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RESUMO

Introducio - Colangiocarcinoma (CCA), segunda neoplasia hepatica mais comum, ¢
classificado em intra-hepatico (ICCA), peri-hilar (pCCA) e distal (dCCA). Considerando
a alta heterogeneidade de CCA, a caracterizacdo gendmica e molecular t€ém expandido
agdes terapéuticas. Radioterapia com iodo-131 (**'I) amplamente utilizada em tumores
de tireoide tem potencial aplicacdo em neoplasias hepaticas. Objetivos — Avaliar os efeitos

da radioterapia com "'

sobre a expressao génica do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGFA) e do fator induzido por hipoxia (HIF1A4) e de miRNAs alvos (101-3p,
126-3p, 145-3p, 142-3p, 210-5p e 224-3p), em linhagens celulares de CCA intra (HuCCT-
1) e extra-hepatico (TFK-1). Material e Métodos - Linhagens celulares humanas de CCA
(TFK-1 ¢ HuCCT-1), e de colangiocitos intra-hepaticos nao malignos (H69) foram
cultivadas. TFK-1 e HuCCT-1 foram irradiadas com '*'I (dosagens: 1, 20 e 60 Gy) em
diferentes tempos de exposi¢ao (2 horas, 48 horas e 12 dias). Apos a exposicao, foi
realizada a extragdo de RNA e miRNA, para andlise de expressdao por RT-PCR, com
resultados expressos em unidade de expressdo relativa na base log2 fold change.
Resultados — Em todas as dosagens e periodos, observou-se subexpressao de HIF1A4, com
destaque para as doses de 1Gy apos 48 horas (-0,97), seguido de 20Gy (-0,60), na
linhagem HuCCT-1. A linhagem TFK-1 mostrou valores reduzidos de H/FIA na dosagem
60Gy apds 2 horas (-4,0), seguido de 20Gy (-3,86) e 1Gy (-2,67), apos 48 horas. Houve
subexpressdo também em todas as dosagens e periodos para VEGFA na linhagem
HuCCT-1, destacando-se 1Gy (-0,82 — 48 horas) e 60Gy (-2,06 — 12 dias). Para a
linhagem TFK-1 houve subexpressdo de VEGFA para 20Gy, ap6s 12 dias (-2,09), seguido

de 48 horas (-0,92), e para 60Gy, apds 2 horas (-1,32). Em relacdo aos miRNAs, na

linhagem HuCCT-1, destacou-se subexpressao de miRNA-224-3p e miRNA-101-3p em
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todas as dosagens e periodos, particularmente, para 60Gy (-1,69), apds 2 horas e 12 dias
(-8,34), respectivamente; 0 mesmo ocorreu para o oncomiR 210-5p, destacando-se 20Gy,
apos 48 horas (-1,12). Por outro lado, nos demais miRNAs supressores tumorais
destacaram-se valores elevados em 126-3p (60Gy: 2,65), 142-3p (1Gy: 6,94) e 145-3p
(20Gy: 7,38), apos 2 horas e 48 horas para os demais, respectivamente. A linhagem TFK-
1 mostrou valores negativos em todas as dosagens e periodos apenas para miRNA-126-
3p, especialmente, para 1Gy e 60 Gy, apos 2 horas (-8,97; -8,38, respectivamente). Por
outro lado, os demais miRNAs supressores tumorais mostraram valores aumentados
principalmente, apos 48 horas (101-3p - 1Gy: 4,87), 2 horas (142-3p - 20Gy: 1,21) e 12
dias (145-3p -1Gy: 2,26; e 224-3p — 20Gy: 2,78). O oncomiR-210-5p mostrou redugao,
com destaque para 60 Gy, apos 12 dias (-0,57), mas superexpressao, apos 48 horas na
dosagem 1Gy (2,51). Conclusio - Ressalta-se o potencial da radioterapia com '*'I na
modulacdo da expressdao dos genes VEGFA e HIFIA ¢ de miRNAs, em funcdo da
dosagem e do tempo de exposi¢do, contribuindo para a compreensdo de mecanismos
moleculares envolvidos na angiogénese, destacando-se a relevancia desta modalidade
terapéutica para o CCA.

Palavras-chave: Radioterapia; MicroRNAs; lodo; Cancer; Figado; Angiogénese.
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ABSTRACT

Introduction - Cholangiocarcinoma (CCA), the second most common hepatic neoplasm,
is classified into intrahepatic (iICCA), perihilar (pCCA), and distal (dCCA). Considering
the high heterogeneity of CCA, genomic and molecular characterization has expanded
therapeutic actions. Radiotherapy with iodine-131 ('*'T), widely used in thyroid tumors,
has potential application in liver neoplasms. Objectives — To evaluate the effects of
radiotherapy with '*'I on gene expression of vascular endothelial growth factor (VEGFEA)
and hypoxia-inducible factor (HIF1A4) as well as target miRNAs (101-3p, 126-3p, 145-
3p, 142-3p, 210-5p and 224-3p) in intrahepatic (HuCCT-1) and extrahepatic (TFK-1)
CCA cell lines. Material and Methods - Human CCA cell lines (TFK-1 and HuCCT-1)
and non-malignant intrahepatic cholangiocyte cell line (H69) were cultured. TFK-1 and
HuCCT-1 were irradiated with '3'I (doses: 1, 20, and 60Gy) at different exposure times
(2 hours, 48 hours, and 12 days). After exposure, RNA and miRNA extraction was
performed, for expression analyzes by RT-PCR, with results expressed as relative
expression unit on a log2 fold change basis. Results — In all dosages and periods, HIF14
underexpression was observed, with emphasis on doses of 1Gy after 48 hours (-0.97),
followed by 20Gy (-0.60) in the HuCCT-1 cell line. The TFK-1 cell line showed reduced
HIF 1A values at the 60Gy dose after 2 hours (-4.0), followed by 20Gy (-3.86) and 1Gy (-
2.67) after 48 hours. There was also underexpression in all doses and periods for VEGFA
in the HuCCT-1 cell line, notably at 1Gy (-0.82 — 48 hours) and 60Gy (-2.06 — 12 days).
For the TFK-1 cell line, there was VEGFA underexpression for 20Gy after 12 days (-
2.09), followed by 48 hours (-0.92), and for 60Gy after 2 hours (-1.32). Regarding
miRNAs, in the HuCCT-1 cell line, underexpression of miRNA-224-3p and miRNA-101-

3p was highlighted in all doses and periods, particularly for 60Gy (-1.69) after 2 hours
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and 12 days (-8.34), respectively; the same occurred for the oncomiR 210-5p, with
emphasis on 20Gy after 48 hours (-1.12). On the other hand, other tumor-suppressor
miRNAs showed elevated values in 126-3p (60Gy: 2.65), 142-3p (1Gy: 6.94), and 145-
3p (20Gy: 7.38) after 2 hours and 48 hours for the others, respectively. The TFK-1 cell
line showed negative values in all doses and periods only for miRNA-126-3p, particularly
for 1Gy and 60Gy after 2 hours (-8.97; -8.38, respectively). Conversely, other tumor-
suppressor miRNAs showed increased values mainly after 48 hours (101-3p - 1Gy: 4.87),
2 hours (142-3p - 20Gy: 1.21), and 12 days (145-3p - 1Gy: 2.26; and 224-3p — 20Gy:
2.78). The oncomiR-210-5p showed a reduction, particularly for 60Gy after 12 days (-
0.57), but overexpression after 48 hours at the 1Gy dose (2.51). Conclusion - The
potential of Radiotherapy with '3'I in modulating the expression of VEGFA and HIF1A
genes and miRNAs is emphasized, depending on the dose and exposure time, contributing
to the understanding of molecular mechanisms involved in angiogenesis, highlighting the
relevance of this therapeutic modality for CCA.

Keywords: Radiotherapy; MicroRNAs; lodine; Cancer; Liver, Angiogenesis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos Clinico-Epidemiologicos do Colangiocarcinoma

O colangiocarcinoma (CCA) é a segunda neoplasia hepatica mais comum,? que
se densenvolve nos ductos biliares, caracterizando-se como um tumor geneticamente
heterogéneo, raro, agressivo, com alta frequéncia de metéstase e mortalidade.*® E
classificado em trés subtipos de acordo com o seu local de origem (Figura 1), incluindo
intra-hepatico (ICCA), localizado dentro do parénquima hepatico proximo aos ductos de
segunda ordem; peri-hilar (pCCA), originado entre os ductos biliares de segunda ordem
e a inser¢do no ducto cistico e ducto biliar comum; e distal (dCCA), presente no ducto

biliar comum, abaixo da insercdo do ducto cistico.!">¥

IoRAG
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Canaliculos
Biliares

Ductos Biliares de Ductos
Segunda Ordem Segmentares

Ducto Hepatico Esquerdo

Ducto Hepatico Direito

Ductos Hepaticos ( 7
pGCA Direito e Esquerdo : PCCA
- Inserc@o do Ducto Cistico
3 Ducto Hepatico Comum
dCCA Ducto Biliar Comum —  dCCA

Figura 1. Classificacdo do colangiocarcinoma de acordo com a localizagdo anatomica.
Modificado de Brindley et al. (2021).?) iCCA= colangiocarcinoma intra-hepético;

pCCA= colangiocarcinoma peri-hilar; dCCA= colangiocarcinoma distal.

