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Capa

Células tumorais de carcinoma da préstata, LNCaP, derivada de metastases linfaticas. Imagem
obtida por microscopia 6tica. 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 prostata (CaP) é a neoplasia sélida maligna mais frequente no género
masculino e a segunda causa de morte por cancro. O maior desafio em termos terapéuticos
esta associado ao cancro da proéstata metastatico resistente a castragio (CPMRC). Nao
existem tratamentos curativos para este estado avangado da doenga, no entanto, entre as
armas terapéuticas disponiveis no mercado destaca-se o uso do radiofarmaco radio-223
(**Ra). Segundo alguns estudos ja realizados, este apresenta-se como um mimico do célcio e
apresenta reducao da dor e aumento do tempo de sobrevivéncia do doente.

Perante estes factos e a relativa auséncia de informacio das vias moleculares
responsaveis pelos efeitos do *’Ra nas células das metéstases de carcinoma da prostata, este
projeto tem como objetivo principal estudar os efeitos do *’Ra em linhas celulares de cancro
da prostata e estudar o seu modo de agao nas células tumorais. Também o estudo de uma
possivel aplicabilidade do **’Ra a outras areas 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 acio de dois radiofarmacos, o *’Ra e o **"Tc-HMDP, em trés linhas celulares distintas, duas
de carcinoma da prostata (LNCaP e PC3) e uma de osteossarcoma (MNNG/HQOS). Os estudos
foram iniciados pela determinagao do fator de sobrevivéncia para as linhas celulares LNCaP e
PC3, com irradiagio das células com doses até |10 mGy com o radiofirmaco **Ra.
Posteriormente realizaram-se estudos de captagao, internalizagio e retengao dos
radiofirmacos **’Ra e *"Tc-HMDP nas linhas celulares de CaP e OS, de modo a avaliar a
cinética dos radiofarmacos. Também o uso de um bloqueador dos canais de calcio foi utilizado
para avaliar diferencas de captagao com ou sem a sua presenca.

Verificou-se que as células LNCaP apresentam uma maior radiossensibilidade ao **’Ra
do que as células PC3. O radiofirmaco *’Ra demonstrou ser captado, internalizado
(inclusivamente a nivel do nucleo) e retido por todas as linhas celulares, salientado valores
superiores apresentadas pelas células PC3. As células LNCaP demonstraram um perfil cinético
semelhante as células PC3. Também as células MNNG/HOS, de osteossarcoma, apresentam
uma cinética semelhante as linhas celulares de carcinoma da prostata, mas com percentagens
inferiores. O uso do bloqueador verapamil demonstrou que, na sua presenga, ha uma
diminuicao significativa da captacio do *’Ra pelas linhas celulares em estudo, postulando que

o mecanismo de atuacio do radiofirmaco **’Ra é dependente dos canais de calcio.
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Desta forma, os resultados apresentados e obtidos ao longo desta dissertagao,
apontam o uso do radiofirmaco **Ra como uma mais-valia no tratamento de doentes de
carcinoma da proéstata metastatico resistente a castragao e como uma possivel aplicagao
terapéutica em niveis mais precoces do estadio desta patologia, podendo ainda possivelmente

ser aplicavel como terapéutica 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 (**Ra) is among the therapeutic weapons available on the market. According to
previous studies, ’Ra 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 *’Ra in the cells of metastatic prostate cancer, this project aims
to study the effects of *’Ra in prostate cancer cell lines and to study its mechanisms of action
in tumor cells. The study of a possible applicability of the *’Ra 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, *?Ra and **"Tc-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 *?Ra on LNCaP and PC3 cells survival. For that, cells were irradiated
with doses up to 10 mGy. Subsequently, uptake, internalization and retention studies of **’Ra
and ”"Tc-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 *’Ra compared
to PC3 cell line. *’Ra 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
?2Ra uptake by all cell lines under study, allowing us to postulate that the radiopharmaceutical

?2Ra mechanism of action is dependent on calcium channels.

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

?»Ra 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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Radio-223 no tratamento do carcinoma da prostata metastatico

As neoplasias malignas caracterizam-se pelo crescimento descontrolado e pela
disseminacao de células cancerigenas, que se deixarmos evoluir em fungao da sua histéria
natural pode resultar na morte do portador (Harvey Lodish et al , 2013). Este processo nao é
restrito apenas a um uUnico conjunto de células em proliferagao, mas sim a um tecido complexo
composto por multiplos 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 doenga, entre eles, o tabaco, as dietas
pouco saudaveis, as mutagoes genéticas hereditarias ou as condigoes imunoldgicas do
hospedeiro. Em todo o mundo, em 2012, detetaram-se |4,I milhdes de novos casos e
ocorreram 8,2 milhoes de mortes, considerando-se a segunda causa de morte em paises de
altos rendimentos (precedido pelas doengas cardiovasculares). No mesmo ano, em Portugal,

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

1.1 Cancro da Prostata

1.1.1 A Prostata

A prostata € um o6rgao musculo-glandular localizado no interior da pélvis, imediatamente
por baixo da bexiga e envolvente da uretra. A principal fungao deste 6rgao, como glandula
acessoria da reprodugao, ¢ secretar um fluido alcalino que constitui parte do ejaculado e que
ajuda na mobilidade e na nutri¢cao dos espermatozoides (Dunn e Kazer, 201 I). A prostata nao
apresenta exatamente uma arquitetura lobular, contudo, John E. McNeal (McNeal, 1969;
Mcneal, 1981; McNeal, 1998) desenvolveu, durante varios anos, um modelo anatomico da
prostata, dividindo-a em varias zonas, que continua a ser aceite e usado na pratica clinica.
Neste modelo encontram-se descritas quatro zonas anatomicas distintas, como podemos ver

representado na Figura |.

Distinguem-se trés zonas glandulares, a zona periférica, a zona central e a zona de
transicao. A zona periférica ocupa cerca de 70% do volume da por¢ao glandular da prostata e
esta associada, frequentemente, ao desenvolvimento de patologias como o carcinoma. A zona
central corresponde a cerca de 25% do volume e rodeia os canais ejaculatorios. A zona de
transicado ocupa apenas cerca de 5% do volume desta glandula e é constituida por dois
pequenos lobulos. Para além das zonas glandulares, é também descrito por McNeal uma zona

nao glandular — zona fibromuscular anterior (ou estroma), que corresponde a cerca de um
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Introducao

tergo de toda a glandula. Esta zona é composta por musculo liso e por tecido fibroso. (Dunn
e Kazer, 201 1; McNeal, 1969; Mcneal, 1981; McNeal, 1998; Shen e Abate-Shen, 2010; Verma
e Rajesh, 201 1).

Duto de transi¢do

Zona Central

Zona fibromuscular
anterior (ou estroma)

Zona central

Zona fibromuscular
Zona de transigiao
Zona periférica
Regido da glindula periuretral

Duto ejaculatério

pange

Figura I: Representagdo esquematica de um plano sagital da préstata, evidenciando as diferentes zonas [Adaptado
de (Marzo et al., 2007) e Baylor College of Medicine 1980]

O epitélio da prostata é constituido por trés grandes tipos de células, as células
secretoras, as células basais e as células neuroendocrinas. As células secretoras sao
responsaveis pelas secregoes fisiologicas, as células basais sao as menos abundantes e estao
posicionadas sobre a membrana basal adjacente das células secretoras. A auséncia destas pode
ser um marcador determinante de carcinoma da préstata (CaP). Por sua vez, as células
neuroenddcrinas estao dispersas por toda a glandula e acredita-se que estao envolvidas na
regulacao da atividade secretora da proéstata e do crescimento celular (Joshua et al., 2008; Shen

e Abate-Shen, 2010).

A glandula prostatica pode ser afetada por varias 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 prostatica (HBP), na qual se verifica um aumento do
numero de células epiteliais e do estroma e, consequentemente, um aumento do volume da
prostata que, por sua vez, desencadeia sintomas no trato urinario. Esta hiperplasia surge mais
frequentemente na zona de transicao, estando dependente de androgénios para o seu

desenvolvimento (Roehrborn, 2008; Sciarra et al., 2008).
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Radio-223 no tratamento do carcinoma da prostata metastatico

A lesao que mais frequentemente se associada ao desenvolvimento do carcinoma da
prostata € a neoplasia intra-epitelial prostatica de alto grau (do inglés, high-grade prostatic
intraepithelial neoplasia - HGPIN). Ambas apresentam varias semelhangas, tais como a
localizagao preferencial na zona periférica, as transigoes morfologicas, as semelhangas
moleculares e fenotipicas, entre outras (Cardoso, 2013). Postulou-se que HGPIN surge a
partir de uma lesao de baixo grau (LGPIN - do inglés, low-grade prostatic intraepithelial
neoplasia). Evidéncias mostram que a maioria das alteragoes na expressao dos genes envolvidos
ocorre na transicao do epitélio normal para o HGPIN e nao na transicao de HGPIN para o
carcinoma. As lesoes de HGPIN caracterizam-se por diferentes padroes de arquitetura que se
correlacionam com o desenvolvimento de CaP. Esta evolugao é a base para a proposta de um
modelo de progressao do epitélio normal para o CaP apresentado na Figura 2 (Joshua et al.,

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

Normal LGPIN Carcinoma

10-20 years 1-10 years

Figura 2: Representacio histologica da evolugio do epitélio normal até ao desenvolvimento do carcinoma da
prostata, evidenciando o tempo de progressao. [Adaptado de (Sciarra et al.,, 2008)]

Os indices de incidéncia de carcinoma da prostata pelas zonas anteriormente descritas
sao de 68% para a zona periférica, de 24% para a zona de transicao, e de 8% para a zona
central (Sarkar e Das, 2016). , sendo o tipo histologico mais frequente o adenocarcinoma

acinar (AJCC, 2012).

