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Capa 

 

Células tumorais de carcinoma da próstata, LNCaP, derivada de metástases linfáticas. Imagem 

obtida por microscopia ótica. Ampliacao total 100x.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Life is not easy for any of us. But what of that? 

 We must have perseverance and, above all, confidence in ourselves. 

 We must believe we are gifted for something and that this thing, at whatever cost, 

must be attained.” 

 

Marie Curie 
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Resumo 

 

O carcinoma da próstata (CaP) é a neoplasia sólida maligna mais frequente no género 

masculino e a segunda causa de morte por cancro. O maior desafio em termos terapêuticos 

está associado ao cancro da próstata metastático resistente à castração (CPMRC). Não 

existem tratamentos curativos para este estado avançado da doença, no entanto, entre as 

armas terapêuticas disponíveis no mercado destaca-se o uso do radiofármaco rádio-223 

(223Ra). Segundo alguns estudos já realizados, este apresenta-se como um mímico do cálcio e 

apresenta redução da dor e aumento do tempo de sobrevivência do doente. 

Perante estes factos e a relativa ausência de informação das vias moleculares 

responsáveis pelos efeitos do 223Ra nas células das metástases de carcinoma da próstata, este 

projeto tem como objetivo principal estudar os efeitos do 223Ra em linhas celulares de cancro 

da próstata e estudar o seu modo de ação nas células tumorais. Também o estudo de uma 

possível aplicabilidade do 223Ra a outras áreas foi tido em conta, nomeadamente para o 

osteossarcoma (OS). 

Para tal, foram realizados estudos com o objetivo de avaliar o perfil cinético e o modo 

de ação de dois radiofármacos, o 223Ra e o 99mTc-HMDP, em três linhas celulares distintas, duas 

de carcinoma da próstata (LNCaP e PC3) e uma de osteossarcoma (MNNG/HOS). Os estudos 

foram iniciados pela determinação do fator de sobrevivência para as linhas celulares LNCaP e 

PC3, com irradiação das células com doses até 10 mGy com o radiofármaco 223Ra. 

Posteriormente realizaram-se estudos de captação, internalização e retenção dos 

radiofármacos 223Ra e 99mTc-HMDP nas linhas celulares de CaP e OS, de modo a avaliar a 

cinética dos radiofármacos. Também o uso de um bloqueador dos canais de cálcio foi utilizado 

para avaliar diferenças de captação com ou sem a sua presença. 

Verificou-se que as células LNCaP apresentam uma maior radiossensibilidade ao 223Ra 

do que as células PC3. O radiofármaco 223Ra demonstrou ser captado, internalizado 

(inclusivamente a nível do núcleo) e retido por todas as linhas celulares, salientado valores 

superiores apresentadas pelas células PC3. As células LNCaP demonstraram um perfil cinético 

semelhante às células PC3. Também as células MNNG/HOS, de osteossarcoma, apresentam 

uma cinética semelhante às linhas celulares de carcinoma da próstata, mas com percentagens 

inferiores. O uso do bloqueador verapamil demonstrou que, na sua presença, há uma 

diminuição significativa da captação do 223Ra pelas linhas celulares em estudo, postulando que 

o mecanismo de atuação do radiofármaco 223Ra é dependente dos canais de cálcio. 



 

XII 

 

Desta forma, os resultados apresentados e obtidos ao longo desta dissertação, 

apontam o uso do radiofármaco 223Ra como uma mais-valia no tratamento de doentes de 

carcinoma da próstata metastático resistente à castração e como uma possível aplicação 

terapêutica em níveis mais precoces do estadio desta patologia, podendo ainda possivelmente 

ser aplicável como terapêutica noutros tumores malignos, como é o caso do osteossarcoma. 
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Abstract 

Prostate cancer (PCa) is the most common malignant solid tumor in males and the 

second leading cause of death by cancer. The biggest challenge, in therapeutic terms, is 

associated with metastatic castration-resistant prostate cancer. No curative treatments are 

available for this advantage stage of the disease, however, the use of the radiopharmaceutical 

Radium-223 (223Ra) is among the therapeutic weapons available on the market. According to 

previous studies, 223Ra acts as a mimic of calcium and it demonstrated to reduce pain and 

increase patient survival.  

Given these facts and the relative lack of knowledge about molecular pathways 

responsible for the effects of 223Ra in the cells of metastatic prostate cancer, this project aims 

to study the effects of 223Ra in prostate cancer cell lines and to study its mechanisms of action 

in tumor cells. The study of a possible applicability of the 223Ra to other areas was also taken 

into account, particularly to osteosarcoma (OS). 

For this, in vitro studies were performed to evaluate the kinetic profile of two 

radiopharmaceuticals, 223Ra and 99mTc-HMDP, in three cell lines, two of prostate cancer 

(LNCaP e PC3) and one of osteosarcoma (MNNG/HOS). Studies were initiated by 

determining the effect of 223Ra on LNCaP and PC3 cells survival. For that, cells were irradiated 

with doses up to 10 mGy.  Subsequently, uptake, internalization and retention studies of 223Ra 

and 99mTc-HMDP in PCa and OS cell lines were performed, in order to access the 

radiopharmaceuticals kinetics. It was also used a calcium channel blocker to assess uptake 

differences with or without its presence. 

Results show that LNCaP cells show an increased radiosensitivity for 223Ra compared 

to PC3 cell line. 223Ra influx was observed, as well as its internalization and accumulation in 

cytosol but also in the nucleus, in all cell lines. Higher value in all studies were showed for PC3 

cell line. LNCaP cells showed a kinetics profile similar to that of PC3 cells. MNNG/HOS cells 

(osteosarcoma) also showed a similar kinetics profile, but with lower percentages in all studies. 

The use of verapamil blocker showed that, in its presence, there is a significant decrease in 

223Ra uptake by all cell lines under study, allowing us to postulate that the radiopharmaceutical 

223Ra mechanism of action is dependent on calcium channels.  

Thus, the results achieved and presented in this manuscript, point out the use of the 

223Ra radiopharmaceutical as an added value in the treatment of patients with metastatic 
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castration-resistant prostate cancer and as a possible therapeutic application in the earliest 

stages of this pathology. Its therapeutic application to other malignant tumors, such as 

osteosarcoma, should also be considered.   
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As neoplasias malignas caracterizam-se pelo crescimento descontrolado e pela 

disseminação de células cancerígenas, que se deixarmos evoluir em função da sua história 

natural pode resultar na morte do portador (Harvey Lodish et al , 2013). Este processo não é 

restrito apenas a um único conjunto de células em proliferação, mas sim a um tecido complexo 

composto por múltiplos tipos distintos de células que interagem entre si e com o 

microambiente envolvente (Abrantes, 2013). Existem diversos fatores, tanto externos como 

internos, que podem conduzir ao desenvolvimento desta doença, entre eles, o tabaco, as dietas 

pouco saudáveis, as mutações genéticas hereditárias ou as condições imunológicas do 

hospedeiro. Em todo o mundo, em 2012, detetaram-se 14,1 milhões de novos casos e 

ocorreram 8,2 milhões de mortes, considerando-se a segunda causa de morte em países de 

altos rendimentos (precedido pelas doenças cardiovasculares). No mesmo ano, em Portugal, 

registaram-se 49,2 milhares de novos casos de cancro (American Cancer Society, 2015). 

 

1.1 Cancro da Próstata 

 

1.1.1 A Próstata 

A próstata é um órgão músculo-glandular localizado no interior da pélvis, imediatamente 

por baixo da bexiga e envolvente da uretra. A principal função deste órgão, como glândula 

acessória da reprodução, é secretar um fluido alcalino que constitui parte do ejaculado e que 

ajuda na mobilidade e na nutrição dos espermatozoides (Dunn e Kazer, 2011). A próstata não 

apresenta exatamente uma arquitetura lobular, contudo, John E. McNeal (McNeal, 1969; 

Mcneal, 1981; McNeal, 1998) desenvolveu, durante vários anos, um modelo anatómico da 

próstata, dividindo-a em várias zonas, que continua a ser aceite e usado na prática clínica. 

Neste modelo encontram-se descritas quatro zonas anatómicas distintas, como podemos ver 

representado na Figura 1. 

Distinguem-se três zonas glandulares, a zona periférica, a zona central e a zona de 

transição. A zona periférica ocupa cerca de 70% do volume da porção glandular da próstata e 

está associada, frequentemente, ao desenvolvimento de patologias como o carcinoma. A zona 

central corresponde a cerca de 25% do volume e rodeia os canais ejaculatórios. A zona de 

transição ocupa apenas cerca de 5% do volume desta glândula e é constituída por dois 

pequenos lóbulos. Para além das zonas glandulares, é também descrito por McNeal uma zona 

não glandular – zona fibromuscular anterior (ou estroma), que corresponde a cerca de um 
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terço de toda a glândula. Esta zona é composta por músculo liso e por tecido fibroso. (Dunn 

e Kazer, 2011; McNeal, 1969; Mcneal, 1981; McNeal, 1998; Shen e Abate-Shen, 2010; Verma 

e Rajesh, 2011). 

 

 

 

Figura 1: Representação esquemática de um plano sagital da próstata, evidenciando as diferentes zonas [Adaptado 
de (Marzo et al., 2007) e Baylor College of Medicine 1980] 

 

O epitélio da próstata é constituído por três grandes tipos de células, as células 

secretoras, as células basais e as células neuroendócrinas. As células secretoras são 

responsáveis pelas secreções fisiológicas, as células basais são as menos abundantes e estão 

posicionadas sobre a membrana basal adjacente das células secretoras. A ausência destas pode 

ser um marcador determinante de carcinoma da próstata (CaP). Por sua vez, as células 

neuroendócrinas estão dispersas por toda a glândula e acredita-se que estão envolvidas na 

regulação da atividade secretora da próstata e do crescimento celular (Joshua et al., 2008; Shen 

e Abate-Shen, 2010). 

 A glândula prostática pode ser afetada por várias patologias que demoram muitos anos 

a se desenvolver e a se manifestar. Entre as mais comuns encontra-se a prostatite e a 

HBP.Destaca-se a hiperplasia benigna prostática (HBP), na qual se verifica um aumento do 

número de células epiteliais e do estroma e, consequentemente, um aumento do volume da 

próstata que, por sua vez, desencadeia sintomas no trato urinário. Esta hiperplasia surge mais 

frequentemente na zona de transição, estando dependente de androgénios para o seu 

desenvolvimento (Roehrborn, 2008; Sciarra et al., 2008). 
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 A lesão que mais frequentemente se associada ao desenvolvimento do carcinoma da 

próstata é a neoplasia intra-epitelial prostática de alto grau (do inglês, high-grade prostatic 

intraepithelial neoplasia - HGPIN). Ambas apresentam várias semelhanças, tais como a 

localização preferencial na zona periférica, as transições morfológicas, as semelhanças 

moleculares e fenotípicas, entre outras (Cardoso, 2013). Postulou-se que HGPIN surge a 

partir de uma lesão de baixo grau (LGPIN - do inglês, low--grade prostatic intraepithelial 

neoplasia). Evidências mostram que a maioria das alterações na expressão dos genes envolvidos 

ocorre na transição do epitélio normal para o HGPIN e não na transição de HGPIN para o 

carcinoma. As lesões de HGPIN caracterizam-se por diferentes padrões de arquitetura que se 

correlacionam com o desenvolvimento de CaP.  Esta evolução é a base para a proposta de um 

modelo de progressão do epitélio normal para o CaP apresentado na Figura 2 (Joshua et al., 

2008; Sciarra et al., 2008; Shen e Abate-Shen, 2010).  

 

 

Figura 2: Representação histológica da evolução do epitélio normal até ao desenvolvimento do carcinoma da 
próstata, evidenciando o tempo de progressão. [Adaptado de (Sciarra et al., 2008)] 

 

Os índices de incidência de carcinoma da próstata pelas zonas anteriormente descritas 

são de  68% para a zona periférica, de 24% para a zona de transição, e de  8% para a zona 

central (Sarkar e Das, 2016). , sendo o tipo histológico mais frequente o adenocarcinoma 

acinar (AJCC, 2012). 

 

1.1.2 Epidemiologia 

O carcinoma da próstata é o segundo tipo de neoplasia mais frequentemente 

diagnosticado no homem assim como a quinta causa de morte, registando-se, no ano de 2012, 

1,1 milhões de novos casos em todo o mundo (Figura 3), dos quais cerca de 70% ocorrem em 

países economicamente desenvolvidos. No mesmo ano registaram-se 307 milhares de mortes 

por esta patologia (American Cancer Society, 2015). 
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Figura 3: Estimativa do número de novos casos e de mortes, em todo o mundo, por tipo de cancro e por género. 
[Adaptado de (American Cancer Society. Global Cancer Facts & Figures 3rd Edition)] 

 

A incidência de carcinoma da próstata é maior na Europa do Norte e Ocidental, na 

América do Norte e na Oceânia, apresentando igualmente uma incidência elevada em zonas 

menos desenvolvidas como as Caraíbas, a África do Sul e a América do Sul. Estas variações 

podem dever-se ao facto das técnicas de diagnóstico precoce utilizadas não serem uniformes 

para todos os países, sendo mais utilizadas em zonas economicamente desenvolvidas (Ferlay 

et al., 2015).  

 

Figura 4: Representação da incidência e da mortalidade por cancro, em Portugal, para ambos os géneros. A cor 
vermelha corresponde à mortalidade e o azul à incidência. [Adaptado de (GLOBOCAN,2012)] 
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Em Portugal, as estatísticas indicam que o carcinoma da próstata é a neoplasia com 

maior incidência e a terceira causa de morte oncológica (Figura 4). Por ano, a incidência desta 

patologia ascende a 6622casos, sendo atribuídas cerca de 1500 mortes a este tumor 

(GLOBOCAN 2012).  

O desenvolvimento de carcinoma da próstata está associado a três principais fatores 

de risco, a faixa etária, a raça/etnia e a predisposição familiar (Gann, 2002). Contudo, entre 

eles, o fator mais significativo é o envelhecimento. Com o avanço da idade, a taxa de incidência 

aumenta drasticamente até atingir o seu pico máximo por volta dos 80 anos. São raros os 

registos de ocorrência de cancro da próstata antes dos 40 anos de idade (Pedrosa, 2012). 

A etnia também faz variar as taxas de incidência de carcinoma da próstata. Os homens 

de raça negra estão associados a um maior risco de cancro da próstata avançado e agressivo, 

em idade jovem, sendo afetados por esta patologia cerca de 2-3 anos mais cedo que os homens 

caucasianos (Hussein, Sattunwar e Kwast, 2015). As razões para estas diferenças ainda não 

estão completamente esclarecidas, mas pressupõe-se que sejam devido a alterações na 

expressão de genes associados à manutenção dos níveis de testosterona em circulação, 

reportados como mais elevados nos indivíduos com descendência africana. Assim, genes que 

codificam enzimas que se encontram envolvidas na ativação ou na inativação da testosterona, 

tal como gene 5 alfa redutase do tipo 2 (SRD5A2), responsável por codificar a proteína 

conversora de testosterona, e os citocromos p450 cYP3A4, CYP3A5 e CYSP3A43, envolvidos 

na hidroxilação da testosterona, são suscetíveis a alterações genéticas de acordo com a etnia 

(Zeigler-Johnson et al., 2008) Estas alterações também podem ser justificadas pelas 

modificações ambientais, pelas variações na dieta e pelas alterações epigenéticas, que cada vez 

mais têm sido associadas ao aumento do risco de cancro da próstata (Adjakly et al., 2015). 

Outro fator determinante é a predisposição familiar que é responsável por 5-10% dos 

casos desta patologia. Homens cujos familiares de primeiro grau tenham sido diagnosticados 

com carcinoma da próstata, antes dos 60 anos têm um risco quatro vezes superior de 

desenvolverem a doença, comparativamente à população em geral (Adjakly et al., 2015). As 

condições hereditárias estão associadas ao Síndrome de Lynch e a mutações dos genes BRCA1, 

BRCA2 e HOXB13 (Tabela 1). Portadores de mutações dos genes BRCA1 e BRCA2 têm 

demonstrado estar associados a carcinoma da próstata em idades mais jovens e mais agressivo, 

caracterizado por uma elevada taxa de metastização ganglionar e à distância, aquando da 

deteção e, consequentemente, elevada mortalidade, comparado com os não portadores deste 

tipo de mutações (Attard et al., 2015; Hussein, Sattunwar e Kwast, 2015). Mutações no gene 
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HOXB13 também estão associadas a carcinoma da próstata, no entanto, o exato mecanismo 

desencadeado por esta mutação na carcinogénese ainda não se encontra esclarecido, sabendo-

se apenas que este gene interage com o recetor de androgénios (RA) e que promove o 

desenvolvimento e a diferenciação da próstata normal em carcinoma (Attard et al., 2015; 

Hussein, Sattunwar e Kwast, 2015; Patel e Klein, 2009). 

 

Tabela 1: Representação das mutações mais comuns associadas a CaP familiar (Hussein, Sattunwar e Kwast, 2015) 

 

1.1.3 Diagnóstico e estadiamento 

Na última década a incidência de carcinoma da próstata aumentou, porém, a taxa de 

mortalidade diminuiu. Esta diminuição no número de mortes por esta patologia está 

relacionada com vários fatores, nomeadamente, a deteção e o diagnóstico mais precoces, 

aparecimento de estratégias terapêuticas mais eficazes e uma maior abrangência geográfica 

dos testes de diagnóstico precoce (Pedrosa, 2012). O diagnóstico precoce do carcinoma da 

próstata, quando determinado numa fase inicial da doença, antes do aparecimento de sintomas, 

aumenta o número de opções terapêuticas disponíveis.  

Os exames de diagnóstico precoce comummente utilizados são a pesquisa do antigénio 

específico da próstata (PSA – do inglês, prostate-specific antigen) e o toque retal. A ecografia 

transretal (ET) também pode ser utilizada permitindo determinar, através de imagem, as 

dimensões da glândula prostática, a anatomia regional e as eventuais lesões cancerígenas 

(Turkbey, Pinto e Choyke, 2009). Se o resultado destes exames apresentar anomalias poderá 

estar indicada a realização de biópsia ou o uso de outras técnicas de imagem ou analíticas 

(Stavridis et al., 2010). 
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O PSA é uma glicoproteína secretada pelo epitélio prostático, concentrando-se nestes 

tecidos, pelo que  apresenta baixas concentrações no soro (Ingle, Ramona e Sukesh, 2013). 