Globalmente, essa neoplasia representa entre 10 e 15% dos casos de cancer

hepatico.” Contudo, sua incidéncia tem aumentado nas duas ultimas décadas,



principalmente, em paises do continente Asidtico como Tailandia, Coreia do Sul e
China,®* onde a incidéncia de infec¢des por parasitas hepaticos é muito comum.?®
Destacam-se entre os fatores de risco infec¢do por virus da hepatite C e B, colelitiase,
etilismo, cirrose, tabagismo, obesidade, diabetes, dentre outros.®

Por ser uma doenga silenciosa e que apresenta, em seu estagio inicial, sintomas
inespecificos, geralmente ¢ diagnosticada em fases avancadas, o que limita as opgdes
terapéuticas e efetividade do tratamento.®”) Ressalta-se que a resseccdo ciriirgica e o
transplante hepatico oferecem possibilidade de cura, entretanto, apenas cerca de 25% dos
casos sdo elegiveis para ressecdo cirurgica no diagndstico.!>) Para os casos sem indica¢io
cirtirgica, as opgdes terapeuticas incluem quimioterapia e radioterapia.®) No entanto, de
modo geral, estas abordagens tém carater paliativo,") tornando-se imprescindivel
investigar novas formas de tratamento para a doenca.

Os subtipos de colangiocarcinoma (CCA) apresentam diferengas significativas em
prognostico e gravidade, influenciadas principalmente pela localizacdo anatomica do
tumor e pelas particularidades de cada regido afetada."® O CCA intra-hepético (iCCA),
localizado dentro do figado, ¢ frequentemente diagnosticado em estagios avancgados
devido a auséncia de sintomas especificos iniciais, o que compromete as chances de
tratamento cirurgico e contribui para um prognéstico geralmente mais desfavoravel.®%1?
O CCA peri-hilar (pCCA), localizado proximo ao hilo hepatico, ¢ o subtipo mais comum
e possui um progndstico intermediario. ¥ Apesar de também ser diagnosticado
tardiamente, o pCCA pode ser ressecado em alguns casos, embora a complexidade da
cirurgia aumente os riscos.!'V J4 o CCA distal (dCCA), presente na por¢io distal do ducto
biliar, tende a ter o melhor prognoéstico dos trés subtipos, devido a maior acessibilidade

cirirgica e taxas mais elevadas de resseccio completa. >!12) Esses aspectos tornam o



entendimento das diferengas entre os subtipos essencial para o planejamento terapéutico

e para o desenvolvimento de estratégias direcionadas ao manejo da doenca.":¥

1.2 Interaciio Génica e Colangiocarcinoma

Considerando a alta heterogeneidade e as caracteristicas individuais dos CCAs, a
caracterizacdo genomica e molecular tornam-se indispensaveis para investigar melhor a
patogénese, ampliando as agdes terapéuticas.!” Nesse contexto, a utilizagio de
marcadores moleculares como micro-RNAs (miRNAs) e genes alvo vém sendo
amplamente estudado. Os miRNAs, inicialmente descritos em 1993, consistem em uma
classe de pequenos RNAs ndo codificantes de aproximadamente 18-22 nucleotideos,
geralmente localizados na regido 3'UTRs dos RNAs mensageiros (RNAm).(1>19

A biogénese (Figura 2) se inicia no nucleo, com a transcri¢ao de DNA em miRNA
primario (pri-miRNA) pela acdo da polimerase II. Esta molécula, cuja estrutura se
apresenta imperfeita, ¢ clivada pelo complexo Drosha-DGCRS, resultando em nova
estrutura formada por aproximadamente 60-90 nucleotideos com extremidade 3' de dois
nucleotideos, 0 miRNA precursor (pre-miRNA). O pre-miRNA, ¢ transportado para o
citoplasma por meio da proteina de exportacdo XPOS5 onde se tornard substrato para um
complexo proteico (Dicer-TRBP), originando um miRNA de fita dupla que se dividira ao
interagir com proteinas da familia 4rgonaute (Ago). A cadeia funcional dominante sera
incorporada ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) atuando, assim, na
regulacio génica pos-transcricional. 1319

Quanto ao modo de agdo, essas moléculas atuam sempre como inibidores,
podendo desempenhar papéis distintos no cancer. Quando reprimem oncogenes, Sao

caracterizados como miRNAs supressores de tumor, prevenindo o desenvolvimento da



doenga. Por outro lado, ao inibir genes supressores de tumor, permitem o avango tumoral,
sendo entio considerados, oncomiRs.!>!® Destacam-se por estarem envolvidos em
varios processos da tumorigénese, como proliferacdo celular, apoptose, autofagia,

migragdo, invasio e metistase.(!”1?

Citoplasma

T DNA
_,J“”““UUmuH{mﬂ}'m”—
1y

Figura 2. Biogénese do microRNA e mecanismos de regulagio do RNAm-alvo.
Transcricdo do DNA em miRNA primario (pri-miRNA). Clivagem do pri-miRNA pelo
Drosha-DGCRS8 gerando miRNA precursor (pre-miRNA). Transporte do pre-miRNA até
o citoplasma por meio da XPOS5. Clivagem do pre-miRNA pelo Dicer-TRBP originando
um miRNA de fita dupla. miRNA maduro incorporado pelo RISC. DROSHA=
ribonuclease tipo III. DGCR8= syndrome critical region gene 8 - regido critica 8 da
sindrome de DiGeorge. XPO5= exportina 5. DICER= ribonuclease tipo III. TRBP=
transactivation responsive RNA binding protein - proteina de ligacdo a RNA responsiva
a transativa¢ao. RISC= RNA-induced silencing complex - Complexo de Silenciamento
Induzido por RNA. Porcdo funcional do miRNA estd indicada em vermelho. Alvo do
RNAm apresentado pela linha azul solida. Linha azul tracejada representa o RNAm
degradado. Corpos lilds representam o complexo Drosha-DGCRS. Cilindro azul
representa a proteina exportina-5. Corpos azuis representam o complexo Dicer-TRBP.
Corpos turquesas representam complexo RISC. Corpos verdes representam os

ribossomos. Adaptado de Diener et al., 2024.(19



Adicionalmente, os miRNAs tém expressao diferencial em tipos de cancer
associados a diferentes tecidos, como resultado da complexidade dos multiplos alvos que
afetam inimeros transcritos nas vias de sinalizacdo relacionadas a tumorigénese.?%2!
Entre os fatores genéticos associados a carcinogénese, destcam-se aqueles envolvidos na
formag¢do de novos vasos sanguineos no tumor, essenciais para seu crescimento e

disseminacdo metastatica.>?¥

Desse modo, ¢ crescente o interesse pelo
desenvolvimento de agentes terapéuticos que atuem nesses mecanismos.

Nesse contexto, 0 miRNA-142-3p surge como um potencial supressor tumoral,
uma vez que atua no substrato de toxina botulinica C3 relacionado a proteina Ras 1
(RAC1= Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1), que regula eventos chave como
angiogénese, ampliando a patogenia do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF
= vascular endothelial growth factor).*> Além disso, He et al. Observaram que a
expressao deste miRNA esta reduzida no carcinoma hepatocelular (CHC). No entanto,
quando superexpresso exerce funcdes anti-tumorais, reprimindo células metastaticas e
revertendo a formagdo da transicdo epitélio-mesenquimal (TEM), um processo
fundamental para a progressao tumoral, no qual células epiteliais adquirem caracteristicas
mesenquimais, facilitando a invasdo e migragio para tecidos distantes.?®

Por outro lado, o miRNA-210-5p destaca-se pelo efeito oposto, atuando como
oncomiR.?? Este miRNA regula a resposta a hipoxia, com foco no HIF-1a, e integra a
resposta adaptativa celular para promover a sobrevivéncia em ambientes de baixa
disponibilidade de oxigénio, favorecendo a angiogénese e o crescimento tumoral sob
condi¢des adversas.??® Tem sua expressdo aumentada em CHC correlacionada com
outros tipos de carcinoma, como cancer colorretal, de pulmio e pancreas.?”*® No CCA,

sua expressdo elevada em condigdes de hipdxia favorece a adaptagdo tumoral,



contribuindo para a proliferagdo celular, metastase, apoptose e resisténcia a
quimioterapia. Desse modo, destaca-se a inibi¢do desse miRNA como um alvo promissor
no tratamento do CCA.?% Adicionalmente, a hipoxia pode aumentar a expressio relativa
da proteina 5 relacionada a autofagia (ATG5= autophagy-associated gene 5), importante
alvo do miRNA-224-3p, que sugere uma inducdo da autofagia em células tumorais,*?

evidenciando sua acao antitumoral.

O miRNA-101-3p ¢ um importante inibidor de angiogénese, atuando diretamente
no VEGF,®V regulando negativamente sua expressio e diminuindo a invasio e migragio
celular e, consequentemente, a apoptose.®? Estudos observaram o efeito importante no
desenvolvimento de fibrose em doengas hepaticas, cancer e outras doengas. MiRNA-101-
3p torna-se o foco e ponto importante da pesquisa sobre o cancer,®® considerando que
sua subexpressao em CHC esta associada ao pior progndstico, por causar supressao
tumoral, tendo como alvo inimeros genes.®?