1.1.2 Epidemiologia
O carcinoma da prostata é o segundo tipo de neoplasia mais frequentemente
diagnosticado no homem assim como a quinta causa de morte, registando-se, no ano de 2012,
[,I milhoes de novos casos em todo o mundo (Figura 3), dos quais cerca de 70% ocorrem em
paises economicamente desenvolvidos. No mesmo ano registaram-se 307 milhares de mortes

por esta patologia (American Cancer Society, 2015).
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Estimated New Cases Estimated Deaths
Male Female Male Female
Lung, bronchus, & trachea Breast Lung, bronchus, & trachea Breast
1,241,600 1,676,600 1,098,700 521,900
Frostate Colon & rectum Liver Lung, bronchus, & trachea
1,111,700 614,300 521,000 491,200
Colon & rectum Lung, bronchus, & trachea Stomach Colon & rectum
746,300 583,100 469,000
Stomach Cervix uteri Colon & rectum Cervix uteri
631,300 527,600 373,600 265,700
Liver Stomach Prostate Stomach
554,400 320,300 307,500 254,100
) Urinary bladder Corpus uteri Esophagus Liver
Worldwide 335.400 319,600 281,200 224,500
Esophagus Owvary Pancreas Pancreas
323,000 238,700 173,800 156,600
Mon-Hedgkin lymphoma Thyraid Leukemia Ovary
217,600 229,900 151,200 151,900
Kidney Liver Urinarg bladder Esophagus
213,900 228,100 123,100 119,000
Leukemia Mon-Hodgkin lymphoma Non-Hodgkin lymphoma Leukemia
200,700 168,100 115,400 114,200
All sites* All sites* All sites* All sites*
7427100 6,663,000 4,653,400 3,548,200

Figura 3: Estimativa do niimero 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 incidéncia de carcinoma da prostata € maior na Europa do Norte e Ocidental, na
América do Norte e na Oceania, apresentando igualmente uma incidéncia elevada em zonas
menos desenvolvidas como as Caraibas, a Africa do Sul e a América do Sul. Estas variacdes
podem dever-se ao facto das técnicas de diagndstico precoce utilizadas nao serem uniformes

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

et al, 2015).

Portugal: Male, all ages

7500
7000
6500
6000
5800
5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

M Incidence
W Martality GLOBOCAN 2012 (IARC) (235.2016)

Figura 4: Representagdo da incidéncia e da mortalidade por cancro, em Portugal, para ambos os géneros. A cor
vermelha corresponde a mortalidade e o azul a incidéncia. [Adaptado de (GLOBOCAN,2012)]
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Em Portugal, as estatisticas indicam que o carcinoma da prostata é a neoplasia com
maior incidéncia e a terceira causa de morte oncolégica (Figura 4). Por ano, a incidéncia desta
patologia ascende a 6622casos, sendo atribuidas cerca de 1500 mortes a este tumor

(GLOBOCAN 2012).

O desenvolvimento de carcinoma da proéstata esta associado a trés principais fatores
de risco, a faixa etaria, a raga/etnia e a predisposicao familiar (Gann, 2002). Contudo, entre
eles, o fator mais significativo é o envelhecimento. Com o avango da idade, a taxa de incidéncia
aumenta drasticamente até atingir o seu pico maximo por volta dos 80 anos. Sao raros os

registos de ocorréncia de cancro da prostata antes dos 40 anos de idade (Pedrosa, 2012).

A etnia também faz variar as taxas de incidéncia de carcinoma da préstata. Os homens
de raga negra estao associados a um maior risco de cancro da prostata avangado 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 razoes para estas diferengas ainda nao
estao completamente esclarecidas, mas pressupoe-se que sejam devido a alteragdes na
expressao de genes associados a manutengao dos niveis de testosterona em circulagao,
reportados como mais elevados nos individuos com descendéncia africana. Assim, genes que
codificam enzimas que se encontram envolvidas na ativagao ou na inativagao da testosterona,
tal como gene 5 alfa redutase do tipo 2 (SRD5A2), responsavel por codificar a proteina
conversora de testosterona, e os citocromos p450 cYP3A4, CYP3AS5 e CYSP3A43, envolvidos
na hidroxilagao da testosterona, sao suscetiveis a alteragoes genéticas de acordo com a etnia
(Zeigler-Johnson et al, 2008) Estas alteragoes também podem ser justificadas pelas
modificagoes ambientais, pelas variagoes na dieta e pelas alteragoes epigenéticas, que cada vez

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

Outro fator determinante é a predisposi¢ao familiar que é responsavel por 5-10% dos
casos desta patologia. Homens cujos familiares de primeiro grau tenham sido diagnosticados
com carcinoma da prostata, antes dos 60 anos tém um risco quatro vezes superior de
desenvolverem a doenga, comparativamente a populacio em geral (Adjakly et al, 2015). As
condigoes hereditarias estio associadas ao Sindrome de Lynch e a mutagoes dos genes BRCAI,
BRCA2 e HOXBI3 (Tabela |). Portadores de mutagoes dos genes BRCAI e BRCA2 tém
demonstrado estar associados a carcinoma da prostata em idades mais jovens e mais agressivo,
caracterizado por uma elevada taxa de metastizagcao ganglionar e a distincia, aquando da
detegao e, consequentemente, elevada mortalidade, comparado com os nao portadores deste

tipo de mutagoes (Attard et al., 2015; Hussein, Sattunwar e Kwast, 2015). Mutagoes no gene
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HOXBI3 também estao associadas a carcinoma da prostata, no entanto, o exato mecanismo
desencadeado por esta mutagao na carcinogénese ainda nao se encontra esclarecido, sabendo-
se apenas que este gene interage com o recetor de androgénios (RA) e que promove o
desenvolvimento e a diferenciagao da prostata normal em carcinoma (Attard et al., 2015;

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

BRCAT BRCAZ HOXBT3
Genomic location  17g21 13g12.3 17g21-22
Relative risk of 1.8—4.5 for age 23 for age <55 Eightfold for age
prostate cancer =G5 years years =55 years
2.5-8.6 for age
=B5 years
Ethnic Ashkenazi Ashkenazi Finnish, Swedish
predominance Jewish, Jewvish,
MNorwegian, Morwegian,
Dutch and Dutch and

Specific mutation

lcelandic people

lcelandic people
BRCAZ 999deal5

HOXEBTZ GB4E,

associated with {lcelandic rs138213197
young-age founder

prostate cancer mutation)

Characteristic - Intraductal Pseudohypenplastic
histological carcinoma in features in 45%
features 42%

Prognosis Unfavourable Unfavourable Favourable

Other associated Breast and owary  Breast and ovary  Breast

cancers

Tabela |: Representagdao das mutagdes mais comuns associadas a CaP familiar (Hussein, Sattunwar e Kwast, 2015)

1.1.3 Diagnéstico e estadiamento
Na ultima década a incidéncia de carcinoma da prostata aumentou, porém, a taxa de
mortalidade diminuiu. Esta diminuicdo no numero de mortes por esta patologia esta
relacionada com varios fatores, nomeadamente, a detegao e o diagnostico mais precoces,
aparecimento de estratégias terapéuticas mais eficazes e uma maior abrangéncia geografica
dos testes de diagnostico precoce (Pedrosa, 2012). O diagnostico precoce do carcinoma da
prostata, quando determinado numa fase inicial da doenga, antes do aparecimento de sintomas,

aumenta o numero de opgoes terapéuticas disponiveis.

Os exames de diagnostico precoce comummente utilizados sao a pesquisa do antigénio
especifico da prostata (PSA — do inglés, prostate-specific antigen) e o toque retal. A ecografia
transretal (ET) também pode ser utilizada permitindo determinar, através de imagem, as
dimensoes da glandula prostatica, a anatomia regional e as eventuais lesdes cancerigenas
(Turkbey, Pinto e Choyke, 2009). Se o resultado destes exames apresentar anomalias podera
estar indicada a realizagao de biopsia ou o uso de outras técnicas de imagem ou analiticas

(Stavridis et al., 2010).
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O PSA é uma glicoproteina secretada pelo epitélio prostatico, concentrando-se nestes
tecidos, pelo que apresenta baixas concentragoes no soro (Ingle, Ramona e Sukesh, 2013).
Perturbagoes na arquitetura da prostata normal desencadeiam um aumento dos niveis de PSA
na circulagao geral. Contudo, o PSA é expresso tanto pelas células normais como pelas células
do carcinoma da prostata e, portanto, nao pode ser considerado um marcador especifico de
doenga. Os niveis de PSA no soro também podem estar aumentados por outros fatores,
incluindo a HBP, a prostatite e o aumento do volume da prostata associado a idade. De acordo
com a idade e com a etnia foram determinados valores de referéncia para a PSA livre no soro,
que sao apresentadas na Figura 5. Em grande parte da Europa considera-se que concentragoes
séricas de PSA maiores ou iguais a 4 ng/mL sao anormais e recomenda-se a biopsia da prostata.
Este exame rotineiro revela muito pouca especificidade para estas concentragoes, sendo que
apenas 20-30% dos homens com concentragoes de PSA entre os 4 e os 10 ng/mL revelam ter
carcinoma da prostata, no entanto o seu valor para o diagnostico € incontestavel (Greene et

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

Reference Range

Age Range Asian-Americans African-Americans Whites
A0—-49 yr 0—2.0 ng/mL 0—2.0 ng/mL 0-2.5 ng/mL
50-59 yr 0-3.0 ng/mL 0—4.0 ng/mL 0-3.5 ng/mL
B0—69 yr 0—4.0 ng/mL 0-4.5 ng/mL 0—4.5 ng/mL
7079 yr 0-5.0 ng/mL 0-5.5 ng/mL 0-6.5 ng/mL

