
_Resumo

A inf lamação intestinal é uma doença crónica debi l i tante de or igem multi-
fator ial que afeta cerca de 25 000 por tugueses. É também uma condição 
promotora para a tumorigénese no cólon. Um microambiente inf lamató-
r io fornece sinais de sobrevivência para as células cancerígenas, as quais 
respondem com mudanças no seu programa genético. RAC1B é um exem-
plo de um biomarcador que foi identi f icado num subconjunto de tumores 
colorretais, e cuja expressão está aumentada em amostras de doentes 
com doença inf lamatór ia intestinal. Para esclarecer os mecanismos mole-
culares envolvidos, a expressão da proteína RAC1B foi anal isada num 
modelo celular composto por uma camada epitel ia l de células colorretais 
Caco-2 cocultivadas simultaneamente com f ibroblastos ou macrófagos. A 
mera adição da citocina CXCL2/MIP2α puri f icada, ou uma cocultura com 
macrófagos do tipo M1, responsáveis pela síntese de MIP2α in v ivo, indu-
ziram um aumento signif icativo nos níveis da proteína RAC1B nas células 
colorretais. Este aumento foi ainda potenciado pela adição de f ibroblas-
tos der ivados de carcinoma (CAFs) à cocultura com M1. Estes resultados 
permitiram identi f icar, molecularmente, como os sinais pró-inf lamatór ios 
do microambiente induzem alterações no programa genético das células 
tumorais colorretais, abr indo caminho para uma melhor compreensão do 
papel da inf lamação na promoção de tumores.

_Abstract

Inf lammatory bowel disease is a chronic disorder of mult i factor ia l or ig in 
that current ly af fects around 25 000 Por tuguese. It is a lso a condit ion 
for promoting the development of colorectal cancer. The inf lammatory 
microenvironment provides survival s ignals for cancer ce l ls, which 
respond with changes in the ir genetic program. RAC1B is an example for 
a biomarker previously identi f ied in a subset of BRAF-mutated colorec-
tal tumors, the expression of which was found increased in samples 
f rom patients with inf lammatory bowel disease. In order to e lucidate the 
under ly ing molecular mechanism, RAC1B expression was analyzed in a 
ce l l  model composed of an epithe l ium-l ike layer of d i f ferent iated colorec-
tal Caco-2 ce l ls in co-culture with f ibroblasts or macrophages. The pres-
ence of pur i f ied cy tok ine CXCL2/MIP2α, or a co-culture with M1-type 
macrophages (a source of MIP2α in vivo) induced a signi f icant increase in 
RAC1B prote in leve ls in colorectal ce l ls. This increase was fur ther poten-
t iated when cancer-associated f ibroblasts (CAFs) were added together 
with M1. The data identi f y a molecular l ink between pro-inf lammatory s ig-
nals f rom the microenvironment and al terat ions in the genetic program of 
colorectal tumor ce l ls, paving the way for a bet ter understanding of the 
role of inf lammation in tumor promotion.

_Introdução

As doenças inf lamatór ias intestinais (DII ) são provocadas 
pelo sistema imunitár io e causam dor abdominal e diarreia 
recorrentes, tendo um impacto debi l i tante para a saúde do 
doente, incluindo a necessidade de intervenções cirúrgi-
cas. A doença de Crohn pode manifestar-se em diferentes 
par tes do trato gastrointestinal enquanto a col i te ulcerosa 
afeta sobretudo o cólon. As causas são multi fator ia is com 
inf luência de fatores genéticos e ambientais, e a incidên-
cia tem vindo a aumentar no Mundo Ocidental, sobretudo 
em pessoas entre os 20 e 39 anos, atingindo assim a faixa 
mais ativa da população, com um impacto socioeconómico 
correspondente. Atualmente, em Por tugal, estima-se que 
cerca de 25 000 pessoas sofrem de DII (1), com uma inci-
dência aproximada de 150 novos casos por ano.

Para além dos sintomas, as DII aumentam o r isco para o 
desenvolv imento de cancro colorretal (2 ,3). Segundo os 
dados de 2020 da Agência Internacional de Investigação 
sobre Cancro ( IARC, na sigla em inglês) (4), a incidência do 
cancro do cólon em Por tugal ronda os 10 000 novos casos, 
causando cerca de 4 000 mor tos, em ambos os sexos. A 
grande maior ia destes casos são tumores esporádicos, 
sem histór ia famil iar associada, nos quais a inf luência do 
ambiente e dos hábitos de vida do doente tiveram um papel 
determinante. Vár ios fatores de r isco para o desenvolv i-
mento deste tipo de cancro foram reconhecidos em estu-
dos epidemiológicos (5), incluindo a prevalência de DII. 