Destaca-se também como supressor tumoral o miRNA-126-3p capaz de modular
negativamente inumeros genes, dentre eles o VEGFA, atuando como supressor tumoral.
Ha referéncia de sua expressao reduzida em varios tipos de cancer como CCA, glioma,
CHC, de esdfago e pancreas.®>3®) Ressalta-se, ainda, a restauragio de miRNA-126-3p em
cultura de células tumorais hepaticas, como estratégia para aumento da citolise mediada
por células natural killer (NK) e interferéncia na neo-angiogénese ¢ a disseminacao do
tumor. %)

Adicionalmente, evidencia-se a acdo semelhante do supressor tumoral miRNA-
145-3p em que se destaca a agdo direta no VEGF.®? Diante da reduco da expressio,
observou-se mau prognostico em cancer de prostata, mama, gastrico e colorretal em

detrimento de oncoproteinas, proliferacdo celular e potencial angiogénico.®” Além disso,



miRNA-145-3p inibiu a glicolise em cancer cervical pela regulacdo do proto-oncogene
MCY (microcystin synthetase), assim como, por controlar proliferacdo celular e
metastase.®® De fato, miRNAs podem regular de forma positiva ou negativa intimeros
genes alvo, uma vez que participam do metabolismo celular, destacando-se que niveis
desses miRNAs podem ser influenciados por diferentes tipos de terapias anticancer.%3%)

Nosso grupo avaliou a eficacia terapéutica do iodo-131 (**'I) em duas linhagens
celulares de CCA intra (HuCCT-1) e extra-hepaticas (TFK-1).) Observamos expressio
elevada do simportador de sodio-iodo (NIS), além de redugdo da viabilidade e
sobrevivéncia celular apos a irradiagio das células tumorais com '*'I, em comparagio aos
colangiécitos normais. Reconhecidamente, esse transportador medeia a captacao de iodo
pela tireoide, representando um componente-chave na radioterapia metabdlica utilizando
13! para o tratamento do cancer de tireoide.*?’ Contudo, faz-se necessario avaliar o efeito

dessa terapéutica na expressao de miRNAs envolvidos na modulagdo de vias associadas

ao desenvolvimento de cancer de ductos biliares.

1.3 Angiogénese e Colangiocarcinoma

A angiogénese (Figura 3) ¢ um processo biologico fundamental para o
crescimento tumoral, no qual novos vasos sanguineos se formam a partir de uma rede
vascular pré-existente para suprir a demanda de oxigénio e nutrientes dos tecidos com

rapida proliferacdo, como observado em muitos tipos de cancer, incluindo o CCA 4142
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Figura 3. Progressao tumoral mediada pela angiogénese. A rapida expansdao do tumor
gera um ambiente de privacao de oxigénio e nutrientes. Esse microambiente hipoxico
estimula a liberagao de fatores pro angiogénicos, resultando na formagdo de novos vasos
sanguineos. Esses vasos recém-formados fornecem suporte vital para o transporte de
oxigénio e nutrientes, promovendo a sobrevivéncia, crescimento e proliferagdao de células
tumorais. Células com fendtipo mais agressivo podem invadir tecidos adjacentes e
disseminar-se para regides distantes pela corrente sanguinea, culminando em matdastases.

Modificado de Pathak et al., 2024.¢D

O fator de transcricdo induzido por hipéxia (HIF) é essencial para a adaptagdo
celular em condigdes de baixa disponibilidade de oxigénio, regulando a expressdo de
genes que mantém a homeostase. O HIF-1, um heterodimero composto pelas subunidades
HIF-1a e HIF-1PB ¢ central nesse processo. Sob condi¢des normodxicas, HIF-18 ¢
constitutivamente expresso, enquanto HIF-1a é rapidamente degradado em um processo
dependente de oxigénio. Em hipdxia, o HIF-1a ndo ¢ degradado e regula mais de 100

genes relacionados a eritropoiese, metabolismo de ferro e glicose, proliferagdo celular,
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apoptose e angiogénese. *3*4 O principal gene-alvo de HIF-lo. é o fator pro-
angiogénico denominado fator de crescimento endotelial vascular (VEGF= vascular
endothelial growth factor).

O VEGF, uma glicoproteina que se liga a heparina, atua como um potente agente
de permeabilidade vascular e ¢ reconhecido como um promotor central da

(2345) Tdentificado por Ferrara e Henzel em 1989, o VEGF ¢ expresso por

angiogénese.
diversos tipos celulares, incluindo fibroblastos, células musculares lisas, condrocitos
hipertroficos e osteoblastos.*® Além disso, o VEGF é fator promotor da angiogénese,
processo necessario para o crescimento do tumor primério, invasio e metéstases.?*49)
Entre os membros dessa familia de fatores de crescimento, o VEGFA ¢ o principal
regulador da angiogénese tumoral e da permeabilidade vascular, facilitando a progressao
tumoral e a disseminacdo metastatica.*”

A integragdo de marcadores moleculares que influenciam a angiogénese,
associada a andlise da resposta a radioterapia metabdlica com '*'I, pode contrbuir para a

compreensdo dos mecanismos de tumorigénese no CCA com perspectiva para o

desenvolvimento de novas abordagens terapeuticas.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da radioterapia metabdlica com "' sobre a expressdo dos genes-
alvo VEGFA e HIF14, bem como de miRNAs (101-3p, 126-3p, 142-3p, 145-3p, 210-5p
e 224-3p) em linhagens celulares de CCA intra (HuCCT-1) e extra-hepatico (TFK-1),

visando avaliar seu potencial terapéutico.
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1.4.2 Objetivos especificos

1. Analisar a expressdo dos genes-alvo HIFIA e VEGFA em linhagens celulares
humanas de CCA (HuCCT-1 e TFK-1), expostas a radioterapia metabdlica com '3'L.

2. Analisar a expressdao dos miRNAs 101-3p, 126-3p, 142-3p, 145-3p, 210-5p e
224-3p em cultura de linhagens celulares humanas de CCA (HuCCT-1 e TFK-1) expostas
a radioterapia metabolica com 3'I.

3. Avaliar a associagdo da expressao dos genes HIF1A e VEGFA com a expressao

dos miRNAs 101-3p, 126-3p, 142-3p, 145-3p, 210-5p e 224-3p, nas linhagens celulares

HuCCT-1 e TFK-1 expostas ao "*!I.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Cultura Celular

Foram utilizadas linhagens celulares humanas de CCA TFK-1 (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) e HuCCT-1 (JCRB0425, JCRB Cell
Bank), juntamente com a linhagem celular humana imortalizada de colangidcitos intra-
hepaticos ndo malignos (H69). Essa etapa foi realizada no Instituto Biomédico de
Investigacdo em Luz e Imagem da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra
(FMUC), colaborador neste estudo, de acordo com as instrugdes do fabricante, em RPMI-
1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com 5% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich), 1%
de antibidtico/antimicotico (Gibco®) e piruvato de sodio (Gibco®; Thermo Fisher
Scientific) a400 mM, pH 7,4. As células H69 foram cultivadas de acordo com Hohenester
etal. (2012).“® As células foram mantidas em atmosfera umidificada, 37°C e 5% de CO:
e foi realizado repique duas vezes por semana (Incubadora Heraeus HeraCell 150 CO»,
BridgePath Scientific).

2.2 Irradiacdo de Células com '3'1

As linhagens celulares em cultura foram irradiadas com diferentes doses de '*'I
(1, 20 e 60 Gy) e tempos de exposi¢ao (2 horas, 48 horas e 12 dias), conforme protocolo

previamente estabelecido“” e padronizado por Brito et al.”) Todas as analises utilizaram

c€lulas controle (H69; nao irradiadas) e irradiadas (TFK-1 e HuCCT-1). As doses ¢ os

tempos foram previamente calculados pela equacdo mz2M , emque D = dose
absorvida (Gy), A0 = atividade inicial da fonte radioativa (mCi), T1 / 2 = meia vida, t =
tempo de irradiacdo (s), E = energia média de desintegracdo (eV), M = massa da amostra

sujeita a irradiacdo (kg). © Ensaios clonogénicos utilizando a coloragio violeta de cristal
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foram utilizados para garantir a sobrevivéncia e viabilidade celular, bem como,

determinar a dose de !*'I necessdria para inibir 50% da sobrevivéncia celular.®

2.3 Anailise de Expressao Génica e miRNA

Apds exposigio ao *'1, as células TFK-1 e HuCCT-1 foram lavadas com solugio
salina tamponada com fosfato (PBS). Para extracio de RNA e miRNA nas células em
suspensdo de 2x10° células/mL utilizou-se Trizol (Thermo Fisher Scientific ®), de acordo
com o manual do fabricante. A concentragdo e pureza do RNA total extraido foram
analisadas pelo NanoDrop (NanoDrop Technologies), e considerou-se absorbancia da
amostra sobre a proporcao de 260/280 para pureza do RNA total, e 1,7 — 2,0 para
integridade da amostra. Para a transcri¢ao reversa de RNAm e miRNAs foi utilizado o kit
TagMan MicroRNA Reverse Transcription, especificos para os miRNAs e universal para
mRNA (material suplementar — Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Com
volume final de 20 pL, a reagdo foi submetida ao termociclador com as condi¢des de
ciclagem de 16°C por 30 minutos, 42°C por 30 minutos, 85°C por 5 minutos. As amostras
de cDNA foram submetidas a reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR)
para analise de expressdo, utilizando o equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems)
e testadas em duplicata. A reagdo, com volume final de 20 puL, foi composta por 10 puL de
TagMan Universal Master Mix (Applied Biosystems), 1 pL de sonda TagMan (material
suplementar), 2 pLL de cDNA (10 ng) e 7 uLL de 4gua livre de nucleases. As condigdes de
qPCR foram de 50°C por 2 min, 95°C durante 10 min, seguido por 35 ciclos a 95° C
durante 15s e 60°C por 1 min.
2-AACt

A expressao relativa dos miRNAs e RNAm foi calculada pelo método

(Livak e Schmittgen, 2001; Schmittgen e Livak, 2008) e a reagdo normalizada pelos genes
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housekeeping U6 e RNU48 e pelo controle negativo. Os resultados foram expressos em

unidade de expressdo relativa na base log2 fold change (Log2FC).
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3. RESULTADOS

3.1 Nivel de Expressao Génica e de miRNAs em Linhagens Celulares de CCA
Considerando a Exposi¢io ao 'l

3.1.1 Expressao génica de HIF1A4 e VEGFA

Para HIFIA (Figura 4A-B), a linhagem HuCCT-1 apresentou subexpressao em
todas as dosagens e periodos de exposicio ao '*'I, exceto na dosagem de 60Gy, que
mostrou superexpressao, apos 12 dias (0,79; Figura 4A). Por outro lado, a linhagem TFK-
1 mostrou superexpressao de HIFI4A em 1Gy (0,71) e 20Gy (0,91) nas primeiras 2 horas

apos a exposi¢io ao P!,

seguida por expressiva redug¢ao nos niveis de expressao apos 48
horas (-2.67 ¢ -3,86, respectivamente) e 12 dias (-1,54 e -3,70, respectivamente) (Figura
4B). A dosagem de 60Gy nesta linhagem mostrou subexpressao imediata apos 2 horas (-
4,00), com aumento da expressao nos periodos subsequentes, especialmente aos 12 dias
(0,90).