Perturbações na arquitetura da próstata normal desencadeiam um aumento dos níveis de PSA 

na circulação geral. Contudo, o PSA é expresso tanto pelas células normais como pelas células 

do carcinoma da próstata e, portanto, não pode ser considerado um marcador específico de 

doença. Os níveis de PSA no soro também podem estar aumentados por outros fatores, 

incluindo a HBP, a prostatite e o aumento do volume da próstata associado à idade. De acordo 

com a idade e com a etnia foram determinados valores de referência para a PSA livre no soro, 

que são apresentadas na Figura 5. Em grande parte da Europa considera-se que concentrações 

séricas de PSA maiores ou iguais a 4 ng/mL são anormais e recomenda-se a biópsia da próstata. 

Este exame rotineiro revela muito pouca especificidade para estas concentrações, sendo que 

apenas 20-30% dos homens com concentrações de PSA entre os 4 e os 10 ng/mL revelam ter 

carcinoma da próstata, no entanto o seu valor para o diagnóstico é incontestável (Greene et 

al., 2009; Ingle, Ramona e Sukesh, 2013; Miller et al., 2007).  

 

Figura 5: Concentrações de referência de PSA para intervalos etários, de acordo com a etnia dos doentes. 
[Adaptado de (Greene et al., 2009) ] 

 

O grau de diferenciação histológico é essencial para aceder à agressividade do tumor, 

para prever o resultado da terapêutica e também para a escolha da melhor terapêutica. Para 

permitir a análise histopatológica é necessário recolher amostras por biópsias guiadas por ET 

(Cardoso, 2013; Hoeks et al., 2011). A escala de Gleason é um sistema de classificação 

histopatológico desenvolvido por Donald F. Gleason em 1966 que continua a ser amplamente 

utilizada na prática clínica. Este baseia-se no padrão da arquitetura globular do tumor e divide-
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se em cinco graus de diferenciação, em que o grau 1 corresponde ao mais diferenciado e o 

grau 5 ao mais indiferenciado, tal como que se pode observar na  

Figura 6 (DeMarzo et al. 2003; Humphrey 2004; Maygarden & Pruthi 2005; Gordetsky 

& Epstein 2016; Shah & Zhou 2016;). 

 

Figura 6: Nova escala de Gleason, modificada em 2015 pela Sociedade Internacional de Patologia Urológica. 
[Adaptado de (Shah e Zhou, 2016)] 

 

As técnicas de obtenção de imagem são de extrema relevância para determinar a 

extensão do tumor e o estadiamento da doença. Para determinar a extensão da doença 

localizada a imagem por ressonância magnética (MRI, do inglês magnetic resonance imaging) é a 

mais utilizada. A tomografia computorizada (TC) é recomendada para doentes com 

concentrações de PSA elevadas, de modo a avaliar a possibilidade de linfadenopatia ou do 

envolvimento de órgãos sólidos (como metástases no fígado ou no pulmão). A cintigrafia óssea 

com bifosfonatos marcados com tecnécio 99 metastável é amplamente utilizada para a deteção 

de metástases ósseas. Existe ainda, a tomografia por emissão de positrões (PET, do inglês 

positron emission tomography) com fluorodeoxiglicose marcada com flúor 18 (18F-FDG, do 

inglês, fluorodeoxyglucose), um marcador do metabolismo da glicose, capaz de dar informação 

acerca da carcinogénese que apesar de não ser eficaz no diagnóstico do carcinoma da próstata 

localizado, é bastante útil em doentes que demonstram uma não dependência androgénica. 

Assim é mais comum utilizar-se PET com colina, sendo esta um componente importante dos 

fosfolípidos da membrana celular que se encontram em elevados valores nas células do 
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carcinoma da próstata (Bouchelouche, Choyke e Capala, 2010; Turkbey, Pinto e Choyke, 

2009). 

O sistema de estadiamento mais usado é o TNM a [tumor primário (T); gânglios 

linfáticos (N) e metástases à distância (M)], no os doentes são estratificados de acordo com 

os métodos de diagnóstico apresentados previamente. Esta classificação é composta por várias 

subdivisões dentro da classificação TNM que permitem dar a informação das zonas afetadas 

pelo tumor, tal como se pode observar na Figura 7, bem como agrupar os doentes em grupos 

de prognóstico semelhante. Assim, é possível classificar a doença em três grandes grupos: 

localizada, quando se encontra confinada apenas à próstata; localmente avançada quando a 

doença se estende  para a região para-prostática; e por último, o carcinoma da próstata 

metastático (CaPm) definido pela presença de tumor noutras zonas do organismo, 

normalmente os gânglios linfáticos e o osso (Cheng et al., 2012; Hoeks et al., 2011; Moul et al., 

2015; NCCN, 2016).  

 

 

Figura 7: Representação do sistema de classificação TNM de 2010 para CaP à esquerda, com imagem ilustrativa 
da evolução da patologia. [Adpatado de (Moul et al., 2015) e (Cancer Research UK, 2016)] 

 

1.1.4 Terapêutica 

Homens diagnosticados com carcinoma da próstata localizado podem ter diferentes 

prognósticos e têm acesso a um vasto leque de opções terapêuticas. Não existem evidências 

que permitam identificar o melhor tratamento para o carcinoma da próstata. Na Figura 8 
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apresentam-se as abordagens mais utilizadas nos diferentes escalões etários. (Attard et al., 

2015; Siegel et al., 2012). 

 

Figura 8:. Primeira opção de tratamento dos doentes com CaP de acordo com a idade, em 2008. A cor azul 
corresponde a prostatectomia radical, a cor-de-rosa a radioterapia e a cor verde a vigilância ativa. [Adaptado de 
(Siegel et al., 2012)] 

 

A. Vigilância Ativa 

Se o doente for classificado com doença de muito baixo risco de é possível propor-se 

uma estratégia de vigilância ativa, não necessitando de ser submetido, nesta fase, a tratamentos 

desgastantes e potencialmente prejudicais (Attard et al., 2015). São candidatos doentes com 

carcinoma da próstata localizada, com grau de Gleason inferior a 6, com no máximo dois cores 

positivos na biópsia, nenhum dos quais com mais de 5% de neoplasia e com uma esperança de 

vida maior do que 10 anos. Estes doentes devem ser acompanhados com medições de PSA e 

com biópsias regulares e são descritos com um tempo de sobrevida livre de doença durante 

5 a 10 anos (Ramon e Denis, 2007). 

 

B. Prostatectomia Radical 

É uma técnica cirúrgica de intuito curativo que envolve a remoção de todo o tecido 

prostático e dos gânglios linfáticos regionais, nas situações em que a lifadenectomia está 

indicada. Esta terapêutica está preconizada para doentes com adenocarcinoma localizado à 

próstata e com uma esperança de vida maior que 10 anos (Monteiro, 2006; Ramon e Denis, 

2007). 
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C. Radioterapia 

É cada vez mais comum o uso de radioterapia como forma de tratamento para a doença 

localizada. Existem duas modalidades, a irradiação por fonte externa e a braquiterapia. A 

primeira é apresentada como a mais convencional e surge como uma alternativa à 

prostatectomia radical, com resultados comparáveis em termos de sobrevida e na qualidade 

de vida (Monteiro, 2006). A inovação e a melhoria nas técnicas com a implementação do uso 

da radioterapia conformacional 3D e da radioterapia de intensidade modulada reduziram os 

efeitos secundários mais comuns, desencadeados pela irradiação de tecidos vizinhos do órgão 

alvo. Este tipo mais inovador de radioterapia permite que sejam depositadas doses mais altas 

de radiação no tumor, minimizando os danos agudos ou tardios nos tecidos vizinhos. A 

combinação de radioterapia com bloqueio androgénico permite melhorar os resultados 

obtidos em casos de doentes de cancro da próstata de alto risco (Heidenreich et al., 2011; 

Monteiro, 2006; Ramon e Denis, 2007). 

A braquiterapia consiste na colocação transperineal de pequenas sementes, implantes 

radioativos intraprostáticos, guiada por ecografia. Estes implantes podem ser permanentes ou 

temporários. É uma técnica segura e eficiente que permite a administração de doses maiores 

de radiação com menor morbilidade associada. Os critérios de seleção que têm sido adotados 

para os doentes consideram  pequeno volume da próstata, cancro da próstata localizado, baixa 

diferenciação histológica (Gleason <7), baixas concentrações séricas de PSA (<10 ng/mL), 

volumes prostáticos inferiores a 60 cm3 e IPSS (do inglês, International Prostate Symptom Score)  

ligeiro a moderado (Heidenreich et al., 2011; Monteiro, 2006; Pedrosa, 2012) 

 

D. Outros tratamentos localizados  

Além dos tratamentos já descritos, há outras técnicas ainda em fase de investigação O 

tratamento por ultrassons focados de alta intensidade (HIFU do inglês high-intensity ultrassound) 

apresenta-se como uma técnica minimamente invasiva. A chave deste tratamento consiste em 

fornecer a quantidade de energia necessária para aumentar a temperatura do tecido a um nível 

citotóxico (> 60C), o que provoca morte celular por necrose de coagulação. Os doentes 

devem apresentar baixas concentrações séricas de PSA e um grau de Gleason favorável. 

Estudos demonstram uma taxa livre de doença de 89,6% após 10 anos (Hsiao et al., 2016; 

Zhou, 2011). 
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Também a crioterapia tem surgido como uma técnica minimamente invasiva para o 

tratamento do cancro da próstata através do congelamento e descongelamento dos tecidos 

cancerígenos, o que induz morte celular por apoptose. Este tratamento poderá estar indicado 

para estadios iniciais da doença e nas recidivas após radioterapia (Sverrisson, Jones e Pow-

Sang, 2013). 

 

1.2 Carcinoma da Próstata Avançado 

 

Entre 20 a 30% dos doentes com carcinoma da próstata localizado irão desenvolver 

metástases à distância, para além de cerca de 10 a 20% dos doentes que já as apresentam 

aquando do diagnóstico inicial (Bahl, 2013). Neste estadio mais avançado da doença, as células 

tumorais já se disseminaram da próstata para as áreas adjacentes ou para outras regiões do 

organismo, mais frequentemente para os gânglios linfáticos e para o osso. Em 1941, Charles 

Huggins e Clarence Hodges provaram que o desenvolvimento e a expansão do carcinoma da 

próstata é dependente da atividade hormonal (Bahl, 2013; Calais da Silva, 2013; Felici, Pino e 

Carlini, 2012).  

 

1.2.1 O papel dos Recetores de Androgénios 

O desenvolvimento e normal funcionamento da próstata é dependente de androgénios 

e das suas funções sobre as moléculas alvo (como fatores de crescimento) através da via de 

sinalização pelos recetores de androgénios (RA). Assim, os androgénios são críticos na 

manutenção das células da próstata e contribuem para a sua diferenciação e crescimento. 

Todavia, em condições anormais, contribuem também para o desenvolvimento e para a 

progressão do carcinoma da próstata, apresentando um papel fulcral na sua carcinogénese 

(Pedrosa, 2012; Santos, Huang e Tindall, 2004). 

Os androgénios, tal como a testosterona, são sintetizados maioritariamente pelas 

células de Leyding nos testículos, sobre regulação da hormona luteinizante (LH, do inglês 

luteinizing hormone) produzida na glândula pituitária anterior e, em pequena quantidade, pelas 

glândulas suprarrenais. Por sua vez, a secreção de LH é regulada pela hormona libertadora de 

gonadotropinas (GnRH, do inglês gonadotropin-releasing hormone). A maioria da testosterona 

produzida circula no soro ligada à globulina transportadora de hormonas sexuais (SHBG, do 



 Rádio-223 no tratamento do carcinoma da próstata metastático 

 

- 15 - 

 

inglês sex hormone-binding globulin). Apenas a forma livre penetra as células da próstata, onde 

é convertida num metabolito de testosterona, pela 5-redutase, a 5-dihidrotestosterona 

(DHT). O DHT liga-se aos RA, devido à elevada afinidade por estes promovendo o 

crescimento, a proliferação, a diferenciação e a sobrevivência das células da próstata, tal como 

se pode observar na Figura 9 (Chandrasekar et al., 2015; Huang e Tindall, 2002; Javidan et al., 

2005; Ning et al., 2014; Pedrosa, 2012; Tan et al., 2014). 

 

 

Figura 9: Mecanismo de ação dos androgénios e via de sinalização dos RA nas células da próstata. T indica 

testosterona; HSP, proteína de choque do calor; AR, recetor de androgénios; ARE, elemento responsivo a 
androgénios; LH, hormona luteinizante; PSA, antigénio específico da próstata. [Adaptado de (Saraon, Jarvi e 
Diamandis, 2011)] 

 

Os RA são recetores nucleares com peso molecular de 110 kDa, constituídos por 919 

aminoácidos e codificados por um gene localizado no cromossoma Xq11-12. No estado não 

ligado, o RA está predominantemente localizado no citoplasma, ligado às proteínas de choque 

do calor (HSP). Quando se conecta ao ligando, o RA transcola-se para o núcleo ligando-se a 

elementos androgénio dependentes na região promotora. Aqui interage com elementos do 

genoma e recruta moléculas que aumentam (coativadores) ou reprimem (correpressores) a 

transcrição génica. Existem múltiplas formas de coativar esta função através de processos de 

fosforilação, de metilação, de acetilação ou de ubiquitinação em vários locais. Estas 
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modificações permitem interatuar com outras vias de sinalização (ex: cinases, fosfatases, 

histonas, acetiltransferases e desacetilases) e explicam a enorme plasticidade do sinal do RA.  

Atendendo a esta dependência androgénica do carcinoma da próstata na fase inicial, a 

terapia hormonal ou a terapia de privação androgénica (ADT, do inglês androgen-deprivation 

theraphy) é considerado o tratamento standard para estes doentes (Calais da Silva, 2013). Esta 

descoberta valeu, em 1966, a Huggins e Hodges a atribuição do prémio nobel da Fisiologia e 

da Medicina. Deste modo, esta terapêutica pode ser realizada de modos diferentes, expostos 

seguidamente. 

 

A. Castração Cirúrgica 

A orquidectomia bilateral é a forma clássica de terapêutica hormonal, consistindo na 

remoção cirúrgica de ambos os testículos, a maior fonte de androgénios, com obtenção rápida 

de concentrações muito baixas de testosterona. Os doentes sujeitos a este tratamento 

apresentam uma redução da testosterona em circulação de 90% nas primeiras 24h. Assim, 

obtêm-se concentrações de testosterona sérica da ordem dos 15 ng/dL. Classificado como 

um tratamento permanente, é uma modalidade atualmente pouco utilizada (Calais da Silva, 

2013). 

 

B. Castração médica 

Níveis séricos de testosterona similares aos anteriores também podem ser obtidos 

através do uso de produtos químicos, nomeadamente através da administração de estrogénios, 

de análogos da hormona libertadora de hormona luteinizante (LHRH, do inglês luteinizing 

hormone–releasing hormone) ou de antagonistas da LHRH.  

  Os estrogénios proporcionam um “feedback” negativo sobre o hipotálamo reduzindo 

a secreção de LHRH e, consequentemente, diminuem a secreção de LH e de testosterona. 

Por outro lado, também atuam diretamente sobre as células de Leyding suprimindo a produção 

de testosterona ou inibindo os androgénios. Os estrogénios sintéticos, tal como o 

dietilstilbestrol (DES), têm um efeito, supostamente, citotóxico direto sobre o epitélio 

prostático e sobre o dihidroepiandroesterona (DHEA) que impedem a produção de 

androgénios pela glândula suprarrenal. Contudo, as doses consideradas necessárias para a 

diminuição dos níveis séricos de testosterona apresentam risco de morbilidade cardiovascular 

significativa que os destrona como abordagem de primeira linha. 
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Os agonistas da LHRH têm como função induzir a inibição funcional da glândula 

pituitária e das gónadas, desencadeando uma diminuição no número de recetores e a disrupção 

da tradução de sinal, ou seja, uma dessensibilização gonadotrópica, para além da marcada 

redução nos níveis séricos de LH e de testosterona. O resultado da aplicação destes agonistas, 

traduz-se por um estado de castração médica, caracterizado pela inibição endócrina completa 

das gónadas, dos tecidos extra-gonadais detentores de recetores de LHRH e queda das 

concentrações séricas das hormonas sexuais.  

Por outro lado, os antagonistas LHRH atuam através de um mecanismo de inibição 

competitiva pelos recetores de GnRH, promovendo uma imediata e irreversível supressão da 

hormona LH, da FSH e, consequentemente, da testosterona (Calais da Silva, 2013). 

A inibição da ligação da DHT aos recetores de androgénio da célula alvo, pode ser 

efetuada com recurso à terapêutica com antiandrogénios não esteroides ou esteroides. Os 

primeiros atuam de modo a bloquear a translocação do complexo DHT-RA para o núcleo da 

célula e a ligação deste ao recetor da célula alvo. Relativamente aos segundos, além de 

promoverem o bloqueio da interação entre os androgénios e o seu recetor, diminuem 

também a produção de LH pelas glândulas suprarrenais (Calais da Silva, 2013)   

Podem ser também utilizados inibidores da síntese de androgénios, como por exemplo 

o cetoconazol, um inibidor do citocromo P450; anti-androgénios de nova geração, tal como a 

enzalutamida que vai atuar a nível da translocação do RA para o núcleo; e ainda novos 

inibidores da síntese dos androgénios, como exemplo o acetato de abiraterona que inibe a 

atividade da CYP17 e diminui os níveis circulantes de testosterona, o mais importante ligando 

do RA(Calais da Silva, 2013; Hammerer e Madersbacher, 2012; Moul et al., 2015). 

 

1.2.2 A resistência à Castração 

A ADT, tal como apresentado, é considerado o tratamento standard desde há vários 

anos, contudo apesar de se observar uma resposta favorável durante a fase inicial do 

tratamento, esta apresenta normalmente um curto período de eficácia. Entre 12 a 18 meses 

após o seu início do tratamento, as células malignas tornam-se resistentes a esta terapêutica 

hormonal (castração). Esta condição avançada de resistência é designada pela comunidade 

científica por cancro da próstata resistente à castração (CPRC) (Rodrigues et al., 2014).  

A resistência à castração define-se pela presença de progressão radiológica 

(aparecimento de duas ou mais metástases ósseas ou de uma metástase num órgão sólido) 
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e/ou bioquímica (quando se verificam três aumentos consecutivos da concentração sérica do 

PSA) da doença, num doente com valores de testosterona em níveis de (<50 ng/dL) 

(Chandrasekar et al., 2015). 