A inf lamação é uma resposta essencial do organismo em 
caso de infeção microbiana ou danos aos tecidos. Através 
de uma sequência de eventos altamente regulada, a produ-
ção inicial de fatores pró-inf lamatórios el imina células dani-
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f icadas ou infetadas, e é seguida por uma fase de fatores 
anti-inf lamatórios que permitem o processo de regeneração 
subsequente. A desregulação desta fase anti-inf lamatória, 
ou a presença continua de um estímulo pró-inf lamatório 
nocivo, resultam numa inf lamação crónica que lesa conti-
nuamente os tecidos afetados (6,7). 

Nos últimos anos, um microambiente inf lamatório tem sido 
reconhecido como uma condição promotora do desenvolvi-
mento tumoral (8-10), pois fornece sinais de sobrevivência 
às células tumorais. Por exemplo, as células tumorais têm 
recetores para as citocinas produzidas por f ibroblastos e 
macrófagos pertencentes ao microambiente inf lamatório, e 
respondem com alterações na sua expressão génica através 
da ativação de vias pro-proliferativas, como a via do STAT3 e 
do NF-κB (11). Com base nesta relação, é explicável o efeito 
anti-tumoral quimiopreventivo revelado pelas drogas anti-in-
f lamatórios não-esteroides, tomados regularmente (12). 

_Objetivo

A sobre-expressão da proteína RAC1B num subtipo de can-
cro do cólon foi identif icado anteriormente em trabalhos 
de investigação realizados no Instituto Nacional de Saúde 
Doutor Ricardo Jorge (INSA) (13) e representa um potencial 
biomarcador de prognóstico, ou mesmo um novo alvo tera-
pêutico. Sabe-se que níveis aumentados de RAC1B poten-
ciam a sobrevivência de células tumorais, mas a origem da 
sua sobre-expressão permanece desconhecida. Dados de 
estudos recentes no INSA sugeriram que condições inf lama-
tórias poderiam desencadear a sobre expressão de RAC1B 
no cólon (13,14). Com base nestes estudos, o objetivo deste 
trabalho foi validar a expressão de RAC1B em amostras de 
doentes com inf lamação intestinal, e identif icar, num modelo 
celular adequado, as moléculas inf lamatórias envolvidas.

_Materiais e métodos

Cortes histológicos de amostras conservadas em paraf ina 
de doentes com doença inf lamatória intestinal foram obtidos 
pelo biobanco do Centro Hospitalar Universitário de São 
João, Porto (Prof. F. Magro e Prof.ª F. Carneiro), o seu RNA 

extraído pelo k it RNeasy FFPE (Qiagen) e reverse-transcrito 
em cDNA. Por RT-PCR quantitativo foram amplif icados os 
transcritos de RAC1 total e RAC1B (variantes resultantes do 
mesmo gene pelo processo conhecido como spl ic ing alter-
nativo) e quantif icados segundo o método ΔΔCt.

As células Caco-2 foram cultivadas sobre filtros de polieti-
leno, com poros de 1 μm, em meio RPMI suplementado com 
5% (v/v) de soro fetal bovino durante 10-15 dias, até atingi-
rem uma resistência transepitelial de 1000 a 1200 Ohm. De 
seguida, os filtros foram transferidos para placas contendo 
as células controlo (Caco-2) ou do estroma (nomeadamente, 
fibroblastos (CT 5.3, linha derivada de um tumor) ou macrófa-
gos (M1 ou M2, diferenciados in vitro a partir de monócitos 
THP-1) ) e cocultivados durante 48 h. As citocinas segregadas 
para o meio de cultura estão a ser identif icadas por incuba-
ção com o array de anticorpos AAH-INF-3-8 (RayBiotech Inc.) 
e visualizadas por quimioluminoscência. Em alternativa, os 
filtros foram colocados em meio contendo a citocina CXCL2/-
MIP2α purif icada, adquirida comercialmente e previamente 
dissolvida em solução salina isotónica com albumina.

Para a anál ise de proteínas por Western blot, as células 
Caco-2 foram l isadas, os extratos separados por eletrofo-
rese em gel desnaturante, e lectro-transfer idos para uma 
membrana, e as proteínas detetadas com anticorpos espe-
cí f icos. Os níveis de RAC1 total e de α-tubul ina serviram de 
controlo interno.

_Resultados e discussão

A análise de 26 amostras paraf inadas de pacientes com 
doença inf lamatória intestinal permitiu confirmar que existe 
uma tendência de sobre-expressão do RNA mensageiro de 
RAC1B nesta doença. Embora este estudo ainda conte com 
um número reduzido de amostras, os resultados sugerem 
que um ambiente inf lamatório intestinal leva a um aumento 
da expressão de RAC1B nas células epiteliais do cólon ( figu-
ra 1). 

