolve a bactéria Clostridium perfringens, a 

principal causadora da intoxicação alimentar. A enterotoxinia produzida por esta 
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bactéria (CPE, do inglês Clostridium perfringens enterotoxin) tem sido descrita por sua 

atuação como ligante de uma região chamada de receptor de CPE (CPE-R) presente 

no segundo loop extracelular das claudinas 3 e 4 (Sonoda et al., 1999; Van Itallie et al., 

2008). A ligação do CPE a claudina causa a formação de um complexo entre CPE, 

claudinas que possuem CPE-R e claudinas que não possuem este domínio e a 

ocludina. Este complexo forma um poro que causa um aumento no influxo de cálcio 

seguida de morte celular (Gao & McLane, 2012). Esta propriedade citotóxica tem sido 

utilizada para propor possível tratamento do câncer de mama (Kominsky et al., 2004) e 

poderia ser utilizado para outros tumores que apresentam aumento na expressão de 

claudina 3 ou 4, como por exemplo o câncer ovário (Hough et al., 2000) e o CCR 

(Oliveira & Morgado-Díaz, 2006). A porção carboxilica do CPE (C-CPE) é capaz de 

regular expressão proteica das claudinas 3 e 4 sem causar citotoxicidade (Sonoda et 

al., 1999; Van Itallie et al., 2007; Gao & McLane, 2012; Pruteanu & Shanahan, 2013). 

Tal mecanismo tem sido utilizado para regular a expressão das claudinas 3 e 4, e a 

diminuição da expressão destas proteínas tem sido associada ao aumento da 

sensibilidade a quimioterápicos (Gao et al., 2011). Em busca de uma atuação mais 

específica Li e colaboradoes (2014) têm demonstrado a relevância da utilização de 

anticorpos contra claudina 3 e 4 como sondas diagnósticas e sua atuação antitumoral 

nos tumores xenográficos em camungondos. 

Portanto compreender os mecanismos de regulação e o papel das proteínas 

claudinas no contexto do câncer torna-se cada vez mais importante, visto o seu 

potencial como biomarcador ou alvo terapêutico. 

 

1.3.2 Claudinas e câncer 

 

 

Desde a descoberta desta família de proteínas e a relação entre a expressão 

alterada, a desorganização da barreira epitelial e a progressão de alguns tipos de 

câncer epitelial, a literatura a respeito deste tema está em constante expansão.  

A organização da barreira epitelial envolve três elementos mutuamente 

interrelacionados que tem papel importante no crescimento e desenvolvimento 
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neoplásico. Primeiro, a polaridade celular, responsável pela separação da membrana 

plasmática em dois domínios que diferem-se em sua conformação lipídica e proteica. 

Por exemplo, receptores de fatores de crescimento, são normalmente localizados na 

superfície basolateral da célula voltado para o fluído intersticial. Segundo, as proteínas 

ligantes aos receptores de fatores de crescimento, que são frequentemente 

encontradas em altas concentrações em fluídos luminais dentro dos tecidos epiteliais 

(Zeng et al., 2009). E terceiro, alterações nas junções tight que ocorrem no início do 

processo tumorigênico, de tal modo que o fluxo paracelular modifica-se possibilitando a 

passagem de solutos maiores (Singh et al., 2010). Assim, alterações da barreira 

epitelial podem causar, um aumento na disponibilidade de proteínas ligantes aos 

receptores de fatores de crescimento, induzindo assim toda a cascata de sinalização 

que pode levar ao aumento da proliferação, a evasão da apoptose e eventos 

relacionadas com o desenvolvimento da transição epitélio-mesenquimal (EMT), tais 

como, alterações na localização ou expressão de componentes das JTs levando a um 

aumento do potencial migratório e invasivo. Neste contexto é necessário compreender 

os mecanismos que causam desorganização das JTs durante a progressão tumoral.  

Diversos trabalhos mostram alterações na expressão das proteínas claudinas no 

tecido tumoral em comparação ao tecido normal adjacente. Oliveira e colaboradores 

(2005) mostraram aumento na expressão das claudinas 1, 3 e 4 e na permeabilidade 

paracelular, em amostras de tumores de câncer colorretal moderadamente 

diferenciados em comparação ao tecido normal adjacente. No câncer de pulmão, Chao 

e colaboradores (2009) mostraram que a baixa expressão de claudina-1 está ligada ao 

prognóstico ruim de pacientes com adenocarcinoma de pulmão. No câncer de mama, 

foram observadas diferenças nos padrões de expressão das claudinas 2 e 5 entre 

diferentes tipos tumorais: estas proteínas foram vistas aumentadas no carcinoma ductal 

em relação ao carcinoma lobular (Soini, 2004). Em câncer de ovário tem sido 

demonstrado uma superexpressão das claudinas 3 e 4 (Hough et al., 2000; Rangel et 

al., 2003) evento associado ao aumento do potencial invasivo (Agarwal et al., 2005). 

Devido a elevada especificidade dos padrões de expressão das claudinas em 

diferentes tipos de câncer, tem sido sugerida a utilização destas proteínas como 

marcadores moleculares (Morin, 2005). Soini e colaboradores (2006) mostraram que a 
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expressão das claudinas pode ser utilizada como ferramenta no diagnóstico diferencial 

entre mesotelioma e adenocarcionoma metastático da pleura. As claudinas 1, 3, 4 e 7 

apresentam marcação significativamente mais fraca em mesotelioma do que no 

adenocarcinoma metastático de pleura. Recentemente, nosso Grupo mostrou que em 

células de CCR o EGF é capaz de aumentar a expressão proteica de claudina-3 

através da via ERK1/2 e PI3K-Akt. Nesse trabalho observamos ainda que a 

superexpressão exógena de claudina-3 aumenta o potencial proliferativo, invasivo e 

migratório das células. Além disso, observamos que estes eventos estavam 

relacionados com a desregulação da função de barreira, como visto pelo aumento da 

permeabilidade à macromoléculas (De Souza et al., 2013). Em um trabalho mais 

recente Süren e colaboradores (2014) demonstraram uma relação entre a diminuição 

da expressão das claudias 1, 4 e 7 e uma maior extensão do acometimento do órgão 

primário, comprometimento de linfonodos regionais, invasão perineural e invasão 

linfovascular em amostras de pacientes com CCR.  

Com isso, torna-se importante caracterizar o padrão tecido-especifico de 

expressão dessas proteínas, uma vez que o mesmo poderia ser utilizado como uma 

ferramenta útil no diagnóstico e prognóstico de pacientes com câncer. Acredita-se que 

a marcação imunohistoquímica das claudinas em breve será parte da rotina de trabalho 

patológica de pacientes com os mais diferentes tipos de malignidades (Ouban & 

Ahmed, 2010). 

 
 
1.4 Visão geral do tratamento do câncer colorretal 

 

 

O tratamento do CCR varia de acordo com o estadiamento do tumor. O 

estadiamento do tumor é estabelecido de acordo com o sistema TNM (do inglês, tumor-

node-metastasis) desenvolvido pela Union for International Cancer Control, e baseia-se 

na extensão do acometimento do órgão primário (tumor), na presença de células 

tumorais nos linfonodos regionais e no acometimento de outros órgãos (Fig. 8A) 

(Wolpin et al., 2007). 

 



33 
 

Figura 8 - Classificação/Estadiamento do câncer pelo sistema TNM 

Legenda: a) Tabela dos critérios utilizados para caracterizar por meio de análise patológica o câncer. b) 
Imagem representativa das camadas histológicas do cólon, para ilustrar a localização tumoral 
de acordo com a tabela A. c) Imagem representativa dos linfonodos regionais presentes 
próximo ao cólon. d) Tabela utilizada para classificação/estadiamento do tumor após análise 
patológica utilizando a tabela A.  

Fonte: Adaptado do site 
<https://cancerstaging.org/referencestools/quickreferences/Documents/ColonSmall.pdf> acessado 
em 01 de janeiro de 2015) 
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O carcinoma in situ, estadiamento 0 (zero), é aquele tumor que está confinado a 

mucosa ou invadiu apenas a lâmina própria. Neoplasias colorretais em estádio I, são 

aquelas que invadem a submucosa ou a camada muscular própria. Tumores são 

classificados em estadiamento II quando encaixam-se em uma das três situações: o 

tumor invade a camada subserosa (IIA), invade a superfície do peritônio visceral (IIB) ou 

o tumor invade diretamente ou está aderido a outros órgãos (IIC). O estadiamento III 

inclui os tumores em que há metástase nos linfonodos regionais. E o estádio IV são os 

tumores que já apresentam metástases em órgãos distantes (Fig. 8D) (Centelles, 2012).  

 O tipo de tratamento mais comum no CCR é a ressecção do tumor, que pode ser 

feita durante a colonoscopia (remoção dos pólipos) ou através de uma cirurgia, na qual 

a parte do órgão acometido é retirada com uma margem de pelo menos 5 cm em cada 

lado. Durante o procedimento cirúrgico é feito também a ressecção dos linfonodos 

regionais (pelo menos 12 linfonodos), para que o patologista consiga classificar 

corretamente o tumor após a cirurgia (Chang et al., 2007), sendo importante para 

determinar a necessidade de terapia adjuvante (após a cirurgia).  

A terapia adjuvante pode consistir em quimioterapia (QT), radioterapia (RT) e 

terapia-alvo. A Tabela 2 mostra os compostos, mecanismos de ação e as indicações 

dos medicamentos utilizados no tratamento do CCR. O tratamento quimioterápico 

baseia-se na utilização e/ou combinação dos compostos: 5-Fluorouracil (5FU), 

leucovorin, oxiliplatina e irinotecano. Na terapia-alvo, geralmente utiliza-se anticorpos 

monoclonais contra os receptores EGFR e VEGFR (receptor de fator de crescimento do 

endotélio vascular), tais como Cetuximab, Panitumumab, Bevacizumab que atuam 

impedindo a ativação destes receptores e sua cascata de sinalização downstream, e 

com isso diminuindo a proliferação e angiogênese respectivamente (Wolpin et al., 2007; 

Centelles, 2012). Como mencionado anteriormente, a terapia-alvo beneficia apenas 

pacientes que não possuem mutação no gene Ras. 
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Tabela 2 – Medicamentos utilizados no tratamento do CCR  

Terapia Mecanismo de Ação Indicações 

5-Fluorouracil 
(5FU) 

Inibe a enzima timidilato 
sintase, importante para a 
síntese de DNA 

Multiplas aplicações em 
combinação com outros agentes 
na terapia adjuvante e paliativa 

Capecitabina 

Pró-droga de administração 
oral que se converte em 5FU 

Multiplas aplicações em 
combinação com outros agentes 
na terapia adjuvante 

Leucovorin 

Acído folínico que atua 
estabilizando a interação do 
5FU com a timidilato sintase 

Multiplas aplicações em 
combinação com outros agentes 
na terapia adjuvante 

Oxaliplatina 

Composto que contém platina 
e age formando adutos no 
DNA inibindo a sua 
replicação 

Usado em combinação com 
Leucovorin e 5FU (regime 
chamado de FOLFOX) na 
terapia adjuvante 

Irinotecano 

Inibe a enzima 
topoisomerase I que é 
essecial para a replicação do 
DNA 

Usado sozinho ou em 
combinação com Leucovorin e 
5FU (regime chamado de 
FOLFIRI) na terapia da 
metástase 

Cetuximab 

Anticorpo monoclonal que se 
liga aos EGFR bloqueando o 
sítio de ligação do EGF. 

Usado sozinho ou em 
combinação com irinotecano na 
terapia da metastse 

Panitumumab 

Anticorpo monoclonal 
(humanizado) que se liga aos 
EGFR bloqueando o sítio de 
ligação do EGF. 

Usado sozinho na terapia da 
metástase 

Bevacizumab 

Anticorpo monoclonal que se 
liga aos VEGFR bloqueando 
o sítio de ligação do VEGF. 

Usado em combinação com 
FOLFOX e FOLFIRI na terapia 
da metástase 

 

Fonte: Adaptado de Wolpin et al, 2007. 