 Apesar de os mecanismos de resistência à castração ainda serem pouco claros, admite-

se que pode ser através de alterações mutagénicas no RA, de amplificação deste, do 

envolvimento de co-reguladores ou até mesmo pela ativação dos RA não dependente de 

ligandos. Pressupõe-se ainda que a existência de modificações pós translacionais, de alterações 

na produção dos esteroides ou de variações de splicing nos RA possam ainda contribuir para 

o desenvolvimento de CPRC. Deste modo, não se pode afirmar apenas um mecanismo como 

o promotor da resistência, mas sim que o conjunto de vários fatores, tal como pode observar-

se na Figura 10, potencia o seu desenvolvimento (Chandrasekar et al., 2015; Devlin e Mudryj, 

2009; Javidan et al., 2005; Katsogiannou et al., 2015; Rodrigues et al., 2014). 

 

Figura 10: Mecanismo de resistência a androgénios dependente de recetores, no CaP hormonal natural, condutor 

da resistência à castração. wtar, RA wild-type; ARV, variante do RA; mutAR, RA mutado; T, testosterona; DHT, 
dihidroxitestosterona; SHGB, hormona sexual ligada à globulina. [Adaptado de (Chandrasekar et al., 2015) 
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1.3 Carcinoma da Próstata Metastático Resistente à 

Castração 

 

As células do carcinoma da próstata que adquirem resistência à castração tornam-se 

altamente invasivas, induzindo a rápida progressão da doença para outras zonas do organismo. 

Tal como em outros tumores sólidos, o carcinoma da próstata pode metastizar para órgãos 

distantes, como o fígado, o pulmão, o cérebro, ou os gânglios linfáticos, mas tem especial 

tendência para metastizar para o osso. Em doentes com cancro da próstata localizado a 

sobrevivência 5 anos após o diagnóstico é aproximadamente de 50%, contudo, em doentes 

com metastização esta taxa decresce para 31% (Jin, Dayyani e Gallick, 2011; Logothetis e Lin, 

2005). 

A metastização engloba, de um modo sucinto, um processo através do qual as células 

tumorais malignas extravasam o tumor primário e difundem para o sistema circulatório, 

através do qual alcançam locais distantes onde irão estabelecer um tumor secundário, de 

acordo com o ilustrado na Figura 11. É um processo complexo que engloba várias etapas 

sequenciais e interações com o microambiente (Arya et al., 2006). A disseminação pode 

ocorrer através de uma das seguintes vias: 1) disseminação por contiguidade; 2) disseminação 

por via linfática; ou 3) disseminação por via hematogénica. Após o extravasamento das células 

tumorais para órgãos secundários, as células disseminam-se de acordo com o novo 

microambiente, formando colónias que podem permanecer longos tempos em dormência e 

posteriormente voltarem a proliferar (Dai et al., 2016; Kumar, Abbas e Aster, 2015). 

 

Figura 11: Cascata metastática [Adaptado de (Futakuchi, Fukamachi e Suzui, 2015)] 
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A presença de metástases em gânglios linfáticos tem sido observada em 5 a 12% dos 

doentes com carcinoma da próstata, todavia apenas a sua presença não conduz a uma condição 

fatal (Datta et al., 2010). 

Curiosamente, a função imune dos gânglios linfáticos fica amplamente comprometida 

pelo cancro mesmo antes das células disseminarem. Isto prende-se com o facto de, 

previamente à colonização dos gânglios linfáticos, as células tumorais induzirem alterações na 

arquitetura dos gânglios adjacentes à neoplasia, através da redução da densidade de células 

dendríticas apresentadoras de antigénios e das zonas paracorticais dos gânglios linfáticos com 

linfócitos T. As células endoteliais linfáticas estão ligadas a membranas extracelulares através 

de filamentos fixadores especializados, que ajudam na abertura dos vasos e na sua função 

durante o aumento da pressão no tecido. Assim, com o aumento da pressão tecidular, há um 

aumento da permeabilidade do tecido a fluídos e a células, o que permite às células tumorais 

e a outras moléculas invadirem o sistema linfático. Consequentemente, estes podem circular 

livremente neste sistema e alcançar os gânglios linfáticos regionais e, a partir daí, seguirem por 

via linfática até à circulação sanguínea, promovendo a capacidade de metastização para órgãos 

distantes (Datta et al., 2010). 

A maioria (~ 90%) de doentes com CPRC apresentam evidências radiológicas de 

presença de metástases ósseas, sendo este o primeiro local de metastização para cerca de 

80% dos doentes (Dai et al., 2016). 

O osso apresenta uma composição muito heterogénea, composto por uma fase 

mineral, hidroxiapatite, uma fase orgânica e água. Na matriz extracelular do osso existem 

diversas proteínas, entre elas, moléculas sinalizadoras, proteínas estruturais e especializadas. 

Na fase mineral, a hidroxiapatite, constituída essencialmente por cálcio e fosfato, é o 

componente principal. Variações na distribuição e na composição mineral do osso são 

indicativos de possíveis doenças associadas. A integridade normal do osso é mantida por um 

ciclo contínuo de reabsorção óssea pelos osteoclastos e de formação de novo osso pelos 

osteoblastos (Body, Casimiro e Costa, 2015; Boskey, 2013). Os osteoclastos são células 

especializadas com a capacidade única de reabsorção óssea. A formação dos osteoclastos é 

controlada pelo recetor ativador do ligando nuclear B (RANKL) e o fator estimulador de 

colónias de macrófagos. A reabsorção óssea mediada pelos osteoclastos ocorre num 

microambiente fechado, na área oposta à matriz óssea. Durante o ciclo de reabsorção, os 

osteoclastos ligam à matriz óssea para formar um vacúolo de reabsorção, há acidificação por 

iões H+ e secreção de enzimas proteolíticas, resultando na exposição da matriz óssea às 
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enzimas proteolíticas e, consequentemente, na dissolução do mineral ósseo. Este processo 

desencadeia a libertação de fatores de crescimento ativadores de osteoblastos, proteínas 

morfogénicas, entre outros reguladores do crescimento e de diferenciação dos osteoblastos. 

A formação osteoblástica de osso resulta da proliferação de células estaminais esqueléticas 

primitivas, diferenciadas em percursores de osteoblastos e posteriormente maturadas a 

osteoblastos que vão formar a matriz óssea e mineralizar. Assim, a atividade dos osteoclastos 

e osteoblastos é altamente coordenada no tempo e no espaço, ocorrendo uma remodelação 

óssea não sincronizada em locais distintos (Body, Casimiro e Costa, 2015; Boskey, 2013; 

Croucher, McDonald e Martin, 2016). 

O mecanismo de metástases ósseas é complexo e envolve interações cooperativas 

entre células tumorais, osteoblastos, osteoclastos e a matriz óssea mineralizada (constituída 

pela hidroxiapatite), ao longo de várias etapas. Primeiramente, no esqueleto, ocorre o 

desenvolvimento das metástases com a colonização da matriz óssea pelas células tumorais, 

onde formam pequenos nichos que se conseguem evadir ao sistema imune. Neste local, as 

células adaptam-se ao novo microambiente e podem ficar em dormência durante longos 

períodos de tempo. Após este tempo ocorre uma reativação e proliferação tumoral que 

conduz à formação de micrometástases. Por último, ocorre um crescimento descontrolado 

das células tumorais, já independente do microambiente, modificando as características do 

osso, tal como se pode elucidar pela Figura 12 (Croucher, McDonald e Martin, 2016). 

 

Figura 12: Processo de desenvolvimento de metástases ósseas através de várias etapas. [Adaptado de 
(Croucher, McDonald e Martin, 2016)] 

 

O conjunto de todas estas interações traduz-se num “círculo vicioso” de reabsorção 

óssea. Os fatores secretados por estas células aquando da chegada ao novo microambiente, 

tal como o péptido relacionado com a hormona paratiroideia (PTHrP, do inglês parathyroid 

hormone related peptide) vão estimular os osteoblastos que, por sua vez, aumentam a expressão 
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do membro da família TNF, o RANKL. O RANKL, ao ligar-se ao seu recetor RANK, 

demonstra a sua importância na mediação da ativação dos osteoclastos que irão degradar a 

matriz óssea e induz a libertação de fatores de crescimento que estimulam o crescimento do 

tumor, repetindo-se o ciclo constantemente, como se pode visualizar na Figura 13 (Coleman 

et al., 2008; Futakuchi, Fukamachi e Suzui, 2015; Hensel e Thalmann, 2016). 

 

Figura 13: Hipótese do mecanismo de círculo vicioso para as metástases ósseas [Adaptado de (Futakuchi, 
Fukamachi e Suzui, 2015) ] 

 

O fenótipo das lesões ósseas desencadeadas pelo cancro da próstata é determinado 

com base no balanço da atividade entre os osteoblastos (células formadoras de osso) e os 

osteoclastos (células destruidoras do osso). As metástases ósseas resultantes do cancro da 

próstata apresentam uma tipologia de lesões osteoblásticas, isto é, são locais de elevada 

renovação óssea resultante da estimulação dos osteoblastos ou inibição dos osteoclastos, 

podendo também resultar do conjunto de ambos os processos. Esta classificação é suportada 

pelo aumento dos valores de marcadores de proliferação osteoblástica detetados, tais como 

a fosfatase alcalina específica do osso, em doentes de cancro da próstata metastático. A 

fosfatase alcalina atua na remodelação óssea, facilitando a formação de lesões osteoblásticas. 

No interior dos osteoclastos, o cálcio e o fósforo atuam a nível da hidroxiapatite, induzindo 

o crescimento do cristal e a formação óssea, visível na Figura 14. Isto vai induzir maior 

libertação de fosfatase alcalina e proteínas estruturais ósseas para o sangue, que podem ser 

utilizados como marcadores do cancro da próstata metastático (Bok e Small, 2002; Boskey, 

2013). 
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Figura 14: Interações entre as células tumorais de CaP e as células ósseas na formação das metástases ósseas. 
[Adaptado de (Bok e Small, 2002)] 

 

Os locais mais comuns para o aparecimento das metástases ósseas são as costelas, as 

vértebras e a pélvis, surgindo ocasionalmente nos ossos longos. Estas lesões ósseas induzem 

alterações na estrutura e na integridade óssea, que podem originar complicações, como 

fracturas, dando origem a eventos relacionados com o esqueleto (SREs, do inglês skeletal-

related events). Estes estes SREs destaca-se a dor severa e a fragilidade óssea, indutores de 

fraturas patológicas e de compressão na medula espinhal. A presença destes eventos, 

maioritariamente incuráveis, traduz-se na diminuição do tempo de sobrevivência e da 

qualidade de vida dos doentes e, como tal, é de extrema importância tentar reduzir a sua 

incidência ou prolongar o tempo até ao seu aparecimento (Benjamin et al., 2015; Body, 

Casimiro e Costa, 2015; Logothetis e Lin, 2005) 

O diagnóstico por imagem é crucial para determinar a presença e a extensão das 

metástases ósseas e, consequentemente, essencial para determinar a melhor terapêutica. A 

imagem molecular utilizando a medicina nuclear, nomeadamente com a realização da cintigrafia 

óssea e da PET, são os exames mais utilizados. Ambos recorrem ao uso de radiofármacos para 

determinar, através de diferentes métodos, as lesões metastáticas. Para a realização da 

cintigrafia óssea recorre-se ao uso de hidroximetileno difosfonato (99mTc-HMDP) ligado ao 

radionuclídeo Tecnécio-99m (99mTc), apresentando este um período de semi-desintegração de 

seis horas e desintegra-se emitindo raios gama com um pico de energia de 140 e 142 keV (do 

inglês, elétron-volt). O 99mTc-HMDP apresenta elevada afinidade para a hidroxiapatite do osso, 
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e para o cálcio, em zonas aumentadas de mineralização óssea, normalmente associadas a zonas 

de lesões malignas (Fogelm, 1987; Wong e Piert, 2013). Relativamente ao PET os mais 

comumente utilizados são as marcações com flúor-18 ligado ou à fluorocolina (18F-FCH), 

sendo este o exame mais preciso para estadiar o carcinoma da próstata de risco médio ou 

alto, ou então ao flúor-18 ligado fluoreto (18F-NaF) que é altamente sensível na deteção de 

metástases ósseas (Calais da Silva, 2013). 

 

1.3.1 Terapêutica  

 

Até à aprovação pela EMA e pela FDA do agente quimioterapêutico docetaxel, em 2004, 

as opções terapêuticas para os doentes com cancro da próstata metastático resistente à 

castração eram limitadas. O docetaxel é um taxano que atua nos microtúbulos através da sua 

ligação às subunidades da tubulina, pelo que impede a ligação aos microtúbulos, alterando a 

mitose e provocando morte celular. Contudo, a resistência à terapêutica com docetaxel 

também pode surgir, dificultando o tratamento. Em 2011, foi aprovado um novo medicamento, 

o cabazitaxel. É um taxano semissintético desenvolvido para ultrapassar a resistência ao 

docetaxel, que atua do mesmo modo a nível da inibição da dinâmica dos microtúbulos, 

induzindo bloqueio mitótico e desencadeando apoptose (Paller e Antonarakis, 2011; 

Rodrigues et al., 2014; Zustovich e Fabiani, 2014). 

Desde 2012 que algumas alternativas terapêuticas, com evidências de aumento da 

sobrevivência, têm sido aprovadas, entre elas novos agentes hormonais (Bahl, 2013). 

Referências mais antigas defendem que o tratamento hormonal após o estado de castração 

seria inútil, contudo, atualmente reconhece-se a persistência da sinalização do recetor de 

androgénio após este estado. A continuação desta sinalização pelo RA, após a castração, pode 

dever-se ao facto de os locais extragonadais, como as suprarrenais, manterem a produção 

contínua de baixos níveis de androgénios, ou ainda, devido à capacidade que alguns tumores 

adquirem de converter os esteroides adrenais em androgénios. Estas baixas concentrações 

seriam suficientes para manter os níveis de ativação dos RA. Assim, foram desenvolvidos, com 

aprovação pela FDA e pela EMA, alguns fármacos que visam diminuir a sinalização dos 

recetores de androgénios como o acetato de abiraterona (AA) e a enzalutamida.  O acetato 

de abiraterona é um inibidor seletivo da biossíntese androgénica, que bloqueia de forma 

potente o citocromo P450 c17 (CYP17) e, consequentemente, inibe a conversão do colesterol 

em testosterona e em dihidrotestosterona. Por outro lado, a enzalutamida é um antagonista 
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do recetor de androgénios capaz de bloquear a ligação da testosterona ao recetor, 

impossibilitando o seu movimento para o núcleo das células prostáticas neoplásicas e, deste 

modo, a ligação ao ADN, o que conduz à apoptose celular (Bahl, 2013; Merseburger et al., 

2013; Rodrigues et al., 2014). 

Em 2013, foi aprovado pela EMA a única vacina terapêutica em oncologia, a sipuleucel-T. 

É uma vacina de terapia baseada em células dendríticas autólogas, desenvolvida com a intenção 

de estimular as células T a desencadear uma resposta imune contra o antigénio expresso pelas 

células tumorais de carcinoma da próstata, a fosfatase ácida prostática. A grande limitação do 

uso desta vacina centraliza-se no seu elevado custo económico e complexidade clínica 

associada (Bahl, 2013; Merseburger et al., 2013; Rodrigues et al., 2014). 

Foram também aprovadas terapias dirigidas para o osso, tais como o ácido zoledrónicoe 

o denosumab. O ácido zoledrónico é o único bifosfonato que demonstrou eficácia e benefício 

clínico na prevenção de SREs. Os bifosfonatos apresentam uma estrutura química similar ao 

componente da matriz óssea pirofosfato, permitindo a fácil absorção e ligação aos cristais de 

hidroxiapatite, promovendo a inibição da reabsorção óssea pelos osteoclastos. O maior efeito 

adverso é a nefrotoxicidade associada a este tratamento. Por outro lado, o denosumab é um 

anticorpo monoclonal dirigido contra o RANKL que se liga à superfície das células 

osteoclásticas, impedindo a ligação do RANKL ao recetor que, consequentemente, diminui a 

reabsorção óssea e aumenta a massa óssea (Bahl, 2013; Birtle, 2013; Hathaway, Baker e 

Sonpavde, 2015; Merseburger et al., 2013; Rodrigues et al., 2014; Zustovich e Fabiani, 2014). 

A radioterapia dirigida com recurso a radioisótopos terapêuticos é um avanço 

comparativamente aos tratamentos de radioterapia de fonte externa. Os radiofármacos 

permitem uma deposição mais específica da energia nos tecidos alvo e/ou no tumor, evitando 

que os tecidos normais circundantes sejam afetados. Os radiofármacos utilizados na 

terapêutica podem ser emissores de partículas  ou . As partículas  são eletrões carregados 

negativamente emitidos pelo núcleo de um átomo radioativo em decaimento, com variadas 

energias e, por isso, um espetro contínuo de energia. Após a emissão, o núcleo filho fica com 

mais um protão e menos um neutrão em relação ao núcleo pai. Estas partículas carregadas 

negativamente apresentam uma transferência linear de energia (LET, do inglês linear energy 

transfer)) muito baixa (~0,2 keV/m), como tal, para o seu uso terapêutico são necessárias 

elevadas concentrações no tecido alvo. Ao passarem através do tecido, as partículas  ejetadas 

interagem com os átomos do meio, maioritariamente moléculas de água, produzindo átomos 
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ionizados e excitados assim como radicais livres que são responsáveis por causar danos nas 

células e induzir danos numa das cadeias do ADN. 

As partículas  são constituídas por dois protões e dois neutrões, sendo comparáveis a 

um núcleo de hélio. Uma destas partículas produz milhares de ionizações em zonas localizadas, 

perdendo energia cada vez que a partícula interage. São partículas com curto alcance no ar (1-

2 cm) e que podem ser travadas por uma folha de papel. Os emissores de partículas  com 

período de semi-desintegração reduzido estão atualmente a ser propostos para o uso na 

terapêutica tumoral, devido ao limitado percurso livre no tecido (50–80 µm) e elevada LET 

(100 keV/µm) que são capazes de induzir quebras irreparáveis na cadeia dupla de ADN, com 

extensos danos cromossómicos. (Abi-Ghanem, McGrath e Jacene, 2015; Hamoudeh et al., 

2008; Kassis e Adelstein, 2005) (Mendes 2015) 

 Em lesões osteoblásticas associadas ao cancro da próstata metastático resistentes à 

castração, radiofármacos emissores beta () têm sido utilizados com efeito paliativo para o 

tratamento da dor, como o estrôncio-89 (89Sr) e o ácido etilenodiaminotetrametileno 

difosfórico ligado ao samário-153 (153Sm-EDTMP). Os derivados dos fosfonatos são 

conhecidos como “bone seeking” devido às semelhanças na estrutura química com o cálcio, 

característica facilitadora da incorporação no osso nos locais metastáticos de elevada atividade 

osteoblástica. Estes agentes terapêuticos são geralmente acompanhados, quando marcados 

com emissores , por efeitos adversos sobre a medula óssea, tal como a mielossupressão. 