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

O grau de diferenciacao histolégico é essencial para aceder a agressividade do tumor,
para prever o resultado da terapéutica e também para a escolha da melhor terapéutica. Para
permitir a analise histopatologica é necessario recolher amostras por biopsias guiadas por ET
(Cardoso, 2013; Hoeks et al, 2011). A escala de Gleason é um sistema de classificagao
histopatologico desenvolvido por Donald F. Gleason em 1966 que continua a ser amplamente

utilizada na pratica clinica. Este baseia-se no padrao da arquitetura globular do tumor e divide-
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se em cinco graus de diferenciagao, em que o grau | 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 Urolégica.
[Adaptado de (Shah e Zhou, 2016)]

As técnicas de obtengao de imagem sao de extrema relevancia para determinar a
extensao do tumor e o estadiamento da doenca. Para determinar a extensao da doenca
localizada a imagem por ressonancia magnética (MRI, do inglés magnetic resonance imaging) é a
mais utilizada. A tomografia computorizada (TC) é recomendada para doentes com
concentragoes de PSA elevadas, de modo a avaliar a possibilidade de linfadenopatia ou do
envolvimento de 6rgaos so6lidos (como metastases no figado ou no pulmao). A cintigrafia 6ssea
com bifosfonatos marcados com tecnécio 99 metastavel é amplamente utilizada para a detec¢ao
de metastases Osseas. Existe ainda, a tomografia por emissao de positroes (PET, do inglés
positron emission tomography) com fluorodeoxiglicose marcada com flior 18 ('°F-FDG, do
inglés, fluorodeoxyglucose), um marcador do metabolismo da glicose, capaz de dar informagao
acerca da carcinogénese que apesar de nao ser eficaz no diagnostico do carcinoma da prostata
localizado, é bastante Gtil em doentes que demonstram uma nao dependéncia androgénica.
Assim é mais comum utilizar-se PET com colina, sendo esta um componente importante dos

fosfolipidos da membrana celular que se encontram em elevados valores nas células do
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carcinoma da prostata (Bouchelouche, Choyke e Capala, 2010; Turkbey, Pinto e Choyke,
2009).

O sistema de estadiamento mais usado é o TNM a [tumor primario (T); ganglios
linfaticos (N) e metastases a distancia (M)], no os doentes sao estratificados de acordo com
os métodos de diagndstico apresentados previamente. Esta classificagao € composta por varias
subdivisoes dentro da classificagado TNM que permitem dar a informagao das zonas afetadas
pelo tumor, tal como se pode observar na Figura 7, bem como agrupar os doentes em grupos
de prognostico semelhante. Assim, é possivel classificar a doenga em trés grandes grupos:
localizada, quando se encontra confinada apenas a prostata; localmente avangada quando a
doenga se estende para a regiao para-prostatica; e por ultimo, o carcinoma da prostata
metastatico (CaPm) definido pela presenga de tumor noutras zonas do organismo,
normalmente os ganglios linfaticos e o osso (Cheng et al.,, 2012; Hoeks et al., 201 |; Moul et dl.,

2015; NCCN, 2016).

Localized disease Ureter

——Lymph node

Tx Primary tumor cannot be assessed
Vas deferens
TO No evidence of primary tumor Bladder
T1 Clinically inapparent tumor neither palpable nor visible by imaging ! |

Rect

Tia Tumor incidental histologic finding in < 5% of resected tissue

Tib Tumor incidental histologjc finding in > 5% of resected tissue oy L'g? | £
Tic Tumor identified by needle biopsy (eg, because of elevated PSA level)

T2 Tumor confined within prostate

T2a Tumor involves one-half of one lobe or less
T2b Tumor involves more than one-half of one lobe but not both lobes
T2¢ Tumor involves both lobes

Local extension
T3a Extracapsular extension (unilateral or bilateral)

T3b Tumor invades seminal vesicle(s) Stage IV

v . Cancer may spioad

/XL 7;&‘ 3= toother organs
& — -

T4 Bladder invasion, fixed to pelvic side wall, or invasion of adjacent
structures

Metastatic disease
N1 Positive regional lymph nodes
M1 Distant metastasis

From Edge SB, Byrd DR, Compton CC, et al (eds): AICC Cancer Staging Manual, 7th ed. New York, Springer,
2010

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

1.1.4 Terapéutica
Homens diagnosticados com carcinoma da proéstata localizado podem ter diferentes
prognosticos e tém acesso a um vasto leque de opgoes terapéuticas. Nao existem evidéncias

que permitam identificar o melhor tratamento para o carcinoma da prostata. Na Figura 8
11 -
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apresentam-se as abordagens mais utilizadas nos diferentes escaloes etarios. (Attard et al,

2015; Siegel et al,, 2012).

[ ]
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Figura 8:. Primeira opgao 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 vigilancia ativa. [Adaptado de
(Siegel et al.,, 2012)]

A. Vigiléncia Ativa

Se o doente for classificado com doenga de muito baixo risco de é possivel propor-se
uma estratégia de vigilancia ativa, nao necessitando de ser submetido, nesta fase, a tratamentos
desgastantes e potencialmente prejudicais (Attard et al., 2015). Sao candidatos doentes com
carcinoma da prostata localizada, com grau de Gleason inferior a 6, com no maximo dois cores
positivos na biopsia, nenhum dos quais com mais de 5% de neoplasia e com uma esperancga de
vida maior do que 10 anos. Estes doentes devem ser acompanhados com medicoes de PSA e
com biopsias regulares e sao descritos com um tempo de sobrevida livre de doenca durante

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

B. Prostatectomia Radical
E uma técnica cirtrgica de intuito curativo que envolve a remogio de todo o tecido
prostatico e dos ganglios linfaticos regionais, nas situagdoes em que a lifadenectomia esta
indicada. Esta terapéutica esta preconizada para doentes com adenocarcinoma localizado a
prostata e com uma esperanca de vida maior que 10 anos (Monteiro, 2006; Ramon e Denis,

2007).
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C. Radioterapia

E cada vez mais comum o uso de radioterapia como forma de tratamento para a doenca
localizada. Existem duas modalidades, a irradiagao por fonte externa e a braquiterapia. A
primeira é apresentada como a mais convencional e surge como uma alternativa a
prostatectomia radical, com resultados comparaveis em termos de sobrevida e na qualidade
de vida (Monteiro, 2006). A inovagao e a melhoria nas técnicas com a implementagao do uso
da radioterapia conformacional 3D e da radioterapia de intensidade modulada reduziram os
efeitos secundarios mais comuns, desencadeados pela irradiagao de tecidos vizinhos do érgao
alvo. Este tipo mais inovador de radioterapia permite que sejam depositadas doses mais altas
de radiagao no tumor, minimizando os danos agudos ou tardios nos tecidos vizinhos. A
combinagao de radioterapia com bloqueio androgénico permite melhorar os resultados
obtidos em casos de doentes de cancro da prostata de alto risco (Heidenreich et al, 201 1;

Monteiro, 2006; Ramon e Denis, 2007).

A braquiterapia consiste na colocagao transperineal de pequenas sementes, implantes
radioativos intraprostaticos, guiada por ecografia. Estes implantes podem ser permanentes ou
temporarios. E uma técnica segura e eficiente que permite a administracio de doses maiores
de radiagao com menor morbilidade associada. Os critérios de sele¢cao que tém sido adotados
para os doentes consideram pequeno volume da prostata, cancro da prostata localizado, baixa
diferenciagao histologica (Gleason <7), baixas concentragoes séricas de PSA (<10 ng/mL),

volumes prostéticos inferiores a 60 cm’ e IPSS (do inglés, International Prostate Symptom Score)

ligeiro a moderado (Heidenreich et al.,, 201 |; Monteiro, 2006; Pedrosa, 2012)

D. Outros tratamentos localizados

Além dos tratamentos ja descritos, ha outras técnicas ainda em fase de investigagao O
tratamento por ultrassons focados de alta intensidade (HIFU do inglés high-intensity ultrassound)
apresenta-se como uma técnica minimamente invasiva. A chave deste tratamento consiste em
fornecer a quantidade de energia necessaria para aumentar a temperatura do tecido a um nivel
citotoxico (> 60°C), o que provoca morte celular por necrose de coagulagao. Os doentes
devem apresentar baixas concentragoes séricas de PSA e um grau de Gleason favoravel.
Estudos demonstram uma taxa livre de doenca de 89,6% apos 10 anos (Hsiao et al, 2016;

Zhou, 201 1).
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Também a crioterapia tem surgido como uma técnica minimamente invasiva para o
tratamento do cancro da prostata através do congelamento e descongelamento dos tecidos
cancerigenos, o que induz morte celular por apoptose. Este tratamento podera estar indicado
para estadios iniciais da doenga e nas recidivas apos radioterapia (Sverrisson, Jones e Pow-

Sang, 2013).