 

A radioterapia é uma modalidade terapêutica utilizada na clínica para o 

tratamento de tumores desde 1897 (Prise et al., 2005), e é considerada terapia de 

primeira linha para diversos tumores sólidos, tanto com intenção curativa para cânceres 

primários como paliativa (Yacoub et al., 2006). No CCR a RT é normalmente utilizada 
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em pacientes com câncer de reto como terapia neoadjuvante (antes da cirurgia). O 

câncer de cólon e reto compartilham muitos aspectos como etiologia, diagnóstico, 

patologia e tratamento de doença metastática, mas devido a questões anatômicas, 

tanto o tratamento de doença localizada quanto as taxas de recorrência diferem 

significativamente entre si (American Cancer Society, 2014). No entanto um estudo 

comparando 276 amostras de câncer de cólon e reto mostrou por diversas análises que 

os tumores de cólon e reto são indistinguíveis a nível molecular (The Câncer Genome 

Atlas Network Genotypes, 2012).  

Os protocolos de RT neoadjuvante consistem em doses hiperfracionadas de 1,8 

a 2,0 Gy durante 5 a 7 semanas ou doses hipofracionadas de 5Gy durante 5 dias (Van 

den Brink et al., 2004; Glynne-Jones, 2012; Pach et al., 2012). Ambos os esquemas de 

fracionamento são importantes para permitir o reestabelecimento dos tecidos normais 

entre as exposições. Porém, não só as células do tecido normal, mas também as 

células tumorais podem se reestabelecer e gerar uma nova população de células 

sobreviventes à radiação. Além disso, metástases refratárias ocorrem frequentemente 

após a radioterapia (Brink et al., 2004) e a literatura é inconclusiva em relação ao seu 

real valor nos esquemas terapêuticos (Pach et al., 2011). 

Estudos mostram que a radiação induz a secreção de fatores de crescimento e 

citocinas no microambiente. Além disso, sabe-se que as células não morrem 

imediatamente após a exposição à radiação e as células sobreviventes continuam 

interagindo com esse microambiente (Barcellos-Hoff et al., 2005; Hamada et al., 2007), 

podendo desenvolver respostas adaptativas através da ativação de mecanismos de 

reparo do DNA, sinalizações de estresse celular e ativação de vias de sobrevivência 

(Ahmed & Li, 2008). Porém, as características fenotípicas e o comportamento dessas 

células remanescentes e suas progênies é pouco conhecida, uma vez que a grande 

maioria dos estudos analisam as células diretamente atingidas pela radiação e em 

tempos curtos, e somente alguns deles que avaliam os efeitos a longo prazo desse tipo 

de tratamento. 

Estudos prévios do nosso laboratório, usando modelos celulares de câncer de 

cólon, mostraram que a radiação induz desorganização dos contatos intercelulares (De 

Carvalho et al., 2006). Nesta mesma linha de evidência, recentemente demonstramos 
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que a progênie de células de CCR sobreviventes a radiação apresenta maior potencial 

migratório, invasivo e fenótipo semelhante a transição epitélio-mesenquimal (Bastos et 

al., 2014). 

Os avanços na compreensão de mecanismos celulares e moleculares envolvidos 

na progressão tumoral contribuem para o aprimoramento das estratégias terapêuticas 

contra o CCR. Para isso os estudos na área de desenvolvimento de novos compostos e 

identificação de biomarcadores são de grande importância. 
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2  RELEVÂNCIA DO ESTUDO 

 

 
 O câncer colorretal é a terceira neoplasia mais incidente em ambos os sexos, 

apresentando a quarta maior taxa de mortalidade dentre os tipos de câncer no mundo. 

Portanto é de fundamental importância entender os mecanismos que medeiam o 

desenvolvimento deste tipo de tumor e sua progressão até a metástase.  

Durante a progressão deste tipo de câncer as células epiteliais sofrem 

alterações genéticas e morfológicas, sendo a desorganização do complexo juncional 

apical um dos eventos iniciais desse processo. As junções tight constituem a região 

mais apical deste complexo em células epiteliais, sendo responsáveis pela regulação 

do transporte paracelular, determinação da polaridade celular, assim como, eventos de 

sinalização celular relacionados com o processo tumorigênico, tais como a 

diferenciação e proliferação celular. As claudinas consistem na principal família de 

proteínas integrais de membrana que formam as JT. Diversos trabalhos têm 

demonstrado alterações na expressão das destas proteínas em diferentes tipos de 

câncer e estas alterações tem sido relacionada com a progressão tumoral.  

Neste contexto é importante compreender os mecanismos que regulam a 

expressão das claudinas, uma vez que estas proteínas encontram-se com sua 

expressão alterada em diversos tipos de câncer epitelial. Além disso, pouco se sabe 

sobre os efeitos desta superexpressão na carciongênese e o seu papel frente aos 

tratamentos do CCR. Com isso torna-se importante avaliar o papel da superexpressão 

da claudina após o tratamento com irradiação, para que seja possível fazer uma 

correlação entre a expressão da claudina e a radiorresposta celular e 

consequentemente indicar a claudina como um biomarcador indicativo de tratamento ou 

de prognóstico. 
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3 OBJETIVO 

 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 

Avaliar os eventos celulares e moleculares relacionados a radiorresposta celular 

da progênie de células irradiadas que superexpressam claudina-3 em câncer colorretal. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 

a)  Analisar a expressão e distribuição das proteínas da JT na progênie de 

células irradiadas que superexpressam claudina-3; 

 

b) Avaliar o papel da superexpressão da claudina-3 na resposta da progênie 

de células irradiadas; 

 

c) Avaliar o comportamento migratório, invasivo e metastático da progênie 

irradiada de células que superexpressam a claudina-3; 

 
d) Analisar o efeito da inibição das vias de sinalização de proliferação e 

sobrevivência na progênie de células irradiadas. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Anticorpos 

 

 

Para detecção de proteínas, foram utilizados os seguintes anticorpos primários: 

policlonais produzidos em coelho anti-claudina-3 obtido da Invitrogen Co.Carlsbad, CA, 

EUA, monoclonais produzidos em coelho anti-α-tubulina (Cell Signaling Technology, 

Inc. Danvers, MA, EUA). Os anticorpos secundários utilizados para detecção de 

proteínas por quimioluminescência, foram os anti-coelho do tipo IgG conjugados à 

peroxidase adquiridos da (GE Healthcare Biosciences, Pittsburg, PA, EUA). Para os 

ensaios de imunofluorescência, foram utilizados anticorpos secundários anti-coelho do 

tipo IgG conjugado à Alexa fluor 488 (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA). O EGF foi 

obtido da Invitrogen Co. e estocado na concentração de 100 µg/mL, a -20° C. 

 

 

4.2 Reagentes 

 

 

O EGF foi obtido da Invitrogen Co., o 2-(4-morpholinyl)-8-phenyl-1(4H)-

benzopyran-4-one (LY294002, inibidor de PI3K) foi obtido da Sigma-Aldrich, e o 2-(2-

amino-3-methoxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-one (PD98059, inibidor de MEK1) foi 

obtido da Cell Signaling. Soluções estoque de EGF (100 μg/mL), LY294002 (8 mM) e 

PD98059 (50 mM) foram preparadas, diluídas em DMSO e estocadas a -20ºC. 

O Polibreno foi obtido da Fluka Chemie GmbH (Buchs, Suíça), o soro fetal bovino 

definido foi obtido da Hyclone Laboratories Inc. (Utah, EUA), a Puromicina e o [3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) (MTT) foram obtidos da Sigma-

Aldrich, as colunas de Maxi-Prep da Invitrogen Co. e os insertos Tranwell da Corning 

Life Sciences (Lowell, MA, EUA). 
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4.3 Cultura de células  

 

 

Neste estudo, foi utilizado a linhagem derivada de adenocarcinoma de cólon 

humano HT-29 obtida da American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, 

EUA). Esta linhagem apresenta um fenótipo moderadamente indiferenciado, além de 

possuir um alto potencial invasivo e metastático (Simon-Assmann et al., 2007). Esta 

linhagem apresenta mutações em P53 e superexpressão de H-Ras (Halaschek-Wiener 

et al., 2000). A linhagem embrionária de rim, HEK-293, foi obtida da ATCC. Estas 

células e a HT-29 foram utilizadas para transfecção e transdução, respectivamente. 

As células foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium), suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado, estreptomicina (60 

mg/L) e penicilina G 100 mg/L, obtidos da Invitrogen Co. As culturas foram mantidas em 

uma atmosfera de 5% de CO2, a 37º C. Para expansão da cultura, células em 

subconfluência foram lavadas com solução salina (PBS) e soltas da garrafa, incubando-

as com uma solução de 0,25% de tripsina (Invitrogen Co.) diluída em PBS, por 2 – 5 

minutos a 37° C. Em seguida as células foram transferidas para placa de 6 poços para 

ensaios bioquímicos, de migração celular e ensaios de proliferação, ou placa de 12 

poços para ensaios dependentes e independentes de ancoragem, sobre lamínulas de 

vidro em placa de 24 poços para imunofluorescência, todas obtidas da TPP (Techno 

Plastic Products AG, Trasadingen, Suíça) ou em insertos de membrana de 

policarbonato Transwell ® (poros de 8 µm) (Corning, Inc. Tewksbury MA) revestidas 

com Matrigel ® (BD Biosciences, San Jose, CA). 
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4.4 Tratamentos  

 

 

4.4.1 Tratamento com EGF 

 

 

As células HT-29 foram crescidas até a subconfluência e em seguida tratadas 

com o fator de crescimento epidermal (EGF) na concentração de 20 ng/mL (Invitrogen 

Co.) em meio contendo 10% de soro fetal bovino inativado por 24, 48 e 72 h. 

 

 

4.4.2 Tratamento com radiação 

 

 

As células HT-29 e HT-29 transduzidas com vetor vazio (pBABE) e vetor para 

superexpressar claudina-3 foram crescidas até a subconfluência, em seguida foram 

expostas a uma única dose de radiação (5Gy) a 25 ° C utilizando um irradiador gama 

de 137Cs (IBL 437C da CIS Bio International, Codolet, França) a uma taxa de dose de 

2,65 Gy / min. As células controle (não irradiadas) foram mantidas em meio DMEM e as 

células irradiadas mantidas em confinamento com o mesmo meio irradiado (meio 

condicionado) durante 24 h. Após este tempo, as células controle e irradiadas foram 

soltas incubando-se com uma solução contendo tripsina (com 0,05% de tripsina diluída 

em PBS); cultivadas em baixa densidade e mantidas até a formação de colônias 

progênies e então submetidas aos experimentos seguintes. A progênie derivada de 

células não irradiadas foram chamadas de "F1 pBABE CTR‖ e ―F1 CLD3 CTR‖, e a 

progênie de células irradiadas foram chamadas de "F1 pBABE 5Gy" e ―F1 CLD3 5Gy‖. 

Para fins experimentais, as células foram mantidas em garrafas de cultura, placas, 

lamínulas de vidro ou em insertos de membrana de policarbonato Transwell ®.  
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4.4.3 Tratamento com Inibidores 

 

 

As células HT-29 transduzidas com vetor vazio (pBABE) e vetor para 

superexpressar claudina-3 foram crescidas até a subconfluência, em seguida foram 

tratadas com os inibidores farmacológicos PD98059 (inibidor da MEK) ou LY294002 

(inibidor da PI3K) por 1 h. Em seguida as células foram ou não expostas à radiação 

como indicado no item 4.4, sendo mantidas no meio condicionado contendo os 

inibidores por 24 h.    

  

 

4.5 Construção dos vetores retrovirais 

 

 

O vetor contendo o cDNA para claudina-3, foi cedido gentilmente pelo Dr. Mikio 

Furuse (Universidade de Kyoto – Japão). Esse vetor foi digerido e o cDNA da claudina-

3 foi amplificado pela reação em cadeia da polimerase (PCR, do inglês polymerase 

chain reaction), utilizando o primer forward 5’-

ACGCAGATCTGGTATCGATAAGCTTGATCCAGCAG-3’, e o primer reverse 5’-

AAAAGTCGACCAGTGGTATTTGTGAGCCAG-3’. Os produtos da PCR foram 

subclonados no vetor retroviral pBABE, sendo obtido o vetor e pBABE-Cld3 (contendo o 

cDNA para claudina-3). 