Em relagio a VEGFA (Figura 4C-D), a linhagem HuCCT-1 mostrou
subexpressdo em todas as dosagens e periodos, destacando-se 1Gy e 60Gy, ap6s 2 horas
(-1,89) e 12 dias (-2,06), respectivamente (Figura 4C). Por outro lado, observou-se na
linhagem TFK-1 superexpressdo de VEGFA apds 2 horas, na dosagem 1Gy (1,01) e
principalmente para 20Gy (4,28; Figura 4D). No entanto, a dosagem 1Gy associou-se a
superexpressao de VEGFA também apos 48 horas e 12 dias (0,45 e 0,46,
respectivamente), enquanto 20Gy resultou em subexpressao nos referidos periodos (-0,92
e -2,09, respectivamente). A dosagem 60Gy mostrou um padrido crescente, com

subexpressdo nas primeiras 2 horas (-1,32), seguido de superexpressao apos 48 horas

(0,06) e 12 dias (1,29).
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Figura 4. Expressdo génica de fator induzido por hipoxia (HIF'14) e fator de transcrigao
endotelial vascular (VEGFA) em linhagens celulares de colangiocarcinoma intra
(HuCCT-1) e extra-hepético (TFK-1): A) HIF 14 (HuCCT-1), B) HIF1A (TFK-1), C) VEGFA
(HuCCT-1) e D) VEGFA (TFK-1) expostas a doses de 1Gy, 20Gy e 60Gy de iodo-131 por
periodo de 2 horas 48 horas e 12 dias. Log2FC = log2 fold change.

3.1.2 Expressao do supressor tumoral miRNA-142-3p

Para a linhagem HuCCT-1, houve acréscimo consideravel nos niveis de expressao
de miRNA-142-3p ap6s tratamento com *'I nas trés doses em 48 horas, principalmente,
com 1Gy (6,94) e 20Gy (5,64), comparado a 60Gy (2,58). Por outro lado, houve
subexpressdo acentuada na dosagem de 1Gy, apos 2 horas de exposi¢do (-4,06) (Figura

5A). Para a linhagem TFK-1, os niveis de expressio de miRNA-142-3p foram mais

elevados na dose de 20Gy (1,12) em comparagdo com 1 e 60Gy (0,93 para ambos) depois



19

de 2 horas de tratamento. Ao considerar a influéncia do tempo (2 horas, 48 horas e 12
dias) na expressdo deste marcador, observou-se aumento progressivo nas doses 1Gy (-
4,32; 0,93 e 1,18, respectivamente) e 60Gy (-5,06; 0,93 e 1,01, respectivamente). Por
outro lado, para a dose de 20Gy, houve reducdo gradual da expressdo de miRNA-142-3p
de acordo com o aumento do tempo de exposi¢ao (1,21; 1,12 e 0,69, respectivamente;

Figura 5B).

3.1.3 Expressao do oncomiR 210-5p

A Figura 5C mostra os valores de expressao para a linhagem HuCCT-1. Destacou-
se a subexpressao de miRNA-210-5p exceto na dosagem de 1Gy, apos duas horas de
exposicao (0,49) e, principalmente, na dosagem de 60Gy, associada a aumento
exacerbado da expressdo apos 12 dias (3,83) de exposi¢io ao '*'I. Por outro lado, a
linhagem TFK-1 mostrou aumento exacerbado da expressaio de miRNA-210-5p
principalmente nas trés dosagens apos 48 horas de exposicao (1Gy= 2,51, 20Gy= 0,69 ¢
60Gy= 0,57) em comparagdo aos outros periodos, apds 2 horas (0,75, 0,41 e -0,14,
respectivamente) e 12 dias (1,28, 0,60 e -0,57, respectivamente), destacando a
subexpressdao na dosagem apenas de 60Gy apos 2 horas (-0,14) e 12 dias (-0,57; Figura

5D).

3.1.4 Expressao do supressor tumoral miRNA-224-3p

Em células HuCCT-1, notou-se subexpressdo de miRNA-224-3p em todas as
condi¢des analisadas em relagdo ao controle. Observou-se, ainda, aumento progressivo
da expressdo de miRNA-224-3p ao utilizar dose de 60Gy em 2 horas (-1,69), 48 horas

(-1,36) e 12 dias (-0,70). Por outro lado, houve decréscimo na expressdao na dose de 1Gy
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em trés tempos (2 horas=-0,74, 48 horas=-1,38 e 12 dias= -1,54; Figura 5E). Nas cé¢lulas
TFK-1, observou-se superexpressdao de miRNA-224-3p associada ao aumento de dose
ap6s 2h (1Gy= 1,19, 20Gy= 1,92 e 60Gy= 1,86). Apds 48 horas de irradiagio com "*'I,
0s niveis continuaram superexpressos, entretanto, observou-se decréscimo em todas as
doses (1Gy= 0,62, 20Gy= 0,51 e 60Gy= 1,54), seguido de acréscimo apos 12 dias

(1Gy= 2,71, 20Gy= 2,78 e 60Gy= 2,56; Figura 5F).
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Figura 5. Expressdo de miRNA-142-3p, miRNA-210-5p e miRNA-224-3p em linhagens

2h 48h 12d

celulares de colangiocarcinoma intra (HuCCT-1) e extra-hepatico (TFK-1): A) miRNA-
142-3p (HuCCT-1), B) miRNA-142-3p (TFK-1), C) miRNA-210-5p (HuCCT-1), D)
miRNA-210-5p (TFK-1), E) miRNA-224-3p (HuCCT-1) e F) miRNA-224-3p (TFK-1)

expostas a doses de 1Gy, 20Gy e 60Gy de iodo-131 por periodo de 2 horas, 48 horas e 12

dias. Log2FC = log2 fold change.
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3.1.5 Expressao do supressor tumoral miRNA-101-3p

Em relagdo a linhagem HuCCT-1 (Figura 6A) observou-se subexpressao em todas
as dosagens e tempos, com a reducao da expressao com o passar do tempo: 2 horas (1Gy=
-1,05, 20Gy= -0,36 e 60Gy= -1,5); 48 horas (1Gy= -1,21, 20Gy= -1,34 e 60Gy=-7,75) e
12 dias (1Gy=-1,42, 20Gy=-1,44 ¢ 60Gy=-8,34). Destacou-se a dose de 60Gy associada
a expressao extremamente reduzida em todos os tempos (2 horas = -1,50; 48 horas = -
7,75; 12 dias = -8,34). Por outro lado, para a linhagem TFK-1 (Figura 6B) foi observado
a superexpressao em todas dosagens e tempos, particularmente na dosagem de 1Gy apds
48 horas (4,87). A dosagem de 60Gy associou-se a valores reduzidos de expressao,

particularmente, apos duas horas (0,40) e 12 dias (0,71).

3.1.6 Expressao do supressor tumoral miRNA-126-3p

Em células HuCCT-1 (Figura 6C), observou-se expressao elevada de miRNA-
126-3p ap6s 2 horas de tratamento com '*'I ao aumentar as doses (1Gy = -2,94, 20Gy =
1,48 e 60Gy = 2,65). Por outro lado, na analise considerando variagdes do tempo de
exposi¢do ao *'T com dose de 60Gy, houve decréscimo da expressio do miRNA-126-3p
(2 horas: 2,65, 48 horas: 2,58 e 12 dias: 2,34). Para células TFK-1, mostrou-se
subexpressdo em todos os tempos e dosagens, destacando um aumento progressivo para
as dosagens 1Gy (2 horas = -8,97; 48 horas = -3,64; 12 dias = -2,84) ¢ 20Gy (2 horas = -

3,64; 48 horas = -3,64; 12 dias = -2,84; Figura 6D).