Para consolidar esta hipótese, tornou-se importante esclare-
cer quais os mecanismos moleculares subjacentes à indução 

da expressão de RAC1B em condições inflamatórias. Dado 
que uma análise in situ da mucosa do cólon iria fornecer uma 
imagem já resultante de um processo de evolução complexo, 
foi desenvolvido um modelo in vitro para analisar com maior 
precisão bioquímica, quais os intervenientes moleculares que 
estão na base do efeito observado.

O modelo recorreu à l inha celular Caco-2, der ivada de célu-
las tumorais de um doente com cancro colorretal, mas que 
mantem a capacidade de formar uma barreira eletrof is ioló-
gica comparável com as carater ísticas da mucosa normal 
do cólon. 

Como prova de princípio, foi adicionada ao meio das célu-
las Caco-2 a citocina CXCL2/MIP-2α em forma purif icada, 
pois foi demonstrado anteriormente num trabalho de colabo-
ração do grupo que a expressão desta corelacionava, num 
modelo de ratinho para a inflamação crónica do cólon, com 
um aumento de RAC1B (15). As proteínas inflamatórias de 
macrófagos (MIPs) são citocinas quimiotáticas, produzidas 
por monócitos e macrófagos, que auxiliam no recrutamento 

de neutrófilos para os locais de lesão ou infeção, mas tam-
bém podem atuar sobre as células epiteliais (16). Na figura 
2A mostra-se que a adição desta citocina ao meio de cultura 
de células Caco-2 polarizadas, sem presença de outras célu-
las pro-inflamatórias, era suficiente para induzir um aumento 
de RAC1B nas células Caco-2, mas isto não aconteceu com 
a adição do controlo escolhido, a citocina IL-11.

No sentido de mimetizar este efeito ectópico, estas células 
foram então cult ivadas na presença de monócitos (THP1) 
e macrófagos diferenciados nos subtipos M1 (pro-inf lama-
tór io) ou M2 ( imunossupressor ) ( f igura 2B ). Estas exper iên-
cias revelaram que sobretudo a cocultura com macrófagos 
pró-inf lamatór ios M1 tinha a capacidade de induzir a pro-
dução da proteína RAC1B nas células Caco-2 ( f igura 2C ), 
consistente com um efeito agonista das citocinas por estes 
segregadas. No entanto, sabe-se que outros tipos celula-
res também inf luenciam a o per f i l de citocinas presentes no 
microambiente tumoral. Assim, adicionou-se à cocultura 
com os macrófagos M1 também f ibroblastos der ivados de 
tumores (CAFs). Ver i f icou-se que a adição deste terceiro 
t ipo celular ao modelo, potenciava ainda mais a expressão 
da proteína pro-tumoral RAC1B nas células colorretais 
( f igura 2C ). Estes resultados, sugerem que é a intercomu-
nicação entre macrófagos, CAFs e células epite l ia is, que 
desencadeia a sobre-expressão de RAC1B. Para determi-
nar quais as citocinas envolv idas, neste modelo de cocul-
tura estabelecido, encontra-se atualmente em curso um 
estudo bioquímico mais pormenorizado para determinar 
o per f i l de citocinas que medeia a comunicação entre as 
células CAF ou M1 pro-inf lamatór ias, e as Caco-2, recor-
rendo a um array de anticorpos selecionados. 

Espera-se que os resultados obtidos neste modelo in vi tro 
venham a revelar quais as citocinas aumentadas, permitindo 
a sua correlação com as que se encontram elevadas no soro 
e no intestino de doentes com DII (17), e o seu consequente 
papel na promoção do cancro associado à colite (18,19).
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_Abstract

Inf lammatory bowel disease is a chronic disorder of mult i factor ia l or ig in 
that current ly af fects around 25 000 Por tuguese. It is a lso a condit ion 
for promoting the development of colorectal cancer. The inf lammatory 
microenvironment provides survival s ignals for cancer ce l ls, which 
respond with changes in the ir genetic program. RAC1B is an example for 
a biomarker previously identi f ied in a subset of BRAF-mutated colorec-
tal tumors, the expression of which was found increased in samples 
f rom patients with inf lammatory bowel disease. In order to e lucidate the 
under ly ing molecular mechanism, RAC1B expression was analyzed in a 
ce l l  model composed of an epithe l ium-l ike layer of d i f ferent iated colorec-
tal Caco-2 ce l ls in co-culture with f ibroblasts or macrophages. The pres-
ence of pur i f ied cy tok ine CXCL2/MIP2α, or a co-culture with M1-type 
macrophages (a source of MIP2α in vivo) induced a signi f icant increase in 
RAC1B prote in leve ls in colorectal ce l ls. This increase was fur ther poten-
t iated when cancer-associated f ibroblasts (CAFs) were added together 
with M1. The data identi f y a molecular l ink between pro-inf lammatory s ig-
nals f rom the microenvironment and al terat ions in the genetic program of 
colorectal tumor ce l ls, paving the way for a bet ter understanding of the 
role of inf lammation in tumor promotion.