 

 

4.6 Produção do retrovírus recombinante e infecção de células alvo 

 

 

Foi utilizada a linhagem celular HEK-293, transfectada com o plasmídeo de 

empacotamento viral pCL-Ampho (Imgenex Co., CA, EUA) como célula empacotadora 

dos retrovírus. Essas células foram transfectadas de forma transiente por precipitação 

pela técnica do fosfato de cálcio. As células HEK-293 foram plaqueadas em placas de 
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Petri (10 cm de diâmetro), no total de 2 x 106
 células/placa. Após 24 h, essas células 

foram transfectadas utilizando o DNA dos vetores retrovirais (pBABE e pBABE-Cld3) e 

de empacotamento (pCLAmpho) purificados por colunas de Maxi-Prep (Invitrogen), 

gerando as células HEKpBABE e HEK-Cld3, respectivamente. O DNA foi precipitado 

misturando-se: 10 μg de DNA do pCL-Ampho e 20 μg de DNA dos vetores retrovirais; 

250 μL de tampão fosfato 2x (NaCl 280 mM; KCl 10 mM; Na2HPO4 1,5 mM; dextrose 12 

mM; HEPES 50 mM; pH 7,1); 50 μL de CaCl2 2,5 M e avolumando para 500 μL com 

H2O deionizada. Essa solução foi então misturada avidamente por borbulhamento e 

incubada por 30 min em temperatura ambiente. Após esse tempo, o precipitado (500μL) 

foi adicionado às células HEK-293. Após 24 h, as células HEK-293 transfectadas foram 

lavadas duas vezes com PBS, sendo adicionado posteriormente DMEM suplementado 

com 10% de soro fetal bovino definido (Hyclone Laboratories Inc, Utah, EUA). Nesse 

mesmo dia, as células alvo HT-29 foram cultivadas em placas de 6 poços (5 x 104
 

células/poço). No dia seguinte, os sobrenadantes das células HEK-293 contendo vírus 

foram coletados e centrifugados por 5 min a 500 g para retirar os debris celulares, e 

suplementados com 8 μg/mL de polibreno. A infecção viral das células HT-29 foi 

realizada incubando as mesmas com o sobrenadante obtido acima e com meio DMEM 

(1:1). Logo, as células foram centrifugadas duas vezes a 400 g por 45 min com intervalo 

de 90 min entre as centrifugações. 

 

 

4.7 Construção das linhagens celulares HT-29-pBABE e HT-29-CLD3 

 

 

As células HT-29-pBABE (contendo o vetor vazio) e HT-29-CLD3 

(superexpressando claudina-3) foram geradas por transdução das células HT-29 com 

os vetores retrovirais pBABE e pBABE-Cld3. Os sobrenadantes condicionados e 

concentrados das células HEK-pBABE e HEK-Cld3, transfectadas com os vetores 

mencionados, foram adicionados às células HT-29 (5 x 104
 células), sendo incubados 

por 24 horas. Depois de infectadas, as células foram selecionadas pelo antibiótico 

puromicina (5 μg/mL) por 3 dias e posteriormente clones foram isolados para gerar 
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diversas linhagens clonais. A superexpressão da claudina-3 foi demonstrada por 

immunoblotting.  

 

 

4.8 Obtenção de lisados celulares 

 

 

Após os tratamentos, as progênies irradiadas e controle foram lavadas duas 

vezes com PBS e homogeneizadas em tampão de extração (Triton X-100 1%, 

Deoxicolato 0,5%, SDS 0,2%, NaCl 150mM, Hepes 10 mM, pH 7,3, EDTA 2 mM, 

Ortovanadato 2 mM, NaF 20 mM, leupeptin 10 g/ml e pepstatina 1 mg/mL) e coquetel 

de inibidores de protease (1:100)  (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA) durante 30 min a 

4°C.por 30 min. Em seguida foram submetidas a centrifugação por 10 minutos (10.000 

g) a 4°C e o sobrenadante foi coletado para análise posterior. Para quantificação de 

proteínas foi utilizado o kit comercial BCA (Bioagency, São Paulo, SP, Brasil). 

 

 

4.9 Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo sódio dodecil sulfato (SDS-

PAGE) e Imunoblotting 

 

 

Para analisar a expressão de proteínas, fez-se uma separação por SDS-PAGE, 

utilizando géis contendo 13% de bis-acrilamida. Logo, as proteínas foram transferidas 

para uma membrana de nitrocelulose utilizando-se um aparelho de transferência semi-

seco (Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, EUA), a 10 V por 60 minutos. Para 

realização do imunoblotting, a membrana foi mantida em tampão de bloqueio, contendo 

TBS-T (20 mM de Tris-HCl pH 7.6, 137 mM de NaCl e 1% de tween 20) e 5% de leite 

desnatado, durante 60 min e logo incubada por 2h ou overnight com anticorpos 

primários: anti-Claudina-3 (diluição 1:1000) (Invitrogen Co.) e anti-α-tubulina (diluição 

1:2000) (Cell Signaling Technology, Inc.). Após sucessivas lavagens com TBS-T, fez-se 

a incubação com os respectivos anticorpos secundários por 60 min: anti-coelho e 
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conjugado à peroxidase (HRP), diluição 1:50000. As membranas passaram por várias 

lavagens com TBS-T antes de serem reveladas por quimioluminescência, utilizando um 

kit ECL (GE Healthcare), e autoradiografia. A quantificação dos níveis protéticos foi 

realizada por análise densitométrica usando software LabWorks 4.6 (Bio-Rad, Upland, 

CA, EUA).  

 

 

4.10 Imunofluorescência 

 

 

As células foram cultivadas sobre lamínulas de vidro até formarem colônias. O 

meio DMEM foi retirado e as células foram lavadas com PBS e fixadas com metanol 

100%, durante 20 min a -20 °C. Após fixação foram lavadas e re-hidratadas com PBS 

(pH 8,0). Posteriormente, foram bloqueadas com BSA 0,2% por 60 min. Em seguida 

foram incubadas overnight com o anticorpo primário anti-claudina-3 (diluição 1:30), e 

por mais 1 h com o anticorpo secundário anti-coelho conjugado à Alexa fluor 488 

(diluição 1:500). Posteriormente, as lamínulas foram lavadas 5 vezes com PBS e 

montadas em solução contendo n-propril-galacto, e analisadas usando um microscópio 

invertido Axio Observer Z1 (Carl Zeis Inc, Oberkochen, Alemanha) acoplado a uma 

câmera Axiocam MRc5, e ao programa de processamento de imagens Axiovision 

Release 4.8.1 (Carl Zeiss Inc). 

  

 

4.11 Medição da resistência elétrica transepitelial 

 

 

Para avaliar a funcionalidade da função de barreira das JTs, 3 x 104 células 

controle e irradiada foram crescidas em insertos Transwell® até atingirem confluência. 

Após esse período os valores da resistência elétrica transepitelial (TER, do inglês 

transepithelial eletrical resistance) foram determinados usando um sistema Millicel®-

ERS (EMD Millipore Co.; Billerica, MA, EUA). Todos os valores da TER foram 
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normalizados para área do inserto e obtidos após subtração do background (TER do 

inserto contendo meio de cultura). 

 

 

4.12 Microscopia Eletrônica de Transmissão 

 

 

Monocamadas de células controle e irradiada cultivadas em insertos Transwell 

foram fixadas em tampão de Karnovsky (glutaraldeído 2,5 %, paraformaldeído 1 %, 

sacarose 8 % e CaCl2 2 mM em tampão cacodilato de sódio 0,1 M, pH 7,2) contendo 6 

mg/mL de vermelho de rutênio por 1 h, em agitação protegido da luz. Logo após, foram 

lavadas em tampão cacodilato 0,1 M contendo 6 mg/mL de vermelho de rutênio por 3 

vezes, durante 10 min cada, em agitação e protegido da luz. Em seguida foram pós-

fixadas por 45 min em uma solução contendo tetróxido de ósmio 1 %, ferrocianeto de 

potássio 0,8 %, 5 mM de CaCl2 e 6 mg/mL de vermelho de rutênio em tampão cacodilato 

0,1 M, em agitação protegidas da luz. As membranas foram então lavadas em tampão 

cacodilato 0,1 M por 3 vezes em agitação e protegidas da luz, durante 10 min cada, 

desidratadas em concentrações crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 90%, 2 vezes 

em 100% e outras 2 vezes em super seca) por 10 min cada, sendo incluídas 

posteriormente em resina Epóxi. Cortes ultrafinos, entre 60 – 70 nm, foram obtidos 

usando um Ultramicrótomo (Leica Microsystem, Wetzlar, Alemanha), contrastados com 

citrato de chumbo (5 min) e analisados usando um microscópio eletrônico de 

transmissão Zeiss 900 (Carl Zeiss Inc.). 

 

 

4.13 Ensaio de migração celular (Wound healing assay)  

 

 

As células controle e irradiada foram cultivadas (7x104 células) em placas de 12 

poços até atingirem a confluência. Posteriormente, uma região da monocamada celular 

foi raspada com uma ponteira estéril de 10μL e a região raspada foi acompanhada por 
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6 h usando o microscópio invertido Axio Observer Z1 (Carl Zeiss Inc). As imagens foram 

capturadas usando a câmera Axiocam MRc5, e ao programa de processamento de 

imagens Axiovision Release 4.8.1 (Carl Zeiss Inc). A distância de migração foi avaliada 

em três experimentos independentes e foi medida utilizando o software ImageJ 

(Nacional Institute os Health, Bethesda, MD, EUA) para quantificar a distância a partir 

das bordas da região raspada. Os valores obtidos foram utilizados para calcular a 

porcentagem de migração das células, através da relação entre o tamanho da região 

raspada após 6 h e o tamanho da região raspada em 0 h. Tais valores foram plotados 

num gráfico utilizando-se o software GraphPad Prism 4 (GraphPad Software Inc., La 

Jolla, CA, EUA). 

 

 

4.14 Ensaio de invasão celular 

 

 

3x104 células foram cultivadas na superfície superior de insertos de membrana 

de policarbonato Transwell ® (poro de 8 um; Corning Inc.), revestido com 30 µL de 

Matrigel ® (BD Biosciences) diluído 1:10 em 200 µL de DMEM isento de SFB. Utilizou-

se meio DMEM suplementado com 10% de SFB como um quimioatraente na parte 

inferior da câmara, e após 24 h de incubação a 37o C, o gel que revestia a superfície 

superior da membrana foi retirado com uma haste de algodão, uma vez que as células 

que atravessaram o gel são aquelas que invadiram e consequentemente encontram-se 

na parte inferior da membrana. A membrana foi então fixada com etanol 100% (10 min), 

coradas com violeta de cristal e analisadas ao microscópio Axio Observer Z1. O número 

de células que invadiram foi expresso como a média quantificada a partir de quatro 

campos aleatórios analisados sob o microscópio. Os valores são representados no 

gráfico como o número de vezes que as células invadiram em relação ao controle (onde 

os dados do grupo controle foram normalizados para 1) e correspondem a média de 

ensaios em triplicata, em três experimentos independentes. 
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4.15 Ensaio de formação de colônia dependente de ancoragem 

 

 

Células foram cultivadas em densidade baixa (2,5 x 102 células) em placas de 12 

poços, durante sete dias, para determinar o efeito da irradiação sobre o potencial de 

formação de colônias. Ao final do experimento, as células foram fixadas com etanol 

100% durante 10 minutos e incubadas, subsequentemente, com solução contendo 

cristal violeta (cristal violeta 0,05% em etanol 20%) por 10 min. Após lavagem com água 

destilada, metanol 100% foi utilizado para eluir o corante, sendo posteriormente 

quantificado por espectrofotometria, utilizando o espectrofotômetro Spectra Max 190 

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA), a um comprimento de onda de 595 nm. Os 

valores de absorbância foram utilizados para fazer uma relação com o grupo controle 

(onde os dados do grupo controle foram normalizados para 1) e correspondem a média 

de ensaios em triplicata, em três experimentos independentes. 

 

 

4.16 Ensaio de formação de colônia independente de ancoragem 

 

 

500 células/poço foi crescida em placas de 12 poços. Essas placas foram 

previamente revestidas com 0,5 ml de agarose semi sólida 0,6%. Após a solidificação 

da agarose, as células foram plaqueadas em uma solução contendo meio DMEM com 

10% de soro e 0,3% de agarose. Posteriormente, foi adicionado meio com soro na parte 

superior. As células foram cultivadas por 11 dias à 37º C, em uma atmosfera de 5% 

CO2. Ao final do experimento, as colônias formadas foram observadas e contadas no 

microscópio invertido Axio Observer Z1 (Carl Zeiss Inc). As imagens das colônias 

representativas foram digitalizadas utilizando uma câmera Axiocam MRc5, acoplada ao 

programa de processamento de imagens Axiovision Release 4.8.1 (Carl Zeiss Inc). O 

número de colônias foi expresso como a média quantificada a partir de quatro campos 

aleatórios analisados sob o microscópio. Os valores são representados no gráfico como 
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o número de colônias formadas em relação ao controle (onde os dados do grupo 

controle foram normalizados para 1) e correspondem a média de ensaios em triplicata, 

em três experimentos independentes. 