3.1.7 Expressao do supressor tumoral miRNA-145-3p
A Figura 6E mostra os valores de expressao para a linhagem HuCCT-1. Destacou-

se a superexpressdo de miRNA-145-3p na dosagem de 1 e 20Gy apos 48 horas de
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exposicdo ao I (4,72 e 7,38, respectivamente), assim como, elevacdo nas doses de 1 e
60Gy apods 2 horas de exposicao (2,08 e 2,91, respectivamente). Houve subexpressao de
miRNA-145-3p em todas as dosagens (1, 20 e 60 Gy), ap6s 12 dias de irradiagdo com *'I
(-2,09; -0,06 e -0,23, respectivamente). Em relacdo a linhagem TFK-1 (Figura 6F),
mostrou aumento consideravel da expressao de miRNA-145-3p na dosagem de 1Gy em
2 horas, 48 horas e 12 dias (-3,40, -0,81 e 2,26, respectivamente) e, ainda, ao considerar

as doses de 1Gy, 20Gy e 60Gy em 2 horas (-3,40, -1,25 e 1,30, respectivamente) e 48

horas (-0,81, -0,38 e 0,02, respectivamente).
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Figura 6. Expressao de miRNA-101-3p, miRNA-101-3p e miRNA-126-3p em linhagens

celulares de colangiocarcinoma intra (HuCCT-1) e extra-hepatico (TFK-1): A) miRNA-
101-3p (HuCCT-1), B) miRNA-101-3p (TFK-1), C) miRNA-126-3p (HuCCT-1), D)
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expostas a doses de 1Gy, 20Gy e 60Gy de iodo-131 por periodo de 2 horas 48 horas e 12 dias.
Log2FC = log2 fold change.
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3.2 Expressdo Génica de VEGFA e HIF1A considerando Dosagem e Tempo
de Exposi¢iio a Radioterapia com "'l

Na andlise do VEGFA, a linhagem HuCCT-1 apresentou subexpressao consistente
em todos os periodos para a dosagem de 1Gy (2 horas = -1,89; 48 horas = -0,82; 12 dias
= -1,42), enquanto a linhagem TFK-1 mostrou superexpressdo (1,01, 0,45 e 0,46,
respectivamente; Figura 7A). Para a dosagem de 20Gy apenas a linhagem TFK-1 mostrou
superexpressao apos 2 horas (4,28; Figura 7B), para os demais tempos observou-se
subexpressdo. Para a dosagem de 60Gy houve subexpressdo de VEGFA para as duas
linhagens, ap6s 2 horas (HuCCT-1 = -1,26; TFK-1 = -1,32), no entanto, manteve-se
subexpresso apenas em HuCCT-1 (48 horas = -0,10; 12dias = -2,06), enquanto em TFK-
1 destacou-se superxpressao, ap6os 12 dias (1,29; Figura 7C).

Em relacdo a expressdo de HIF1A, observou-se um padrdo similar nas dosagens
de 1Gy e 20Gy, com subexpressdo na linhagem HuCCT-1 (-0,52 e -0,61,
respectivamente) e superexpressao em TFK-1 (0,71 e 0,91, respectivamente), apos 2
horas de exposicdo ao '*'T (Figura 7D-E). Apods 48 horas nas referidas doses houve
subexpressdao em HuCCT-1 (-0,97 e -0,60, respectivamente), assim como em TFK-1 (-
2,67 e -3,86, respectivamente). O mesmo ocorreu apos 12 dias, com valores reduzidos
principalmente em TFK-1 na dose de 20Gy (-3,70; Figura 7D-E). Para a dosagem de
60Gy houve subexpressao de HIF'1A, ap6s 2 horas em ambas as linhagens, com destaque
para TFK-1 (-4,00), e superexpressao apos 12 dias (HuCCT-1 = 0,79 e TFK-1 = 0,90),
enquanto em 48 horas expressao reduzida (HuCCT-1 = -0,14 e TFK-1 = 0,08; Figura

7F).
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3.3 Nivel de miRNAs considerando Dosagem e Tempo de Exposi¢io a
Radioterapia com *'I

Observou-se subexpressao nas duas linhagens para miRNA-142-3p na dose de
1Gy apds 2 horas de exposicdo (HuCCT-1 = -4,06 e TFK-1 = -4,32), seguido de
superexpressao, apds 48 horas (HuCCT-1 =6,94 e TFK-1 = 0,93) e 12 dias (HuCCT-1 =
0,23 e TFK-1 = 1,18; Figura 8A). J& para as outras dosagens, destacou-se superxpressao
particularmente na linhagem HuCCT-1, apds 48 horas na dose 20Gy (5,64; Figura 8B),
enquanto subexpressao foi observada em TFK-1, apos 2 horas na dose de 60Gy (-5,06;
Figura 8C).

Em relagdao ao miRNA-210-5p, para a dose 1Gy destacou-se a supexpressdo na
linhagem TFK-1, apo6s 48 horas (2,51; Figura 8D), enquanto na dose 20Gy houve
subexpressdao na linhagem HuCCT-1 (-1,12; Figura 8E). No entanto, essa linhagem
apresentou os niveis mais elevados de expressao considerando 12 dias na dose de 60Gy
(3,83; Figura 8F).

Para o miRNA-126-3p, predominou subexpressao acentuada em todas as
dosagens para a linhagem TFK-1 (Figura 9A-C), particularmente, apds 2 horas nas
dosagens de 1Gy (-8,97) e 60Gy (-8,38). Por outro lado, para HuCCT-1 houve
superxpressao com destaque na dose 60Gy, apos 2 horas (2,65), 48 horas (2,58) e 12 dias
(2,34), entretanto, houve subexpressdo na dose 1Gy, apés 2 horas de exposi¢do ao 'I (-
2,94; Figura 9A).

Para miRNA-145-3p (Figura 9D-F) destacou-se superexpressdo na linhagem
HuCCT-1 na dose 1Gy e 20Gy em exposicao por 48 horas (4,72 e 7,38, respectivamente;
Figura 9D-E), no entanto, houve subexpressio nas doses 1Gy e 60 Gy, respectivamente,

apos 12 dias (-2,09; Figura 9D) e 48 horas (-2,81; Figura 9F). Subexpressao também foi
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observada na linhagem TFK-1 na dose 1Gy, apds 2 horas (-3,40), no entanto, com
superexpressdo, apés 12 dias (2,26; Figura 9D), assim como, também ap6s 2 horas na
dose 60Gy (1,30; Figura 9F).

Em relacdo aos miRNAs 224-3p e 101-3p (Figura 10A-F), foi observada
subexpressdo em todas as dosagens e tempos na linhagem HuCCT-1. Para miRNA-224-
3p destacou-se 1Gy apds 12 dias (-1,54; Figura 10A) e 60Gy, apos 2 horas (-1,69) e 48
horas (-1,36), enquanto para miRNA-101-3p, a dose 60Gy apods 48 horas (-7,75) e 12 dias
(-8,34; Figura 10F). Por outro lado, linhagem TFK-1, ambos os miRNAs mostraram
superexpressao. O miRNA-224-3p destacou-se apds 12 dias nas dosagens 1Gy (2,71),
20Gy (2,78) e 60Gy (2,56; Figura 9A-C), e para o miRNA-101-3p, a dose 1Gy, apos 48

horas (4,87), seguido de 20Gy também nesse periodo (1,53) (Figura 10D-E).
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3.4 Associacio de Expressio Génica de VEGFA e HIF1IA com miRNAs, em
Linhagens Celulares de CCA considerando a Exposi¢io ao 'l

3.4.1 Expressio génica e de miRNA-142-3p

Na linhagem HuCCT-1 predominou a superexpressdo de miRNA-142-3p em
todas as dosagens, destacando-se na dosagem 1Gy e 20 Gy, ap6s 48 horas (6,94 e 5,64,
respectivamente; Figura A-B). Por outro lado, observou-se subexpressao de miRNA-142-
3p para 1Gy apos 2 horas (-4,06) e 20Gy, ap6s 12 dias (-0,64; Figura 11A-B). Entretanto,
todos os valores de miRNA-142-3p mostraram associagao com subexpressdao de ambos
0s genes, exceto para HIF'1A que mostrou superexpressao apenas na dosagem 60Gy apos
12 dias (0,79; Figura 11C).

Em relagdo a linhagem TFK-1 observou-se também predominio de
superexpressao de miRNA-142-3p, em todas as dosagens, apds 48 horas e 12 dias, e
também 2 horas na dosagem 20Gy. Por outro lado, na dosagem 1Gy houve subexpressao
de miRNA-142-3p ap6s 2 horas (-4,32), associada a aumento de VEGFA (1,01) e HIF1A4
(0,71; Figura 11D). No entanto, apds 48 horas e 12 dias, respectivamente, houve
subexpressao de HIFIA (-2,67; -1,54) associada a superexpressao de miRNA (0,93;
1,18; Figura 11D). Na dosagem 20Gy observou-se superexpressao de miRNA-142-3p
associada com subexpressao de VEGFA e HIF 1A, respectivamente, apos 48 horas (-0,92;
-3,86) e 12 dias (-2,09; -3,70; Figura 11E). A dosagem 60Gy, apds 48 horas e 12 dias
mostrou associacao entre aumento de expressao de ambos os genes € 0 miRNA-142-3p,
entretanto, ap6s 2 horas de exposicdo houve subexpressio de VEGFA (-1,32), HIF1A4

(-4,0) e de miRNA-142-3p (-5,06; Figura 11F).
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3.4.2 Expressio génica e de miRNA-210-5p