Contudo, apesar da sua eficácia no alívio da dor provocada pelas metástases, ajuda na redução 

do consumo de analgésicos e na melhoria da qualidade de vida, no entanto, não apresentam 

resultados no que respeita ao aumento do tempo de sobrevivência dos doentes (Zustovich e 

Fabiani, 2014). O recente emissor  rádio-223 (223Ra), é um radiofármaco bastante promissor 

dirigido para os locais de elevada renovação óssea associados às metástases ósseas, cujas 

características serão apresentadas seguidamente. Na Figura 15 é possível visualizar um 

esquema referente a todos os locais de ação dos agentes terapêuticos apresentados 

anteriormente (Hathaway, Baker e Sonpavde, 2015; Zustovich e Fabiani, 2014). 
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Figura 15: Terapias dirigidas para o CaPMRC e seus locais de ação. [Adaptado de (Hathaway, Baker e Sonpavde, 
2015) ] 

 

1.4 223Ra no tratamento do CPMRC 

 

Xofigo® (Bayer Pharma, Berlin, Germany) é uma solução de dicloreto de rádio-223 

(223Ra) para administração intravenosa em doentes com carcinoma da próstata metastático 

resistente à castração, sem metástases viscerais conhecidas, aprovado em 2013 pela EMA e 

FDA (El-Amm e Aragon-Ching, 2015; EMA, 2013) Aquando da produção tem uma atividade 

específica de 1100 kBq/mL. É um radiofármaco que emite partículas  citotóxicas que 

apresentam elevada afinidade para a matriz óssea. Com o tratamento verifica-se um aumento 
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do tempo de sobrevivência em 4 meses e uma diminuição da dor e dos eventos SREs  (El-

Amm e Aragon-Ching, 2015; Pandit-Taskar, Larson e Carrasquillo, 2014) 

O isótopo mais comum e estável na natureza é o 226Ra, com um período de semi-

desintegração (T1/2) de 1600 anos. O 223Ra tem um T1/2 de 11,4 dias e também pode ser 

encontrado na natureza, no entanto é muito menos comum. Este radiofármaco pode ser 

produzido artificialmente através do decaimento do actínio-227 (T1/2 21,7 anos) usando um 

sistema de gerador actnínio-227-tório-227 (227Ac/227Th). 223Ra decai em seis fases, visíveis na 

Figura 16, até chumbo-207, através de isótopos-filhos de curta duração, acompanhado de 

emissão de radiação distribuída pelas seguintes frações: 95,3% de partículas , 3,6% de 

partículas  e 1,1% de radiação , com uma elevada emissão de energia (cerca de 28 MeV) (El-

Amm e Aragon-Ching, 2015; Maffioli et al., 2015). 

 

Figura 16: Esquema de decaimento do 223Ra. [Adaptado de Infarmed] 

 

O 223Ra é um elemento alcalino-terroso e como tal apresenta propriedades para o osso 

similares aos elementos cálcio, estrôncio e bário. É aconselhada uma administração de uma 

injeção com a atividade de 55 kBq/kg de massa corporal com intervalos de quatro semanas, 

perfazendo o total de seis injeções. Ao ser administrado, concentra-se nos locais de lesão 

osteoblástica devido a inclusão na matriz de hidroxiapatite, onde substitui o cálcio durante o 

processo de formação óssea. O processo de intercalação do 223Ra nas metástases ósseas ainda 

não se encontra completamente esclarecido, como se pode observar na Figura 17, as proteínas 

e mediadores envolvidos no processo ainda não são conhecidos. Nestes locais, o radiofármaco 

vai emitir as suas partículas que apresentam uma elevada LET e um reduzido alcance no tecido 
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(menos de 0,1 mm), comparativamente ao das partículas , minimizando assim o tecido 

afetado. A quantidade de 223Ra que não se liga ao osso (61% fica na zona óssea) é excretada 

do organismo, maioritariamente por via intestinal. Após 4h, apenas 4% da atividade injetada 

permanece no sangue sem captação significativa por outros órgãos e, passadas 24h resta 

somente 1% da atividade administrada. O 223Ra é um isótopo que decai e não é metabolizado 

no organismo, não demonstrando toxicidade hematológica nem mielossupressão durante o 

tratamento (Liepe e Shinto, 2016; Maffioli et al., 2015). 

 

Figura 17: Mecanismo da atividade do 223Ra nas metástases de CaPMRC.[Adaptado de (Tu, Bilen e Lin, 2015)] 

 

 

A terapêutica com radiação ionizante tem como objetivo depositar uma dose de radiação 

elevada em todo o volume tumoral, de forma a induzir a morte celular no alvo, tendo sempre 

em conta a minimização de lesões nos tecidos envolventes. A dose absorvida pelas células é 

calculada sem ter em conta o tipo de radiação em uso, nem o material e a unidade do sistema 

internacional (SI) que a quantifica chama-se Gray (Gy). Contudo, também é relevante a dose 

equivalente (HT) que é calculada com a ponderação dos diferentes tipos de radiação e a 

radiossensibilidade dos tecidos. A unidade do SI que a quantifica chama-se Sievert (Sv) (Joiner 

e Kogel, 2009). 

A interação da radiação com a matéria promove a ionização de átomos e de moléculas 

que, por sua vez, inicia processos de reatividade química nas moléculas irradiadas que poderão 

causar danos biológicos. Estes danos biológicos variam de acordo com a radiossensibilidade 

das células o que, de acordo com a Lei de Bergonie e Tribondeau, significa que as células em 
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elevada atividade mitótica apresentam maior sensibilidade. Após desencadear a lesão físico-

química, podem passar longos períodos de latência até ao aparecimento de danos biológicos, 

sendo comum o aparecimento tardio de sintomatologia. As interações da radiação com a 

células podem ser extremamente lesivas, em especial quando interage com o material genético 

ou com moléculas essenciais para a replicação e a manutenção celular (Kassis e Adelstein, 

2005). 

Os efeitos biológicos a nível celular provocados pela radiação podem ser diretos ou 

indiretos. Os efeitos diretos englobam danos no ADN, ARN ou outras moléculas relevantes 

para a célula (como proteínas ou fosfolípidos membranares) que, se não forem reparados, 

podem terminar em morte celular, em mutações ou em aberrações cromossómicas. Em 

relação aos efeitos indiretos, uma das moléculas mais importantes é a da água pois encontra-

se em abundância no meio. A radiação ao interagir com esta molécula promove a radiólise da 

água que conduz à formação de radicais livres e de iões extremamente reativos quimicamente. 

Estes, por sua vez, podem combinar-se e formar peróxido de hidrogénio (H2O2) que é 

responsável por grande parte das lesões induzidas pela radiação e por stresse oxidativo 

indutor de morte celular. Após a agressão, a célula pode promover a ativação de várias vias 

de sinalização que visam o bloqueio do ciclo celular, mecanismos de reparação ou a indução 

de morte (Joiner e Kogel, 2009; McParland, 2010; Mendes, 2016; Podgorsak, 2005).  

 No caso do 223Ra, a radiação  é dotada da capacidade de percorrer apenas num pequeno 

comprimento (<10 células) com elevada LET o que lhe permite provocar danos diretos e 

irreparáveis a nível da cadeia dupla de ADN. A elevada LET resulta numa maior eficácia 

biológica, comparativamente à emissão , e dá origem a citotoxicidade independente da dose, 

da fase do ciclo celular e da concentração de oxigénio. Esta quebras nas duas cadeias do ADN 

vão ativar sistemas de reparação de danos no ADN que podem promover a reparação ou, 

caso isso seja impossível, a induzir a morte celular (Anderson, Subbiah e Rohren, 2014; 

Nilsson, 2016; Pandit-Taskar, Larson e Carrasquillo, 2014). 
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O carcinoma da próstata é a segunda neoplasia mais frequente no homem e a quinta 

causa de morte a nível mundial relacionada com o cancro. Entre os casos diagnosticados com 

esta patologia, o maior desafio em termos terapêuticos está associado ao cancro da próstata 

metastático resistente à castração. Entre as várias opções terapêuticas disponíveis no 

mercado, o uso do radiofármaco 223Ra é, dentro da sua classe, o mais destacado, com 

evidências comprovadas de redução da dor e aumento do tempo de sobrevivência do doente 

(Parker et al., 2013). O 223Ra é um emissor predominantemente de partículas alfa, emitindo 

também partículas beta e radiação gama (Shirley e McCormack, 2014). Comporta-se como 

um análogo do cálcio e liga-se seletivamente ao osso, particularmente nas áreas de 

metastização, onde forma complexos com a hidroxiapatite. No entanto, os seus mecanismos 

de ação não estão completamente esclarecidos (Parker et al., 2013). 

 O uso terapêutico do 223Ra poderá alargar-se a outro tipo de tumores, nomeadamente 

ao osteossarcoma (OS). Estudos recentes demonstram a sua elevada eficácia como agente 

direcionado para o OS pelo mesmo mecanismo de associação à hidroxiapatite (Anderson e 

Rohren, 2015; Anderson, Subbiah e Rohren, 2014; Humm et al., 2015). Como tal, o uso de 

uma linha de OS neste projeto torna-se uma mais-valia para comparação dos perfis de captação 

e para avaliação de eventuais moléculas que possam ser cruciais para a eficácia deste 

radiofármaco.  

O radiofármaco 99mTc-HMDP é um análogo do cálcio usado em cintigrafia óssea para a 

deteção de metástases ósseas em doentes de CPMRC. Devido à afinidade desta molécula pelas 

zonas de metástases ósseas e pelos iões de cálcio, comparável ao 223Ra, é utilizado no nosso 

projeto como radiofármaco controlo para comparação dos estudos de cinética. 

Assim, o propósito do projeto “Rádio-223 no tratamento do carcinoma da próstata 

metastático. Estudo dos mecanismos de atuação.” foi caracterizar os efeitos do 223Ra em linhas 

celulares CaP e estudar o seu modo de atuação nas células tumorais. Com este intuito foram 

utilizadas diferentes metodologias de modo a alcançar os seguintes objetivos específicos: 

 Avaliar o efeito do 223Ra na sobrevivência celular das células de cancro da próstata; 

 Avaliar a captação, a internalização e a retenção do 223Ra nas linhas celulares PC3, 

LNCaP e MNNG/HOS; 

 Comparar os perfis de captação e de retenção dos radiofármacos 99mTc-HMDP e 

223Ra nas três linhas celulares. 



 

 

  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Materiais e Métodos 



 

 

 



 Rádio-223 no tratamento do carcinoma da próstata metastático 

 

- 37 - 

 

O 223Ra é um emissor predominantemente alfa que atua como um mímico do cálcio, 

ligando-se à hidroxiapatite do osso em zonas de elevada renovação óssea. No entanto, o 

processo de intercalação do 223Ra nas metástases, as proteínas envolvidas e os mediadores 

ainda não se encontram completamente esclarecidos. O conhecimento do mecanismo de 

ligação, quer por ligação extracelular ou por internalização, e os danos provocados pelas 

partículas podem dar origem a novas abordagens terapêuticas ou permitir melhorar a eficácia 

terapêuticas deste radiofármaco. 

Os estudos in vitro possibilitaram avaliar os efeitos das partículas alfa em células 

tumorais de cancro da próstata. Permitiram ainda avaliar a cinética dos radiofármacos nas 

células tumorais de CaP, e também nas células de OS, em termos de captação, internalização 

e retenção. Foi ainda possível estabelecer uma comparação da cinética entre dois 

radiotraçadores, o 99mTc-HMDP e o 223Ra. 

 

3.1 Cultura celular 

A cultura celular consiste no cultivo das células, aderentes em monocamada ou em 

suspensão, originárias de uma linha celular, cultura primária ou tecido. O conhecimento da 

morfologia celular, procedimentos básicos de cultura celular e técnicas assépticas rigorosas é 

essencial para a manutenção das culturas celulares in vitro, livres de qualquer tipo de 

contaminação. 

Durante a realização deste projeto utilizaram-se duas linhas celulares humanas de 

cancro da próstata, a linha PC3 e a linha LNCaP, e uma linha celular humana de osteossarcoma 

a linha MNNG/HOS. As linhas celulares de CaP diferem na sensibilidade a androgénios e a 

estrogénios, sendo estes elementos fulcrais na carcinogénese do carcinoma da próstata (Tan 

et al., 2014). A linha celular LNCaP (ATCC® CRL-1740™) expressa recetores hormonais, pelo 

que é hormono-dependente, contrariamente à linha celular PC3 (ATCC® CRL-1435™) que 

não expressa recetores hormonais. Por outro lado, diferem ainda na localização da origem, 

sendo a linha celular LNCaP obtida de uma metástase linfática e a linha celular PC3 de uma 

metástase óssea (Horoszewicz et al., 1983; Kaighn et al., 1979). A linha celular humana 

MNNG/HOS (ATCC® CRL-1547™) é originária de uma metástase óssea de OS (Luu et al., 

2005; Rhim et al., 1975, 1977). As linhas celulares utilizadas foram obtidas da American Type 

Culture Collection (ATCC®, Rockville, MD, E.U.A). 

Aquando da receção, as células das linhas celulares foram descongeladas e propagadas 

em culturas aderentes, de acordo com as instruções do fornecedor, e mantidas numa 

atmosfera húmida com 95% de ar e 5% de dióxido de carbono (CO2) e a 37⁰C numa 
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incubadora Binder® (Binder, Alemanha). As células de CaP foram cultivadas em meio Roswell 

Park Memorial Institute (RPMI) suplementado com 100 µM de piruvato de sódio (Gibco 11360), 

10% de soro bovino fetal (Sigma F7524) e 1% de antibiótico (Sigma A5955). A linha 

MNNG/HOS foi cultivada em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, DMEM (Sigma D5648), 

suplementados com 5% de soro bovino fetal (FBS, do inglês fetal bovine serum), 1% de 

antibiótico e 0,25 mM de piruvato de sódio. 

Para a realização dos estudos foi necessário preparar suspensões celulares das células 

em cultura aderente. Assim, removeu-se o meio de cultura e procedeu-se à lavagem das células 

com uma solução salina de tampão fosfato (PBS, do inglês phosphate buffered saline) constituída 

por 137 mM de cloreto de sódio (Sigma S7653), 2,7 mM de cloreto de potássio (Sigma P9333), 

10 mM de fosfato monossódico (Sigma S5011) e 1,8 mM de fosfato monopotássico (Sigma 

P0662), a pH 7,4. Seguidamente, descartou-se o PBS e incubaram-se as células com 2 mL de 

solução tripsina-EDTA a 0,25% (Sigma T-4049) durante 3 a 5 minutos para o destacamento 

celular. Decorrido este tempo, inibiu-se a ação da tripsina adicionando 5 mL do respetivo 

meio de cultura e procedeu-se à determinação da concentração celular. Para tal, a uma 

amostra da suspensão celular adicionou-se igual volume de uma solução de azul de tripano 

(Sigma T0776) na diluição de 1:20 em água ultra-pura e contaram-se as células, com recurso a 

uma câmara de neubauer e a um microscópico ótico invertido (Motic AE31) com ampliação 

100x. Após a contagem, retirou-se o volume necessário, centrifugou-se a suspensão celular a 

1000 rpm durante 5 min (Heraeus Multifuge 1L-R; raio do rotor 18,7cm), com o intuito de 

remover as células mortas, e adicionou-se o meio de cultura pretendido para os ensaios a 

realizar. 

 

3.2 Ensaio Clonogénico 

 

O ensaio clonogénico é uma técnica utilizada in vitro para avaliar a sobrevivência celular, 

com base na capacidade de uma única célula crescer e formar uma colónia. As colónias são 

definidas como um aglomerado de, pelo menos, 50 células (Franken et al., 2006). Assim, este 

ensaio permite avaliar as agressões celulares induzidas pela radiação ionizante em termos de 

capacidade clonogénica, sendo considerado o gold standard para avaliação dos efeitos da 

radiação (Joiner e Kogel, 2009; Mendes, 2016; Strauss et al., 2013).  

De modo a irradiar as linhas celulares de CaP com o 223Ra, foi preparada uma suspensão 

celular com uma concentração conhecida, no máximo 2x106células/mL, e adicionada em poços 

de placas de 48 poços (Sarstedt). 
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Para a realização de cada ensaio, as células foram submetidas a irradiação interna por 

exposição ao 223Ra, pela adição de uma atividade A0, com doses absorvidas e tempos 

previamente calculados, através da Equação 1: 

𝐷 =  
𝐴0

𝑙𝑛2𝑀
∑ 𝛼𝑖𝑇𝑖

𝑖

[1 − 𝑒
−

𝑙𝑛2
𝑇𝑖

𝑡
] 𝐸𝑖̅ 

Equação 1: Dose máxima absorvida pelas células (massa M) por irradiação interna, durante o tempo t. 

 

onde D é a dose absorvida (Gy), A0 a atividade inicial da fonte radioativa (mCi), t o tempo de 

irradiação (s), M a massa da amostra submetida a irradiação (kg), Ti o período de 

semidesintegração da porção i da cadeia de decaimento (s), 𝐸𝑖̅ a energia média por 

desintegração da porção i da cadeia de decaimento (eV) e i a fração de energia do decaimento. 

Os últimos três parâmetros enunciados representam valores tabelados específicos da radiação 

utilizada. 

 O procedimento de irradiação consistiu na adição de uma atividade constante (0,3 

mCi) a um volume de suspensão celular também constante (1 mL) por um período de tempo 

de irradiação t, determinado pela equação 1, para obtenção de uma dose absorvida D por nós 

estabelecida. Os valores de dose absorvida definidos e os respetivos tempos de irradiação 

determinados estão apresentados na Tabela 2.  

 

Tabela 2: Tempo de irradiação celular calculado para irradiar 1 mL de suspensão celular em placas de 48 poços, 
usando uma atividade inicial de 0,3 mCi, para as respetivas doses absorvidas. 