_Introdução

As doenças inf lamatór ias intestinais (DII ) são provocadas 
pelo sistema imunitár io e causam dor abdominal e diarreia 
recorrentes, tendo um impacto debi l i tante para a saúde do 
doente, incluindo a necessidade de intervenções cirúrgi-
cas. A doença de Crohn pode manifestar-se em diferentes 
par tes do trato gastrointestinal enquanto a col i te ulcerosa 
afeta sobretudo o cólon. As causas são multi fator ia is com 
inf luência de fatores genéticos e ambientais, e a incidên-
cia tem vindo a aumentar no Mundo Ocidental, sobretudo 
em pessoas entre os 20 e 39 anos, atingindo assim a faixa 
mais ativa da população, com um impacto socioeconómico 
correspondente. Atualmente, em Por tugal, estima-se que 
cerca de 25 000 pessoas sofrem de DII (1), com uma inci-
dência aproximada de 150 novos casos por ano.

Para além dos sintomas, as DII aumentam o r isco para o 
desenvolv imento de cancro colorretal (2 ,3). Segundo os 
dados de 2020 da Agência Internacional de Investigação 
sobre Cancro ( IARC, na sigla em inglês) (4), a incidência do 
cancro do cólon em Por tugal ronda os 10 000 novos casos, 
causando cerca de 4 000 mor tos, em ambos os sexos. A 
grande maior ia destes casos são tumores esporádicos, 
sem histór ia famil iar associada, nos quais a inf luência do 
ambiente e dos hábitos de vida do doente tiveram um papel 
determinante. Vár ios fatores de r isco para o desenvolv i-
mento deste tipo de cancro foram reconhecidos em estu-
dos epidemiológicos (5), incluindo a prevalência de DII. 

A inf lamação é uma resposta essencial do organismo em 
caso de infeção microbiana ou danos aos tecidos. Através 
de uma sequência de eventos altamente regulada, a produ-
ção inicial de fatores pró-inf lamatórios el imina células dani-
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f icadas ou infetadas, e é seguida por uma fase de fatores 
anti-inf lamatórios que permitem o processo de regeneração 
subsequente. A desregulação desta fase anti-inf lamatória, 
ou a presença continua de um estímulo pró-inf lamatório 
nocivo, resultam numa inf lamação crónica que lesa conti-
nuamente os tecidos afetados (6,7). 

Nos últimos anos, um microambiente inf lamatório tem sido 
reconhecido como uma condição promotora do desenvolvi-
mento tumoral (8-10), pois fornece sinais de sobrevivência 
às células tumorais. Por exemplo, as células tumorais têm 
recetores para as citocinas produzidas por f ibroblastos e 
macrófagos pertencentes ao microambiente inf lamatório, e 
respondem com alterações na sua expressão génica através 
da ativação de vias pro-proliferativas, como a via do STAT3 e 
do NF-κB (11). Com base nesta relação, é explicável o efeito 
anti-tumoral quimiopreventivo revelado pelas drogas anti-in-
f lamatórios não-esteroides, tomados regularmente (12). 

_Objetivo

A sobre-expressão da proteína RAC1B num subtipo de can-
cro do cólon foi identif icado anteriormente em trabalhos 
de investigação realizados no Instituto Nacional de Saúde 
Doutor Ricardo Jorge (INSA) (13) e representa um potencial 
biomarcador de prognóstico, ou mesmo um novo alvo tera-
pêutico. Sabe-se que níveis aumentados de RAC1B poten-
ciam a sobrevivência de células tumorais, mas a origem da 
sua sobre-expressão permanece desconhecida. Dados de 
estudos recentes no INSA sugeriram que condições inf lama-
tórias poderiam desencadear a sobre expressão de RAC1B 
no cólon (13,14). Com base nestes estudos, o objetivo deste 
trabalho foi validar a expressão de RAC1B em amostras de 
doentes com inf lamação intestinal, e identif icar, num modelo 
celular adequado, as moléculas inf lamatórias envolvidas.

_Materiais e métodos

Cortes histológicos de amostras conservadas em paraf ina 
de doentes com doença inf lamatória intestinal foram obtidos 
pelo biobanco do Centro Hospitalar Universitário de São 
João, Porto (Prof. F. Magro e Prof.ª F. Carneiro), o seu RNA 

extraído pelo k it RNeasy FFPE (Qiagen) e reverse-transcrito 
em cDNA. Por RT-PCR quantitativo foram amplif icados os 
transcritos de RAC1 total e RAC1B (variantes resultantes do 
mesmo gene pelo processo conhecido como spl ic ing alter-
nativo) e quantif icados segundo o método ΔΔCt.