 

 

4.17 Ensaio de proliferação celular 

 

 

2 x 103 células, foram cultivadas, em placas de 96 poços. Após o período de 

aderência (aproximadamente 4 horas), as células foram mantidas em cultura no período 

de 6, 24, 48 e 72 h. A cada dia foi retirada uma placa para ser analisada com o cristal 

violeta. Cada placa foi lavada com PBS e fixada em etanol 100% por 10 minutos. 

Posteriormente, foram incubadas com uma solução contendo cristal violeta (cristal 

violeta 0,05% em etanol 20%) por 10 minutos e, logo após, lavadas com água destilada 

e em seguida foi colocado metanol por 5 minutos. A quantificação colorimétrica foi 

realizada no leitor de Elisa (Spectra Max 190, Molecular Devices) a um comprimento de 

onda de 595 nm. Os valores de absorbância foram utilizados para fazer uma relação 

com o grupo controle (onde os dados do grupo controle foram normalizados para 1) e 

correspondem a média de ensaios em triplicata, em três experimentos independentes. 

 

 

4.18 Análise estatística 

 

 

Análise estatística foi realizada com o programa GrafPad Prism 4 (GrafphPad 

Software), utilizando o teste t de Student. Diferenças foram consideradas significativas 

quando p<0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 EGF regula os níveis proteicos de claudina-3 em células HT-29 

 

 

As claudinas são as principais constituintes das JT, atuam na regulação da 

permeabilidade paracelular e na polaridade celular sugerindo que estas proteínas 

contribuem para a supressão de tumores em determinadas neoplasias, como, por 

exemplo, câncer de pâncreas, adenocarcinoma de pulmão e cólon (Michl et al, 2003; 

Chao et al, 2009; Oliveira et al, 2005).  

Diversos trabalhos têm relacionado o tratamento com EGF a alterações das 

proteínas das JT. Singh & Harris (2007) mostraram que células MDCK tratadas com 

EGF apresentam um aumento nos níveis protéicos das claudinas 1, 3 e 4, 

concomitantemente à diminuição da claudina-2, alterações acompanhadas pelo 

aumento na resistência elétrica transepitelial (TER, do inglês transepithelial eletrical 

resistance). Em células de câncer ovariano, o tratamento com EGF diminuiu a 

expressão das claudinas 3 e 4, causando aumento da RET. Os efeitos foram revertidos 

utilizando inibidores de EGFR, MAPK ou PI3K (Ogawa et al, 2012).  

Com intuito de determinar se o EGFR também estaria envolvido com a regulação 

das claudinas 1 e 3 em CCR, células HT-29 foram tratadas com EGF, sendo os níveis 

proteicos da claudina 1 e 3 analisados por imunoblotting. Como visualizado na figura 9 

em tempos iniciais (6 h) não houve alteração nos níveis de claudina 1 e 3, no entanto o 

48 h de tratamento com EGF aumentou nove vezes o nível proteico de claudina-3 em 

células HT-29. Uma vez que o tratamento demonstrou um efeito mais expressivo nos 

níveis proteicos de claudina-3, partimos para avaliar qual o efeito do aumento da 

expressão da claudina-3 nas células.  
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Figura 9 - Efeito do EGF na expressão das claudinas 1 e 3 em células HT-29 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2 Superexpressão de claudina-3 contribui para o processo de malignização das 

células 

 

 

Diversos trabalhos têm demonstrado uma correlação entre o aumento da 

expressão de claudina-3 e o aumento da capacidade migratória e invasiva de células de 

ovário (Agarwal et al., 2005), ao pior prognóstico em câncer de ovário (Choi et al., 2007) 

e em carcinoma urotelial de trato urinário superior (Nakanishi et al., 2008). Em um 

trabalho prévio o nosso grupo demonstrou aumento na expressão proteica de claudina-

3 em pacientes com CCR (Oliveira et al., 2005). Uma vez que o tratamento com EGF 

provocou um aumento na expressão de claudina-3, decidimos para avaliar o papel da 

superexpressão de claudina-3 em eventos celulares característicos da malignização 

celular. Para isso utilizamos células HT-29 transduzidas com vetor vazio (pBABE) ou 

vetor para superexpressar claudina-3 (CLD3). Primeiramente avaliamos a eficiência do 

método de transdução por imunoblotting. Foi possível observar que após da transdução 

houve um aumento de mais de três vezes na expressão proteica de claudina-3 (Fig. 

10).  

Legenda: Células foram tratadas com EGF e a expressão das claudinas 1 e 3 foi analisada por 
imunoblotting. A) Em tempos iniciais (6 h) de tratamento com EGF e em tempos tardios (24 e 48 
h) (B). Α α-tubulina foi utilizada como controle endógeno de expressão proteica. Os valores 
indicados abaixo dos blottings representam a razão de densidade óptica entre a amostra tratada 
com EGF e a controle (EGF/CTR) após a normalização pela α-tubulina. 
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Figura 10 - Avaliação do método de transdução para superexpressão de claudina-3 em 
células HT-29 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em seguida foi avaliado o efeito da superexpressão de claudina-3 na migração, 

invasão, formação de colônia dependente de ancoragem e formação de colônia 

independente de ancoragem. Foi observado um aumento de 60 % no potencial 

migratório das células HT-29 que superexpressam claudina-3 (Fig. 11A), no entanto não 

houve alteração na capacidade invasiva destas células (Fig. 11B). Foi verificado, 

também, que a superexpressão de claudina-3 aumenta em 30 % a capacidade das 

células de formar colônia dependente de ancoragem (Fig. 11C), porém quando foi 

avaliado a capacidade de formar colônias em meio não aderente houve uma diminuição 

de aproximadamente 20 % no número de colônias formadas. No entanto, as colônias 

formadas foram maiores do que as colônias formadas por células transduzidas com 

vetor vazio (Fig.11D). Estes resultados indicam que a superexpressão de claudina-3 

contribui para a malignização das células. 

 

 

 

Legenda: Células HT-19 foram transduzidas com vetor vazio (pBABE) ou vetor contendo cDNA da 
claudina-3 e a eficiência do método foi avaliado por imunoblotting. O gráfico representa os 
dados normalizados da expressão da proteína claudina-3 em relação ao controle. Α α- tubulina 
foi utilizada como controle endógeno de expressão proteica. Dados representativos de ensaios 
em triplicata em três experimentos independentes. Análise estatística realizada pelo teste-t de 
Student onde, ***, p <0,001 quando comparado com pBABE. 
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Figura 11 - Efeito da superexpressão de claudina-3 na capacidade migratória, invasiva 
e de formação de colônia dependente e independente de ancoragem 
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5.3 Efeito da radiação sobre a expressão de claudina-3 em progênie de células 

HT-29 derivadas de parentais irradiadas 

 

 

Considerando que o nível de expressão de claudina-3 encontra-se aumentado 

em amostra de pacientes de CCR (Oliveira et al., 2005) e que a radiação é um dos 

tratamentos de primeira linha para o câncer de reto, decidimos avaliar se a radiação 

altera os níveis proteicos da claudina-3 na progênie sobreviventes de células HT-29. 

Para isso foi realizado o cultivo da progênie de células HT-29 irradiadas ou não seguido 

de extração total de proteínas e immunoblotting. Como resultado foi observado que a 

radiação diminui em 73 % a expressão de claudina-3 na progênie de células HT-29 

resistentes à radiação (Fig. 12). 

 

Figura 12 - Analise da expressão proteica de claudina-3 na progênie de células HT-29 
derivada de parentais irradiadas 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A) Ensaio de migração celular. As regiões raspadas foram fotografadas logo após o risco ser 
feito (0 h) e 6 h depois. Barra = 100 μm. O gráfico representa os dados da área do risco que foi 
fechada pelas células (área em 6 h / área em 0 h) em porcentagem. B) Ensaio de invasão. As 
células foram coradas com cristal violeta. O gráfico representa os valores relativos do número 
de células/campo. C) Ensaio de formação de colônia dependente de ancoragem. As células 
foram coradas com cristal violeta O gráfico representa os valores de densidade óptica relativa 
do ensaio de formação de colônia. D) Ensaio de formação de colônia independente de 
ancoragem. O gráfico representa os valores relativos do número de colônias/campo. Barra: 10 
µm. Dados representativos de ensaios em triplicata em três experimentos independentes. 
Análise estatística realizada pelo teste-t de Student onde, ***, p <0,001. 
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Tendo em vista o papel do aumento da expressão da claudina-3 no aumento do 

potencial maligno de células de CCR, foi avaliado a influência da superexpressão de 

claudina-3 na radiorresposta celular. A figura 13 mostra que o aumento dos níveis pela 

expressão forçada da claudina-3 foi reduzido em 33 % após a radiação. 

Juntos, estes resultados mostram que a radiação diminui a expressão proteica 

de claudina-3 em ambas as progênies irradiadas (5Gy). 

 

Figura 13 - Analise da expressão proteica de claudina-3 na progênie de células HT-29 
derivada de parentais irradiadas que superexpressam claudina-3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: O gráfico representa os dados normalizados da expressão da proteína claudina-3 em relação a 
progênie controle (CTR) de células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE). Α α- tubulina foi 
utilizada como controle endógeno de expressão proteica. Dados representativos de ensaios em 
triplicata em três experimentos independentes. Análise estatística realizada pelo teste-t de 
Student onde, **, p<0,01;  ***, p <0,001 quando comparado com F1 pBABE CTR. ##, p<0,01 
quando comparado com F1 CLD3 CTR. 

 

Legenda: As células foram irradiadas, mantidas por 24h, soltas e em seguida plaqueadas para realização 
do ensaio por imunoblotting. O gráfico representa os dados normalizados da expressão da 
proteína claudina-3 em relação ao controle. Α α- tubulina foi utilizada como controle endógeno 
de expressão proteica. Dados representativos de ensaios em triplicata em três experimentos 
independentes. Análise estatística realizada pelo teste-t de Student onde, ***, p <0,001 quando 
comparado com F1 HT-29 CTR 
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5.4 Superexpressão de claudina 3 minimiza alterações morfológicas causadas 

pela radiação 

 

 

Estudos anteriores têm mostrado que a radiação induz alterações morfológicas, 

em células epiteliais em tempos curtos após o tratamento, tais como a perda dos 

contatos célula-célula (De Carvalho et al., 2006) e a aquisição de um fenótipo 

fibroblástico (Nagarajan et al., 2012). No entanto, são raros os estudos que focam na 

progênie sobrevivente em momentos tardios após o tratamento com a radiação (Bastos 

et al., 2014). Como observado na figura 14 a progênie irradiada (5Gy) de células 

transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE) apresentou uma morfologia aberrante 

quando comparada com a progênie controle (CTR) de células transduzidas com vetor 

vazio (F1 pBABE), deixando de formar colônias coesas e passando a apresentar 

células mais dispersas e alongadas, com fenótipo similar a um fibroblasto. Por outro 

lado, a progênie controle de células que superexpressam a claudina-3 (F1 CLD3) 

aparentaram formar colônias mais compactas e com bordas mais bem definidas do que 

a progênie controle (CTR) de células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE). E 

quando irradiadas (5Gy), as células F1 CLD3, apesar de também apresentarem 

colônias menos coesas, mantiveram um fenótipo mais similar ao de células epiteliais, 

menos dispersas e alongada.  

Estes resultados mostram que em comparação com a progênie irradiada (5Gy) 

de células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE), a progênie irradiada de células 

que superexpressam claudina-3 (F1 CLD3) apresentam alterações morfológicas menos 

acentuadas. 
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Figura 14 - O efeito da radiação sobre a morfologia de em células que superexpressam 
ou não claudina-3 

 

 

 

  

Em seguida foi realizado o ensaio de imunofluorescência para avaliar a 

localização subcelular da claudina-3 após a irradiação. Na figura 15 é possível observar 

que as progênies controle (CTR) (F1 pBABE e F1 CLD3) apresentam uma distribuição 

contínua de claudina-3 ao longo das junções com acúmulo na junção entre três células. 