1.2 Carcinoma da Proéstata Avancado

Entre 20 a 30% dos doentes com carcinoma da prostata localizado irao desenvolver
metastases a distancia, para além de cerca de 10 a 20% dos doentes que ja as apresentam
aquando do diagndstico inicial (Bahl, 2013). Neste estadio mais avangado da doenga, as células
tumorais ja se disseminaram da prostata para as areas adjacentes ou para outras regioes do
organismo, mais frequentemente para os ganglios linfaticos e para o osso. Em 1941, Charles
Huggins e Clarence Hodges provaram que o desenvolvimento e a expansao do carcinoma da
prostata € 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 proéstata é dependente de androgénios
e das suas fungoes sobre as moléculas alvo (como fatores de crescimento) através da via de
sinalizagdo pelos recetores de androgénios (RA). Assim, os androgénios sao criticos na
manutencao das células da proéstata e contribuem para a sua diferenciacao e crescimento.
Todavia, em condigdes anormais, contribuem também para o desenvolvimento e para a

progressao do carcinoma da prostata, apresentando um papel fulcral na sua carcinogénese

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

Os androgénios, tal como a testosterona, sao sintetizados maioritariamente pelas
células de Leyding nos testiculos, sobre regulacio da hormona luteinizante (LH, do inglés
luteinizing hormone) produzida na glandula pituitaria anterior e, em pequena quantidade, pelas
glandulas suprarrenais. Por sua vez, a secrecao de LH é regulada pela hormona libertadora de
gonadotropinas (GnRH, do inglés gonadotropin-releasing hormone). A maioria da testosterona

produzida circula no soro ligada a globulina transportadora de hormonas sexuais (SHBG, do
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inglés sex hormone-binding globulin). Apenas a forma livre penetra as células da prostata, onde
é convertida num metabolito de testosterona, pela 5a-redutase, a 5a-dihidrotestosterona
(DHT). O DHT liga-se aos RA, devido a elevada afinidade por estes promovendo o
crescimento, a proliferagao, a diferenciagao e a sobrevivéncia das células da proéstata, 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).

H e Sirds
. suprarrenais

Células de Leyding

Glandula Pituitdria ( LH)

Hipotdlamo (LHRH)

Figura 9: Mecanismo de agdo dos androgénios e via de sinalizagio dos RA nas células da prostata. T indica
testosterona; HSP, proteina de choque do calor; AR, recetor de androgénios; ARE, elemento responsivo a
androgénios; LH, hormona luteinizante; PSA, antigénio especifico da proéstata. [Adaptado de (Saraon, Jarvi e
Diamandis, 201 1)]

Os RA sio recetores nucleares com peso molecular de |10 kDa, constituidos por 919
aminoacidos e codificados por um gene localizado no cromossoma Xql I-12. No estado nao
ligado, o RA esta predominantemente localizado no citoplasma, ligado as proteinas de choque
do calor (HSP). Quando se conecta ao ligando, o RA transcola-se para o nucleo ligando-se a
elementos androgénio dependentes na regido promotora. Aqui interage com elementos do
genoma e recruta moléculas que aumentam (coativadores) ou reprimem (correpressores) a
transcricao génica. Existem multiplas formas de coativar esta fungao através de processos de

fosforilagao, de metilagdo, de acetilagado ou de ubiquitinagao em varios locais. Estas
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modificagoes permitem interatuar com outras vias de sinalizagao (ex: cinases, fosfatases,

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

Atendendo a esta dependéncia androgénica do carcinoma da proéstata na fase inicial, a
terapia hormonal ou a terapia de privagao androgénica (ADT, do inglés androgen-deprivation
theraphy) é considerado o tratamento standard para estes doentes (Calais da Silva, 201 3). Esta
descoberta valeu, em 1966, a Huggins e Hodges a atribuicao do prémio nobel da Fisiologia e
da Medicina. Deste modo, esta terapéutica pode ser realizada de modos diferentes, expostos

seguidamente.

A. Castracdo Ciriargica

A orquidectomia bilateral é a forma classica de terapéutica hormonal, consistindo na
remocao cirurgica de ambos os testiculos, a maior fonte de androgénios, com obtengao rapida
de concentragoes muito baixas de testosterona. Os doentes sujeitos a este tratamento
apresentam uma redugao da testosterona em circulagao de 90% nas primeiras 24h. Assim,
obtém-se concentragoes de testosterona sérica da ordem dos |5 ng/dL. Classificado como
um tratamento permanente, € uma modalidade atualmente pouco utilizada (Calais da Silva,

2013).

B. Castracdo médica
Niveis séricos de testosterona similares aos anteriores também podem ser obtidos
através do uso de produtos quimicos, nomeadamente através da administragao de estrogénios,
de analogos da hormona libertadora de hormona luteinizante (LHRH, do inglés luteinizing

hormone—releasing hormone) ou de antagonistas da LHRH.

Os estrogénios proporcionam um “feedback” negativo sobre o hipotalamo reduzindo
a secregao de LHRH e, consequentemente, diminuem a secrecao de LH e de testosterona.
Por outro lado, também atuam diretamente sobre as células de Leyding suprimindo a produgao
de testosterona ou inibindo os androgénios. Os estrogénios sintéticos, tal como o
dietilstilbestrol (DES), tém um efeito, supostamente, citotoxico direto sobre o epitélio
prostatico e sobre o dihidroepiandroesterona (DHEA) que impedem a produgao de
androgénios pela glandula suprarrenal. Contudo, as doses consideradas necessarias para a
diminuicao dos niveis 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 tém como fungao induzir a inibicdo funcional da glandula
pituitaria e das gonadas, desencadeando uma diminuigao no niumero de recetores e a disrupgao
da tradugao de sinal, ou seja, uma dessensibilizagao gonadotropica, para além da marcada
redugao nos niveis séricos de LH e de testosterona. O resultado da aplicagao destes agonistas,
traduz-se por um estado de castragao médica, caracterizado pela inibicao endocrina completa
das gonadas, dos tecidos extra-gonadais detentores de recetores de LHRH e queda das

concentragoes séricas das hormonas sexuais.

Por outro lado, os antagonistas LHRH atuam através de um mecanismo de inibigao
competitiva pelos recetores de GnRH, promovendo uma imediata e irreversivel supressao da

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

A inibicao da ligagado da DHT aos recetores de androgénio da célula alvo, pode ser
efetuada com recurso a terapéutica com antiandrogénios nao esteroides ou esteroides. Os
primeiros atuam de modo a bloquear a translocagao do complexo DHT-RA para o nucleo da
célula e a ligagao deste ao recetor da célula alvo. Relativamente aos segundos, além de
promoverem o bloqueio da interagao entre os androgénios e o seu recetor, diminuem

também a produgao de LH pelas glandulas suprarrenais (Calais da Silva, 201 3)

Podem ser também utilizados inibidores da sintese de androgénios, como por exemplo
o cetoconazol, um inibidor do citocromo P450; anti-androgénios de nova geragao, tal como a
enzalutamida que vai atuar a nivel da translocagio do RA para o nucleo; e ainda novos
inibidores da sintese dos androgénios, como exemplo o acetato de abiraterona que inibe a
atividade da CYPI7 e diminui os niveis 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 resisténcia a Castracao
A ADT, tal como apresentado, é considerado o tratamento standard desde ha varios
anos, contudo apesar de se observar uma resposta favoravel durante a fase inicial do
tratamento, esta apresenta normalmente um curto periodo de eficicia. Entre 12 a |8 meses
apo4s o seu inicio do tratamento, as células malignas tornam-se resistentes a esta terapéutica
hormonal (castragao). Esta condicao avangada de resisténcia é designada pela comunidade

cientifica por cancro da prostata resistente a castragao (CPRC) (Rodrigues et al., 2014).

A resisténcia a castragao define-se pela presenga de progressao radiologica

(aparecimento de duas ou mais metastases 6sseas ou de uma metastase num orgao soélido)
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e/ou bioquimica (quando se verificam trés aumentos consecutivos da concentragao sérica do
PSA) da doenga, num doente com valores de testosterona em niveis de (<50 ng/dL)

(Chandrasekar et al., 2015).

Apesar de os mecanismos de resisténcia a castragao ainda serem pouco claros, admite-
se que pode ser através de alteragdes mutagénicas no RA, de amplificagao deste, do
envolvimento de co-reguladores ou até mesmo pela ativagao dos RA nao dependente de
ligandos. Pressupoe-se ainda que a existéncia de modificagoes pos translacionais, de alteragoes
na produgao dos esteroides ou de variagoes de splicing nos RA possam ainda contribuir para
o desenvolvimento de CPRC. Deste modo, nao se pode afirmar apenas um mecanismo como
o promotor da resisténcia, mas sim que o conjunto de varios 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).

Dependente de ligandos Independente de ligandos
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Figura 10: Mecanismo de resisténcia a androgénios dependente de recetores, no CaP hormonal natural, condutor
da resisténcia a castragdo. wtar, RA wild-type; ARV, variante do RA; mutAR, RA mutado; T, testosterona; DHT,
dihidroxitestosterona; SHGB, hormona sexual ligada a globulina. [Adaptado de (Chandrasekar et al., 2015)

-18 -



Radio-223 no tratamento do carcinoma da prostata metastatico

1.3 Carcinoma da Prostata Metastatico Resistente a

Castracao

As células do carcinoma da prostata que adquirem resisténcia a castragao tornam-se
altamente invasivas, induzindo a rapida progressao da doencga para outras zonas do organismo.
Tal como em outros tumores solidos, o carcinoma da prostata pode metastizar para 6rgaos
distantes, como o figado, o pulmao, o cérebro, ou os ganglios linfaticos, mas tem especial
tendéncia para metastizar para o osso. Em doentes com cancro da prostata localizado a
sobrevivéncia 5 anos apds o diagnostico é aproximadamente de 50%, contudo, em doentes
com metastizagao esta taxa decresce para 31% (Jin, Dayyani e Gallick, 201 |; Logothetis e Lin,

2005).

A metastizagao engloba, de um modo sucinto, um processo através do qual as células
tumorais malignas extravasam o tumor primario e difundem para o sistema circulatorio,
através do qual alcangam locais distantes onde irao estabelecer um tumor secundario, de
acordo com o ilustrado na Figura 1. E um processo complexo que engloba varias etapas
sequenciais e interagoes com o microambiente (Arya et al, 2006). A disseminagao pode
ocorrer através de uma das seguintes vias: |) disseminagao por contiguidade; 2) disseminagao
por via linfatica; ou 3) disseminagao por via hematogénica. Apds o extravasamento das células
tumorais para Orgaos secundarios, as células disseminam-se de acordo com o novo
microambiente, formando colonias que podem permanecer longos tempos em dorméncia e
posteriormente voltarem a proliferar (Dai et al., 2016; Kumar, Abbas e Aster, 2015).