Dose (mGy) Tempo (min) 

0,25 0,87 

0,5 1,92 

0,75 3,08 

1,00 4,50 

2,00 11,00 

3,00 19,00 

4,00 27,00 

6,00 43,00 

8,00 60,00 

10 76 
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Após o respetivo tempo de irradiação, retirou-se o volume correspondente ao número 

de células a utilizar no ensaio experimental e adicionou-se aos poços de placas de 6 poços 

(Sarstedt), de acordo com o apresentado na Tabela 3. 

 

Tabela 3: Número de células semeadas por poço após irradiação, por dose e por linha celular, para realização 
do ensaio clonogénico. 

 

 

 Seguidamente, ao número conhecido de células irradiadas (número de células 

semeadas) descrito na Tabela 3 adicionaram-se 3 mL de meio de cultura. Incubaram-se as células 

nas condições ótimas de crescimento das culturas celulares durante 12 a 20 dias para a linha 

celular LNCaP e 8 dias para a linha celular PC3. Após este tempo, contaram-se o número de 

colónias formadas. Para tal, removeu-se o meio de cultura e adicionaram-se a cada poço 2 mL 

de PBS (pH 7,4). De seguida fixaram-se as colónias adicionando 2 mL de metanol, durante 30 

minutos. Passado este tempo descartou-se o metanol, deixaram-se secar as placas e 

posteriormente adicionaram-se 2 mL de uma solução de violeta de cristal a 0,5% em metanol 

e deixaram-se as placas em repouso durante 10 minutos. Por último, aspirou-se o corante em 

excesso e lavaram-se suavemente as placas por imersão em água tépida. 

 Após secagem completa das placas procedeu-se à contagem das colónias, o que 

permitiu calcular a eficiência da placa (PE, do inglês plate efficiency) e o fator de sobrevivência 

celular (FS), de acordo com as Equação 2 e Equação 3, respetivamente (Franken et al., 2006; 

Mendes, 2016). 

 

𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖ê𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑎 𝑝𝑙𝑎𝑐𝑎 (%) =  
𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙ó𝑛𝑖𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠

𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑠𝑒𝑚𝑒𝑎𝑑𝑎𝑠
 𝑥 100 

Equação 2: Cálculo da eficiência da placa. 

 

𝐹𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑆𝑜𝑏𝑟𝑒𝑣𝑖𝑣ê𝑛𝑐𝑖𝑎(%) =  
𝑃𝐸 𝑑𝑎𝑠 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑖𝑟𝑟𝑎𝑑𝑖𝑎𝑑𝑎𝑠

𝑃𝐸 𝑑𝑎𝑠 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜
 𝑥 100 

Equação 3: Cálculo do fator de sobrevivência celular. 

 

Linha 

Celular 

Dose (mGy) 

C 0,25 0,50 0,75 1 2 3 4 6 8 10 

PC3 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 

LNCaP 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 
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Com os resultados obtidos foi possível estabelecer curvas de dose-resposta que 

relacionam a dose de radiação com o fator de sobrevivência celular. Os dados experimentais 

obtidos foram tratados, com recurso ao software GraphPad Prism 6, sendo ajustados a um 

modelo linear-quadrático que seguiu a Equação 4, onde D corresponde à dose da radiação,  

ao parâmetro linear e  ao parâmetro quadrático do ajuste (Joiner e Kogel, 2009). 

 

𝐹𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑣𝑖𝑣ê𝑛𝑐𝑖𝑎 =  𝑒−𝛼𝐷−𝛽𝐷2
 

Equação 4: Cálculo do fator de sobrevivência segundo o ajuste linear-quadrático. 

 

Em casos em que a resposta é condicionada apenas pela componente linear da equação, 

a componente  assume valores iguais a zero (=0), sendo que o modelo de ajuste 

correspondeu a um modelo de um só alvo e um só toque. O ajuste ao modelo linear é feito 

segundo a Equação 5, em que D representa a dose da radiação e D0 a dose letal média, sendo 

𝐷0 =  
1

𝛼
 (Joiner e Kogel, 2009) 

 

𝐹𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑣𝑖𝑣ê𝑛𝑐𝑖𝑎 =  𝑒
𝐷

𝐷0 

Equação 5: Cálculo do fator de sobrevivência segundo o ajuste linear. 

 

 

 

3.3 Estudo de cinética dos radiotraçadores 

 

Os radiofármacos são compostos, que têm na sua composição um radionuclídeo, 

utilizados para a deteção, caraterização ou tratamento de doenças. A sua composição química 

pode ser muito simples, apresentando-se como uma forma iónica ou um simples 

radionuclídeo, como é o caso do 223Ra, ou podem apresentar uma estrutura mais complexa na 

qual há a ligação de uma molécula interativa com o sistema fisiológico a um radionuclídeo, 

como é o caso do 99mTc-HMDP (Strauss et al., 2013). 

Os radiofármacos utilizados para o diagnóstico ou para o seguimento da doença têm o 

propósito de emitir sinais físicos, como raios , detetáveis por equipamentos de obtenção de 

imagem medicina nuclear (cintigrafias) que, por sua vez, reproduzem uma imagem da 

distribuição do radiofármaco no organismo. No diagnóstico das metástases ósseas é 

comummente utilizado o radiofármaco 99mTc-HMDP. O 99mTc apresenta caraterísticas físicas 
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ideais para utilização em diagnóstico com uma câmara de raios gama, nomeadamente, as 

propriedades físicas adequadas a uma boa qualidade de imagem, a energia da radiação gama 

emitida (140 keV) passível de atravessar os tecidos e permitir a obtenção de imagem dos 

tecidos e órgãos, o tempo de semi-desintegração (6,06 h) suficientemente reduzido para 

permitir a sua utilização, mas sem expor o doente a longos períodos de radiação, entre outras. 

O 99mTc-HMDP acumula-se nos locais de elevada renovação óssea através de absorção química 

pela superfície dos novos cristais de hidroxiapatite formados, local onde se liga ao cálcio 

existente. O radiofármaco é depois excretado do organismo, maioritariamente, por excreção 

renal (Strauss et al., 2013; Vallabhajosula, Killeen e Osborne, 2010). 

 Os radiofármacos emissores de partículas  ou de partículas  também podem ser 

utilizados com o intuito terapêutico, quando dirigidos para tecidos alvo. Este é o caso do 223Ra, 

predominantemente um emissor de partículas , mas que também emite partículas  e raios 

. As partículas  estão associadas a uma LET elevada, compreendida entre os 80 e os 100 keV. 

O mecanismo do 223Ra ainda não se encontra completamente esclarecido, sabendo-se que atua 

como mímico do cálcio e liga-se aos cristais de hidroxiapatite, nos locais de metástases ósseas 

(Abi-Ghanem, McGrath e Jacene, 2015; Strauss et al., 2013). 

 De acordo com as caraterísticas referidas, os dois radiofármacos em estudo 

apresentam seletividade para o cálcio, pelo que os seus mecanismos de captação e de 

internalização a nível das metástases ósseas poderão ser semelhantes. Como tal, considerou-

se ser de elevada relevância utilizar o 99mTc-HMDP nos nossos estudos como radiotraçador 

controlo, com o intuito de permitir a comparação dos perfis cinéticos. 

 

 

3.3.1 Estudos de Captação 

Para a realização dos estudos de captação foram preparados frascos de 25 cm2, cada 

um com uma concentração de 2x106 células/mL. Durante 60 minutos mantiveram-se as células 

em repouso na incubadora em condições basais, de modo a permitir a recuperação do stresse 

induzido pela ação química da tripsina. Após este tempo adicionou-se, a cada frasco, uma 

atividade de 25 Ci/mL de meio de 99mTc-HMDP ou 0,5 Ci/mL de meio de 223Ra. A atividade 

utilizada em cada estudo foi definida com base na extrapolação de valores utilizados na prática 

clínica e em estudos realizados previamente pelo grupo. Os valores de atividade do 99mTc-

HMDP utilizado são superiores ao do 223Ra, tal como acontece na prática clínica em que, 

tipicamente, são administrados 18,9 mCi de hidroximetileno difosfonato (HMDP) e 94,5 µCi 

de dicloreto de rádio-233, para um adulto com 70kg. Após 5, 30, 60, 90, 120 e 180 minutos 
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de incubação com o respetivo radiofármaco, retiraram-se 200 L da suspensão celular para 

dois eppendorfs contendo 500 L de PBS gelado cada, de modo a realizar a experiência em 

duplicado. Seguidamente, as amostras foram centrifugadas a 10 000 rpm (Micro Star 12 VWR) 

durante 60 segundos para separar o pellet do sobrenadante. Recolheu-se o sobrenadante para 

tubos de RIA devidamente identificados, e procedeu-se a mais uma lavagem do pellet com igual 

volume de PBS gelado. Centrifugou-se novamente, para remover toda a atividade do 

radiofármaco que não se encontrasse ligado às células ou internalizado. As contagens da 

radiatividade de ambas as frações (pellet e sobrenadante) foram efetuadas em um contador de 

poço (Capintec, Inc. CRC, 25W) em contagens por minuto (CPM) e permitiram quantificar a 

percentagem de captação do 99mTc-HMDP e do 223Ra, segundo a Equação 6, e traçar a curva 

de captação ao longo do tempo, para cada linha celular e para cada radiotraçador. 

 

% 𝐶𝑎𝑝𝑡𝑎çã𝑜 =
𝐶𝑃𝑀𝑝𝑒𝑙𝑙𝑒𝑡

𝐶𝑃𝑀𝑝𝑒𝑙𝑙𝑒𝑡 + 𝐶𝑃𝑀𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒
×  100 

Equação 6: Cálculo da percentagem de captação do radiofármaco 

 

Os valores obtidos foram ajustados a um modelo matemático, traduzido pela Equação 

7, de modo a relacionar a percentagem de captação (𝑦) com o tempo (𝑥) e permitir o cálculo 

do tempo máximo de influxo, tempo até ao qual ocorre toda a captação de radiofármaco 

conseguida pelas células. 

 

𝑦 = 𝑎 (1 − 𝑒−𝑏𝑥) 

Equação 7: Fórmula para o cálculo da percentagem de captação (𝑦) em função do tempo (𝑥). 

 

3.3.2 Estudos de captação na presença de verapamil 

O verapamil é um bloqueador dos canais de cálcio utilizado tanto in vivo como in vitro 

(Seleem e Lashein, 2016). Com o intuito de avaliar o envolvimento ou a dependência dos 

canais de cálcio na captação dos radiofármacos análogos de cálcio, realizaram-se estudos de 

captação na presença deste inibidor. Assim, após a preparação dos frascos consoante a 

metodologia anteriormente descrita, incubaram-se as células com 180 M de verapamil (Sigma 

V4629). Esta concentração foi baseada em estudos prévios desenvolvidos pelo grupo de 

investigação, sendo esta a concentração que garante a completa inibição dos canais de cálcio 

(Brito, 2014). Seguidamente realizaram-se estudos de captação segundo o protocolo 

apresentado anteriormente, com o intuito de traçar os gráficos de percentagem de captação 
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dos radiofármacos na presença do bloqueador verapamil, para cada linha celular. Os valores 

foram ajustados ao modelo matemático de acordo com a Equação 7. 

 

3.3.3 Estudos de Internalização 

O 223Ra tem como alvo as zonas de renovação óssea adjacentes às metástases ósseas. 

Neste local emite partículas  de baixo alcance (inferior a 100 m) mas com elevada LET que 

alcançam o microambiente tumoral e induzem quebras a nível das duas cadeia do ADN (Shore, 

2015). 

Os estudos de internalização foram realizados com o objetivo de determinar se a 

captação do 223Ra ocorre por ligação extracelular às células de cancro da próstata ou se ocorre 

por internalização pelas mesmas. O protocolo experimental utilizado permitiu determinar se 

o radiofármaco se acumula no citosol ou no núcleo das células tumorais. 

Para a realização destes estudos prepararam-se as suspensões celulares com 

concentração 2x106 células/mL e adicionaram-se 0,5 Ci/mL de 223Ra. Após 5, 60 e 120 

minutos de incubação, retiraram-se amostras de 200 L da suspensão celular para dois 

eppendorfs (designados por eppendorf 1) contendo 500 L de PBS gelado (pH=7,4; 4C) cada, 

de modo a realizar a experiência em duplicado. Seguidamente, as amostras foram centrifugadas 

a 10 000 rpm durante 60 segundos para separar o pellet do sobrenadante. Recolheu-se o 

sobrenadante para os tubos correspondentes, devidamente identificados (designados por tubo 

1). De seguida fez-se uma lavagem ácida do pellet para retirar a atividade adsorvida à superfície 

da célula, adicionando 500 µL de uma solução acídica (50 mM de glicina, 100 mM de NaCl a 

pH=2.8). Após 4 minutos agitou-se em vórtex a suspensão e centrifugou-se novamente. 

Recolheu-se o sobrenadante para o respetivo tubo (designado por tubo 2) e repetiu-se a 

lavagem acídica. Fez-se uma nova lavagem com PBS gelado e recolheu-se o sobrenadante para 

o tubo 2. Por último adicionaram-se 500 µL de NaOH (1N) a cada um dos eppendorfs e após 

5 minutos agitou-se em vortex e centrifugou-se. O sobrenadante foi separado do pellet para 

outro eppendorf (designado por eppendorf 2), considerando-se que o sedimento corresponde 

ao radiofármaco internalizado no núcleo e o sobrenadante ao radiofármaco internalizado a 

nível do citosol. 

As contagens da radiatividade de todas as frações (pellets e sobrenadantes) foram 

efetuadas num contador de poço em CPM e permitiram quantificar a percentagem de captação 

do 223Ra, segundo as Equação 8, Equação 9 e Equação 10, e traçar os gráficos de internalização para 

cada linha celular, segundo o ajuste do modelo matemático apresentado na Equação 7. 
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% 𝐴𝑑𝑠𝑜𝑟çã𝑜 à 𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑓í𝑐𝑖𝑒 =
𝐶𝑃𝑀 (𝑡𝑢𝑏𝑜 2)

𝐶𝑃𝑀( 𝑒𝑝𝑝𝑒𝑛𝑑𝑜𝑟𝑓 1 𝑒 2) + 𝐶𝑃𝑀(𝑡𝑢𝑏𝑜 2)
×  100 

Equação 8: Cálculo da percentagem de adsorção à superfície de RF. 

 

% 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎çã𝑜 𝑛𝑜 𝑐𝑖𝑡𝑜𝑠𝑜𝑙 =
𝐶𝑃𝑀 ( 𝑒𝑝𝑝𝑒𝑛𝑑𝑜𝑟𝑓 1)

𝐶𝑃𝑀( 𝑒𝑝𝑝𝑒𝑛𝑑𝑜𝑟𝑓 1 𝑒 2) + 𝐶𝑃𝑀(𝑡𝑢𝑏𝑜 2)
×  100 

Equação 9: Cálculo da percentagem de internalização no citosol de RF. 

 

% 𝐶𝑎𝑝𝑡𝑎çã𝑜 =
𝐶𝑃𝑀 (𝑒𝑝𝑝𝑒𝑛𝑑𝑜𝑟𝑓 2)

𝐶𝑃𝑀( 𝑒𝑝𝑝𝑒𝑛𝑑𝑜𝑟𝑓 1 𝑒 2) + 𝐶𝑃𝑀(𝑡𝑢𝑏𝑜 2)
×  100 

Equação 10: Cálculo da percentagem de internalização no núcleo de RF. 

 

3.3.4 Estudos de Retenção 

Após a conclusão dos estudos de captação procedeu-se à realização de estudos de 

retenção que permitiram avaliar a quantidade de radiofármaco que fica retido no interior da 

célula, após o influxo máximo. Para levar a cabo estes estudos foi necessário determinar o 

tempo que cada linha celular demora a atingir a captação máxima de 223Ra e de 99mTc-HMDP, 

considerando-se este o tempo de incubação das células com o radiofármaco. A determinação 

deste parâmetro foi possível com recurso à Equação 7, tendo por base os valores de “half-time” 

(a) e rapidez de captação (b) calculados anteriormente. Os valores de tempo de incubação 

necessários para que fosse atingida a captação máxima para cada linha celular estão descritos 

na Tabela 4. 

 

Tabela 4: Tempo de influxo máximo calculado com base no "half-time" e na rapidez da captação. 

Radiofármaco Linha celular Tempo de incubação (min) 

99mTc-HMDP 

MNNG/HOS 23 

PC3 30 

LNCaP 50 

223Ra 

MNNG/HOS 23 

PC3 50 

LNCaP 26 

 

Assim, após a recuperação das células do processo de destacamento, adicionaram-se 

25 Ci/mL de 99mTc-HMDP ou 0,5 Ci/mL de 223Ra. Incubaram-se as células com os 
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radiofármacos de acordo com os respetivos tempos apresentados na Tabela 4. Após este 

tempo, transferiram-se as suspensões celulares para falcons e centrifugaram-se a 1000 rpm 

durante 5 min, visando a separação das células do meio de cultura. Seguidamente, removeu-

se o meio de cultura de modo a eliminar todo o radiofármaco que não estivesse ligado ou 

internalizado e adicionou-se igual volume de meio sem radiofármaco. Posteriormente, as 

células foram incubadas a 37ºC e retiraram-se amostras aos 5, 30, 60, 90 e 120 minutos 

conforme o protocolo de captação descrito precedentemente. Após a contagem da 

radioatividade presente em cada uma das frações, determinou-se a percentagem de retenção 

utilizando a Equação 11, e traçaram-se as curvas de retenção dos radiofármacos ao longo do 

tempo, para cada linha celular. 

  

% 𝑅𝑒𝑡𝑒𝑛çã𝑜 =
𝐶𝑃𝑀𝑝𝑒𝑙𝑙𝑒𝑡

𝐶𝑃𝑀𝑝𝑒𝑙𝑙𝑒𝑡 + 𝐶𝑃𝑀𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒
×  100 

 

Equação 11: Cálculo da percentagem de retenção do RF. 

 

Os resultados obtidos através destes estudos foram ajustados segundo um modelo 

matemático, traduzido pela Equação 12, de modo a relacionar a percentagem de captação (𝑦) 

com o tempo (𝑥), tempo até ao qual ocorre toda a captação de radiofármaco conseguida pelas 

células. Nesta equação foi introduzida uma nova variável r que corresponde à percentagem de 

retenção mínima do radiofármaco pelas células, permitindo assim a sua determinação. 

 

𝑦 = 𝑎 (1 − 𝑒−𝑏𝑥) + r 

Equação 12: Fórmula para o cálculo da percentagem de captação (𝑦) em função do tempo (𝑥) e de acordo com 
a retenção mínima (r).  