As células Caco-2 foram cultivadas sobre filtros de polieti-
leno, com poros de 1 μm, em meio RPMI suplementado com 
5% (v/v) de soro fetal bovino durante 10-15 dias, até atingi-
rem uma resistência transepitelial de 1000 a 1200 Ohm. De 
seguida, os filtros foram transferidos para placas contendo 
as células controlo (Caco-2) ou do estroma (nomeadamente, 
fibroblastos (CT 5.3, linha derivada de um tumor) ou macrófa-
gos (M1 ou M2, diferenciados in vitro a partir de monócitos 
THP-1) ) e cocultivados durante 48 h. As citocinas segregadas 
para o meio de cultura estão a ser identif icadas por incuba-
ção com o array de anticorpos AAH-INF-3-8 (RayBiotech Inc.) 
e visualizadas por quimioluminoscência. Em alternativa, os 
filtros foram colocados em meio contendo a citocina CXCL2/-
MIP2α purif icada, adquirida comercialmente e previamente 
dissolvida em solução salina isotónica com albumina.

Para a anál ise de proteínas por Western blot, as células 
Caco-2 foram l isadas, os extratos separados por eletrofo-
rese em gel desnaturante, e lectro-transfer idos para uma 
membrana, e as proteínas detetadas com anticorpos espe-
cí f icos. Os níveis de RAC1 total e de α-tubul ina serviram de 
controlo interno.

_Resultados e discussão

A análise de 26 amostras paraf inadas de pacientes com 
doença inf lamatória intestinal permitiu confirmar que existe 
uma tendência de sobre-expressão do RNA mensageiro de 
RAC1B nesta doença. Embora este estudo ainda conte com 
um número reduzido de amostras, os resultados sugerem 
que um ambiente inf lamatório intestinal leva a um aumento 
da expressão de RAC1B nas células epiteliais do cólon ( figu-
ra 1). 

Para consolidar esta hipótese, tornou-se importante esclare-
cer quais os mecanismos moleculares subjacentes à indução 
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da expressão de RAC1B em condições inflamatórias. Dado 
que uma análise in situ da mucosa do cólon iria fornecer uma 
imagem já resultante de um processo de evolução complexo, 
foi desenvolvido um modelo in vitro para analisar com maior 
precisão bioquímica, quais os intervenientes moleculares que 
estão na base do efeito observado.

O modelo recorreu à l inha celular Caco-2, der ivada de célu-
las tumorais de um doente com cancro colorretal, mas que 
mantem a capacidade de formar uma barreira eletrof is ioló-
gica comparável com as carater ísticas da mucosa normal 
do cólon. 

Como prova de princípio, foi adicionada ao meio das célu-
las Caco-2 a citocina CXCL2/MIP-2α em forma purif icada, 
pois foi demonstrado anteriormente num trabalho de colabo-
ração do grupo que a expressão desta corelacionava, num 
modelo de ratinho para a inflamação crónica do cólon, com 
um aumento de RAC1B (15). As proteínas inflamatórias de 
macrófagos (MIPs) são citocinas quimiotáticas, produzidas 
por monócitos e macrófagos, que auxiliam no recrutamento 

de neutrófilos para os locais de lesão ou infeção, mas tam-
bém podem atuar sobre as células epiteliais (16). Na figura 
2A mostra-se que a adição desta citocina ao meio de cultura 
de células Caco-2 polarizadas, sem presença de outras célu-
las pro-inflamatórias, era suficiente para induzir um aumento 
de RAC1B nas células Caco-2, mas isto não aconteceu com 
a adição do controlo escolhido, a citocina IL-11.

No sentido de mimetizar este efeito ectópico, estas células 
foram então cult ivadas na presença de monócitos (THP1) 
e macrófagos diferenciados nos subtipos M1 (pro-inf lama-
tór io) ou M2 ( imunossupressor ) ( f igura 2B ). Estas exper iên-
cias revelaram que sobretudo a cocultura com macrófagos 
pró-inf lamatór ios M1 tinha a capacidade de induzir a pro-
dução da proteína RAC1B nas células Caco-2 ( f igura 2C ), 
consistente com um efeito agonista das citocinas por estes 
segregadas. No entanto, sabe-se que outros tipos celula-
res também inf luenciam a o per f i l de citocinas presentes no 
microambiente tumoral. Assim, adicionou-se à cocultura 
com os macrófagos M1 também f ibroblastos der ivados de 
tumores (CAFs). Ver i f icou-se que a adição deste terceiro 
t ipo celular ao modelo, potenciava ainda mais a expressão 
da proteína pro-tumoral RAC1B nas células colorretais 
( f igura 2C). Estes resultados, sugerem que é a intercomu-
nicação entre macrófagos, CAFs e células epite l ia is, que 
desencadeia a sobre-expressão de RAC1B. Para determi-
nar quais as citocinas envolv idas, neste modelo de cocul-
tura estabelecido, encontra-se atualmente em curso um 
estudo bioquímico mais pormenorizado para determinar 
o per f i l de citocinas que medeia a comunicação entre as 
células CAF ou M1 pro-inf lamatór ias, e as Caco-2, recor-
rendo a um array de anticorpos selecionados. 