A) Proliferagdo no
local primério

B)Angiogénese/ invasdo dos micro vasos

D) Chegada ao local secundario/

C) Circulacdo »
) s Extravasao

Blood pressure
Immune system

R &2
B %4 -

Figura | I: Cascata metastatica [Adaptado de (Futakuchi, Fukamachi e Suzui, 2015)]
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A presenga de metastases em ganglios linfaticos tem sido observada em 5 a 12% dos
doentes com carcinoma da proéstata, todavia apenas a sua presenga hao conduz a uma condi¢ao

fatal (Datta et al.,, 2010).

Curiosamente, a fungao imune dos ganglios linfaticos fica amplamente comprometida
pelo cancro mesmo antes das células disseminarem. Isto prende-se com o facto de,
previamente a colonizagao dos ganglios linfaticos, as células tumorais induzirem alterages na
arquitetura dos ganglios adjacentes a neoplasia, através da redugao da densidade de células
dendriticas apresentadoras de antigénios e das zonas paracorticais dos ganglios linfaticos com
linfocitos T. As células endoteliais linfaticas estao ligadas a membranas extracelulares através
de filamentos fixadores especializados, que ajudam na abertura dos vasos e na sua fungao
durante o aumento da pressao no tecido. Assim, com o aumento da pressao tecidular, ha um
aumento da permeabilidade do tecido a fluidos e a células, o que permite as células tumorais
e a outras moléculas invadirem o sistema linfatico. Consequentemente, estes podem circular
livremente neste sistema e alcangar os ganglios linfaticos regionais e, a partir dai, seguirem por
via linfatica até a circulagao sanguinea, promovendo a capacidade de metastizagao para 6rgaos

distantes (Datta et al., 2010).

A maioria (~ 90%) de doentes com CPRC apresentam evidéncias radiologicas de
presenca de metastases osseas, sendo este o primeiro local de metastizagao para cerca de

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

O osso apresenta uma composicdo muito heterogénea, composto por uma fase
mineral, hidroxiapatite, uma fase organica e agua. Na matriz extracelular do osso existem
diversas proteinas, entre elas, moléculas sinalizadoras, proteinas estruturais e especializadas.
Na fase mineral, a hidroxiapatite, constituida essencialmente por calcio e fosfato, é o
componente principal. Variagoes na distribuicao e na composicao mineral do osso sao
indicativos de possiveis doencas associadas. A integridade normal do osso € mantida por um
ciclo continuo de reabsorgao 6ssea pelos osteoclastos e de formagao de novo osso pelos
osteoblastos (Body, Casimiro e Costa, 2015; Boskey, 2013). Os osteoclastos sao células
especializadas com a capacidade Unica de reabsorcao &ssea. A formagao dos osteoclastos é
controlada pelo recetor ativador do ligando nuclear kB (RANKL) e o fator estimulador de
colénias de macrofagos. A reabsorcio 6ssea mediada pelos osteoclastos ocorre num
microambiente fechado, na area oposta a matriz 6ssea. Durante o ciclo de reabsor¢ao, os
osteoclastos ligam a matriz 6ssea para formar um vacuolo de reabsorcao, ha acidificagao por
ides H" e secrecdo de enzimas proteoliticas, resultando na exposi¢io da matriz dssea as
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enzimas proteoliticas e, consequentemente, na dissolucao do mineral 6sseo. Este processo
desencadeia a libertagdo de fatores de crescimento ativadores de osteoblastos, proteinas
morfogénicas, entre outros reguladores do crescimento e de diferenciagao dos osteoblastos.
A formagao osteoblastica de osso resulta da proliferagao de células estaminais esqueléticas
primitivas, diferenciadas em percursores de osteoblastos e posteriormente maturadas a
osteoblastos que vao formar a matriz 6ssea e mineralizar. Assim, a atividade dos osteoclastos
e osteoblastos € altamente coordenada no tempo e no espago, ocorrendo uma remodelagao
ossea nao sincronizada em locais distintos (Body, Casimiro e Costa, 2015; Boskey, 2013;

Croucher, McDonald e Martin, 2016).

O mecanismo de metastases osseas € complexo e envolve interagoes cooperativas
entre células tumorais, osteoblastos, osteoclastos e a matriz 6ssea mineralizada (constituida
pela hidroxiapatite), ao longo de varias etapas. Primeiramente, no esqueleto, ocorre o
desenvolvimento das metastases com a colonizagao da matriz ossea 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 dorméncia durante longos
periodos de tempo. Apos este tempo ocorre uma reativagao e proliferacao tumoral que
conduz a formacao de micrometastases. Por Ultimo, ocorre um crescimento descontrolado
das células tumorais, ja independente do microambiente, modificando as caracteristicas do

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

A) Colonizagdo A) Dorméncia A) Reativagao A) Crescimento
)

@ Osteoclast J
Bone é “
@ Tumour @ Dormant v,

Q cell @ | tumour cell =/ )
Q Bone marrow ) J

1-2 years _ 1-10 years _
Dependéncia do microambiente Modificagdes no microambiente

Figura 12: Processo de desenvolvimento de metastases Osseas através de varias etapas. [Adaptado de
(Croucher, McDonald e Martin, 2016)]

O conjunto de todas estas interagoes traduz-se num “circulo vicioso” de reabsorgao
ossea. Os fatores secretados por estas células aquando da chegada ao novo microambiente,
tal como o péptido relacionado com a hormona paratiroideia (PTHrP, do inglés parathyroid

hormone related peptide) vao estimular os osteoblastos que, por sua vez, aumentam a expressao
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do membro da familia TNF, o RANKL. O RANKL, ao ligar-se ao seu recetor RANK,
demonstra a sua importancia na mediagao da ativagao dos osteoclastos que irao degradar a
matriz ossea e induz a libertagiao 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).

Células tumorais
metastaticas Osteoblastos

@X®X®
OJOC

Figura 13: Hipdtese do mecanismo de circulo vicioso para as metastases osseas [Adaptado de (Futakuchi,
Fukamachi e Suzui, 2015) ]

O fenotipo das lesoes dsseas desencadeadas pelo cancro da prostata é determinado
com base no balango da atividade entre os osteoblastos (células formadoras de osso) e os
osteoclastos (células destruidoras do osso). As metastases Osseas resultantes do cancro da
prostata apresentam uma tipologia de lesGes osteoblasticas, isto €, sao locais de elevada
renovacao ossea resultante da estimulacao dos osteoblastos ou inibicao dos osteoclastos,
podendo também resultar do conjunto de ambos os processos. Esta classificacao é suportada
pelo aumento dos valores de marcadores de proliferagao osteoblastica detetados, tais como
a fosfatase alcalina especifica do osso, em doentes de cancro da prostata metastatico. A
fosfatase alcalina atua na remodelacao 6ssea, facilitando a formacao de lesdes osteoblasticas.
No interior dos osteoclastos, o calcio e o fosforo atuam a nivel da hidroxiapatite, induzindo
o crescimento do cristal e a formagao &ssea, visivel na Figura 14. Isto vai induzir maior
libertacao de fosfatase alcalina e proteinas estruturais osseas para o sangue, que podem ser
utilizados como marcadores do cancro da prostata metastatico (Bok e Small, 2002; Boskey,

2013).
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Figura 14: Interagdes entre as células tumorais de CaP e as células 6sseas na formagdo das metdstases osseas.
[Adaptado de (Bok e Small, 2002)]

Os locais mais comuns para o aparecimento das metastases Osseas sao as costelas, as
vértebras e a pélvis, surgindo ocasionalmente nos ossos longos. Estas lesoes osseas induzem
alteragoes na estrutura e na integridade o6ssea, que podem originar complicagoes, como
fracturas, dando origem a eventos relacionados com o esqueleto (SREs, do inglés skeletal-
related events). Estes estes SREs destaca-se a dor severa e a fragilidade ossea, indutores de
fraturas patologicas e de compressao na medula espinhal. A presenga destes eventos,
maioritariamente incuraveis, traduz-se na diminuicao do tempo de sobrevivéncia e da
qualidade de vida dos doentes e, como tal, € de extrema importancia tentar reduzir a sua
incidéncia ou prolongar o tempo até ao seu aparecimento (Benjamin et al, 2015; Body,

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

O diagnostico por imagem é crucial para determinar a presenca e a extensao das
metastases Osseas €, consequentemente, essencial para determinar a melhor terapéutica. A
imagem molecular utilizando a medicina nuclear, nomeadamente com a realizagao da cintigrafia
ossea e da PET, sao os exames mais utilizados. Ambos recorrem ao uso de radiofarmacos para
determinar, através de diferentes métodos, as lesdes metastaticas. Para a realizacio da
cintigrafia 6ssea recorre-se ao uso de hidroximetileno difosfonato (®"Tc-HMDP) ligado ao
radionuclideo Tecnécio-99m (®"Tc), apresentando este um periodo de semi-desintegracao de
seis horas e desintegra-se emitindo raios gama com um pico de energia de 140 e 142 keV (do

inglés, elétron-volt). O **"Tc-HMDP apresenta elevada afinidade para a hidroxiapatite do osso,
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e para o calcio, em zonas aumentadas de mineralizagao 6ssea, normalmente associadas a zonas
de lesoes malignas (Fogelm, 1987; Wong e Piert, 2013). Relativamente ao PET os mais
comumente utilizados sdo as marcagdes com flior-18 ligado ou a fluorocolina (‘°F-FCH),
sendo este o exame mais preciso para estadiar o carcinoma da prostata de risco médio ou
alto, ou entdo ao fluor-18 ligado fluoreto (‘°F-NaF) que é altamente sensivel na detegio de

metastases Osseas (Calais da Silva, 2013).