 

 

3.4 Viabilidade Celular 

Após a realização de cada estudo de cinética com o 223Ra avaliou-se a viabilidade das 

células, de modo a garantir que o decorrer da experiência não provocava danos que tornassem 

as células inviáveis para o ensaio e, consequentemente, resultados não plausíveis. Para tal, 

recorreu-se ao método de exclusão do azul de tripano (Weisenthal et al., 1983). Este método 

baseia-se no princípio de que as células vivas apresentam uma membrana celular intacta e, 

como tal, não permitem a entrada do azul de tripano, adquirindo uma coloração brilhante. Por 
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outro lado, as células não viáveis apresentam a membrana celular desintegrada, propriedade 

que as torna permeáveis ao corante e adquirem coloração azul (Strober, 2001). 

Para determinar a viabilidade celular após os estudos de cinética, homogeneizaram-se 

volumes iguais de azul de tripano, na concentração de 0,02%, e de suspensão celular e 

adicionou-se a mistura numa câmara de neubauer. Contaram-se as células brilhantes e as células 

azuis utilizando um microscópico ótico invertido com uma ampliação 100x. A viabilidade 

celular foi determinada de acordo com a Equação 13. 

 

% 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 =
𝑛º 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑎𝑠

𝑛º 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑎𝑠 + 𝑛º 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑚𝑜𝑟𝑡𝑎𝑠
×  100 

Equação 13: Cálculo da percentagem de viabilidade celular. 

 

 

3.5 Análise estatística 

A análise estatística dos estudos de internalização foi realizada com recurso ao 

software IBM® SPSS® versão 22.0 (IBM Corporation, ARMONK, Nova Iorque, EUA). A 

normalidade de distribuição de variáveis foi analisada de acordo com o teste SHAPIRO-WILK 

e a homogeneidade de variâncias de acordo com o teste de Levene. No caso de variáveis com 

distribuição normal foram usados testes paramétricos e em caso contrário usaram-se testes 

não paramétricos. A comparação entre grupos foi feita de acordo com o teste KrusKal-Wallis 

e a comparação de médias usando o teste ANOVA (do inglês, Analasys of variance) de um fator. 

As comparações múltiplas foram feitas segundo o teste de Games-Howell (no caso de 

variâncias não presumidas) ou considerando a correção de Bonferroni (caso contrário). Uma 

significância de 0,05 foi considerada para todas as comparações.  

As curvas de captação e de retenção apresentadas no trabalho resultam da modelação 

a sistemas de 1º grau resultando em equações exponenciais. O ajuste destas curvas aos dados 

experimentais foi realizado pelo método de otimização de Levenberg-Marquardt, tendo-se 

obtido além dos coeficientes de ajuste também o intervalo de confiança a 95% dos mesmos. 

O software usado para a realização deste procedimento foi o Matlab R2014a. 
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Os materiais e métodos referidos no capítulo anterior foram utilizados com o objetivo 

de avaliar a sobrevivência celular das células das linhas celulares de carcinoma da próstata após 

irradiação interna com o 223Ra, e estudar a cinética dos radiotraçadores, recorrendo para tal 

a ensaios e a técnicas de medicina nuclear, de bioquímica e de biologia celular e molecular. Os 

resultados obtidos encontram-se descritos neste capítulo. 

 

4.1 Avaliação da sobrevivência celular  

 

A radiação ionizante usando partículas alfa é caraterizada por induzir danos a nível da 

dupla cadeia de DNA, comprometendo a viabilidade celular. O ensaio clonogénico permitiu 

avaliar os efeitos da irradiação interna com o radiofármaco 223Ra nas células de linhas celulares 

de cancro da próstata metastático, PC3 e LNCaP, a nível da sobrevivência celular. 

A Figura 18 representa a curva de sobrevivência das células da linha celular LNCaP, 

após exposição a doses de radiação até 8 mGy. A curva de sobrevivência celular foi 

estabelecida de acordo com o modelo linear quadrático (Tabela 5), tendo sido obtido um DL50 

de 1,41 mGy. Os dados obtidos mostraram que quanto maior a dose de radiação, menor o 

fator de sobrevivência. 
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Figura 18: Curvas de sobrevivência celular obtidas em resposta à irradiação interna das células da linha celular 
LNCaP com 223Ra. A sobrevivência celular foi determinada através do ensaio clonogénico. Os pontos 
experimentais correspondem à média e ao erro padrão de, pelo menos, quatro ensaios independentes. A curva 
representa o ajuste à melhor função. 
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A Figura 19 representa a curva de sobrevivência da linha celular PC3, após exposição 

a doses de radiação até 10 mGy. A curva de sobrevivência celular foi estabelecida de acordo 

com o modelo linear (Tabela 5), tendo sido obtido um valor de DL50 de 4,22 mGy.  
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Figura 19: Curvas de sobrevivência celular obtidas em resposta à irradiação interna das células da linha celular 
PC3 com 223Ra. A sobrevivência celular foi determinada através do ensaio clonogénico. Os pontos experimentais 
correspondem à média e ao erro padrão de, pelo menos, sete ensaios independentes. A curva representa o 
ajuste à melhor função. 

 

 A dose letal média (DL50) e os respetivos parâmetros calculados através dos modelos 

de agressão apropriados, para cada uma das linhas celulares, encontram-se apresentados na 

Tabela 5. 

 

Tabela 5: Modelos de agressão celular e doses letais médias calculadas após irradiação interna das células das 
linhas celulares com 223Ra com doses entre 0,25 mGy e 10 mGy. 

Linha 

Celular 
P 

E ± EP 

 
R2 / 

DL50   

mGy 

IC 

mGy 
MAC 

LNCaP 
 0,451± 0,044 

0,641 15,7 1,41 1,169 1,789 
Linear 

Quadrático  0,030±0,008 

PC3 
 0,164± 0,008 

0.832 - 4,22 3,833 4,683 Linear 
 -- 

Legenda: P, parâmetro; E, estimador; EP, erro-padrão; R2, coeficiente de determinação; DL50, dose letal média; 
IC, intervalo de confiança; MAC, modelo de agressão celular.   
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De um modo geral, verificou-se que a irradiação com baixas doses de 223Ra (na ordem 

dos mGy) induziu uma diminuição da sobrevivência celular em ambas as linhas celulares. Esta 

resposta apresentou-se dependente da dose de radiação e da linha celular em estudo. 

As células da linha celular LNCaP foram mais radiossensíveis, pois apresentaram um 

DL50 de 1,41mGy (IC95%:1,169-1,789) significativamente inferior comparativamente com as 

células da linha celular PC3, que apresentaram um DL50 de 4,22 mGy (IC95%: 3,833-4,683).  

 

4.2 Estudos de cinética dos radiotraçadores 

 

Após se ter verificado que a incubação com o radiofármaco 223Ra diminuiu a 

sobrevivência celular, constituiu objetivo importante do trabalho esclarecer o mecanismo de 

ação deste radiofármaco. Para tal, foi avaliada a cinética deste radiotraçador, com recurso a 

estudos de captação, de captação na presença de um bloqueador dos canais de cálcio, de 

internalização e de retenção. Os referidos estudos foram realizados nas células das linhas 

celulares LNCaP, PC3 e MNNG/HOS com os radiofármacos 223Ra e 99mTc-HMDP, até um 

tempo máximo de 180 minutos. 

 

4.2.1 Estudos de captação  

 

Os gráficos das figuras seguintes apresentam os resultados obtidos, para a captação 

percentual de 223Ra e de 99mTc-HMDP pelas células das linhas celulares PC3, LNCaP e 

MNNG/HOS. 

De acordo com o gráfico da Figura 20, verificou-se que as células PC3 apresentaram 

maior captação do radiofármaco 223Ra em comparação com o 99mTc-HMDP, tendo sido atingida 

aos 4,94 minutos metade da captação máxima do 223Ra. No que diz respeito ao valor da 

captação máxima, as células desta linha celular atingem 1,43% (IC95%: 1,33 – 1,53). Em relação 

ao radiofármaco 99mTc-HMDP, a captação máxima apresentou um valor de 0,18% (IC95%: 0,17-

0,18), verificando-se que aos 2,88 minutos foi atingida metade desta captação (Tabela 6). 

Assim, as células PC3 apresentaram valores significativamente superiores para a captação do 

radiofármaco 223Ra. Após atingir o máximo, o perfil de captação dos radiofármacos 

permaneceu constante.  
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Figura 20: Perfil de captação do 223Ra (em cima) e do 99mTc-HMDP (em baixo) pelas células da linha celular PC3. 

Os resultados expressam a média e desvio-padrão de, pelo menos, sete ensaios independentes, realizados em 
duplicado. A curva representa o melhor ajuste matemático aos pontos experimentais. 

 

De acordo com o gráfico da Figura 21, verificou-se que, também, as células LNCaP 

apresentaram uma captação significativamente maior do radiofármaco 223Ra em comparação 

com o 99mTc-HMDP, tendo sido atingida aos 2,64 minutos metade da captação máxima. A 

captação máxima de 223Ra atingida foi de 1,39% (IC95%: 1,31-1,48). No que diz respeito ao 

radiofármaco 99mTc-HMDP, a captação máxima atingida foi de 1,09% (IC95%: 1,06-1,11). 

Metade desta captação foi atingida aos 4,80 minutos (Tabela 5). Após alcançar a captação 

máxima, o influxo de ambos os radiofármacos permaneceu constante. 
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Figura 21: Perfil de captação do 223Ra (em cima) e do 99mTc-HMDP (em baixo) pelas células LNCaP. Os resultados 
expressam a média e desvio-padrão de, pelo menos, seis ensaios independentes, realizados em duplicado. A curva 
representa o melhor ajuste matemático aos pontos experimentais. 

 

Na Figura 22 está representado o gráfico onde é possível observar a captação dos 

radiofármacos 223Ra e 99mTc-HMDP nas células da linha celular MNNG/HOS. Esta linha celular 

mostrou ter um perfil semelhante ao das linhas celulares de cancro da próstata, apresentando 

uma maior captação, com significância, do radiofármaco 223Ra, cujo valor é 0,96% (IC95%: 0,90-

1.01) em comparação com o 99mTc-HMDP, de valor 0,17% (IC95%: 0,16-0,19). No que diz 

respeito ao 223Ra, metade do valor foi atingido aos 2,33 minutos (Tabela 6). Quanto ao 

radiofármaco 99mTc-HMDP, a metade da captação máxima foi atingida aos 2,26 minutos, após 
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o início do estudo. Após alcançar a captação máxima, o influxo de ambos os radiofármaco 

manteve-se tendencialmente constante. 

 

 

 

 

Figura 22: Perfil de captação do 223Ra (em cima) e do 99mTc-HMDP (em baixo) pelas céulas MNNG/HOS. Os 

resultados expressam a média e desvio-padrão de, pelo menos, cinco ensaios independentes, realizados em 
duplicado. A curva representa o melhor ajuste matemático aos pontos experimentais. 

 

Com base nos parâmetros obtidos, nomeadamente, a rapidez de captação, o “half-time” 

(tempo até atingir metade da captação máxima) e a captação máxima, e de acordo com a 
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Equação 7 apresentada anteriormente na descrição da metodologia, foi possível determinar o 

tempo de influxo máximo dos dois radiofármacos para cada linha celular. Estes valores 

apresentam-se resumidos na Tabela 6.  

Conforme os resultados apresentados na Tabela 6 e na Figura 23, é possível constatar 

uma captação significativamente superior de 223Ra entre as várias linhas celulares, com captação 

máxima de 1,43% (IC95%: 1,33 – 1,53) para as células PC3.  

Analisando os valores de captação do radiofármaco 99mTc-HMDP, constata-se que este 

é notavelmente captado em maior percentagem pelas células da linha celular LNCaP, 

apresentando uma captação máxima de 1,09% (IC95%: 1,06-1,11), significativamente superior 

quando comparada com a das células PC3, cujo valor é 0,18% (IC95%: 0,17-0,18) e a das células 

MNNG/HOS que é 0,17% (IC95%: 0,16-0,19). 

Pela análise destes resultados, são ainda visíveis diferenças no perfil cinético de captação 

do radiofármaco 223Ra pelas três linhas celulares, observando-se que apesar da captação 

máxima ser superior nas células da linha celular PC3, o tempo de influxo máximo é 

aproximadamente o dobro (49 minutos) comparativamente com o das células das linhas 

celulares LNCaP (26 minutos) e MNNG/HOS (23 minutos). 

 

Tabela 6: Cálculo do tempo de influxo máximo com base no "half-time" e na rapidez da captação dos 
radiofármacos 223Ra e 99mTc-HMDP nas linhas celulares PC3, LNCaP e MNNG/HOS. 

Radiofármaco Linha Celular 

Parâmetro a 

(captação máxima, %) 

“half-time” 

(min) 

Tempo 

de influxo 

máximo 

(min) 
Média IC95% Média IC95% 

99mTc-HMDP 

PC3 0,18 0,17 0,18 2,88 2,47 3,29 29 

LNCaP 1,09 1,06 1,11 4,80 4,06 5,52 48 

MNNG/HOS 0,17 0,16 0,19 2,26 0,63 3,90 23 

223Ra 

PC3 1,43 1,33 1,53 4,94 2,54 7,33 49 

LNCaP 1,39 1,31 1,48 2,64 1,47 3,81 26 

MNNG/HOS 0,96 0,90 1,01 2,33 1,34 3,32 23 

 

De modo a facilitar a comparação da captação de cada radiofármaco nas três linhas 

celulares, traçou-se o gráfico da Figura 23. 
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Figura 23: Perfil de captação do 223Ra (em cima) e do 99mTc-HMDP (em baixo) pelas células das três linhas celulares 
em estudo. Os resultados expressam a média e o desvio-padrão de, pelo menos, 5 ensaios independentes, 
realizados em duplicado. A curva representa o melhor ajuste matemático aos pontos experimentais. As linhas 

celulares PC3, LNCaP e MNNG/HOS encontram-se representadas no gráfico com as cores verde, azul e 
vermelho, respetivamente.  

 

Após a realização de cada ensaio, aos 180 minutos, foi avaliada a viabilidade celular pelo 

método de exclusão do azul tripano. Os resultados apresentados na Figura 24 demonstraram 

uma viabilidade superior a 90% nas células das linhas celulares PC3 e MNNG/HOS. A linha 

celular LNCaP apresentou uma viabilidade inferior às anteriores, com um valor de 69%.  

 



 Rádio-223 no tratamento do carcinoma da próstata metastático 

 

- 59 - 

 

PC3 LNCaP MNNG/HOS
0

20

40

60

80

100
PC3

LNCaP

MNNG/HOS

V
ia

b
il
id

a
d

e
 C

e
lu

la
r 

(%
)

 

Figura 24: Viabilidade celular, aos 180 minutos, após a realização de estudos de captação do 223Ra. Os valores 
foram obtidos pelo método de exclusão de azul tripano, através de uma razão entre o número de células vivas 
e o número total de células (vivas e mortas). Os resultados expressam a média e o desvio-padrão de, pelo menos, 
6 ensaios independentes, realizados em duplicado. 

 

4.2.2 Estudos de captação na presença de verapamil 

 

Os gráficos da Figura 25 apresentam os resultados obtidos para a captação de 223Ra e 

de 99mTc-HMDP pelas células das linhas celulares PC3, LNCaP e MNNG/HOS, na presença do 

bloqueador dos canais de cálcio, o verapamil. Os estudos decorreram durante 120 minutos. 

Segundo os dados dos gráficos da Figura 25 e da Tabela 7, verificou-se uma diminuição 

significativa da captação máxima de 223Ra pelas células da linha celular PC3 que passou de 1,43% 

(IC95%: 1,33 – 1,53) para 0,96% (IC95%: 0,89-1,02) na presença de verapamil, com redução 

do half-time de 4,94 minutos (Tabela 6) para 1,64 minutos. O mesmo se verificou para as 

células das outras linhas celulares, com diminuições estatisticamente significativas da captação 

máxima que passou de 1,39% (IC95%: 1,31-1,48) para 1,29% (IC95%: 1,27-1,30), nas células 

LNCaP, e de 0,96% (IC95%: 0,90-10,01) para 0,82% (IC95%: 0,76-0,88) nas células 

MNNG/HOS.  

 Por outro lado, nos estudos com o radiofármaco 99mTc-HMDP verificou-se que na 

presença de verapamil houve uma redução estatisticamente significativa dos valores de 

captação máxima atingidos pelas células da linha celular LNCaP, que passou de 1,09% (IC95%: 

1,06-1,11) sem verapamil, para 0,39% (IC95%: 1,27-1,30) com verapamil, e uma redução do 

half-time de 4,80 minutos (sem verapamil) para 3,03 minutos (com verapamil). Nas células da 

linha celular PC3 a presença de verapamil não influenciou os valores de captação máxima, 
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contudo provocou uma diminuição no tempo ao qual é alcançado metade desta captação 

máxima (0,17%), o qual passou de 2,88 para 0,94 minutos e, consequentemente, uma 

diminuição no tempo de influxo máximo. 

 

 

 

Figura 25: Perfil de captação do 223Ra (em cima) e do 99mTc-HMDP (em baixo) pelas células das três linhas celulares 

em estudo, na presença de 180 M de verapamil. Os resultados expressam a média e desvio-padrão de, pelo 
menos, 4 ensaios independentes, realizados em duplicado. A curva representa o melhor ajuste matemáticos aos 
pontos experimentais. 

 

Com base nos parâmetros obtidos, nomeadamente, a rapidez de captação, o “half-time” 

(tempo até atingir metade da captação máxima) e a captação máxima, e de acordo com a 
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Equação 7 apresentada anteriormente na descrição da metodologia, foi possível determinar o 

tempo de influxo máximo de cada radiofármaco na presença do bloqueador, apresentado na 

Tabela 7. 

Tabela 7: Cálculo do tempo de influxo máximo com base no "half-time" e na rapidez de captação dos 
radiofármacos 223Ra e 99mTc-HMDP, na presença de verapamil. 