Verificou-se na linhagem HuCCT-1 subexpressdo associada & HIF14 e VEGFA
nas dosagens e tempos, com excecdo para 1Gy, apos 2 horas de exposi¢do ao *'I, em
que houve a superexpressao do miRNA-210-5p (0,49) e subexpressao de HIF 14 (-0,52)
e VEGFA (-1,89; Figura 12A), e para 60Gy, ap6s 12 dias de exposicdo, com a
superexpressao do miRNA-210-5p (3,83) e HIF14 (0,79) e a subexpressao do VEGFA (-
2,06; Figura 12C). Ja para a linhagem TFK-1 predominou a superexpressao do miRNA-
210-5p, exceto na dosagem 60Gy, apds 2 horas de exposi¢io ao '*'I, associado a
subexpressao génica (miRNA = -0,14; HIF1A4 = -4,00; VEGFA = -1,32), e apos 12 dias
associado a superexpressao génica (miRNA = -0,57; HIFIA = 0,90; VEGFA = 1,29;
Figura 12F). Para a dosagem del Gy houve superexpressao de VEGFA em todos os
periodos (2 horas = 1,01; 48 horas = 0,45; 12 dias = 0,46), incluindo HIF'IA , ap6s 2 horas
(0,71; Figura 12D), e para 20Gy ocorreu superexpressao dos dois genes, apos 2 horas
(HIF14=0,91; VEGFA = 4,28), enquanto para os periodos seguintes houve subexpressao
(48 horas: HIF1A4 = -3,82; VEGFA = -0,92; 12 dias: HIFI14 = -3,70; VEGFA = -2,09;

Figura 12E).
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3.4.3 Expressio génica e de miRNA-126-3p

Na linhagem HuCCT-1 (Figura 13A-C), miRNA-126-3p apresentou-se
predominantemente superexpresso em todas as dosagens e tempos associado a
subexpressdo de ambos os genes, com excecdo para a dosagem 1Gy, apds 2 horas de
exposicio ao *'T, em que 0 miRNA-126-3p mostrou-se subexpresso (-2,94), assim como,
HIFIA (-0,52) e VEGFA (-1,89; Figura 13A). Destacou-se também a superxpressao de
HIFIA na dosagem 60Gy apos 12 dias (0,79; Figura 13C), em associacdo com
superexpressao de miRNA-126-3p (2,34; Figura 13B-C). Por outro lado, na linhagem
TFK-1 (Figura 13D-F) destacou-se a subexpressao de miRNA-126-3p, em todas as
associacoes. Houve também subexpressao de HIF1A4 na dosagem 1Gy apos 48 horas (-
2,67) e 12 dias (-1,54; Figura 13D), e de VEGFA ¢ HIFIA na dosagem 20Gy apos,
respectivamente, 48 horas (-0,92; -3,86) e 12 dias de exposicao (-2,09; -3,70; Figura
13E), assim como, 60Gy ap6s 2 horas (-1,32; -4,0; Figura 13F). Por outro lado, houve
superexpressdao de VEGFA na dosagem 1Gy, apds 2 horas (1,01), 48 horas (0,45) e 12
dias (0,46), o mesmo ocorreu para HIF1A4, apos 2 horas (0,71; Figura 13D). Destacou-
se também superxpressao de VEGFA e HIF 1A, respectivamente, na dosagem 20Gy (4,28;
0,91; Figura 13E) , apods 2 horas de exposicao, assim como, na dosagem 60Gy, apds 48

horas (0,06; 0,08) e 12 dias (1,29; 0,90; Figura 13F).
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3.4.4 Expressio génica e de miRNA-145-3p

Evidenciou-se na linhagem HuCCT-1 (Figura 14A-C) superexpressao de miRNA-
145-3p na dosagem 1Gy, ap6s 2 horas (2,08) e 48 horas (4,72; Figura 14 A), assim como,
20Gy e 60Gy apos, respectivamente, 48 horas (7,38) e 2 horas (2,91; Figura 14 B-C),
valores associados com subexpressdo de ambos os genes nas respectivas dosagens e
periodos. Por outro lado, observou-se subexpressao de miRNA-145-3p na dosagem 1Gy
(-2,09) apos 12 dias, associada a subexpressao de VEGFA (-1,42) e HIF1A (-0,74; Figura
14A), assim como, 60Gy apds 12 dias (-0,06), associada a subexpressao de VEGFA (-
2,06) e superexpressao de HIF1A4 (0,79; Figura 14C).

Na linhagem TFK-1 (Figural4D-F), para a dosagem de 1Gy e 20Gy, ap0s 2 horas,
respectivamente, a subexpressio de miRNA-145-3p (-3,40; -1,25) associou-se a
superexpressao de VEGFA (1,01; 4,28) e HIF1A4 (0,71; 0,91; Figura 14D-E). No entanto,
neste mesmo periodo, o inverso ocorreu para a dosagem 60Gy, com subexpressao de
VEGFA (-1,32) e HIF1A4 (-4,0) e superxpressao de miRNA (1,30; Figura 14F). Para a
dosagem de 1Gy, apos 48 horas e 12 dias, respectivamente, observou-se também
superexpressao de VEGFA (0,45; 0,46), mas subexpressao de HIFIA (-2,67; -1,54),
valores associados, respectivamente, com subexpressao e aumento de miRNA-145-3p
(-0,81; 2,26; Figura 14D). Subexpressao de HIF'1A manteve-se na dosagem de 20Gy apos
48 horas (-3,86) e 12 dias (-3,70), o mesmo ocorreu para VEGFA (-0,92; -2,09,
respectivamente), esses valores associaram-se a subexpressao também de miRNA-145-
3-p (-0,38; -0,02, respectivamente; Figura 14E). Por outro lado, na dosagem de 60Gy
houve superexpressdo de VEGFA e HIFIA apos, respectivamente, 48 horas (0,06; 0,08)
e 12 dias (1,29; 0,90) de exposicao, valores associados a aumento (0,02) e subexpressao

(-0,68) de miRNA-145-3p (Figura 14F).
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3.4.5 Expressio génica e de miRNA-224-3p

Na linhagem HuCCT-1 para a dosagem 1Gy e 20Gy observou-se associa¢do entre
subexpressdo de miRNA-224-3p e de VEGFA e HIFIA, em todos os tempos,
principalmente, apds 12 dias nas dosagens 1Gy (-1,54; -1,42; -0,74, respectivamente ) e
20Gy (-0,74; -0,69; -0,17, respectivamente), e 2 horas para 60Gy (-1,69; -1,26; -0,77,
respectivamente) (Figura 15A-B ). A dosagem 60Gy também mostrou subexpressao para
miRNA e VEGFA, em todos os periodos, mas superexpressao de HIF1A4 (0,79), apds 12
dias de exposicdo ao '*'I associado a subexpressio de miRNA-224-3p (-0,70; Figura
15C). Para a linhagem TFK-1 (Figura 15D-F), por outro lado, predominou
superexpressao de miRNA-224-3-p, com valores mais elevados apos 12 dias em todas as
dosagens, associada com superexpressao de VEGFA na dosagem 1Gy em todos os
periodos (1,01; 0,45; 0,46), 20Gy apds 2 horas (4,28) e 60Gy apos 48 horas (0,06) e 12
dias (1,29), cuja condicdo foi observada também para HIFIA (0,08; 0,90,
respectivamente), assim como aumento da expressao também nas dosagens 1Gy e 20Gy
ap6és 2 horas (0,71; 0,91, respectivamente). Por outro lado, HIFIA mostrou-se
subexpresso nas dosagens 1Gy e 20Gy, respectivamente, apds 48 horas (-2,67; -3,86) e

12 dias de exposic¢ao (-1,54; -3,70), assim como, na dosagem 60Gy apds 2 horas (-4,0).
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3.4.6 Expressio génica e de miRNA-101-3p

O padrao demonstrado em miRNA-224-3p na linhagem HuCCT-1 (Figura 16A-
C) foi semelhante ao observado para miRNA-101-3p Nesse caso, houve subexpressao
de ambos os genes e de miRNA para todas as dosagens e tempo de exposicdo ao '*'I,
exceto para HIF'1A, com superxpressao apds 12 dias na dosagem de 60Gy em associagdo
a subexpressao do miRNA-101-3-p (0,79 e -8,34, respectivamente; Figura 16C). Para a
linhagem TFK-1 (Figura 16D-F), como ocorreu para miRNA-224-3-p, predominou
superexpressao de miRNA-101-3-p, mas com valores mais elevados apos 48 horas em
todas as dosagens, principalmente 1Gy (4,87), associada com superexpressao de VEGFA
e HIFIA nas dosagens 1Gy e 20Gy, respectivamente, apds 2 horas (1,01; 0,91) e 60Gy
apo6s 12 dias de exposicao (1,29; 0,09), assim como também para VEGFA ap6s 48 horas
e 12 dias, respectivamentee, na dosagem de 1Gy (0,45; 0,46) e 60Gy apos 48 horas (0,06).
Por outro lado, HIFIA mostrou-se subexpresso na dosagem 1Gy e 20Gy,

respectivamente, apos 48 horas (-2,67; -3,86) e 12 dias (-1,54; -3,70), o mesmo ocorreu

para VEGFA na dosagem 20Gy apds 48 horas (-0,92) e 12 dias (-2,09; Figura 16E).
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4. DISCUSSAO

Em vista do aumento da incidéncia de CCA, da alta taxa de mortalidade,®” e das
limitadas opgdes terapéuticas, devido ao diagnostico tardio,® tornam-se necessdrios
esforcos para o diagndstico precoce e desenvolvimento de tratamentos mais eficazes.
Modelos pré-clinicos que consideram a localizagdo especifica do tumor destacam-se, pois
aceleraram o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.®%°! Apesar dos avangos
consideraveis no entendimento das bases moleculares relacionado a patogénese do CCA
na ultima década, ainda ha muito a ser elucidado.®V

O tratamento com o !l destaca-se como alvo chave para nova abordagem
terapéutica de CCA.©® No estudo conduzido por Brito et al. (2020) foi observada
acentuada expressdo de NIS em células de CCA, cuja exposi¢ao a radiacdo reduziu a
viabilidade celular. Ha evidéncias que varios miRNAs tém como alvo a regido 3'UTR do
NIS e regulam negativamente sua expressao, com base em analises in silico e evidéncias
experimentais.©?