De acordo com o resultado encontrado na análise da expressão proteica (Fig. 13) 

visualizamos uma menor intensidade de sinal da claudina-3 na progênie irradiada (5Gy) 

de células HT-29 transduzidas com vetor vazio (pBABE), além de apresentarem, 

também, um padrão de distribuição descontínuo das claudinas nas junções 

remanescentes entre duas células (Fig. 15).  A progênie irradiada (5Gy) de células que 

superexpressam claudina-3 (F1 CLD3) também apresentaram diminuição na 

intensidade do sinal, no entanto mais claudina-3 manteve-se no contato célula-célula 

Legenda: As células foram tratadas com indicado e a morfologia celular da F1 pBABE e F1 CLD3 foi 
analisada por microscopia de contraste de fase. Imagens representativas de 3 experimentos 
independentes. Barra: 10 µm. 
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quando comparada com a progênie irradiada de células transduzidas com vetor vazio 

(F1 pBABE). 

Estes resultados demonstram que comparando, a progênie de células irradiadas 

(5Gy) que superexpressam claudina-3 (F1 CLD3) com aquelas transduzidas com vetor 

vazio (F1 pBABE), as primeiras apresentam alterações morfológicas menos acentuadas 

e uma maior retenção de claudina-3 nos contatos, sugerindo que superexpressão de 

claudina-3 poderia estar impedindo a perda dos contatos célula-célula. 

 

Figura 15 - Análise da distribuição subcelular da claudina-3 

 

 

Legenda: As células F1 pBABE e F1 CLD3 foram cultivadas em lamínulas até a formação de colônias e a 
distribuição de claudina-3 foi analisada por imunofluorescência. Imagens representativas de 3 
experimentos independentes. Barra: 10 µm. 

 



60 
 

5.5 Superexpressão de claudina-3 diminui a resistência elétrica transepitelial após 

irradiação, porém não altera o efeito da radiação na permeabilidade à 

macromoléculas 

 

 

A função de barreira é de extrema importância para a manutenção da 

homeostase tecidual, pois regula a passagem de íons e solutos dependendo da 

necessidade do tecido. Assim, alterações da barreira epitelial podem causar, um 

aumento na passagem de solutos aumentando a disponibilidade, por exemplo, de 

proteínas ligantes aos receptores de fatores de crescimento que se encontram na 

membrana basolateral, induzindo assim toda a cascata de sinalização que pode levar 

ao aumento da proliferação, a evasão da apoptose e eventos relacionados com o 

desenvolvimento da transição epitélio-mesenquimal (EMT). 

Um dos mecanismos usados para avaliar a funcionalidade das JTs é avaliar a 

permeabilidade paracelular, para isso foi utilizado o ensaio de resistência elétrica 

transepitelial (TER) que quantifica resistência das junções à passagem de íons. A figura 

16A apresenta os dados absolutos da TER (Ω.cm2) e é possível observar que a 

superexpressão de claudina-3 causa um aumento gradativo, de aproximadamente 30 

%, na TER ao longo dos dias na progênie controle (F1 CLD3) quando comparada com 

a progênie controle de células transduzidas com vetor vazio (pBABE), indicando que a 

superexpressão de claudina-3 diminui a passagem de íons. Além disso, verificamos que 

a irradiação causou uma diminuição de aproximadamente 40 % na TER progênie de 

células que superexpressam claudina-3 (F1 CLD3). A figura 16B apresenta os dados 

relativos (5Gy/CTR) de cada progênie ao longo dos dias e neste resultado foi possível 

observar que na progênie irradiada (5Gy) de células que superexpressam claudina-3 a 

diminuição da TER foi mais evidente. 
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Figura 16 - Avaliação da resistência elétrica transepitelial na progênie de células que 
superexpressam ou não claudina-3 

 

 

 

Em seguida foi avaliado a permeabilidade à macromolécula através do ensaio de 

vermelho de rutênio e análise por microscopia eletrônica. Este ensaio permite verificar a 

funcionalidade das JTs. Em condições onde as JTs estão funcionais o vermelho de 

rutênio, que é colocado apenas na região apical da monocamada de células, fica 

limitado apenas a esta região. Quando a JT não está funcional ou perturbada, o o 

vermelho de rutênio é capaz de atravessar a barreira paracelular e atingir a superfície 

basolateral das células. Este corante é visto como um material eletrondenso por 

microscopia eletrônica. 

 A figura 17 mostra que em ambas as progênies controle (CTR) as JTs não estão 

funcionais, deixando assim permear o vermelho de rutênio para a região basolateral. No 

entanto, a radiação foi capaz de reverter este efeito independente da superexpressão 

de claudina-3. 

Estes resultados indicam que a superexpressão de claudina-3 causa diminuição 

na passagem de íons em células não irradiadas e provoca um aumento na passagem 

de íons após a irradiação quando comparadas com células irradiadas que não 

Legenda: As células F1 pBABE e F1 CLD3 foram crescidas em inserto Transwell® até atingir a 
confluência em seguida e foi realizado o ensaio de TER durante 4 dias. A) O gráfico representa 
os valores absolutos da TER (Ω.cm

2
) de cada progênie. B) Representa o gráfico da TER 

relativa (5Gy/CTR) em cada dia. Análise estatística realizada pelo teste-t de Student onde, *, 
p<0,05, **, p<0,01; ***, p <0,001 quando comparado com F1 pBABE CTR. 
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superexpressam claudina-3. No que se refere a permeabilidade a macromoléculas a 

superexpressão de claudina-3 aparentemente não causa efeito após a irradiação. 

 

Figura 17 - Análise da permeabilidade a macromoléculas após a irradiação 

 

 

 

 

Legenda: As células F1 pBABE e F1 CLD3 foram crescidas em inserto Transwell® por 4 dias após a 
confluência e a permeabilidade a macromoléculas foi analisada pela técnica de vermelho de 
rutênio e microscopia eletrônica. Eletromicrografias obtidas a partir de um experimento 
independente. 
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5.6 Superexpressão de claudina-3 aumenta o potencial proliferativo das células 

 

 

Durante a progressão tumoral a evasão dos mecanismos supressores do 

crescimento e sinalização de proliferação sustentada são considerados marcadores 

para a tumorigênese (Hanahan & Weinberg, 2012). No presente estudo, para 

determinar se a superexpressão de claudina-3 altera o potencial proliferativo e avaliar o 

efeito da radiação na proliferação das progênies sobreviventes à radiação, foi avaliada 

a proliferação celular. Observamos que na progênie transduzida com vetor vazio (F1 

pBABE) a radiação só teve efeito na diminuição de 25 % na proliferação em 72 h 

quando comparadas com a progênie controle (CTR) de células transduzidas com vetor 

vazio (F1 pBABE) (Fig. 18). No entanto, quando avaliamos o papel da superexpressão 

de claudina-3 observamos que há um aumento gradativo (35 %) na taxa proliferativa da 

progênie controle (CTR) que superexpressa claudina-3 (F1 CLD3) em comparação a 

progênie controle (CTR) de células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE) em todos 

os horários (24, 48 e 72 h). Foi verificado, também, que a progênie irradiada (5Gy) de 

células que superexpressam claudina-3 (F1 CLD3) a radiação tem um efeito mais 

evidente, uma vez que esta progênie apresenta maior queda na taxa proliferativa, em 

torno de 50 %, comparada com a progênie controle (CLD3) que superexpressa 

claudina-3 (F1 CLD3) (Fig. 18). Demonstrando que o aumento da proliferação causada 

pela superexpressão de claudina-3 pode ser revertido com a radiação. 

Estes resultados indicam que em tempos tardios a irradiação é capaz de diminuir 

a proliferação em ambas as progênies, e este efeito é mais evidente na progênie de 

células que superexpressam claudina-3. 
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Figura 18 - Efeito da radiação sobre a capacidade proliferativa das progênies irradiadas 
que expressam ou não claudina-3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.7 Radiação diminui o potencial migratório da progênie derivada de células 

parentais irradiadas 

 

 

Tem sido relatado que a superexpressão de claudina-4 está relacionada ao 

aumento da permeabilidade paracelular, diminuição da migração e aumento da invasão 

em células de adenocarcinoma de cólon (Takehara et al., 2009) e a estimulação da 

invasão e migração de células humanas de câncer de ovário (Agarwal et al., 2005). Em 

câncer de mama Escudero-Esparza e colaboradores (2012) observaram um aumento 

no potencial migratório de células que superexpressam claudina-5.  

Com o intuito de avaliar a capacidade migratória da progênie derivada de células 

irradiadas (5Gy) transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE) e que superexpressam 

claudina-3 (F1 CLD3) foi realizado o ensaio de Wound Healing. Como observado na 

figura 19A, a progênie controle (CTR) de células que superexpressam claudina-3 (F1 

CLD3) apresentam maior capacidade migratória, em torno de 60 %, quando 

comparadas com a progênie controle (CTR) de células transduzidas com vetor vazio 

Legenda: As células controle (CTR) e irradiadas (5Gy) F1 pBABE e F1 CLD3 foram cultivadas por 24, 48 
e 72 h para realização do ensaio de proliferação celular pela técnica de cristal violeta. 
Resultados representativos de três experimentos independentes. Análise estatística: Teste t de 
Student. **, p<0,01; ***, p<0,001, análise estatística comparando com F1 pBABE CTR; ###, 
p<0,001 análise estatística comparando com F1 CLD3 CTR; &, p<0,05; &&, p<0,01 análise 
estatística comparando com F1 pBABE 5Gy.  
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(F1 pBABE). Pode-se notar ainda que a radiação é capaz de causar diminuição na 

migração em ambas as progênies, contudo a progênie irradiada (5Gy) de células que 

superexpressam claudina-3 (F1 CLD3) apresenta migração mais elevada que a 

progênie irradiada (5Gy) de células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE) (Fig. 

19A).  

Para confirmar que o efeito observado foi devido a migração das células e não 

devido a proliferação foi realizado o ensaio de proliferação celular onde foi observado 

que no mesmo intervalo de tempo do ensaio de migração não houve variação do 

potencial proliferativo nas progênies (Fig. 19B). 
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Figura 19 - Efeito da radiação na migração das progênies celulares que 
superexpressam ou não a claudina-3 

 

5.8  A superexpressão da claudina-3 diminui a invasão da progênie de células  

sobreviventes a radiação 

 

 

Diversos trabalhos relacionam alterações na expressão das claudinas com a 

capacidade de invadir tecidos adjacentes. Por exemplo, claudina-1 tem sido relacionada 

com o aumento do potencial invasivo em CCR (Dhawan et al., 2006), carcinoma oral 

(Oku et al., 2006; dos Reis et al., 2008) e câncer gástrico (Shiozaki et al., 2014). A 

superexpressão de claudina-4 tem sido relacionada com o aumento da invasão em 

Legenda: As células controle (CTR) e irradiadas (5Gy) F1 pBABE e F1 CLD3 foram cultivadas até a 
confluência e submetidas ao ensaio de wound healing. A) Os gráficos representam em 
porcentagem a área do risco que foi fechada pelas células (área em 6 h / área em 0 h e os 
dados relativos (5Gy/CTR) Resultados representativos de três experimentos independentes. B) 
Gráfico representativo dos valores de densidade óptica relativa do ensaio de proliferação 
celular por cristal violeta. Resultados representativos de dois experimentos independentes. 
Análise estatística: Teste t de Student. **, p<0,01; ***, p<0,001 análise estatística comparando 
com F1 pBABE CTR; ##, p<0,01 análise estatística comparando com F1 CLD3 CTR; &&, 
p<0,01 análise estatística comparando com F1 pBABE 5Gy. Barra = 100 μm. 
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células de adenocarcinoma de cólon (Takehara et al., 2009) e células de câncer de 

ovário (Agarwal et al., 2005), no entanto em células de câncer pancreático a 

superexpressão de claudina-4 diminui a invasividade (Michl et al., 2003). Estes estudos 

mostram que o papel das claudinas na invasividade é tecido-dependente. Portanto 

torna-se importante avaliar o efeito da superexpressão de claudina-3 na invasão celular 

após a irradiação. 