Radiofármaco Linha Celular 

Parâmetro a 

(captação máxima, %) 

“half-time” 

(min) 

Tempo 

de influxo 

máximo 

(min) 
Média IC95% Média IC95% 

99mTc-HMDP 

PC3 0,17 0,15 0,19 0,94 0 3,92 9 

LNCaP 0.39 0,29 0,48 3,03 0 7,40 30 

MNNG/HOS 0,12 0,10 0,13 3,40 1,08 5,72 34 

223Ra 

PC3 0,96 0,89 1,02 1,64 0,70 2,59 16 

LNCaP 1,29 1,27 1,30 1,92 1,73 2,11 19 

MNNG/HOS 0,82 0,76 0,88 1,60 0,55 2,65 16 

 

A viabilidade celular foi avaliada, aos 120 minutos, através do método de exclusão do 

azul tripano. Os resultados apresentados na Figura 26 demonstraram que no final dos estudos 

de captação com o inibidor, a viabilidade celular se manteve superior a 75% em todas as linhas 

celulares. 
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Figura 26: Viabilidade celular, aos 120 minutos, após a realização de estudos de captação do 223Ra, na presença 

de 180 M de verapamil. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de exclusão do azul tripano, e calculada 
através da razão, em percentagem, entre o número de células vivas e o número total de células (vivas e mortas). 
Os resultados expressam a média e o desvio-padrão de, pelo menos, seis ensaios independente realizados em 
duplicado. 
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4.2.3 Estudos de internalização  

 

Os ensaios anteriores evidenciaram a captação do radiofármaco 223Ra pelas células de 

linhas celulares de cancro da próstata e de osteossarcoma. De acordo com os resultados 

obtidos, e dada a falta de conhecimento acerca do modo de ação do 223Ra, considerou-se 

importante analisar se a captação do radiofármaco ocorria por internalização do mesmo pelas 

células ou por adsorção à superfície, devido a ligações entre o radiofármaco e a superfície das 

células. Aprofundando ainda mais este estudo, examinou-se se a internalização ocorreria com 

acumulação do radiofármaco no citosol ou no núcleo. 

Com recurso aos estudos de internalização foi possível determinar as percentagens de 

radiofármaco que ficou adsorvido à superfície, e as percentagens do que é internalizado e 

acumulado ao nível do citosol ou do núcleo celular. Estes resultados encontram-se resumidos 

na Figura 27. Verificou-se, de um modo geral, que a percentagem de radiofármaco 

internalizado pela célula é superior à percentagem adsorvida à sua superfície, em todas as 

linhas celulares em estudo. 

Para a linha celular PC3, existe um aumento significativo (p<0,05) da percentagem de 

internalização do 223Ra no citosol que passou de 34,122,29% aos 5 minutos, para 40,652,24% 

aos 120 minutos, observando-se em paralelo uma diminuição da internalização no núcleo que 

passou de 31,293,82% para 27,071,29%, aos mesmos tempos.  

A percentagem de radiofármaco internalizado no núcleo e no citosol, pelas células da 

linha celular LNCaP, após 60 minutos foi de 28,341,98% e de 33,253,47% respetivamente, 

enquanto a percentagem de adsorção à superfície foi de 38,415,24%. 

Para as células da linha celular MNNG/HOS, a percentagem de radiofármaco 

internalizado no núcleo e no citosol após 60 minutos foi de 30,304,45% e de 30,654,67% 

respetivamente, enquanto a percentagem de adsorção à superfície foi de 39,043,22%. 
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Figura 27: Internalização do radiofármaco 223Ra pelas células das linhas celulares PC3, LNCaP e MNNG/HOS, 

após 5, 60 e 120 minutos. Os resultados estão expressos em percentagem e representam a média e o desvio 
padrão de, pelo menos, quatro ensaios independentes, realizados em duplicado. As diferenças significativas estão 

apresentadas com  para p<0,05. 
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No gráfico da Figura 28 está apresentada a percentagem de adsorção à superfície, e de 

internalização no citosol e no núcleo do 223Ra pelas células das várias linhas celulares, aos 120 

minutos. A este tempo verificou-se uma maior internalização do radiofármaco pelas células da 

linha celular PC3, sendo que 40,65±2,24% se acumulou no citosol e 27,07±1,29% no núcleo. 

As células da linha celular LNCaP apresentaram um perfil semelhante, com 37,22±5,44% e 

28,17±3,62% de internalização no citosol e no núcleo, respetivamente. A linha celular 

MNNG/HOS apresentou um perfil idêntico aos anteriores, com uma internalização no citosol 

e no núcleo de, respetivamente, 34,32±2,34% e 29,82±2,94%.  

De um modo geral, a percentagem de 223Ra adsorvido à superfície, internalizado no 

citosol e internalizado no núcleo são muito semelhantes nas três linhas celulares, não se 

observando diferenças com significado estatístico.  
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Figura 28: Internalização do radiofármaco 223Ra pelas células das linhas celulares PC3, LNCaP e MNNG/HOS, aos 
120 minutos. Os resultados estão expressos em percentagem e representam a média e o desvio padrão de, pelo 
menos, quatro ensaios independentes, realizados em duplicado.  

 

 

  A viabilidade celular também foi avaliada no final dos estudos de internalização, aos 120 

minutos, através do método de exclusão do azul tripano. Os resultados apresentados na Figura 

29 demonstraram que, no final dos estudos, as linhas celulares PC3 e MNNG/HOS 

apresentaram uma viabilidade superior a 90%. A linha celular LNCaP diminuiu a viabilidade 

celular para 64%. 
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Figura 29: Viabilidade celular, aos 120 minutos, após a realização de estudos de internalização do 223Ra. A 
viabilidade celular foi avaliada pelo método de exclusão do azul tripano, e calculada através da razão, em 
percentagem, entre o número de células vivas e o número total de células (vivas e mortas). Os resultados 
expressam a média e o desvio-padrão de, pelo menos, quatro ensaios independente realizados em duplicado. 

 

 

4.2.4 Estudos de retenção 

 

Os resultados apresentados previamente demonstraram que as células das três linhas 

celulares em estudo captaram e internalizaram o radiofármaco, ficando uma pequena 

percentagem adsorvida à superfície. Perante isto foi avaliada também a retenção do 

radiofármaco 223Ra pelas diferentes linhas celulares. Este é um parâmetro importante, pois 

fornece informação sobre o comportamento cinético do radiofármaco, permitindo determinar 

se o 223Ra permanece no interior da célula ou se ocorre o seu efluxo passado um período de 

tempo.  

Foram realizados ensaios de retenção nas três linhas celulares (PC3, LNCaP e 

MNNG/HOS) com ambos os radiofármacos. 

De acordo com o gráfico da Figura 30, foi possível determinar que 3,99% (IC95%: 3,75-

4,24) do 223Ra ficou retido pelas células PC3, atingindo metade da retenção mínima aos 0,82 

minutos após o início do ensaio. O radiofármaco 99mTc-HMDP apresentou uma retenção de 

0,28% (IC95%: 0,12-0,43) nas células PC3, sendo metade desta retenção atingida aos 0,78 

minutos. Os valores de retenção mínima do 223Ra nesta linha celular demonstraram, assim, ser 

significativamente superiores aos de retenção do 99mTc-HMDP (Tabela 8). 
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Figura 30: Perfil de retenção do 223Ra (em cima) e do 99mTc-HMDP (em baixo) pelas células da linha celular PC3. 
Os resultados expressam a média e o desvio-padrão de, pelo menos, dez ensaios independentes, realizados em 
duplicado. As curvas representam o melhor ajuste matemático aos pontos experimentais. 

 

Relativamente às células da linha celular LNCaP, foi possível verificar através da análise 

da Figura 31 um perfil de retenção superior, com significância, para o radiofármaco 223Ra em 

comparação com o 99mTc-HMDP (Tabela 8). A retenção mínima foi atingida rapidamente por 

ambos os radiofármacos, mantendo-se depois constante ao longo do tempo. Através do 

gráfico, e de acordo com a Equação 12, verifica-se que 5,45% (IC95%: 4,79-6,10) do radiofármaco 

223Ra ficou retido pelas células LNCaP, atingindo metade da retenção mínima aos 0,94 minutos 

após o início do ensaio, enquanto apenas 0,96% (IC95%:0,74-1,17) de 99mTc-HMDP ficou 

retido, sendo alcançada metade da retenção mínima aos 0,74 minutos. 
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Figura 31: Perfil de retenção do 223Ra (em cima) e do 99mTc-HMDP (em baixo) pelas células da linha celular LNCaP. 
Os resultados expressam a média e o desvio-padrão de, pelo menos, seis ensaios independentes, realizados em 
duplicado. As curvas representam o melhor ajuste matemático aos pontos experimentais. 

 

 Os resultados da retenção apresentados na Figura 32 demonstram que nas células da 

linha celular MNNG/HOS a retenção do radiofármaco 223Ra foi significativamente superior à 

do 99mTc-HMDP (Tabela 8). Metade da retenção mínima do 223Ra foi atingida aos 0,95 minutos 

após o início da experiência enquanto que a do 99mTc-HMDP foi alcançada aos 0,68 minutos. 

Com o decorrer da experiência a retenção mínima do 223Ra assumiu um valor estatisticamente 

superior de 3,37%, enquanto a retenção mínima do 99mTc-HMDP foi de 0,66%. 
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Figura 32: Perfil de retenção do 223Ra (em cima) e do 99mTc-HMDP (em baixo) pelas células da linha celular 

MNNG/HOS. Os resultados expressam a média e o desvio-padrão de, pelo menos, seis ensaios independentes, 
realizados em duplicado. As curvas representam o melhor ajuste matemático aos pontos experimentais. 

 

A comparação da cinética de retenção de cada radiofármaco pelas células das três 

linhas celulares em estudo encontra-se apresentada na Figura 33. 

Analisando simultaneamente os dados da Figura 33 e da Tabela 8, verifica-se que a 

retenção do 223Ra foi significativamente superior em todas as linhas celulares. A maior 

diferença, com significância, foi observada nas células PC3, com uma retenção do radiofármaco 

223Ra cerca de 14 vezes superior à do 99mTc-HMDP. No caso das células LNCaP, a retenção 

do 223Ra foi superior à do 99mTc-HMDP em cerca de 6 vezes. Estes resultados demonstram 

ainda que a linha celular de osteossarcoma, MNNG/HOS, apresentou um perfil cinético de 
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retenção semelhante à das linhas celulares de cancro da próstata, para ambos os 

radiofármacos. 

 

 

Figura 33: Perfil de comparação da retenção do 223Ra (em cima) e do 99mTc-HMDP (em baixo) pelas células das 
três linhas celulares em estudo. Os resultados expressam a média e o desvio-padrão de, pelo menos, seis ensaios 

independentes, realizados em duplicado. As curvas representam o melhor ajuste matemático aos pontos 
experimentais. 

 

Os valores de retenção mínima atingida pelos radiofármacos, de tempo até atingir 

metade da retenção mínima e os respetivos intervalos de confiança apresentam-se descritos 

na Tabela 8. 
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Tabela 8: Tempo de retenção mínima com base no "half-time” e rapidez de retenção dos radiofármacos 223Ra e 
99mTc-HMDP. 

Radiofármaco Linha Celular 

Parâmetro r 

(retenção mínima, %) 

“half-time” 

(min) 

Média IC95% Média IC95% 

99mTc-HMDP 

PC3 0,28 0,12 0,43 0,78 0,74 0,82 

LNCaP 0,96 0,74 1,17 0,74 0,69 0,80 

MNNG/HOS 0,66 0,43 0,90 0,68 0,61 0,75 

223Ra 

PC3 3,99 3,75 4,24 0,82 0,75 0,89 

LNCaP 5,45 4,79 6,10 0,94 0,80 1,09 

MNNG/HOS 3,37 2,03 4,71 0,95 0,68 4,71 

 

A avaliação da viabilidade celular pelo mesmo método previamente descrito 

demonstrou uma viabilidade superior a 85% para todas as linhas celulares, confirmando a sua 

viabilidade durante o estudo (Figura 34). 
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Figura 34: Viabilidade celular, aos 120 minutos, após a realização de estudos de retenção do 223Ra. A viabilidade 
celular foi avaliada pelo método de exclusão do azul tripano, e calculada através da razão, em percentagem, entre 
o número de células vivas e o número total de células (vivas e mortas). Os resultados expressam a média e o 
desvio-padrão de, pelo menos, seis ensaios independente realizados em duplicado. 
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O carcinoma da próstata é a neoplasia sólida maligna mais frequente no género 

masculino e a segunda causa de morte por cancro (Calais da Silva, 2013). Com a descoberta 

da dependência hormonal, em 1941, por Huggins e Hodges, tornou-se possível o tratamento 

desta patologia através da castração cirúrgica ou química, designada como terapia hormonal. 

Assim, esta terapêutica tornou-se a chave fundamental para o tratamento do cancro da 

próstata metastático. Contudo, devido ao aparecimento da resistência a esta terapêutica, num 

período de no máximo três anos, o cancro da próstata metastático resistente à castração 

permanece uma doença incurável (Miller e Sweeney, 2016). 

Os doentes portadores de carcinoma da próstata metastático resistente à castração 

(CPMRC) são extremamente afetados pela presença de metástases ósseas, caracterizadas pelo 

aumento da atividade osteoblástica e pelo aumento da utilização do cálcio para a formação da 

nova matriz óssea, pelo que a utilização de mímicos de cálcio como agentes terapêuticos 

tornou-se uma estratégia alternativa (Dan, Williams e Den, 2016). Análises histopatológicas 

demonstram que as metástases ósseas do carcinoma da próstata são constituídas por um 

número abrangente de osteoblastos adjacentes a células tumorais de CaP. Estas células 

tumorais segregam diversos fatores de crescimento que ativam os osteoblastos a depositar 

nova matriz óssea e ajudam na modificação do microambiente tumoral. Por outro lado, 

também os osteoblastos segregam um leque de fatores que atraem as células de CaP, 

promovendo o seu crescimento e proliferação no osso (Florimonte, Dellavedova e Maffioli, 

2016). Estes dados demonstram a existência de interações complexas entre os vários 

componentes das metástases, salientando o papel fundamental das células tumorais de cancro 

da próstata no desenvolvimento das metástases ósseas. 

As metástases são responsáveis pelo aparecimento de skeletal-related events como dor 

intensa, diminuição da qualidade de vida e perda de mobilidade, carecendo de terapêuticas 

inovadoras capazes de minimizar ou, pelo menos, atrasar o aparecimento destes sintomas. 

Durante os últimos anos foram aprovados alguns medicamentos que 

comprovadamente aumentam a taxa de sobrevivência global, entre os quais se encontra o 

único radiofármaco emissor de partículas alfa aprovado para terapêutica, o radioisótopo 223Ra. 

Este encontra-se aprovado para o tratamento de doentes de cancro da próstata metastático 

resistente à castração com a presença de metástases ósseas conhecidas e sem metástases 

viscerais (Rodrigues et al., 2014; Shore, 2015).  

O radiofármaco 223Ra é um emissor predominantemente alfa que decai emitindo 95,3% 

(5-7,5 MeV) como partículas alfa, 3,6% (0,045 e 0,432 MeV) como partículas beta e 1,1% como 
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radiação gama (0,01-1,27 MeV), apresentando um período de semi-desintegração de 11,4 dias. 

A elevada LET associada às partículas alfa (80 keV/µm), induz uma elevada frequência de 

quebras na dupla cadeia de ADN nas células adjacentes o que resulta num efeito anti tumoral 

nas metástases ósseas. As partículas alfas apresentam a vantagem de terem um curto alcance, 

inferior a 100 m (menor que o diâmetro de dez células), o que limita os danos nos tecidos 

normais adjacentes (EMA, 2010). O 223Ra é apresentado como uma solução de dicloreto de 

rádio que se vai depositar na superfície do osso em zonas de elevada renovação óssea 

(metástases), onde atua como um mímico do cálcio, incorporando-se na hidroxiapatide da 

matriz óssea como um substituto do cálcio, aquando da formação mineral (Florimonte, 

Dellavedova e Maffioli, 2016). Contudo, apesar da sua aplicabilidade terapêutica que 

demonstra um aumento do tempo de sobrevivência dos doentes (Harrison et al., 2013; Parker 

et al., 2013), os mecanismos moleculares de atuação deste radiofármaco não se encontram 

completamente esclarecidos. 

Perante a ausência de informação acerca dos mecanismos de atuação do radiofármaco 

223Ra nas células constituintes das metástases e do efeito da radiação alfa nas células de cancro 

da próstata, pretendeu-se avaliar o efeito da exposição das células a doses de radiação, 

aplicadas sobre a forma de irradiação interna, em modelos in vitro de células metastáticas de 

carcinoma da próstata. Mais concretamente, numa fase inicial pretendeu-se avaliar a 

sobrevivência celular após a irradiação com 223Ra prosseguindo para um estudo a nível da 

cinética do radiofármaco no qual se estudou a captação, a internalização no núcleo, a retenção 

e um possível envolvimento dos canais de cálcio na cinética de transporte. 

Desta forma, com este estudo pretende-se contribuir para um melhor conhecimento 

destes mecanismos moleculares de atuação e dos efeitos do radiofármaco nas células do 

carcinoma da próstata, de modo a possibilitar uma melhor aplicabilidade e potencialidade desta 

terapêutica.  

Os estudos in vitro para avaliação da sobrevivência celular foram realizados através da 

irradiação interna das células das linhas celulares de carcinoma da próstata metastático, com 

a aplicação de doses compreendidas entre os 0,25 e os 10 mGy. A sobrevivência celular foi 

avaliada pelo ensaio clonogénico que permite avaliar a capacidade de células submetidas à 

radiação conseguirem proliferar e formar colónias. No contexto da radiobiologia, a morte 

celular é, normalmente, equiparada a qualquer processo que conduza à perda permanente da 

capacidade proliferativa e clonogénica sendo, deste modo, possível, equiparar os resultados 
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obtidos com este ensaio à resposta tumoral obtida in vitro (Joiner e Kogel, 2009; Mendes, 

2016). 

Os fatores de sobrevivência obtidos através do ensaio clonogénico para as diferentes 

doses de radiação aplicadas permitiram traçar as curvas de sobrevivência em função da dose 

de radiação (FS vs. Dose), permitindo o ajuste para cada linha celular ao modelo de agressão 

celular mais apropriado. O modelo linear baseia-se na teoria de que na célula existem alvos 

especialmente importantes, como o ADN que, quando lesados, são suficientes para induzir 

morte celular e desencadeiam uma resposta independente. Quanto ao modelo linear 

quadrático, este baseia-se na ideia de que as várias lesões induzidas pela radiação ionizante 

desencadeiam uma interação entre respostas, de modo a eliminar eficazmente as células 

atingidas pela radiação (Joiner e Kogel, 2009; Mendes, 2016). 