1.3.1 Terapéutica

Até a aprovagao pela EMA e pela FDA do agente quimioterapéutico docetaxel, em 2004,
as opgoes terapéuticas para os doentes com cancro da préstata metastatico resistente a
castragao eram limitadas. O docetaxel € um taxano que atua nos microtubulos através da sua
ligacao as subunidades da tubulina, pelo que impede a ligagao aos microtubulos, alterando a
mitose e provocando morte celular. Contudo, a resisténcia a terapéutica com docetaxel
também pode surgir, dificultando o tratamento. Em 201 |, foi aprovado um novo medicamento,
o cabazitaxel. E um taxano semissintético desenvolvido para ultrapassar a resisténcia ao
docetaxel, que atua do mesmo modo a nivel da inibicio da dinamica dos microtubulos,
induzindo bloqueio mitético e desencadeando apoptose (Paller e Antonarakis, 2011;

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

Desde 2012 que algumas alternativas terapéuticas, com evidéncias de aumento da
sobrevivéncia, tém sido aprovadas, entre elas novos agentes hormonais (Bahl, 2013).
Referéncias mais antigas defendem que o tratamento hormonal apos o estado de castragao
seria indtil, contudo, atualmente reconhece-se a persisténcia da sinalizagao do recetor de
androgénio apos este estado. A continuagao desta sinalizagao pelo RA, apos a castragao, pode
dever-se ao facto de os locais extragonadais, como as suprarrenais, manterem a produgao
continua de baixos niveis de androgénios, ou ainda, devido a capacidade que alguns tumores
adquirem de converter os esteroides adrenais em androgénios. Estas baixas concentragoes
seriam suficientes para manter os niveis de ativacao dos RA. Assim, foram desenvolvidos, com
aprovagao pela FDA e pela EMA, alguns farmacos que visam diminuir a sinalizagao dos
recetores de androgénios como o acetato de abiraterona (AA) e a enzalutamida. O acetato
de abiraterona é um inibidor seletivo da biossintese androgénica, que bloqueia de forma
potente o citocromo P450 c17 (CYP17) e, consequentemente, inibe a conversao do colesterol

em testosterona e em dihidrotestosterona. Por outro lado, a enzalutamida € um antagonista
-24.



Radio-223 no tratamento do carcinoma da prostata metastatico

do recetor de androgénios capaz de bloquear a ligagdo da testosterona ao recetor,
impossibilitando o seu movimento para o nlcleo das células prostaticas neoplasicas e, deste
modo, a ligacao ao ADN, o que conduz a apoptose celular (Bahl, 2013; Merseburger et al,

2013; Rodrigues et al., 2014).

Em 2013, foi aprovado pela EMA a (nica vacina terapéutica em oncologia, a sipuleucel-T.
E uma vacina de terapia baseada em células dendriticas autélogas, desenvolvida com a intengio
de estimular as células T a desencadear uma resposta imune contra o antigénio expresso pelas
células tumorais de carcinoma da prostata, a fosfatase acida prostatica. A grande limitagao do
uso desta vacina centraliza-se no seu elevado custo econdmico e complexidade clinica

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

Foram também aprovadas terapias dirigidas para o osso, tais como o acido zoledronicoe
o denosumab. O acido zoledroénico € o unico bifosfonato que demonstrou eficacia e beneficio
clinico na prevengao de SREs. Os bifosfonatos apresentam uma estrutura quimica similar ao
componente da matriz dssea pirofosfato, permitindo a facil absorc¢ao e ligagao aos cristais de
hidroxiapatite, promovendo a inibicao da reabsorg¢ao dssea pelos osteoclastos. O maior efeito
adverso ¢ a nefrotoxicidade associada a este tratamento. Por outro lado, o denosumab é um
anticorpo monoclonal dirigido contra o RANKL que se liga a superficie das células
osteoclasticas, impedindo a ligagao do RANKL ao recetor que, consequentemente, diminui a
reabsorcao ossea e aumenta a massa oOssea (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 radioisotopos terapéuticos € um avango
comparativamente aos tratamentos de radioterapia de fonte externa. Os radiofarmacos
permitem uma deposi¢ao mais especifica da energia nos tecidos alvo e/ou no tumor, evitando
que os tecidos normais circundantes sejam afetados. Os radiofarmacos utilizados na
terapéutica podem ser emissores de particulas B ou a.. As particulas 3 sao eletroes carregados
negativamente emitidos pelo nucleo de um atomo radioativo em decaimento, com variadas
energias e, por isso, um espetro continuo de energia. Apds a emissao, o nucleo filho fica com
mais um protdo e menos um neutrao em relagao ao nucleo pai. Estas particulas carregadas
negativamente apresentam uma transferéncia linear de energia (LET, do inglés linear energy
transfer)) muito baixa (~0,2 keV/um), como tal, para o seu uso terapéutico sao necessarias
elevadas concentragoes no tecido alvo. Ao passarem através do tecido, as particulas 3 ejetadas

interagem com os atomos do meio, maioritariamente moléculas de agua, produzindo atomos
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ionizados e excitados assim como radicais livres que sao responsaveis por causar danos nas

células e induzir danos numa das cadeias do ADN.

As particulas o sao constituidas por dois protoes e dois neutroes, sendo comparaveis a
um nucleo de hélio. Uma destas particulas produz milhares de ionizagoes em zonas localizadas,
perdendo energia cada vez que a particula interage. Sao particulas com curto alcance no ar (I-
2 ¢cm) e que podem ser travadas por uma folha de papel. Os emissores de particulas oo com
periodo de semi-desintegragao reduzido estao atualmente a ser propostos para o uso ha
terapéutica tumoral, devido ao limitado percurso livre no tecido (50-80 pm) e elevada LET
(100 keV/um) que sao capazes de induzir quebras irreparaveis na cadeia dupla de ADN, com
extensos danos cromossémicos. (Abi-Ghanem, McGrath e Jacene, 2015; Hamoudeh et dl,

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

Em lesoes osteoblasticas associadas ao cancro da prostata metastatico resistentes a
castragao, radiofirmacos emissores beta (3) tém sido utilizados com efeito paliativo para o
tratamento da dor, como o estroncio-89 (¥Sr) e o 4cido etilenodiaminotetrametileno
difosférico ligado ao samario-153 ('**Sm-EDTMP). Os derivados dos fosfonatos sio
conhecidos como “bone seeking” devido as semelhangas na estrutura quimica com o calcio,
caracteristica facilitadora da incorporagao no osso nos locais metastaticos de elevada atividade
osteoblastica. Estes agentes terapéuticos sao geralmente acompanhados, quando marcados
com emissores 3, por efeitos adversos sobre a medula 6ssea, tal como a mielossupressao.
Contudo, apesar da sua eficacia no alivio da dor provocada pelas metastases, ajuda na redugao
do consumo de analgésicos e na melhoria da qualidade de vida, no entanto, nao apresentam
resultados no que respeita ao aumento do tempo de sobrevivéncia dos doentes (Zustovich e
Fabiani, 2014). O recente emissor o radio-223 (***Ra), é um radiofirmaco bastante promissor
dirigido para os locais de elevada renovagao 6ssea associados as metastases Osseas, cujas
caracteristicas serao apresentadas seguidamente. Na Figura 15 é possivel visualizar um
esquema referente a todos os locais de agao dos agentes terapéuticos apresentados

anteriormente (Hathaway, Baker e Sonpavde, 2015; Zustovich e Fabiani, 2014).
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Pox virus

Figura |5: Terapias dirigidas para o CaPMRC e seus locais de agdo. [Adaptado de (Hathaway, Baker e Sonpavde,
2015) ]

1.4 22Ra no tratamento do CPMRC

Xofigo® (Bayer Pharma, Berlin, Germany) é uma solugio de dicloreto de radio-223
(***Ra) para administragio intravenosa em doentes com carcinoma da préstata metastatico
resistente a castragao, sem metastases viscerais conhecidas, aprovado em 2013 pela EMA e
FDA (EI-Amm e Aragon-Ching, 2015; EMA, 2013) Aquando da produgao tem uma atividade
especifica de 1100 kBg/mL. E um radiofirmaco que emite particulas o citotoxicas que

apresentam elevada afinidade para a matriz éssea. Com o tratamento verifica-se um aumento
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do tempo de sobrevivéncia em 4 meses e uma diminui¢ao da dor e dos eventos SREs (El-

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

O is6topo mais comum e estavel na natureza é o **Ra, com um periodo de semi-
desintegragio (T,,) de 1600 anos. O *’Ra tem um T,, de |1,4 dias e também pode ser
encontrado na natureza, no entanto € muito menos comum. Este radiofirmaco pode ser
produzido artificialmente através do decaimento do actinio-227 (T, 21,7 anos) usando um
sistema de gerador actninio-227-tério-227 (** Ac/**’Th). *’Ra decai em seis fases, visiveis na
Figura 16, até chumbo-207, através de isétopos-filhos de curta duragao, acompanhado de
emissao de radiagao distribuida pelas seguintes fragoes: 95,3% de particulas a, 3,6% de
particulas 3 e 1,1% de radiagao y, com uma elevada emissao de energia (cerca de 28 MeV) (EI-

Amm e Aragon-Ching, 2015; Maffioli et al., 2015).
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Figura 16: Esquema de decaimento do *’Ra. [Adaptado de Infarmed]