Nesse contexto, observamos que a radioterapia pode regular negativamente a
expressao dos genes HIFIA e VEGFA na linhagem HuCCT-1, apds tratamento com
diferentes doses e tempos de irradiacdo em relagdo ao controle, com exce¢do a dose de
60Gy apods 12 dias, mostrando valores aumentados de HIF'1A nas linhagens HuCCT-1 e
TFK-1. A escolha ideal da dosagem ¢ imprescindivel, tendo em vista, que doses inferiores
a 0,8Gy promoveram o processo da angiogénese, facilitando a invasdo e tumoral
metéstase.®> A subexpressio desses genes observadas neste estudo demonstram
importante achado, evidenciando o portencial de inibi¢cdo da expressao génica desta op¢ao
terapéutica, o que poderia levar a redu¢do da massa tumoral e promover a regressao do

tumor.“V
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Contudo, o aumento da expressdo de HIF1A na dose de 60Gy, apés 12 dias de
exposicdo ao 'l pode estar relacionada a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs). Nesse caso, possibilitam a indugdo da atividade do HIF'14 e, consequentemente,
a expressdo de fatores de crescimento angiogénicos, ressaltando a importincia da
terapéutica combinada para inibi¢do da angiogénese com radiagio.*¥

A regulagdo positiva do HIFIA pode também estar associada ao diametro do
tumor intra-hepatico, bem como 4 infiltracio de vasos e formacdo de metastases.>>>¢
Além disso, um estudo envolvendo o tratamento da hipoxia em células TFK-1 e HuCCT-
1 mostrou elevacao significante da proteina HIF-1a , apos 6 horas com posterior reducao
em até 24 horas e retorno aos niveis basais em 48 horas. Esse fator se destaca, portanto,
como importante regulador no processo de adaptagio tumoral a hipoxia.C?
Adicionalmente, em estudo de metanalise, observou-se superexpressao de VEGF em
CCA intra-hepético, indicando possivel influéncia na invasio tumoral e metastase.®®

Por outro lado, neste estudo, a linhagem TFK-1 mostrou superexpressao de HIF'1A
e VEGFA nas dosagens 1Gy e 20Gy, apds 2 horas de exposi¢do, seguido de decréscimo,
ap6s 48 horas, mantendo apenas a superexpressao de VEGFA na dosagem 1Gy. Para
60Gy ficou evidente o aumento da expressdo associado ao tempo de exposicdo a
radioterapia. Ressalta-se a agdo de HIF-1a como fator importante para a transcri¢ao de
genes como o VEGFA.®® Nesse contexto, um estudo mostrou a expressio de VEGF
associada a metastase em pacientes com CCA intra-hepatico.”

Em relacdo a expressio de miRNAs, inimeros estudos tém mostrado sua
eficiéncia como biomarcadores progndsticos e diagnosticos para diversos tipos de
cancer.®" Evidenciou-se neste estudo, a superexpressio do miRNA-142-3p para as duas

linhagens de CCA em todas as doses, apds 48 horas de tratamento. Além disso, na
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linhagem TFK-1 ressalta-se aumento expressivo do nivel, que inicialmente reduzido
mostrou-se aumentado ap6és 48 horas nas doses 1Gy e 60Gy. Por outro lado, estudo de
He et al. (2018) mostrou expressdo desse miRNA significativamente inferior em células
de CHC, comparado aquelas ndo tumorais, correlacionado com invasdo vascular e
tamanho do tumor.?® No entanto, metandlise conduzida por Liu et al. (2021) ressalta
resultados conflitantes sobre 0 miRNA-142-3p, algumas vezes desempenhando um papel
de onco-mir e outras como miRNA supressor tumoral, que se mostrou associado a
proliferagiio tumoral, metastase, invasdo e apoptose.!”) Apesar de resultados conflitantes,
¢ indiscutivel a importancia do papel desse gene para a progressao tumoral e como efetivo
marcador progndstico para pacientes com tumores s6lidos.!”

Ao avaliar a agdo do miRNA-142-3p em associacao aos genes, na linhagem
HuCCT-1, notou-se que, independente de 0 miRNA estar sub ou superexpresso, houve
subexpressdao de VEGFA e HIFIA, com excegdo de HIFIA para a dosagem 60Gy, apds
12 dias. Na dosagem de 1Gy, o miRNA mostrou-se subexpresso apds 2 horas, mas
superexpresso apos 48 horas, com redugdo expressiva apds 12 dias, cuja reducao foi
observada também em 20Gy, indicando possivel feedback de resposta ao dano celular.
Estes resultados evidenciam um cenario critico, com necessidade de ajustes considerando
o tempo e dose ideal de radioterapia com '3'I. Ressaltando-se que estudos apontam o
papel inibidor deste miRNA na migragdo e crescimento tumoral, invasdo celular e
angiogénese.?> A subexpressdo acentuada de miRNA-142-3p também foi observada na
linhagem TFK-1 nas dosagens 1Gy e 60Gy, apods 2 horas. Embora em 60Gy VEGFA e
HIF 1A também estivessem subexpressos, associados a subexpressdo do miRNA apds 2
horas, mostraram aumento da expressao nos periodos seguintes, sugerindo uma resposta

aguda de estresse celular. Por outro lado, a dosagem de 20Gy mostrou melhor cenario,
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com redugdo da expressao de ambos os genes associados ao aumento de miRNA-142-3p,
nos periodos de 48 horas e 12 dias, indicando possiveis mecanismos adaptativos. Neste
caso, corrobora o estudo cuja expressao reprimida do miRNA-142-3p em CHC, viabilizou
o crescimento celular, bem como, a redugiio da apoptose.©?

Para 0 miRNA-210-5p, em HuCCT-1, observou-se aumento exacerbado na
dosagem de 60Gy apds 12 dias de exposi¢io ao *'I, o que sugere uma resposta adaptativa
desse oncomiR ao tratamento. A linhagem TFK-1 mostrou aumento nas dosagens 1Gy e
20Gy em todos os periodos, porém, houve decréscimo na dosagem 60Gy, apds 2 horas e
12 dias de exposi¢do ao *'I, o que pode indicar perspectivas, tendo em vista o potencial
terapéutico. Nesse contexto, ressalta-se os resultados observados na linhagem HuCCT-1,
com predominancia de subexpressao de miRNA-210-5p associada a valores reduzidos de
expressao de VEGFA e HIF 1A nas dosagens 1Gy, 20Gy e 60Gy. A proposito, ¢ sugerido
que miRNA-210-5p desempenha efeito pro-cancer, capaz de promover a invasao,
migracdo e proliferacdo celular em CHC, porém, inibindo a apoptose.?®

Em estudo conduzido por Farhat et al. (2022), peixes submetidos a hipoxia
mostraram aumento de transcricdo do miRNA-210-5p em tecido hepatico, apés uma e
quatro semanas de hipdxia, em comparacdo as condi¢des de normodxia, destacando seu
papel em relaciio a hipoxia.®® A regulacio positiva anormal de miRNA-210-3p e 5p sob
hipdxia também foi evidenciada em CHC, bem como, a inibicdo da migracao celular
diante da inibicio desses miRNAs.??

Por outro lado, o efeito supressor tumoral € esperado para o miRNA-224-3p, pois
mostra correlacionado com a reducdo da expressdo de fator de necrose tumoral-alfa,
quimiocina derivada de queratindcitos e proteina inflamatoéria de macrdéfagos-2,

sugerindo o seu papel na regulacdo da produgio de citocinas inflamatorias.®*>) Ressalta-
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se a superexpressao deste miRNA em todas as condigdes analisadas na linhagem de TFK-
1 em relagdo ao H69. Contudo, desempenhando um efeito oposto para a outra linhagem.
Essa diversidade pode ser justificada pela heterogeneidade do CCA, sustentada por
multiplos fatores, incluindo alteragdes em vias inflamatérias, produgdo continua de
citocinas inflamatorias, estresse oxidativo, aumento da renovagao celular e inibigdo do
reparo do DNA, bem como, o acimulo de alteragdes genéticas e epigenéticas e fatores
ambientais. O recente foco na caracterizacdo molecular tem sugerido opg¢des para
identificcao de alvos terapéuticos exclusivos para os subtipos de CCA, resultando em
abordagens personalizadas e eficazes para o tratamento. 3266

Ao associar os genes com este miRNA, na linhagem HuCCT-1, evidenciou-se que
independente da dosagem ambos estiveram subexpressos, com excecao para HIFIA,
superexpresso apos 12 dias na dosagem do 60Gy. Este comportamento € consistente em
estudos que examinam a expressdao de H/F1A sob condi¢des de hipdxia, nos quais foi
relatado aumento progressivo da expressao de HIFIA ao longo do tempo, enquanto a
espressao do miRNA-224-3p exibiu expressao inversa, diminuindo em resposta a hipdxia
prolongada nessa condi¢o.®”) Por outro lado, na linhagem TFK-1, a superexpressdo de
HIFIA e miRNA-224-3p foi observada apds 2 horas, mas com o passar do tempo € em
doses de 1Gy e 20Gy, houve subexpressao de HIF1A4, e do gene VEGFA enquanto o
miRNA-224-3p permaneceu superexpresso. E notavel a dosagem de 60Gy, com
subexpressdo do HIFIA associado a superexpressao do miRNA, apds 2 horas de
exposicio ao ',
Em relacdo ao miRNA-101-3p, na linhagem HuCCT-1, houve subexpressao

consitente em todos os tempos e dosagens, comparado ao H69, destacando a expressiva

reducdo do miRNA em 60Gy, em comparagdo as demais. Diante disso, sugere-se uma
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resposta relacionada a mecanismos de regulagdo negativa e danos celulares mais intensos
e prolongados. Por outro lado, observou-se na outra linhagem aumento da expressao em
relagdo ao H69, principalmente para doses apos 48 horas, possivelmente indicando um
mecanismo de regulagdo de sobrevivéncia ou reparo. O miRNA-101-3p mostrou-se
envolvido na proliferacdo, diferenciagdo e apoptose de células tumorais, regulando
negativamente como supressor tumoral em alguns tipos de cancer como o de figado,
pulmio, endométrio e glioma.!”!8%%) Adicionalmente, o miRNA-101-3p pode inibir a
proliferagdo e invasdo de células de cAncer gastrico e promove também a apoptose.!!” De
forma notavel, Chang et al. (2014) sugeriram que o miRNA-101 inibe a autofagia e
metastase em osteosarcoma promovendo assim, a eficacia quimioterapica.®”