As curvas obtidas em resposta à irradiação interna com doses até 10 mGy, 

representadas nas Figura 18 e Figura 19, mostraram que existe um decréscimo significativo na 

sobrevivência celular de ambas as linhas celulares, de um modo depende da dose. A dose letal 

média (DL50), parâmetro que permite comparar radiossensibilidades, definido como a dose 

com a qual 50% da população celular perde viabilidade e/ou capacidade proliferativa. As células 

LNCaP apresentaram um DL50 de 1,41 mGy (IC95%: 1,169-1,789), mostrando serem 

significativamente mais radiossensíveis que as células PC3, cujo DL50 foi de 4,22 mGy (IC95%: 

3,833-4,683) e com maior , igual a 0,451± 0,044 (Tabela 5).  

Além da diferença na radiossensibilidade, a resposta à radiação apresentada pelas duas 

linhas celulares baseia-se em dois modelos de agressão diferentes. A linha celular LNCaP, 

obtida de uma metástase linfática, apresenta um modelo de agressão celular linear quadrático, 

que se traduz por  ser diferente de zero, assumindo o valor de 0,030±0,008. De acordo com 

a literatura, este modelo representa morte celular induzida por duas ou mais ionizações que 

induzem quebras na dupla cadeia de ADN, separadas por um intervalo temporal que permite 

que o primeiro dano na cadeia de ADN seja reparado antes da ocorrência do segundo 

(McParland, 2010). Por outro lado, a linha celular PC3, obtida de uma metástase óssea, 

apresenta um modelo de agressão linear, ou seja, existe uma relação linear entre a dose e o 

dano produzido, sendo o  igual a zero. Este modelo está estritamente associado aos efeitos 

induzidos pela irradiação com partículas alfa, correlacionada com danos irreparáveis a nível da 

cadeia dupla de ADN (Joiner e Kogel, 2009; McParland, 2010). 
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As linhas celulares em estudo demonstraram ser radiossensíveis a doses muito baixas, 

ainda na ordem dos mGy e, como tal, a dose necessária para induzir a morte a 50% da 

população apresenta valores muito reduzidos. Estes resultados vão de encontro ao descrito 

pela literatura, pois a morte celular está estritamente correlacionada com o parâmetro LET 

de uma forma proporcional. Como tal, visto que as partículas alfa apresentam valores de LET 

de elevada intensidade será provável uma maior incidência de morte celular, com escassa 

oportunidade para reparação de danos subletais (Joiner e Kogel, 2009; McParland, 2010). 

Alguns estudos realizados com a aplicação de outros emissores alfa às mesmas linhas celulares 

demonstram semelhanças entre os modelos de agressão adotados para avaliar a sobrevivência 

celular, contudo apresentam diferenças no que diz respeito ao valor de DL50, já que 

apresentam um DL50 superior, na ordem dos Gy (Elgqvist et al., 2016; Nilsson et al., 2015). 

Perante estas diferenças podemos postular a hipótese que estes resultados podem ser devidos 

a características intrínsecas do 223Ra como, por exemplo, o fato de este radiofármaco não 

emitir apenas partículas alfa, mas também uma pequena quantidade (3,6%) de partículas beta 

e ainda radiação gama, que podem induzir outros danos celulares. 

 Estes resultados também são corroborados por estudos in vitro realizados em várias 

linhas celulares, nas quais o radiofármaco 223Ra demonstrou efeitos citotóxicos e a capacidade 

para inibir a diferenciação osteoclástica e a atividade osteoblástica, de um modo dependente 

da dose. Para além disto, resultados de estudos in vivo em modelos animais de metástases 

ósseas, realizados pelos mesmos autores, determinaram um aumento do tempo de 

sobrevivência com diminuição da área osteolítica após irradiação com 223Ra (Center for drug 

evaluation and research, 2013; McGann e Horton, 2015).  

 Dada a aplicabilidade terapêutica do 223Ra a doentes com cancro da próstata 

metastático resistente à castração, com metástases ósseas e sem metástases viscerais, ou seja, 

já num estado muito avançado da doença, seria esperada a ocorrência de danos mais 

pronunciados nas células da linha celular obtida a partir de metástases ósseas, as células PC3. 

Contudo, isto não se verificou, sendo as células da linha celular obtida de uma metástase 

linfática, a LNCaP, a apresentar maior radiossensibilidade. Este aspeto pode ter relevo a nível 

de novas aplicabilidades terapêuticas do 223Ra em fases mais precoces da doença, podendo até 

ser possível utilizar em combinação com outras terapêuticas, de modo a potenciar o seu efeito 

nas células tumorais com o intuito curativo. 

 Apesar das limitações dos estudos in vitro para avaliação da sobrevivência celular de 

células metastáticas, nomeadamente, o facto de as células crescerem de modo individual e não 
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organizado em tecidos ou em estruturas complexas, como é o caso das metástases ósseas, 

excluindo desta forma toda a ação do microambiente, esta abordagem pode ser utilizada com 

o intuito de prever efeitos a nível molecular que possam ser traduzidos na clínica ou para a 

melhoria das terapêuticas atuais. 

 Perante a diminuição da sobrevivência celular verificada após a irradiação com o 

radiofármaco 223Ra, e devido à falta de estudos que demonstrem os mecanismos de atuação 

deste radiofármaco a nível molecular, tornou-se pertinente avaliar o perfil cinético do 223Ra 

nas linhas celulares de cancro da próstata. Dado a existência de novos estudos que apontam 

o 223Ra como possível terapêutica para o tratamento de metástases ósseas de osteossarcoma 

(Anderson, Subbiah e Rohren, 2014), achou-se pertinente avaliar também os mesmos 

parâmetros em células de uma linha celular dessa proveniência, a MNNG/HOS. Também para 

ultrapassar estas limitações da falta de estudos de cinética que nos permitam estabelecer uma 

comparação de resultados, optou-se por utilizar outro radiofármaco, o 99mTc-HMDP. Este 

radiofármaco é utilizado na medicina nuclear para deteção de metástases ósseas devido à sua 

afinidade para o ião cálcio presente na hidroxiapatite óssea, tal como o 223Ra (Vallabhajosula, 

Killeen e Osborne, 2010). Deste modo, aparentemente, ambos os radiofármacos apresentam 

o mesmo mecanismo de atuação a nível das metástases ósseas, com uma estreita correlação 

com o ião cálcio. 

 Os estudos de captação demonstraram uma captação superior, com significância, do 

radiofármaco 223Ra por todas as linhas celulares em estudo comparativamente ao 99mTc-HMDP 

A captação máxima alcançada foi de 1,43% (IC95%: 1,33-1,53) para a linha celular PC3, de 

1,39% (IC95%: 1,31-1,48) para a linha celular LNCaP e de 0,96% (IC95%:0,96-0,90) para a linha 

celular MNNG/HOS, atingindo metade desta captação passados poucos minutos após o início 

do estudo.  O facto de, apesar de estes valores não serem muitos elevados, serem sempre 

superiores ao do radiofármaco 99mTc-HMDP comprova a sua aplicabilidade terapêutica pois, 

se a pequena quantidade de 99mTc-HMDP que é captada pelas células é suficiente para a 

obtenção de imagem, também a percentagem de captação de 223Ra é suficiente para 

desencadear alterações nas células. Outro aspeto importante são as semelhanças observadas 

entre os perfis das duas linhas celulares de CaP que, de acordo também com os resultados 

obtidos no cálculo da sobrevivência celular, podem demonstar uma possível aplicabilidade da 

terapêutica a um nível mais precoce da doença, correspondente à fase das metástases linfáticas 

apresentada pela linha celular LNCaP. A captação máxima alcançada pela linha celular PC3 

estaria prevista de acordo com a literatura, sendo esta a linha celular mais agressiva 
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representativa das metástases ósseas de CaP, para o qual a terapêutica é dirigida (Tai et al., 

2011).  

 O 223Ra é um mímico do cálcio, contudo, tal como referido anteriormente, o seu 

mecanismo de atuação a nível das células tumorais constituintes da metástase não se encontra 

totalmente esclarecido. Dado que, de acordo com os estudos de captação, há uma captação 

do radiofármaco 223Ra quando colocado num meio com células tumorais LNCaP, PC3 e 

MNNG/HOS, postulou-se a hipótese de que a entrada dos radiofármacos mímicos de cálcio 

poderá estar dependente dos canais de cálcio existentes nas linhas celulares. Para determinar 

este efeito recorreu-se ao uso do verapamil, um bloqueador dos canais de cálcio, com a 

capacidade de inibir a entrada de cálcio tanto in vivo como in vitro (Seleem e Lashein, 2016). 

Estes estudos demonstraram uma diminuição com significância na captação de 223Ra, 

salientando o facto de a linha celular PC3 ter apresentado uma diminuição significativa de 

1,43% (IC95%: 1,33-1,53) para 0,96% (IC95%: 0,89-1,02). Por outro lado, para o radiofármaco 

99mTc-HMDP apenas se verificou uma diminuição significativa para a linha celular LNCaP de 

1,09% (IC95%: 1,06-1,11) para 0,39% (IC95%: 0,29-0,48), com redução do tempo para o qual 

se alcança metade da captação máxima. Estes resultados demonstram que existem diferenças 

sobre o efeito do verapamil no modo de atuação dos dois radiofármacos, sugerindo que a 

captação do radiofármaco 223Ra está relacionada com os canais de cálcio existentes. Isto 

poderá abrir uma nova janela terapêutica através da combinação do 223Ra com agentes que 

aumentem o influxo do radiofármaco através destes canais de cálcio e, consequentemente, 

potenciar o efeito citotóxico no interior das células. 

 A bibliografia aponta para o facto de que o 223Ra quando é administrado vai dirigir-se 

para as áreas de renovação óssea, pelo que se concentra na superfície óssea (Florimonte, 

Dellavedova e Maffioli, 2016). De acordo com os resultados anteriores é possível afirmar que 

ocorre captação do radiofármaco pelas células, no entanto, fica por esclarecer se esta captação 

ocorre por adsorção à superfície ou internalização. Através dos resultados por nós obtidos, 

foi possível determinar que a captação do 223Ra, apesar de ocorrer alguma adsorção à 

superfície, ocorre maioritariamente por internalização, tanto a nível do citosol como do 

núcleo. Assim, e através dos resultados obtidos, observa-se que o radiofármaco internaliza a 

nível do núcleo das células numa percentagem de 34,122,29% para a linha celular PC3, de 

28,17±3,62% para a linha celular LNCaP e de 29,82±2,94% para a linha celular MNNG/HOS. 

Aparentemente estes são valores relativamente baixos, no entanto, no contexto da radiação 

em estudo que apresenta elevada LET, com um efeito citotóxico elevado, esta quantidade é 
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suficiente para diminuir a sobrevivência celular destas linhas celulares, tal como se observou 

no ensaio clonogénico. 

Tendo em conta que, para que a terapêutica com o 223Ra seja eficaz, não basta que o 

radiofármaco seja captado pelas células, mas também que fique retido o tempo suficiente para 

exercer os seus efeitos citotóxicos, tornou-se importante avaliar a retenção do radiofármaco 

nas células em estudo. Estudos apontam que o 223Ra, quando aplicado clinicamente, vai 

concentra-se nas zonas de elevada metastização óssea onde irá substituir o cálcio a nível da 

hidroxiapatite na matriz óssea. Aqui vão ser emitidas partículas alfa de elevado LET, o que 

resulta num efeito biológico elevado, com efeito citotóxico nos osteoblastos e células 

tumorais adjacentes (Florimonte, Dellavedova e Maffioli, 2016; Suominen et al., 2015). 

A retenção do radiofármaco 223Ra demonstrou ser significativamente superior para 

todas as linhas celulares comparativamente com o 99mTc-HMDP. As células PC3 demonstraram 

uma maior retenção, com significância, do 223Ra, assumindo um valor de 3,99% (IC95%: 3,75-

4,24) comparativamente ao radiofármaco 99mTc-HMDP que apresentou um valor de 0,28% 

(IC95%: 0,12-0,43). Também as células da linha celular LNCaP apresentaram uma retenção 

estatisticamente superior em cerca de seis vez, comparativamente ao 99mTc-HMDP. As células 

da linha celular MNNG/HOS assume um comportamento semelhante ao das células das linhas 

celulares de CaP. Este comportamento demonstrado pelas células da linha MNNG/HOS de 

osteossarcoma ao longo de todos os estudos por nós realizados comprovou um perfil muito 

semelhante para com as linhas celulares de CaP, o que as torna possíveis candidatas para o 

uso desta terapêutica na prática clínica, tal como foi proposto e se encontra em estudo por 

outros autores (Anderson e Rohren, 2015; Anderson, Subbiah e Rohren, 2014). 

A linha celular LNCaP foi a linha que demonstrou maior radiossensibilidade, segundo 

o ensaio clonogénico, apresentando nos restantes estudos de cinética semelhanças ao perfil 

da linha celular PC3, com captação do radiofármaco, internalização no núcleo e retenção 

comprovada do radiofármaco 223Ra. As células da linha celular LNCaP, tal como foi referido 

anteriormente, são derivadas de metástases linfáticas, com expressão de recetores 

androgénicos, apresentando um comportamento biológico similar ao carcinoma da próstata 

sensível a androgénios (Tai et al., 2011). De acordo com a literatura, prevê-se que, quanto 

mais precoce for tratado o carcinoma da próstata, provavelmente, menos resistentes serão as 

lesões malignas. Isto permite que a terapêutica aplicada seja mais eficaz, com efeito de atraso 

na progressão da doença ou, até mesmo, um possível tratamento curativo e não apenas um 

aumento no tempo de sobrevivência, tal como acontece atualmente com as terapêuticas 
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utilizadas para doentes de cancro da próstata metastático resistente à castração (Miller e 

Sweeney, 2016).   

A viabilidade celular foi avaliada em todos os ensaios de cinética com o radiofármaco 

223Ra comprovando a viabilidade das células durante o decorrer das experiências, garantindo 

assim que estes resultados não se encontram alterados devido a perda da viabilidade celular 

durante os experimentos. A linha celular LNCaP apresenta geralmente uma viabilidade inferior 

em todos os estudos devido a serem células muito sensíveis, mesmo em condições normais, 

quando em comparação com as outras linhas celulares.  
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Ao longo deste trabalho experimental, foi possível avaliar in vitro os efeitos da irradiação 

interna em duas linhas celulares de carcinoma da próstata, a PC3 e a LNCaP, bem como o 

perfil cinético e o modo de atuação de dois radiofármacos, 223Ra e 99mTc-HMDP, em três linhas 

celulares distintas, duas de carcinoma da próstata (LNCaP e PC3) e uma de osteossarcoma 

(MNNG/HOS). 

O ensaio clonogénico permitiu avaliar a longo prazo o efeito da irradiação interna com 

223Ra nas linhas celulares LNCaP e PC3, apresentando uma eficácia na redução da sobrevivência 

celular de modo dependente da dose, na ordem dos mGy. As linhas celulares comportaram-

se de acordo com modelos de agressão diferentes, correspondendo a linha celular LNCaP a 

um ajuste linear quadrático e a linha celular PC3 a um ajuste linear. As células LNCaP 

apresentaram uma maior radiossensibilidade. No entanto, comparando os modelos de 

agressão obtidos, as células PC3 apresentam um modelo definido por representar danos 

irreversíveis, ou seja, normalmente, caracterizado por quebras irreparáveis na dupla cadeia de 

ADN. 

Os estudos de cinética comprovaram a captação do radiofármaco 223Ra, em maior 

percentagem do que o radiofármaco 99mTc-HMDP, por todas as linhas celulares. Do mesmo 

modo, também ficou comprovado que o 223Ra adsorve em pequenas quantidades à superfície 

celular, sendo a maior parte internalizado tanto a nível do citosol como do núcleo.  

A linha celular PC3, derivada de metástases ósseas do carcinoma da próstata, foi a que 

apresentou valores mais elevados para todos estes parâmetros de cinética em estudo, 

comprovando assim a aplicabilidade do uso terapêutico do radiofármaco 223Ra para doentes 

de carcinoma da próstata metastático resistente à castração, do qual esta linha é 

representativa.  

A linha celular LNCaP demonstrou ao longo dos estudos um perfil cinético com 

semelhanças ao da linha celular PC3. Perante estes resultados e dado que foram as células 

LNCaP que apresentaram uma maior radiossensibilidade, segundo os ensaios clonogénicos, 

pode sugerir-se a aplicabilidade do radiofármaco 223Ra em fases mais precoces da doença, 

quando ainda não foi alcançado o estado de resistência à castração, para potenciar o seu uso 

como terapêutica curativa, sob a forma de administração individual ou em combinação com 

outros fármacos. 

Através dos nossos estudos foi possível concluir que a linha celular MNNG/HOS de 

osteossarcoma também apresenta uma cinética semelhante às linhas celulares de carcinoma 
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da próstata, mas com percentagens  inferiores, indo de encontro a outros estudos realizados 

sobre uma possível aplicabilidade do 223Ra em osteossarcoma. 

O uso do bloqueador de canais de cálcio, verapamil, permitiu determinar que, na sua 

presença, há uma variação na cinética de captação do 223Ra traduzida na diminuição significativa 

da captação do radiofármaco pelas linhas celulares de carcinoma da próstata. Perante estes 

resultados postula-se que o mecanismo de atuação do radiofármaco 223Ra se encontra 

diretamente relacionado com os canais de cálcio, sendo a sua entrada na célula dependente 

destes canais. 

Em suma, os resultados apresentados e obtidos ao longo desta dissertação, apontam o 

uso do radiofármaco 223Ra como uma mais-valia no tratamento de doentes de carcinoma da 

próstata metastático resistente à castração e como uma possível aplicação terapêutica em 

níveis mais precoces do estádio desta patologia, podendo ainda possivelmente ser aplicável 

como terapêutica noutros tumores malignos, como é o caso do osteossarcoma. 

Deste modo, considera-se que o presente estudo é relevante para o avanço de uma 

área que ainda não se encontra muito aprofundada e que poderá implicar muitos benefícios 

em termos clínicos. Assim, como perspetivas futuras deste trabalho, pretende-se avaliar os 

danos celulares induzidos pela irradiação com o radiofármaco 223Ra quer através de danos 

diretos a nível do ADN, quer através de danos indiretos, como por exemplo, através da 

formação de espécies reativas de oxigénio. Consideramos também relevante o estudo dos 

tipos de morte associados a esta radiação ionizante e os possíveis mecanismos de reparação 

de danos utilizados. É ainda importante avaliar e determinar proteínas envolvidas no 

mecanismo molecular de entrada do radiofármaco associado aos canais de cálcio. Deste modo, 

com o melhor conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos no modo de atuação 

do radiofármaco 223Ra e dos danos induzidos, é possível potencializar a utilidade terapêutica 

do rádio-223. 
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