Assim, decidimos avaliar o efeito da radiação na progênie de células que 

superexpressam claudina-3 no potencial invasivo usando o ensaio de invasão em 

membranas Traswell. Na figura 20, foi possível observar aumento de 18 % na 

capacidade invasiva da progênie irradiada (5Gy) de células HT-29 transduzidas com 

vetor vazio (F1 pBABE). Por outro lado, a superexpressão de claudina-3 não causa 

alteração na capacidade invasiva da progênie controle (CTR), porém diminui 62 % a 

invasividade na progênie irradiada (5Gy) (Fig. 20). Juntos estes resultados indicam que 

a superexpressão de claudina-3 atua diminuindo a capacidade invasiva das células 

após a irradiação. 
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Figura 20 - Efeito da radiação sob o potencial invasivo das progênies que 
superexpressam ou não claudina-3 

 
 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

  

Legenda: As células controle (CTR) e irradiada (5Gy) F1 pBABE e F1 CLD3 foram cultivadas em inserto 
Transwell® coberto com Matrigel® e o potencial invasivo analisado 24 h após o plaqueamento.  
O gráfico mostra os valores relativos ao número de células/campo que foram capazes de invadir 
e, portanto, foram coradas com cristal violeta e os dados expressos na relação (5Gy/CTR). 
Resultados representativos de três experimentos independentes. Análise estatística: Teste-t de 
Student. *, p<0,05; ***, p<0,001 análise estatística comparando com F1 pBABE CTR; #, p<0,05 
análise estatística comparando com F1 CLD3 CTR; &&, p<0,01 análise estatística comparando 
com F1 pBABE 5Gy. 
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5.9 Superexpressão de claudina-3 não influencia na redução da formação colônia 

dependente de ancoragem causada pela radiação 

 

 

O potencial maligno das células pode ser avaliado através do ensaio de 

formação de colônia dependente e independente de ancoragem. O ensaio de formação 

de colônia dependente de ancoragem, também chamado de clonogênico, é realizado 

através do cultivo de uma baixa densidade de células (500 células/poço) e devido a 

esta baixa densidade é avaliado a capacidade de colonização a partir de uma única 

célula.  

Através deste ensaio pode-se observar que a radiação diminui em 50 % a 

formação de colônia em ambas as progênies, sendo este efeito independente da 

expressão de claudina-3. Foi possível observar também que a progênie controle (CTR) 

que superexpressa claudina-3 (F1 CLD3) apresenta maior capacidade de formar, cerca 

de 40 % (Fig. 21). Quando analisamos os dados na relação irradiado sobre controle 

(5Gy/CTR) observamos que a progênie que superexpressa claudina-3 tem uma menor 

capacidade de formação de colônia pós irradiação. Estes resultados corroboram o 

resultado encontrado na proliferação celular, no qual mostramos que as células que 

superexpressam claudina-3 respondem melhor ao tratamento com radiação. 
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Figura 21 - Efeito da radiação na capacidade de formação de colônias dependente de 
ancoragem das progênies que superexpressam ou não claudina-3 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.10 Superexpressão de claudina-3 potencializa o efeito da radiação na formação 

de colônia independente de ancoragem 

 

 

Este ensaio permite avaliar a capacidade sobrevivência e formação de colônia 

em meio não aderente. Células epiteliais normais, em condições não aderentes ao 

substrato, ativam vias de morte celular programada, no entanto células tumorais são 

capazes de evadir os mecanismos de morte programada e, portanto, sobreviver em 

meio não aderente. 

Legenda: As células controle (CTR) e irradiada (5Gy) F1 pBABE e F1 CLD3 foram  submetidas ao ensaio de 
formação de colônia dependente de ancoragem (clonogênico). Os gráficos representam os valores de 
absorbância relativa e valores de absorbância expressos na relação 5Gy/CTR. Resultados representativos 
de três experimentos independentes. Análise estatística: Teste t de Student. ***, p<0,001 análise 
estatística comparando com F1 pBABE CTR; &, p<0,05 análise estatística comparando com F1 pBABE 
5Gy. 
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Nossos resultados mostraram que a radiação diminui em a formação de colônias 

independente de ancoragem em ambas as progênies, sendo o efeito mais evidente (64 

%) na progênie irradiada (5Gy) de células HT-29 que superexpressam claudina-3 (F1 

CLD3) (Fig. 22). A diminuição da capacidade de formação de colônias independente de 

ancoragem em células que superexpressam claudina-3 pode ser confirmada quando 

avaliamos os dados na relação irradiada sobre controle (5Gy/CTR), no qual podemos 

observar diminuição significativa na formação de colônias. Outro resultado importante é 

com relação ao tamanho das colônias, nesta avaliação foi possível observar que a 

progênie controle (CTR) de células que superexpressam claudina 3 (F1 CLD3) 

apresenta colônias maiores que a da progênie controle (CTR) de células transduzidas 

com vetor vazio (F1 pBABE). Foi verificado, também, que a radiação causou uma 

diminuição no tamanho das colônias da progênie de células transduzidas com vetor 

vazio (F1 pBABE) e este efeito não foi observado na progênie irradiada (5Gy) de 

células que superexpressam claudia-3 (F1 CLD3) (Fig. 22). Com isso foi possível 

concluir que a superexpressão de claudina-3 potencializa o efeito da radiação, 

diminuindo a capacidade de formação de colônia, no entanto a superexpressão de 

claudina-3 confere a capacidade de formar colônias maiores e esta característica não é 

alterada pela radiação.  
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Figura 22 - Efeito da radiação na capacidade de formação de colônias independente de 
ancoragem das progênies que superexpressam ou não claudina-3 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.11 Inibição da via MEK potencializa o efeito da radiação nas células que 

superexpressam claudina-3 

 

Considerando o aumento na taxa proliferativa das células que superexpressam 

claudina-3 (Fig. 18) decidimos avaliar o efeito dos inibidores farmacológicos das vias 

PI3K/Akt e MEK/ERK, envolvidas na sobrevivência e proliferação celular, na 

radiorresposta das células que superexpressam claudina-3. 

As células foram tratadas com os inibidores durante 1 h antes da exposição à 

radiação e mantidas no meio condicionado contendo os inibidores por 24 h, após este 

período a proliferação foi analisada. A figura 23 mostra a comparação dos índices de 

Legenda: As células controle (CTR) e irradiada (5Gy) F1 pBABE e F1 CLD3 foram submetidas ao 
ensaio de formação de colônia independente de ancoragem. O gráfico representa os valores 
relativos do número de colônias/campo e os valores de colônias/campo na relação 5Gy/CTR. 
Resultados representativos de três experimentos independentes. Análise estatística: Teste t 
de Student. ***, p<0,001 análise estatística comparando com F1 pBABE CTR; ###, p<0,001 
análise estatística comparando com F1 CLD3 CTR; &&&, p<0,001 análise estatística 
comparando com F1 pBABE 5Gy. 
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proliferação das progênies irradiadas e é possível observar que o inibidor de MEK 

(PD98059) é capaz de diminuir a proliferação da progênie irradiada (5Gy) de células 

transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE) em 24 e 48h, cerca de 20 % e é capaz de 

diminuir, aproximadamente 25 % a proliferação da progênie irradiada (5Gy) de células 

que superexpressam claudina-3 (F1 CLD3) em todos os tempos analisados (24, 48 e 72 

h). 

O inibidor de PI3K (LY294002) atuou aumentando aproximadamente 30 % a taxa 

proliferativa da progênie irradiada (5Gy) de células transduzidas com vetor vazio (F1 

pBABE) em todos os tempos analisados, no entanto, na progênie irradiada (5Gy) de 

células que superexpressam claudina-3 o inibidor de PI3K foi capaz de aumentar a 

proliferação em 24 e 48 h, e diminuir cerca de 50 % a proliferação em 72 h. 

Com isso concluímos que a inibição da via MEK é capaz de potencializar o efeito 

da radiação contribuindo para a diminuição da proliferação celular em ambas as 

progênies, mas com um efeito mais acentuado nas células que superexpressam 

claudin-3. Já o inibidor de PI3K tem efeito contrário, a não ser na progênie irradiada de 

células que superexpressam claudina-3 em tempos tardios. 
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Figura 23 - O efeito da inibição farmacológica das vias MEK e PI3K na proliferação 
celular após a irradiação 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: As células F1 pBABE e F1 CLD3 foram cultivadas por 24, 48 e 72 h para realização do ensaio 
de proliferação celular pela técnica de cristal violeta. Os gráficos representam os valores 
relativos de absorbância das progênies irradiadas em 24, 48 e 72 h. Resultados representativos 
de dois experimentos independentes. Análise estatística: Teste t de Student. *, p<0,05; **, 
p<0,01, ***, p<0,001 análise estatística comparando com F1 pBABE 5Gy. #, p<0,01, ###, 
p<0,001 análise estatística comparando com F1 CLD3 5 Gy. 
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5.12 Inibidores das vias MEK e PI3K aumentam a capacidade migratória das 

células após a radiação independente do padrão de expressão de claudina-

3 

 

 

A partir do resultado da proliferação fomos investigar o efeito dos inibidores das 

proteínas MEK e PI3K em ensaios funcionais. Primeiramente avaliamos a capacidade 

migratória das progênies irradiadas tratadas ou não pelo ensaio de Wound healing.  

Na figura 24 é possível observar que ambos o inibidor de MEK (PD98059) 

aumenta a migração da progênie irradiada (5Gy) transduzida com vetor vazio (F1 

pBABE), no entanto não tem efeito significativo progênie irradiada (5Gy) que 

superexpressa claudina-3. O inibidor de PI3K (LY294002), por sua vez, aumentou a 

migração em ambas as progênies irradiadas. 

Neste ensaio o padrão de expressão da claudina-3 não aparenta ter influência, 

uma vez que o aumento observado na migração das células apresenta porcentagem 

semelhante em ambas as progênies. 

 Com isso podemos concluir que inibidor de MEK apesar de diminuir a 

proliferação celular de ambas as progênies irradiadas, aumenta a migração da progênie 

irradiada (5Gy) de células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE). O inibidor de PI3K 

é capaz de aumentar a proliferação e a migração em ambas as progênies 
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Figura 24 - Efeito dos inibidores de MEK e PI3K na motilidade da progênie irradiada de 
células que superexpressam ou não a claudina-3 

 

 

5.13 Inibição da MEK aumenta a capacidade de formação de colônia nas células 

que superexpressam claudina-3 

 

 

Avaliamos, então, a capacidade de formação de colônia dependente e 

independente de ancoragem das progênies irradiadas tratadas com os inibidores de 

MEK e PI3K. No ensaio de formação de colônia dependente de ancoragem observamos 

que ambos inibidores provocam aumento de cerca de 15 % na capacidade de formar 

colônias das progênies irradiadas (F1 pBABE e F1 CLD3). Além disso, nossos 

resultados mostram que na progênie irradiada (5Gy) de células que superexpressam 

claudina-3 (F1 CLD3) o aumento provocado pelos inibidores de MEK e PI3K foi mais 

Legenda: As células F1 pBABE e F1 CLD3 foram cultivadas até a confluência e submetidas ao ensaio de 
wound healing. As regiões raspadas foram fotografadas logo após o risco ser feito (0 h) e 6 h 
depois. O gráfico representa os dados da área do risco que foi fechada pelas células (área em 6 
h / área em 0 h) em porcentagem e os dados relativos (5Gy/CTR). Resultados representativos 
de dois experimentos independentes. Análise estatística: Teste t de Student. *, p<0,05, **, 
p<0,01; ***, p<0,001 análise estatística comparando com F1 pBABE 5Gy; #, p<0,05 análise 
estatística comparando com F1 CLD3 5Gy. Barra = 100 μm. 
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acentuado, aumentando cerca 20 % e 30 %, respectivamente, a capacidade de 

formação de colônia (Fig. 25). 

Quando foi avaliado a relação entre o número de colônias da progênie irradiada 

sobre número de colônias da progênie controle (5Gy/CTR) observamos, inicialmente, 

que a superexpressão de claudina-3 diminui a capacidade de formação de colônia, no 

entanto a inibição da MEK aumenta a capacidade de formação de colônia as células 

que superexpressam claudina-3 (Fig. 25). 

 

Figura 25 - Avaliação do efeito dos inibidores MEK e PI3K na capacidade de formação 
de colônias dependente de ancoragem das progênies irradiadas 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: As células F1 pBABE e F1 CLD3 foram submetidas ao ensaio de formação de colônia 
dependente de ancoragem (clonogênico). O gráfico a esquerda representa os valores de 
absorbância relativa e o gráfico a direita mostra os dados expressos na relação (5Gy/CTR).  
Resultados representativos de dois experimentos independentes. Análise estatística: Teste t 
de Student. ***, p<0,001 análise estatística comparando com F1 pBABE CTR; &, p<0,05 
análise estatística comparando com F1 pBABE 5Gy. 
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Em seguida foi avaliado o efeito dos inibidores na capacidade de formação de 

colônia independente de ancoragem. Neste ensaio é possível observar que a inibição 

de MEK (PD98059) provoca uma diminuição de 20 % na capacidade de formar colônias 

na progênie irradiada (5Gy) de células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE), 

contudo na progênie irradiada (5Gy) que superexpressa claudina-3 (F1 CLD3) a 

inibição de MEK causou um aumento cerca de 18 % na formação de colônias (Fig. 26). 