Espera-se que os resultados obtidos neste modelo in vi tro 
venham a revelar quais as citocinas aumentadas, permitindo 
a sua correlação com as que se encontram elevadas no soro 
e no intestino de doentes com DII (17), e o seu consequente 
papel na promoção do cancro associado à colite (18,19).
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_Resumo

A inf lamação intestinal é uma doença crónica debi l i tante de or igem multi-
fator ial que afeta cerca de 25 000 por tugueses. É também uma condição 
promotora para a tumorigénese no cólon. Um microambiente inf lamató-
r io fornece sinais de sobrevivência para as células cancerígenas, as quais 
respondem com mudanças no seu programa genético. RAC1B é um exem-
plo de um biomarcador que foi identi f icado num subconjunto de tumores 
colorretais, e cuja expressão está aumentada em amostras de doentes 
com doença inf lamatór ia intestinal. Para esclarecer os mecanismos mole-
culares envolvidos, a expressão da proteína RAC1B foi anal isada num 
modelo celular composto por uma camada epitel ia l de células colorretais 
Caco-2 cocultivadas simultaneamente com f ibroblastos ou macrófagos. A 
mera adição da citocina CXCL2/MIP2α puri f icada, ou uma cocultura com 
macrófagos do tipo M1, responsáveis pela síntese de MIP2α in v ivo, indu-
ziram um aumento signif icativo nos níveis da proteína RAC1B nas células 
colorretais. Este aumento foi ainda potenciado pela adição de f ibroblas-
tos der ivados de carcinoma (CAFs) à cocultura com M1. Estes resultados 
permitiram identi f icar, molecularmente, como os sinais pró-inf lamatór ios 
do microambiente induzem alterações no programa genético das células 
tumorais colorretais, abr indo caminho para uma melhor compreensão do 
papel da inf lamação na promoção de tumores.

_Abstract

Inf lammatory bowel disease is a chronic disorder of mult i factor ia l or ig in 
that current ly af fects around 25 000 Por tuguese. It is a lso a condit ion 
for promoting the development of colorectal cancer. The inf lammatory 
microenvironment provides survival s ignals for cancer ce l ls, which 
respond with changes in the ir genetic program. RAC1B is an example for 
a biomarker previously identi f ied in a subset of BRAF-mutated colorec-
tal tumors, the expression of which was found increased in samples 
f rom patients with inf lammatory bowel disease. In order to e lucidate the 
under ly ing molecular mechanism, RAC1B expression was analyzed in a 
ce l l  model composed of an epithe l ium-l ike layer of d i f ferent iated colorec-
tal Caco-2 ce l ls in co-culture with f ibroblasts or macrophages. The pres-
ence of pur i f ied cy tok ine CXCL2/MIP2α, or a co-culture with M1-type 
macrophages (a source of MIP2α in vivo) induced a signi f icant increase in 
RAC1B prote in leve ls in colorectal ce l ls. This increase was fur ther poten-
t iated when cancer-associated f ibroblasts (CAFs) were added together 
with M1. The data identi f y a molecular l ink between pro-inf lammatory s ig-
nals f rom the microenvironment and al terat ions in the genetic program of 
colorectal tumor ce l ls, paving the way for a bet ter understanding of the 
role of inf lammation in tumor promotion.

_Introdução

As doenças inf lamatór ias intestinais (DII ) são provocadas 
pelo sistema imunitár io e causam dor abdominal e diarreia 
recorrentes, tendo um impacto debi l i tante para a saúde do 
doente, incluindo a necessidade de intervenções cirúrgi-
cas. A doença de Crohn pode manifestar-se em diferentes 
par tes do trato gastrointestinal enquanto a col i te ulcerosa 
afeta sobretudo o cólon. As causas são multi fator ia is com 
inf luência de fatores genéticos e ambientais, e a incidên-
cia tem vindo a aumentar no Mundo Ocidental, sobretudo 
em pessoas entre os 20 e 39 anos, atingindo assim a faixa 
mais ativa da população, com um impacto socioeconómico 
correspondente. Atualmente, em Por tugal, estima-se que 
cerca de 25 000 pessoas sofrem de DII (1), com uma inci-
dência aproximada de 150 novos casos por ano.

Para além dos sintomas, as DII aumentam o r isco para o 
desenvolv imento de cancro colorretal (2 ,3). Segundo os 
dados de 2020 da Agência Internacional de Investigação 
sobre Cancro ( IARC, na sigla em inglês) (4), a incidência do 
cancro do cólon em Por tugal ronda os 10 000 novos casos, 
causando cerca de 4 000 mor tos, em ambos os sexos. A 
grande maior ia destes casos são tumores esporádicos, 
sem histór ia famil iar associada, nos quais a inf luência do 
ambiente e dos hábitos de vida do doente tiveram um papel 
determinante. Vár ios fatores de r isco para o desenvolv i-
mento deste tipo de cancro foram reconhecidos em estu-
dos epidemiológicos (5), incluindo a prevalência de DII. 