O *Ra é um elemento alcalino-terroso e como tal apresenta propriedades para o osso
similares aos elementos calcio, estréncio e bario. E aconselhada uma administracio de uma
injecao com a atividade de 55 kBq/kg de massa corporal com intervalos de quatro semanas,
perfazendo o total de seis inje¢oes. Ao ser administrado, concentra-se nos locais de lesao
osteoblastica devido a inclusao na matriz de hidroxiapatite, onde substitui o calcio durante o
processo de formagao éssea. O processo de intercalagio do *’Ra nas metastases osseas ainda
nao se encontra completamente esclarecido, como se pode observar na Figura 17, as proteinas
e mediadores envolvidos no processo ainda nao sao conhecidos. Nestes locais, o radiofarmaco

vai emitir as suas particulas que apresentam uma elevada LET e um reduzido alcance no tecido
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(menos de 0,1 mm), comparativamente ao das particulas 3, minimizando assim o tecido
afetado. A quantidade de *?Ra que nio se liga ao osso (61% fica na zona 6ssea) é excretada
do organismo, maioritariamente por via intestinal. Apos 4h, apenas 4% da atividade injetada
permanece no sangue sem captagao significativa por outros orgaos e, passadas 24h resta
somente |% da atividade administrada. O **Ra é um isétopo que decai e nio é metabolizado
no organismo, nao demonstrando toxicidade hematolégica nem mielossupressao durante o

tratamento (Liepe e Shinto, 2016; Maffioli et al., 2015).
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Figura 17: Mecanismo da atividade do ’Ra nas metéstases de CaPMRC.[Adaptado de (Tu, Bilen e Lin, 2015)]

A terapéutica com radiagao ionizante tem como objetivo depositar uma dose de radiagao
elevada em todo o volume tumoral, de forma a induzir a morte celular no alvo, tendo sempre
em conta a minimizagao de lesdes nos tecidos envolventes. A dose absorvida pelas células é
calculada sem ter em conta o tipo de radiagao 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 (H;) que é calculada com a ponderacao dos diferentes tipos de radiaciao e a
radiossensibilidade dos tecidos. A unidade do S| que a quantifica chama-se Sievert (Sv) (Joiner

e Kogel, 2009).

A interacao da radiagcdo com a matéria promove a ionizagao de atomos e de moléculas
que, por sua vez, inicia processos de reatividade quimica nas moléculas irradiadas que poderao
causar danos biologicos. Estes danos bioldgicos 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 mitotica apresentam maior sensibilidade. Apos desencadear a lesao fisico-
quimica, podem passar longos periodos de laténcia até ao aparecimento de danos bioldgicos,
sendo comum o aparecimento tardio de sintomatologia. As interagoes da radiagao com a
células podem ser extremamente lesivas, em especial quando interage com o material genético
ou com moléculas essenciais para a replicagao e a manutengao celular (Kassis e Adelstein,

2005).

Os efeitos bioldgicos a nivel celular provocados pela radiagio podem ser diretos ou
indiretos. Os efeitos diretos englobam danos no ADN, ARN ou outras moléculas relevantes
para a célula (como proteinas ou fosfolipidos membranares) que, se nao forem reparados,
podem terminar em morte celular, em mutagoes ou em aberragoes cromossomicas. Em
relagao aos efeitos indiretos, uma das moléculas mais importantes € a da agua pois encontra-
se em abundancia no meio. A radiagao ao interagir com esta molécula promove a radiolise da
agua que conduz a formagao de radicais livres e de ides extremamente reativos quimicamente.
Estes, por sua vez, podem combinar-se e formar peréxido de hidrogénio (H,O,) que é
responsavel por grande parte das lesoes induzidas pela radiagao e por stresse oxidativo
indutor de morte celular. Apos a agressao, a célula pode promover a ativagao de varias vias
de sinalizagao que visam o bloqueio do ciclo celular, mecanismos de reparagao ou a indugao

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

No caso do **’Ra, a radiagio o é dotada da capacidade de percorrer apenas num pequeno
comprimento (<10 células) com elevada LET o que lhe permite provocar danos diretos e
irreparaveis a nivel da cadeia dupla de ADN. A elevada LET resulta huma maior eficacia
bioldgica, comparativamente a emissao [3, e da origem a citotoxicidade independente da dose,
da fase do ciclo celular e da concentragao de oxigénio. Esta quebras nas duas cadeias do ADN
vao ativar sistemas de reparagao de danos no ADN que podem promover a reparagao ou,
caso isso seja impossivel, 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 prostata € a segunda neoplasia mais frequente no homem e a quinta
causa de morte a nivel mundial relacionada com o cancro. Entre os casos diagnosticados com
esta patologia, o maior desafio em termos terapéuticos esta associado ao cancro da proéstata
metastatico resistente a castragao. Entre as varias opgOes terapéuticas disponiveis no
mercado, o uso do radiofirmaco *’Ra é, dentro da sua classe, o mais destacado, com
evidéncias comprovadas de redugao da dor e aumento do tempo de sobrevivéncia do doente
(Parker et al., 2013). O *’Ra é um emissor predominantemente de particulas alfa, emitindo
também particulas beta e radiagao gama (Shirley e McCormack, 2014). Comporta-se como
um andlogo do cdlcio e liga-se seletivamente ao osso, particularmente nas areas de
metastizagao, onde forma complexos com a hidroxiapatite. No entanto, os seus mecanismos

de agao nao estao completamente esclarecidos (Parker et al., 2013).

O uso terapéutico do **’Ra podera alargar-se a outro tipo de tumores, nomeadamente
ao osteossarcoma (OS). Estudos recentes demonstram a sua elevada eficacia como agente
direcionado para o OS pelo mesmo mecanismo de associagao a 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 comparagao dos perfis de captagao
e para avaliagdo de eventuais moléculas que possam ser cruciais para a eficacia deste

radiofarmaco.

O radiofarmaco ”™Tc-HMDP é um analogo do célcio usado em cintigrafia 6ssea para a
detecao de metastases 6sseas em doentes de CPMRC. Devido a afinidade desta molécula pelas
. , .~ s . 223 , .1
zonas de metastases Osseas e pelos ides de calcio, comparavel ao ““Ra, é utilizado no nosso

projeto como radiofarmaco controlo para comparagao dos estudos de cinética.

Assim, o propésito do projeto “Rddio-223 no tratamento do carcinoma da préstata
metastdtico. Estudo dos mecanismos de atuacdo.” foi caracterizar os efeitos do **Ra em linhas
celulares CaP e estudar o seu modo de atuacao nas células tumorais. Com este intuito foram

utilizadas diferentes metodologias de modo a alcangar os seguintes objetivos especificos:

e Auvaliar o efeito do *’Ra na sobrevivéncia celular das células de cancro da préstata;

e Avaliar a captacio, a internalizacio e a retencio do **’Ra nas linhas celulares PC3,
LNCaP e MNNG/HOS;

e Comparar os perfis de captacio e de retencio dos radiofarmacos *"Tc-HMDP e

223Ra nas trés linhas celulares.
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O ”Ra é um emissor predominantemente alfa que atua como um mimico do calcio,
ligando-se a hidroxiapatite do osso em zonas de elevada renovagao 6ssea. No entanto, o
processo de intercalagio do *’Ra nas metastases, as proteinas envolvidas e os mediadores
ainda nao se encontram completamente esclarecidos. O conhecimento do mecanismo de
ligacao, quer por ligagao extracelular ou por internalizagao, e os danos provocados pelas
particulas podem dar origem a novas abordagens terapéuticas ou permitir melhorar a eficacia
terapéuticas deste radiofarmaco.

Os estudos in vitro possibilitaram avaliar os efeitos das particulas alfa em células
tumorais de cancro da prostata. Permitiram ainda avaliar a cinética dos radiofarmacos nas
células tumorais de CaP, e também nas células de OS, em termos de captagao, internalizagao
e retengao. Foi ainda possivel estabelecer uma comparagao da cinética entre dois

radiotracadores, o " Tc-HMDP e o **Ra.

3.1 Cultura celular

A cultura celular consiste no cultivo das células, aderentes em monocamada ou em
suspensao, originarias de uma linha celular, cultura primaria ou tecido. O conhecimento da
morfologia celular, procedimentos basicos de cultura celular e técnicas assépticas rigorosas €
essencial para a manutengao das culturas celulares in vitro, livres de qualquer tipo de
contaminagao.

Durante a realizagao deste projeto utilizaram-se duas linhas celulares humanas de
cancro da prostata, 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 prostata (Tan
et al, 2014). A linha celular LNCaP (ATCC®CRL-1740™) expressa recetores hormonais, pelo
que é hormono-dependente, contrariamente a linha celular PC3 (ATCC® CRL-1435™) que
nao expressa recetores hormonais. Por outro lado, diferem ainda na localizagao da origem,
sendo a linha celular LNCaP obtida de uma metastase linfatica e a linha celular PC3 de uma
metastase ossea (Horoszewicz et al, 1983; Kaighn et al, 1979). A linha celular humana
MNNG/HOS (ATCC® CRL-1547™) é originaria de uma metastase 6ssea de OS (Luu et dl,
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 rececao, as células das linhas celulares foram descongeladas e propagadas
em culturas aderentes, de acordo com as instrucdoes do fornecedor, e mantidas numa

atmosfera himida com 95% de ar e 5% de didéxido de carbono (CO,) e a 37°C 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 pM de piruvato de sodio (Gibco |1360),
10% de soro bovino fetal (Sigma F7524) e 1% de antibidtico (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 inglés fetal bovine serum), 1% de
antibiotico e 0,25 mM de piruvato de sodio.