 A inibição de PI3K não teve efeito na formação de colônia da progênie irradiada 

(5Gy) de células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE) e causou um aumento de 20 

% na formação de colônia da progênie irradiada (5Gy) de células que superexpressam 

claudina-3 (F1 CLD3) (Fig. 26).  

Quando é avaliado a relação entre o número de colônia da progênie irradiada / 

número de colônias da progênie controle (5Gy/CTR) observamos a superexpressão de 

claudina-3 diminui em 35 % a formação de colônia das progênies irradiadas, que, no 

entanto, a inibição de MEK contribui para o aumento de aproximadamente 10 % na 

formação de colônia na progênie irradiada que superexpressa claudina-3 e que a 

inibição de PI3K diminui cerca de 50 % a formação de colônia independente de 

ancoragem da progênie irradiada que superexpressa claudina-3 (Fig. 26). Em relação 

ao tamanho das colônias, é possível observar que os tratamentos com os inibidores das 

vias de proliferação (MEK) e sobrevivência (PI3K) são capazes de diminuir o tamanho 

das colônias da progênie de células que superexpressam claudina-3, enquanto nas 

células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE) o tamanho não é alterado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



79 
 

 

Figura 26 - Avaliação do efeito dos inibidores de MEK e PI3K na capacidade de 
formação de colônias independente de ancoragem das progênies 
irradiadas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
  

Legenda: As células F1 pBABE e F1 CLD3 foram submetidas ao ensaio de formação de colônia independente de 
ancoragem. O gráfico a esquerda representa os valores relativos do número de colônias/campo e o gráfico 
a direita mostra os valores na relação 5Gy/CTR. Resultados representativos de dois experimentos 
independentes. Análise estatística: Teste t de Student. *, p<0,05, **, p<0,01, ***, p<0,001 análise 

estatística comparando com F1 pBABE 5Gy; ##, p<0,01, ###, p<0,001 análise estatística comparando 
com F1 CLD3 5Gy. 
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6 DISCUSSÃO 
 

 

 Os diversos tipos de câncer têm, em sua maioria, origem epitelial e são 

caracterizados pelo crescimento aberrante e perda de diferenciação e arquitetura 

tecidual. É fundamental para as células cancerígenas que sua adesão a outra célula 

esteja significativamente mais fraca, pois uma menor interação célula-célula permite 

que as células de câncer ―desobedeçam a ordem social‖, resultando na perda da 

arquitetura do tecido (polaridade celular), controle do crescimento e tardiamente 

propicia a invasividade e metástase, marcadores do processo de malignização (Martin 

& Jiang 2009).  

As JTs são responsáveis pela determinação da polaridade celular e pelo controle 

do fluxo paracelular, sendo uma das primeiras estruturas a ser desestruturada durante 

a transição epitélio-mesenquimal (EMT). Trabalhos mostram que alterações na 

expressão das proteínas claudinas, principais constituintes da JT, estão relacionadas à 

desestabilização da adesão célula-célula, facilitando a passagem de nutrientes e o 

acesso de fatores de crescimento, além de induzir inúmeros processos relacionados 

com a malignização celular, como aumento da proliferação e do potencial migratório e 

invasivo (Agarwal et al, 2005; Oliveira & Morgado-Díaz, 2006; Takehara et al, 2009).  

  Neste contexto diversos trabalhos tentam identificar os mecanismos de 

regulação da expressão das proteínas claudinas, sendo o mecanismo mediado pelo 

fator de crescimento epidermal (EGF) um dos mais estudados. Singh & Harris (2004) 

descreveram aumento nos níveis proteicos de claudina 1, 3 e 4, concomitantemente à 

diminuição dos níveis de claudina-2 após o tratamento com EGF em células MDCK. Em 

células de câncer ovariano, o tratamento com EGF diminuiu a expressão das claudinas 

3 e 4 e os efeitos foram revertidos utilizando inibidores de EGFR, MAPK ou PI3K 

(Ogawa et al, 2012).  

Em CCR um trabalho prévio do nosso grupo (Oliveira et al., 2005), utilizando 

amostras de pacientes mostrou que as claudinas 1, 3 e 4 estavam superexpressas, 

quando comparadas ao tecido adjacente normal. No entanto, poucos trabalhos têm 

investigado os mecanismos de regulação do perfil de expressão das claudinas neste 
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tipo de câncer. Além disso, ainda é necessário compreender o papel da alteração da 

expressão das claudinas na progressão tumoral. 

Durante o desenvolvimento desta dissertação avaliamos o efeito do tratamento 

com EGF na expressão das proteínas claudinas 1 e 3. Foi observado um aumento de 

nove vezes na expressão de claudina-3 após o tratamento com EGF em tempos tardios 

(Fig. 9). A partir deste resultado decidimos investigar o papel da claudina-3 no processo 

de malignização das células e para atingir este objetivo transduzimos células de 

adenocarcinoma de cólon (HT-29) com vetor vazio (pBABE) ou vetor para 

superexpressar claudina-3 (CLD3). Nossos resultados mostraram que a 

superexpressão de claudina-3 cumpre papel fundamental na promoção do potencial 

maligno de células de CCR (Fig. 11), o qual é potencialmente regulado pelas vias 

ERK1/2 e PI3K-Akt quando ativadas por EGF (De Souza et al., 2013 – Anexo).  

Neste contexto, nossos resultados corroboram em parte os resultados 

encontrados por Agarwal e colaboradores (2005) no qual foi visto um aumento na 

expressão de claudina-3 e aumento da capacidade migratória e invasiva em células de 

câncer de ovário. Outros trabalhos também correlacionam a expressão de claudinas 

com a migração e invasão das células de CCR (Dhawan et al., 2005; Takehara et al., 

2009), de câncer de fígado (Yoon et al., 2010) e de ovário (Shang et al., 2012). 

A radioterapia é considerada tratamento de primeira linha para diversos tumores 

sólidos, tanto com intenção curativa para cânceres primários como paliativa (Yacoub et 

al., 2006). Estudos mostram que a radiação induz a secreção de fatores de crescimento 

e citocinas como EGF, TNFα, IL1 (interleucina1), IL6 (interleucina 6) e TGF-β no 

microambiente. Além disso, sabe-se que as células não morrem imediatamente após a 

exposição à radiação e as células sobreviventes continuam interagindo com esse 

microambiente (Barcellos-Hoff et al., 2005; Hamada et al., 2007), podendo desenvolver 

respostas adaptativas através da ativação de mecanismos de reparo do DNA, 

sinalizações de estresse celular e ativação de vias de sobrevivência (Ahmed & Li, 

2008).  

Um dos eventos induzidos pela radiação é a transição epitélio-mesenquimal 

(EMT) (Jung et al., 2007; Tsukamoto et al., 2007; Nagarajan et al., 2012). Durante a 

EMT ocorre a desorganização do complexo juncional levando a perda de características 
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epiteliais seguida da aquisição de um fenótipo mesenquimal proporcionando um 

aumento na capacidade migratória e invasiva das células (Thiery & Sleeman, 2006).  

Nosso grupo mostrou que a radiação induz uma desorganização dos contatos 

intercelulares em linhagens celulares de CCR diretamente atingidas pela radiação (De 

Carvalho et al., 2006). Nesta mesma linha de evidência, recentemente demonstramos 

que a progênie de células de CCR sobreviventes a radiação apresenta maior potencial 

migratório e invasivo e fenótipo semelhante a transição epitélio-mesenquimal (Bastos et 

al., 2014). A partir destes trabalhos surgiu o interesse em investigar quais os efeitos 

celulares e moleculares relacionados a radiorresposta da progênie irradiada de células 

que superexpressam a claudina-3.  

Inicialmente foi avaliado o efeito da radiação na expressão proteica de claudina-3 

na progênie de células HT-29 derivada de parentais irradiadas e observamos 

diminuição de 73 % os níveis proteicos de claudina-3 após a radiação (Fig. 12). Tendo 

em vista o papel do aumento da expressão da claudina-3 no aumento do potencial 

maligno de células de CCR (De Souza et al., 2013) utilizamos células transduzidas com 

vetor vazio (pBABE) ou com vetor contendo cDNA de claudina-3 para avaliar se o 

aumento na expressão de claudina-3 alteraria a radiorresposta celular. Como pode ser 

observado na figura 13 as células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE) tiveram 

comportamento semelhante as células HT-29 não transduzidas, portanto houve uma 

diminuição na expressão proteica de claudina-3. O mesmo efeito, no entanto, menos 

acentuado, pode ser observado na progênie de células que superexpressam claudina-

3, totalizando uma diminuição de 33 %. Shim e colaboradores (2015) observaram 

também uma diminuição na expressão de claudina-3 no intestino de ratos submetidos a 

radiação total do abdômen levando a um aumento da translocação bacteriana para os 

linfonodos regionais, sugerindo a perda da função de barreira induzida pela radiação. 

Em seguida avaliamos o efeito da radiação na morfologia e na localização 

subcelular de claudina-3. Primeiramente, é possível observar células mais dispersas e 

alongadas, com fenótipo similar a um fibroblasto na progênie irradiada de células 

transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE), corroborando os efeitos induzidos pela 

radiação em outros modelos celulares (De Carvalho et al., 2006; Nagarajan et al., 

2012). No entanto a progênie irradiada de células que superexpressam claudina-3 (F1 
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CLD3) apresentaram alterações morfológicas menos proeminentes (Fig. 14), sugerindo 

que a superexpressão de claudina-3 contribui na prevenção das alterações causadas 

pela radiação. 

 Após a irradiação foi verificado uma menor intensidade de marcação da 

claudina-3 na progênie irradiada de células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE), 

complementando o resultado encontrado no ensaio de imunoblotting, bem como uma 

marcação descontínua nos contatos célula-célula remanescentes (Fig. 15). A progênie 

irradiada de células que superexpressam claudina-3 (F1 CLD3) também apresentou 

diminuição na intensidade do sinal, no entanto, uma quantidade maior de claudina-3 

manteve-se no contato célula-célula quando comparada com a progênie irradiada de 

células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE) (Fig. 15). Com isso propomos que a 

superexpressão de claudina-3 de alguma maneira poderia contribuir na prevenção da 

perda da adesão célula-célula. 

Partimos, então, para avaliar a funcionalidade das JTs utilizando os ensaios de 

resistência elétrica transepitelial (TER) e a técnica do vermelho de rutênio associado 

com a microscopia eletrônica de transmissão. Nossos resultados mostram que a 

progênie controle que superexpressa claudina-3 (F1 CLD3) apresenta aumento 

gradativo de 30 % na TER (Fig. 16), portanto uma diminuição na passagem de íons. 

Takehara e colaboradores (2009), também observaram aumento da TER em células 

Caco-2 que superexpressam claudinas 3 e 4. Como era esperado, devido a 

perturbação nas JTs, a irradiação causou uma diminuição na TER em ambas as 

progênies, no entanto na progênie irradiada de células que superexpressam claudina-3 

(F1 CLD3) a diminuição de aproximadamente 40 % da TER foi mais acentuada 

mostrando um aumento na passagem a íons.  

As células HT-29 são conhecidas por serem pouco diferenciadas, porém está 

linhagem tem a característica de ter sua diferenciação modulada alterando os 

componentes do meio de cultivo das células (Chantret et al., 1988; Gout et al., 2004). 