A inf lamação é uma resposta essencial do organismo em 
caso de infeção microbiana ou danos aos tecidos. Através 
de uma sequência de eventos altamente regulada, a produ-
ção inicial de fatores pró-inf lamatórios el imina células dani-

f icadas ou infetadas, e é seguida por uma fase de fatores 
anti-inf lamatórios que permitem o processo de regeneração 
subsequente. A desregulação desta fase anti-inf lamatória, 
ou a presença continua de um estímulo pró-inf lamatório 
nocivo, resultam numa inf lamação crónica que lesa conti-
nuamente os tecidos afetados (6,7). 

Nos últimos anos, um microambiente inf lamatório tem sido 
reconhecido como uma condição promotora do desenvolvi-
mento tumoral (8-10), pois fornece sinais de sobrevivência 
às células tumorais. Por exemplo, as células tumorais têm 
recetores para as citocinas produzidas por f ibroblastos e 
macrófagos pertencentes ao microambiente inf lamatório, e 
respondem com alterações na sua expressão génica através 
da ativação de vias pro-proliferativas, como a via do STAT3 e 
do NF-κB (11). Com base nesta relação, é explicável o efeito 
anti-tumoral quimiopreventivo revelado pelas drogas anti-in-
f lamatórios não-esteroides, tomados regularmente (12). 

_Objetivo

A sobre-expressão da proteína RAC1B num subtipo de can-
cro do cólon foi identif icado anteriormente em trabalhos 
de investigação realizados no Instituto Nacional de Saúde 
Doutor Ricardo Jorge (INSA) (13) e representa um potencial 
biomarcador de prognóstico, ou mesmo um novo alvo tera-
pêutico. Sabe-se que níveis aumentados de RAC1B poten-
ciam a sobrevivência de células tumorais, mas a origem da 
sua sobre-expressão permanece desconhecida. Dados de 
estudos recentes no INSA sugeriram que condições inf lama-
tórias poderiam desencadear a sobre expressão de RAC1B 
no cólon (13,14). Com base nestes estudos, o objetivo deste 
trabalho foi validar a expressão de RAC1B em amostras de 
doentes com inf lamação intestinal, e identif icar, num modelo 
celular adequado, as moléculas inf lamatórias envolvidas.

_Materiais e métodos

Cortes histológicos de amostras conservadas em paraf ina 
de doentes com doença inf lamatória intestinal foram obtidos 
pelo biobanco do Centro Hospitalar Universitário de São 
João, Porto (Prof. F. Magro e Prof.ª F. Carneiro), o seu RNA 

extraído pelo k it RNeasy FFPE (Qiagen) e reverse-transcrito 
em cDNA. Por RT-PCR quantitativo foram amplif icados os 
transcritos de RAC1 total e RAC1B (variantes resultantes do 
mesmo gene pelo processo conhecido como spl ic ing alter-
nativo) e quantif icados segundo o método ΔΔCt.

As células Caco-2 foram cultivadas sobre filtros de polieti-
leno, com poros de 1 μm, em meio RPMI suplementado com 
5% (v/v) de soro fetal bovino durante 10-15 dias, até atingi-
rem uma resistência transepitelial de 1000 a 1200 Ohm. De 
seguida, os filtros foram transferidos para placas contendo 
as células controlo (Caco-2) ou do estroma (nomeadamente, 
fibroblastos (CT 5.3, linha derivada de um tumor) ou macrófa-
gos (M1 ou M2, diferenciados in vitro a partir de monócitos 
THP-1) ) e cocultivados durante 48 h. As citocinas segregadas 
para o meio de cultura estão a ser identif icadas por incuba-
ção com o array de anticorpos AAH-INF-3-8 (RayBiotech Inc.) 
e visualizadas por quimioluminoscência. Em alternativa, os 
filtros foram colocados em meio contendo a citocina CXCL2/-
MIP2α purif icada, adquirida comercialmente e previamente 
dissolvida em solução salina isotónica com albumina.

Para a anál ise de proteínas por Western blot, as células 
Caco-2 foram l isadas, os extratos separados por eletrofo-
rese em gel desnaturante, e lectro-transfer idos para uma 
membrana, e as proteínas detetadas com anticorpos espe-
cí f icos. Os níveis de RAC1 total e de α-tubul ina serviram de 
controlo interno.