Em relacdo a hipoxia, Calastri et al. (2022) ndo encontraram associacao na
expressao de VEGFA e do miRNA-101-3p em pacientes com CCA, bem como, diferengas
entre CCA intra e extra-hepaticos.®? Contudo, observamos associa¢io de subexpressio
de VEGFA, HIFIA ¢ miRNA-101-3p, em todas as dosagens e tempos para a linhagem
HuCCT-1, exceto para aumento de HIF'/A na dosagem 60Gy, apds 12 dias. Por outro
lado, na linhagem TFK-1 houve superexpressio de VEGFA e miRNA-101-3p, na
dosagem 1Gy o que constrasta com a subexpressao observada na linhagem HuCCT-1. A
proposito, estudo em células do endotélio de veia umbilical humana indicou que este
miRNA pode estimular a angiogénese intensificando a produgdo do VEGFA.”

Ja o miRNA-126-3p foi identificado como um fator bioldgico supressor para o
desenvolvimento de certas malignidades como CCA, cancer de pulmdo e de ovdrio,
associado a angiogénese, proliferagio e invasio celular e metastase.?!*>7172 Liu et al.
(2024) observaram a regulacdo negativa significativa no CCA em comparagdo a tecidos

normais, utilizando métodos de predi¢do de alvos.(”® Como evidenciado, neste estudo, a
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linhagem TFK-1 mostrou valores reduzidos de miRNA-126-3p em todas as dosagens e
tempos, diferentemente da linhagem HuCCT-1, cujos valores se mantiveram
relativamente mais elevados.

Quanto a associagdo do miRNA-126-3p com a hipdxia, um estudo observou
menor expressao em tecidos de CCA, em comparacao a condi¢do saudavel, sugerindo
regulacio positiva do VEGFA diante da subexpressdo do miRNA-126-3p.G% De fato,
neste estudo observou-se aumento de miRNA-126-3p associado a reducao de VEGFA e
HIFIA, assim como a condi¢ao inversa, o que pode ter sido potencializado pela
radioterapia com '*!I, em ambas as linhagens. Gondaliya et al. (2024) destacam a
importancia de explorar o potencial terapéutico de miRNAs, uma vez que a restauragao
do miRNA-126-3p em células tumorais pode aumentar a lise celular mediada por células
NK e, consequentemente, inibir a neo-angiogénese e a disseminac¢do do tumor.®

O efeito de supressor tumoral ¢ citado também para o0 miRNA-145-3p, atuando
como um silenciador alvo para vérios genes especificos.’¥ Este miRNA apresentou
aumento de expressao consideravel principalmente na linhagem HuCCT-1 nas dosagens
de 1Gy e 20Gy, apos 48 horas de exposi¢do. E possivel que ocorra uma resposta inicial
de adaptagdo, em que doses menores ativam mecanismos compensatorios sem induzir
efeitos citotoxicos imediatos. Esse miRNA pode participar da regulacao do processo de
invasdo celular, metastase, proliferacao, diferenciacdo e apoptose. Foi observado que a
isoforma miRNA-145-5p pode regular a apoptose de células de osteossarcoma, sendo
assim um potencial alvo terapéutico para interferir nos processos biologicos da doenca.
No entanto, a regulagdo da apoptose e da autofagia necessita esclarecimento.’

Ainda, Calastri et al. (2022), notaram expressdo reduzida desse miRNA e

superexpressdo do VEGFA em pacientes com CCA, em relacdo ao grupo sem a doenga,
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no entanto, sem associa¢do significativa.®? Expressdes opostas do miRNA-145-3p e
VEGFA também foram evidenciadas neste estudo, principalmente, apds 2 horas de
exposigdo ao I, exceto pela dosagem de 20Gy na linhagem HuCCT-1. Ainda, notou-se
expressoes semelhantes com a progressdo do tempo, principalmente apds 12 dias de
exposicao, com exce¢do da dosagem 60Gy. Ha referéncia de regulacdo negativa do
miRNA-145-3p também em carcinoma espinocelular, sugerindo sua relevancia em
diferentes contextos tumorais.’®

Este estudo apresenta algumas limitagdes, incluindo o delineamento experimental
descritivo impossibilitando a andlise estatistica dos dados e a indicagao de doses e tempos
ideais no tratamento de CCA com radioterapia metabolica utilizando '3'I. Entretanto, para
nortear estudos futuros o compilado das melhores condigdes para modulacdo de
marcadores envolvidos na angiogénese ¢é apresentada em forma de quadro (APENDICE
I). Porém, a qualidade foi mantida, permitindo avaliar o efeito da radiagdo em carater de
estudo piloto, a ser ampliado com réplicas experimentais, além de controlar a condigao
de hipoxia para esclarecer o efeito dessa radioterapia metabodlica no perfil molecular do
CCA.

De fato, o cancer ¢ uma doenga multifatorial com influéncias tanto genéticas como
ambientais, que contribuem para a heterogeneidade e, consequentemente, divergéncias,
dificultando analises comparativas diretas e concretas. Ainda, interacdes entre vias de
sinalizagdo e fatores epigenéticos contribuem para disparidade, tornando-se necessario
explorar e identificar vias moleculares envolvidas na patogénese do CCA. Compreender
essas interagdes ¢ essencial para promover melhor prognostico, desenvolvimento de
tratamentos personalizados e otimizar sua eficdcia.*>”” Embora a utilizagdo de moléculas

teranosticas seja promissor, torna-se um desafio. E necessario avaliar diversos fatores



53

como o acumulo da molécula no tumor e em tecidos normais, a meia-vida diagnostica e
terapéutica ideal e a morte celular direcionada. Nesse contexto, ressalta-se a necessidade
de identificar possiveis efeitos induzidos pelo '*'I no CCA, sob influéncia de todas essas
variaveis, e o potencial diagndstico e terapéutico de miRNAs, ¢3473.78)

Em conclusio, a terapia com o '*!'I pode modular de forma negativa a atividade de
genes importantes para o cancer, principalmente de VEGFA na linhagem HuCCT-1,
relevante para a formagao de novos vasos sanguineos. Pode também, aumentar a atividade
do miRNA-142-3p, nesta mesma linhagem, cuja acao poderia influenciar negativamente
a tumorigénese. Por outro lado, essa radioterapia metabolica mostrou regulagao
antagodnica de expressao dos miRNAs 101-3p, 126-3p, 224-3p e 210-3p entre as linhagens
celulares, bem como, comportamento variavel na expressao dos genes quando associados
aos miRNAs, em decorréncia da dosagem e do tempo de exposicdo. Esses achados
evidenciam que a modalidade terapéutica utilizando o '*'I pode afetar de forma diferente

genes ¢ miRNAs, o que contribui para demonstrar a heterogeneidade de respostas

envolvendo mecanismos, e a possibilidade de um tratamento direcionado e personalizado.
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5. CONCLUSOES

Este estudo permite concluir que:

1. A modula¢do negativa do gene HIFIA, importante para a manutengdo da
homeostase do oxigénio, em linhagens celulares de CCA intra e extra-hepatico
submetidas a Radioterapia metabolica com '*'I, assim como, de VEGFA regulador na
formacgao de vasos sanguineos e permeabilidade celular, pode se mostrar promissora para
prevencdo de respostas adaptativas como a angiogénese, destacando a relevancia dessa
modalidade terapéutica para controlar a progressao do CCA.

2. A Radioterapia com *'I modula positivamente a expressdo dos miRNAs
supressores tumorais 126-3p, 142-3p e 145-3p, principalmente na linhagem celular de
CCA intra-hepatico, enquanto os miRNAs 101-3p e 224-3p destacam-se na linhagem
extra-hepatica, por outro lado, reduz a expressaio do oncomiR 210-5p, notada
especialmente na linhagem intra-hepatica, confirmando sua influéncia na expressao de
miRNAs envolvidos em processos de tumorigénese.

3. A associacdo entre a expressao de VEGFA e HIFIA e miRNAs nas linhagens
celulares HUCCA-1 e TFK-1 varia de acordo com as dosagens e tempo de exposicao a
terapia metabdlica com '3'1, destacando-se em HuCCT-1 redugfio da expressdo de ambos
0s genes, ¢ associada ao aumento da expressao dos miRNAs supressores tumorais 126-
3p, 142-3 e 145-3p e, por outro lado, com a redugdo dos miRNAs 101-3p e 224-3p, e do
oncomiR 210-5p. Para a linhagem de CCA extra-hepatico ressalta-se a superexpressao
dos miRNAs 101-3p, 142-3p e 145-3p, assim como do oncomiR 210-5p, mas reducao

de miRNA-126-3p, associada com subexpressdo de ambos os genes.
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