Neste trabalho foi utilizado as células HT-29 transduzidas cultivadas em meio comum, 

portanto apresentam características de células pouco diferenciadas, com isso apesar 

de serem capazes de formar contatos célula-célula estes contatos não são 

completamente funcionais. No ensaio de vermelho de rutênio avaliamos a passagem de 
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macromoléculas através do fluxo paracelular. Nossos resultados mostram que em 

condições normais ocorre a passagem do corante na progênie controle de células 

transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE). O mesmo foi observado na progênie controle 

de células que superexpressam claudina-3 (Fig. 17), mostrando que apesar de 

diminuírem a TER, não são capazes de impedir a passagem de macromoléculas. De 

Souza e colaboradores (2013) demonstraram efeito semelhante ao observar a 

passagem de anticorpos que reconhecem a porção extracelular da proteína E-caderina 

através das JTs por imunofluorescência em condições não permeabilizantes. Este efeito 

dual na permeabilidade a íons e moléculas contribui para o conceito de que cada 

claudina tem sua função e é a partir da expressão de diferentes claudinas que o tecido 

consegue regular o fluxo paracelular dependendo da sua necessidade (Turkesen & 

Troy, 201; Günzel & Yu, 2013; Krug & Schulzke, 2014; Tamura & Tsukita, 2014). 

 No que diz respeito ao efeito da radiação na permeabilidade a macromoléculas 

obtivemos um resultado surpreendente. Como mencionado anteriormente a radiação é 

conhecida por alterar e desestabilizar as JTs, portanto esperávamos continuar 

observando permeabilidade a macromoléculas, no entanto podemos observar que após 

a irradiação as JTs passaram a impedir a permeabilidade do vermelho de rutênio. Este 

resultado pode ser justificado pela alteração na composição das JTs, uma vez que a 

radiação não regula apenas a claudina-3 (De Carvalho et al., 2006). Portanto outras 

claudinas ou proteínas das JTs como a tricelulina (Krug et al., 2009) ou a ocludina 

(Shen et al., 2011; Krug & Schulzke, 2014) que poderiam ter sido moduladas e por fim 

induzir diminuição na permeabilidade a macromoléculas. No entanto mais experimentos 

precisam ser realizados com o intuito de comprovar esta possibilidade.  

Como o desenvolvimento tumoral é um processo de múltiplas etapas (Hanahan 

& Weinberg, 2000 e 2012) torna-se necessário avaliar cada etapa frente a um 

tratamento ou condição para que seja possível determinar se o tratamento / condição 

atua promovendo ou impedindo a progressão tumoral. Para atingir este objetivo 

analisamos o papel da superexpressão de claudina-3 frente a radiação, em eventos 

celulares relacionados com o desenvolvimento tumoral, tais como: proliferação, 

migração, invasão e formação de colônia. 
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Inicialmente verificamos que a superexpressão de claudina-3 é capaz de 

aumentar em 35 % a proliferação celular em todos os tempos testados e que a radiação 

é capaz de reverter este efeito a partir de 48 h (Fig. 18). Dhawan e colaboradores 

(2011) mostraram que a superexpressão de claudina-2 em células de CCR (SW480 e 

HCT-116), induziu aumento na proliferação celular. Além disso, neste trabalho, os 

autores propuseram uma relação entre a superexpressão de claudina-2 e o aumento da 

permeabilidade paracelular, que causaria uma maior passagem de EGF através das 

JTs e com isso haveria um aumento na ativação do EGFR, que se encontra na 

membrana basolateral das células, favorecendo a proliferação celular.  

Neste contexto têm sido proposto a utilização de inibidores contra alvos das vias 

de sinalização do EGFR, tais como inibidores de Raf e MEK (Brand & Wheeler, 2012). 

Ensaios in vitro mostraram uma diminuição do crescimento celular e o crescimento 

tumoral em modelos in vivo quando tratados com inibidor de MEK1/2 (Yoon et al., 

2011). Nos testes clínicos o inibidor de MEK1/2 apresentou pouca atividade antitumoral 

em pacientes de CCR (Rinehart et al., 2004) de câncer de pulmão (Haura et al., 2010), 

entretanto ambos os trabalhos sugerem a combinação de tratamentos para a obtenção 

de uma melhor resposta dos pacientes. No caso do inibidor de PI3K um estudo clinico 

de fase II mostrou pouca atividade antitumoral em tumores sólidos avançados (Yap et 

al., 2011) e novamente foi apontada a necessidade de combinação entre diferentes 

tratamentos para maior eficácia. 

Com isso avaliamos o efeito do pré-tratamento com inibidores das vias de MEK e 

PI3K na radiorresposta das progênies no contexto da na proliferação celular e foi 

observado que a inibição de MEK potencializou o efeito da radiação, diminuindo a 

proliferação, independente do padrão de expressão da claudina-3. O inibidor de PI3K, 

no entanto, foi capaz de reverter o efeito causado pela radiação independente do 

padrão de expressão de claudina-3 em 24 e 48 h. No entanto, em 72 h o tratamento 

com o inibidor da via PI3K foi capaz de potencializar o efeito da radiação, diminuindo 

cerca de 50 % a proliferação, na progênie de células que superexpressam claudina-3 

(Fig. 23). Pickhard e colaboradores (2011) demonstraram que a inibição contínua das 

vias MEK e PI3K, separadamente, são capazes de reduzir a proliferação em 24 e 72 h 

em células de adenocarcinoma de cabeça e pescoço. 
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No presente trabalho, nossos resultados mostram que a superexpressão de 

claudina-3 é capaz de aumentar a migração celular em 60 % e que a radiação diminui a 

migração de ambas as progênies quando comparadas com as progênies controles, 

porém a superexpressão de claudina-3 parece conferir uma vantagem a migração 

celular, pois mesmo havendo a diminuição na migração após a irradiação, a capacidade 

migratória das células que superexpressam claudina-3 (F1 CLD3) ainda é 

aproximadamente 13 % maior que a das células transduzidas com vetor vazio (F1 

pBABE) (Fig. 19). Com relação ao efeito dos inibidores das vias de proliferação (MEK) e 

sobrevivência (PI3K) observamos que ambos os inibidores contribuíram aumentando a 

migração celular das progênies irradiadas. No trabalho publicado por Pickhard e 

colaboradores (2011) foi observado o efeito contrário, células de carcinoma de cabeça 

e pescoço quando tratadas com inibidores das vias MEK e PI3K e expostas a radiação 

apresentam diminuição na capacidade migratória, porém neste trabalho o tratamento 

com os inibidores é contínuo e talvez por isso nossos resultados não sejam os mesmos. 

Estes resultados indicam que neste contexto realizar um pré-tratamento com os 

inibidores das vias de proliferação e sobrevivência não contribui para a diminuição da 

migração celular. Na avaliação da capacidade invasiva das células demonstramos que 

houve um aumento de 18% na invasão na progênie irradiada de células transduzidas 

com vetor vazio (F1 pBABE). Foi observado, também, que a superexpressão de 

claudina-3 não causa alteração na capacidade invasiva da progênie controle, porém em 

combinação com a radiação é capaz de diminuir em 62 % a invasão das células (Fig. 

20). 

Li e colaboradores (2013) demonstraram, em células de adenocarcinma de 

pulmão, que a radiação é capaz de aumentar a invasividade dependente de integrina 

α1β2 e EGFR. Portanto, estes resultados e os nossos sugerem que o efeito da 

superexpressão de claudina-3 na invasão das células aparenta ser tecido específico. 

Na literatura, diversos trabalhos correlacionam a expressão de claudinas com a 

migração e invasão das células. A claudina-1, quando superexpressa, causa aumento 

na migração e invasão em carcinoma hepatocelular (Yoon et al., 2010) e quando 

downreguladas apresentam o efeito contrário em células de adenocarcinoma de cólon 

(Dhawan et al., 2005). A claudina-2 tem sido relacionada ao aumento da migração 
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células epiteliais normais de rim canino (MDCK) quando downreguladas (Ikari et al., 

2011). A claudina-3 tem sido relacionada com o aumento da migração e invasão 

quando downreguladas (Shang et al., 2012). Alguns trabalhos correlacionam também a 

superexpressão claudina-4 com a diminuição da invasão em células de câncer 

pancreático (Michl et al., 2003) e a estimulação da migração e invasão em células de 

câncer do ovário (Agarwal et al., 2005). Takehara e colaboradores (2009) 

correlacionaram a expressão de claudinas com a migração celular. Estes autores 

observaram, em células de CCR, aumento da migração com a superexpressão de 

claudina-2, diminuição da migração com a superexpressão de claudina 3 e 4, e 

verificaram, também, aumento da invasão em células que superexpressam claudina-4.    

Além disso, observamos que a superexpressão de claudina-3 aumenta em 40 % 

a capacidade de formar colônias e que a radiação provoca diminuição de 50 % na 

formação de colônia das progênies irradiadas (Fig. 21). A inibição das vias de 

proliferação (MEK) e sobrevivência (PI3K) contribuem aumentando a capacidade de 

formar colônias de ambas as progênies irradiadas, sugerindo que a combinação deste 

tratamento com a radiação contribui para o aumento na formação de colônia da 

progênie sobrevivente de células que superexpressam claudina-3 (Fig. 24). Os ensaios 

de formação de colônia dependente ou independente de ancoragem são utilizados em 

estudos in vitro para avaliar potencial tumorigênico das células. Alguns trabalhos já 

foram publicados associando a expressão de claudinas e a capacidade das células de 

formar colônias. Agarwal e colaboradores (2005) demonstraram que a superexpressão 

de claudina 3 e 4 são capazes de aumentar a formação de colônia em células de 

câncer de ovário. A claudina-2 tem sido associada ao aumento na formação de colônia 

dependente e independente de ancoragem em células de adenocarcinoma de cólon 

(Dhawn et al., 2011). Contudo a superexpressão (De Souza et al., 2013) e a 

downregulação (Huang et al., 2014) de claudina-1 não tem influência sobre a formação 

de colônias dependente de ancoragem, porém diminui a formação de colônia 

independente de ancoragem. Assim, nossos resultados corroboram a noção que 

alterações na expressão das claudinas contribuem para o aumento do potencial 

tumorigênico das células.  
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Neste contexto essa proteína seria indicador de mal prognóstico. Contudo a 

superexpressão de claudina-3 também é capaz de melhorar a resposta das células à 

radiação, tornando-a marcador de indicação de tratamento. Além disso a claudina-3 

poderia ser utilizada como alvo terapêutico. Kominsky e colaboradores (2004) 

demonstraram em células e amostras pacientes de câncer mama que a superexpressão 

de claudina-3 pode ser um bom marcador indicativo de tratamento com a enterotoxina 

produzida pela bactéria Clostridium perfringens. É bem conhecido que esta enterotoxina 

possui propriedades citotóxicas e tem como receptores específicos as claudinas 3 e 4 

(Gao & McLane, 2012). Portanto poderia ser utilizada no tratamento de outros tumores 

que apresentam aumento na expressão destas claudinas, como por exemplo o câncer 

ovário (Hough et al., 2000) e o CCR (Oliveira & Morgado-Díaz, 2006).  

Finalmente, os resultados obtidos neste trabalho contribuem para uma maior 

compreensão do papel da claudina-3 no CCR e com isso enfatizamos a possibilidade 

de utilização da claudina-3 como biomarcador. 
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Figura 27 - Esquema mostrando os efeitos da superexpressão de claudina-3 em células 
sobreviventes à radiação e frente ao tratamento com inibidores de vias de 
sinalização 

 

 

 

 

  

Legenda: A) Células HT-29 que superexpressam claudina-3 apresentam aumento na proliferação, 
migração e formação de colônias; B) A progênie de células HT-29 que superexpressam 
claudina-3 sobreviventes a radiação apresentam diminuição na proliferação, invasão e 
formação de colônias; C) A progênie de células HT-29 que superexpressam claudina-3 
sobreviventes ao pré-tratamento com os inibidores de MEK ou PI3K e a radiação apresentam 
diminuição na proliferação celular e aumento na migração e formação de colônia.  

 



90 
 

CONCLUSÔES 

 

 

a) O EGF regula a expressão proteica de claudina-3; 

 

b) A indução da superexpressão de claudina-3 contribui para o processo de 

malignização das células; 

 

c) A radiação tem a capacidade de diminuir a expressão de claudina-3; 

 

d) A superexpressão de claudina-3 é capaz de melhorar a resposta das 

células à radiação, revertendo o processo de malignização; 

 

e) O pré-tratamento com inibidores das vias de proliferação (MEK/ERK) e 

sobrevivência (PI3K-Akt) são capazes de reverter a melhora na resposta 

à radiação das células que superexpressam claudina-3, contribuindo para 

um potencial mais agressivo das células; 

 

f) A claudina-3 pode ser um bom marcador de prognóstico, preditivo de 

tratamento e alvo terapêutico, a fim de proporcionar aos pacientes de 

câncer um tratamento mais individualizado / personalizado; 
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