_Resultados e discussão

A análise de 26 amostras paraf inadas de pacientes com 
doença inf lamatória intestinal permitiu confirmar que existe 
uma tendência de sobre-expressão do RNA mensageiro de 
RAC1B nesta doença. Embora este estudo ainda conte com 
um número reduzido de amostras, os resultados sugerem 
que um ambiente inf lamatório intestinal leva a um aumento 
da expressão de RAC1B nas células epiteliais do cólon ( figu-
ra 1). 

Para consolidar esta hipótese, tornou-se importante esclare-
cer quais os mecanismos moleculares subjacentes à indução 

da expressão de RAC1B em condições inflamatórias. Dado 
que uma análise in situ da mucosa do cólon iria fornecer uma 
imagem já resultante de um processo de evolução complexo, 
foi desenvolvido um modelo in vitro para analisar com maior 
precisão bioquímica, quais os intervenientes moleculares que 
estão na base do efeito observado.

O modelo recorreu à l inha celular Caco-2, der ivada de célu-
las tumorais de um doente com cancro colorretal, mas que 
mantem a capacidade de formar uma barreira eletrof is ioló-
gica comparável com as carater ísticas da mucosa normal 
do cólon. 

Como prova de princípio, foi adicionada ao meio das célu-
las Caco-2 a citocina CXCL2/MIP-2α em forma purif icada, 
pois foi demonstrado anteriormente num trabalho de colabo-
ração do grupo que a expressão desta corelacionava, num 
modelo de ratinho para a inflamação crónica do cólon, com 
um aumento de RAC1B (15). As proteínas inflamatórias de 
macrófagos (MIPs) são citocinas quimiotáticas, produzidas 
por monócitos e macrófagos, que auxiliam no recrutamento 

de neutrófilos para os locais de lesão ou infeção, mas tam-
bém podem atuar sobre as células epiteliais (16). Na figura 
2A mostra-se que a adição desta citocina ao meio de cultura 
de células Caco-2 polarizadas, sem presença de outras célu-
las pro-inflamatórias, era suficiente para induzir um aumento 
de RAC1B nas células Caco-2, mas isto não aconteceu com 
a adição do controlo escolhido, a citocina IL-11.

No sentido de mimetizar este efeito ectópico, estas células 
foram então cult ivadas na presença de monócitos (THP1) 
e macrófagos diferenciados nos subtipos M1 (pro-inf lama-
tór io) ou M2 ( imunossupressor ) ( f igura 2B ). Estas exper iên-
cias revelaram que sobretudo a cocultura com macrófagos 
pró-inf lamatór ios M1 tinha a capacidade de induzir a pro-
dução da proteína RAC1B nas células Caco-2 ( f igura 2C ), 
consistente com um efeito agonista das citocinas por estes 
segregadas. No entanto, sabe-se que outros tipos celula-
res também inf luenciam a o per f i l de citocinas presentes no 
microambiente tumoral. Assim, adicionou-se à cocultura 
com os macrófagos M1 também f ibroblastos der ivados de 
tumores (CAFs). Ver i f icou-se que a adição deste terceiro 
t ipo celular ao modelo, potenciava ainda mais a expressão 
da proteína pro-tumoral RAC1B nas células colorretais 
( f igura 2C). Estes resultados, sugerem que é a intercomu-
nicação entre macrófagos, CAFs e células epite l ia is, que 
desencadeia a sobre-expressão de RAC1B. Para determi-
nar quais as citocinas envolv idas, neste modelo de cocul-
tura estabelecido, encontra-se atualmente em curso um 
estudo bioquímico mais pormenorizado para determinar 
o per f i l de citocinas que medeia a comunicação entre as 
células CAF ou M1 pro-inf lamatór ias, e as Caco-2, recor-
rendo a um array de anticorpos selecionados. 

Espera-se que os resultados obtidos neste modelo in vi tro 
venham a revelar quais as citocinas aumentadas, permitindo 
a sua correlação com as que se encontram elevadas no soro 
e no intestino de doentes com DII (17), e o seu consequente 
papel na promoção do cancro associado à colite (18,19).

Figura 1: Quantificação por RT-PCR dos níveis de expres-
são do transcrito RAC1B em amostras em parafi-
na de doentes com doença inflamatória intestinal.
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Figura 2: Identificação da base molecular envolvida na sobre-expressão de RAC1B em microambiente inflamatório. 
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_Conclusões

Este trabalho conf irmou a sobre-expressão do biomarcador 
RAC1B em amostras de doentes com inf lamação intestinal 
e identif icou que citocinas geradas por um microambiente 
inf lamatório podem desencadear, em células tumorais, 
essa sobre-expressão. Os resultados exemplif icam mole-
cularmente o efeito que a inf lamação tem na progressão da 
doença oncológica, e sugerem que anticorpos terapêuticos, 
ou inibidores farmacológicos das vias associadas, poderão 
ter o potencial de rever ter o efeito pro-tumorigénico obser-
vado, reduzindo a incidência de casos de cancro colorretal 
associado à DII. 
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