Para a realizagao dos estudos foi necessario preparar suspensoes celulares das células
em cultura aderente. Assim, removeu-se o meio de cultura e procedeu-se a lavagem das células
com uma solugao salina de tampao fosfato (PBS, do inglés phosphate buffered saline) constituida
por 137 mM de cloreto de sédio (Sigma S7653), 2,7 mM de cloreto de potassio (Sigma P9333),
[0 mM de fosfato monossodico (Sigma S5011) e 1,8 mM de fosfato monopotassico (Sigma
P0662), a pH 7,4. Seguidamente, descartou-se o PBS e incubaram-se as células com 2 mL de
solugao tripsina-EDTA a 0,25% (Sigma T-4049) durante 3 a 5 minutos para o destacamento
celular. Decorrido este tempo, inibiu-se a agao da tripsina adicionando 5 mL do respetivo
meio de cultura e procedeu-se a determinagao da concentragao celular. Para tal, a uma
amostra da suspensao celular adicionou-se igual volume de uma solugao de azul de tripano
(Sigma T0776) na diluicao de 1:20 em agua ultra-pura e contaram-se as células, com recurso a
uma camara de neubauer e a um microscopico 6tico invertido (Motic AE31) com ampliagao
00x. Apos a contagem, retirou-se o volume necessario, centrifugou-se a suspensao celular a
1000 rpm durante 5 min (Heraeus Multifuge IL-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 € uma técnica utilizada in vitro para avaliar a sobrevivéncia celular,
com base na capacidade de uma Unica célula crescer e formar uma colonia. As coldnias sao
definidas como um aglomerado de, pelo menos, 50 células (Franken et al.,, 2006). Assim, este
ensaio permite avaliar as agressoes celulares induzidas pela radiagao ionizante em termos de
capacidade clonogénica, sendo considerado o gold standard para avaliagao dos efeitos da
radiagao (Joiner e Kogel, 2009; Mendes, 2016; Strauss et al., 2013).

De modo a irradiar as linhas celulares de CaP com o **Ra, foi preparada uma suspensao
celular com uma concentracio conhecida, no maximo 2x10°células/mL, e adicionada em pogos

de placas de 48 pocgos (Sarstedt).
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Para a realizagao de cada ensaio, as células foram submetidas a irradiagao interna por
exposicdo ao *Ra, pela adicdo de uma atividade A, com doses absorvidas e tempos
previamente calculados, através da Equagio I:

AO _lTl_Zt

D = In2M | aiTi 1—e Ti E_'l
l

Equagdo |: Dose maxima absorvida pelas células (massa M) por irradiagao interna, durante o tempo t.

onde D é a dose absorvida (Gy), A, a atividade inicial da fonte radioativa (mCi), t o tempo de
irradiagao (s), M a massa da amostra submetida a irradiacao (kg), T, o periodo de
semidesintegragio da porgio i da cadeia de decaimento (s), E, a energia média por
desintegracao da porg¢ao i da cadeia de decaimento (eV) e o, a fragao de energia do decaimento.
Os ultimos trés parametros enunciados representam valores tabelados especificos da radiagao
utilizada.

O procedimento de irradiagao consistiu na adigao de uma atividade constante (0,3
mCi) a um volume de suspensao celular também constante (I mL) por um periodo de tempo
de irradiagao t, determinado pela equagao |, para obtengao de uma dose absorvida D por nos
estabelecida. Os valores de dose absorvida definidos e os respetivos tempos de irradiagao

determinados estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Tempo de irradiagao celular calculado para irradiar | mL de suspensao celular em placas de 48 pocos,
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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ApOs o respetivo tempo de irradiagao, retirou-se o volume correspondente ao numero
de células a utilizar no ensaio experimental e adicionou-se aos pogos de placas de 6 pogos

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

Tabela 3: Nimero de células semeadas por pogo apds irradiagao, por dose e por linha celular, para realizagao
do ensaio clonogénico.

Linha Dose (mGy)
Celular C 0,25 050 0,75 I 2 3 4 6 8 10
PC3 [500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500
LNCaP 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000

Seguidamente, ao nimero conhecido de células irradiadas (nimero de células
semeadas) descrito na Tabela 3 adicionaram-se 3 mL de meio de cultura. Incubaram-se as células
nas condigoes otimas de crescimento das culturas celulares durante 12 a 20 dias para a linha
celular LNCaP e 8 dias para a linha celular PC3. Apos este tempo, contaram-se o nimero de
coldnias formadas. Para tal, removeu-se o meio de cultura e adicionaram-se a cada pogo 2 mL
de PBS (pH 7,4). De seguida fixaram-se as colonias 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 solugao de violeta de cristal a 0,5% em metanol
e deixaram-se as placas em repouso durante |0 minutos. Por ultimo, aspirou-se o corante em
excesso e lavaram-se suavemente as placas por imersao em agua tépida.

Apos secagem completa das placas procedeu-se a contagem das colonias, o que
permitiu calcular a eficiéncia da placa (PE, do inglés plate efficiency) e o fator de sobrevivéncia

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

Mendes, 2016).

. numero de colonias contadas
Eficiéncia da placa (%) = —; - x 100
numero de células semeadas

Equagio 2: Cilculo da eficiéncia da placa.

R PE das células irradiadas
Fator de Sobrevivéncia(%) = - x 100
PE das células controlo

Equagio 3: Calculo do fator de sobrevivéncia celular.
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Com os resultados obtidos foi possivel estabelecer curvas de dose-resposta que
relacionam a dose de radiagao com o fator de sobrevivéncia celular. Os dados experimentais
obtidos foram tratados, com recurso ao software GraphPad Prism 6, sendo ajustados a um
modelo linear-quadratico que seguiu a Equacio 4, onde D corresponde a dose da radiagao, a

ao parametro linear e 3 ao parametro quadratico do ajuste (Joiner e Kogel, 2009).

N . _ _ 2
Fator de sobrevivéncia = e~ *P—AD

Equagio 4: Calculo do fator de sobrevivéncia segundo o ajuste linear-quadratico.

Em casos em que a resposta € condicionada apenas pela componente linear da equagao,
a componente [3 assume valores iguais a zero ($=0), sendo que o modelo de ajuste
correspondeu a um modelo de um s6 alvo e um so6 toque. O ajuste ao modelo linear é feito

segundo a Equagio 5, em que D representa a dose da radiagao e D, a dose letal média, sendo

Dy = — (Joiner e Kogel, 2009)

D
Fator de sobrevivéncia = ePlo

Equagio 5: Calculo do fator de sobrevivéncia segundo o ajuste linear.

3.3 Estudo de cinética dos radiotracadores

Os radiofarmacos sao compostos, que tém na sua composicao um radionuclideo,
utilizados para a detegao, caraterizagao ou tratamento de doencas. A sua composi¢ao quimica
pode ser muito simples, apresentando-se como uma forma idnica ou um simples
radionuclideo, como é o caso do **’Ra, ou podem apresentar uma estrutura mais complexa na
qual ha a ligagdo de uma molécula interativa com o sistema fisioldgico a um radionuclideo,
como ¢ o caso do ”"Tc-HMDP (Strauss et al.,, 2013).

Os radiofarmacos utilizados para o diagnostico ou para o seguimento da doenga tém o
propésito de emitir sinais fisicos, como raios y, detetaveis por equipamentos de obtengao de
imagem medicina nuclear (cintigrafias) que, por sua vez, reproduzem uma imagem da
distribuicao do radiofirmaco no organismo. No diagndstico das metastases Osseas é

comummente utilizado o radiofarmaco *"Tc-HMDP. O *"Tc apresenta carateristicas fisicas
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ideais para utilizagdo em diagnostico com uma camara de raios gama, nomeadamente, as
propriedades fisicas adequadas a uma boa qualidade de imagem, a energia da radiacao gama
emitida (140 keV) passivel de atravessar os tecidos e permitir a obtengao de imagem dos
tecidos e orgaos, o tempo de semi-desintegracao (6,06 h) suficientemente reduzido para
permitir a sua utilizagao, mas sem expor o doente a longos periodos de radiagao, entre outras.
O ”™Tc-HMDP acumula-se nos locais de elevada renovagio éssea através de absorgio quimica
pela superficie dos novos cristais de hidroxiapatite formados, local onde se liga ao calcio
existente. O radiofarmaco é depois excretado do organismo, maioritariamente, por excregao
renal (Strauss et al., 2013; Vallabhajosula, Killeen e Osborne, 2010).

Os radiofarmacos emissores de particulas  ou de particulas oo também podem ser
utilizados com o intuito terapéutico, quando dirigidos para tecidos alvo. Este é o caso do **Ra,
predominantemente um emissor de particulas o, mas que também emite particulas 3 e raios
v. As particulas o estao associadas a uma LET elevada, compreendida entre os 80 e os 100 keV.
O mecanismo do *?Ra ainda nio se encontra completamente esclarecido, sabendo-se que atua
como mimico do cdlcio e liga-se aos cristais de hidroxiapatite, nos locais de metastases osseas
(Abi-Ghanem, McGrath e Jacene, 2015; Strauss et al., 201 3).

De acordo com as carateristicas referidas, os dois radiofarmacos em estudo
apresentam seletividade para o calcio, pelo que os seus mecanismos de captagao e de
internalizagao a nivel das metastases o6sseas poderao ser semelhantes. Como tal, considerou-
se ser de elevada relevancia utilizar o ™ Tc-HMDP nos nossos estudos como radiotracador

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

3.3.1 Estudos de Captacao

Para a realizagdo dos estudos de captagio foram preparados frascos de 25 cm?, cada
um com uma concentracio de 2x10° células/mL. Durante 60 minutos mantiveram-se as células
em repouso na incubadora em condigoes basais, de modo a permitir a recuperagao do stresse
induzido pela agao quimica da tripsina. Apos este tempo adicionou-se, a cada frasco, uma
atividade de 25 puCi/mL de meio de ™ Tc-HMDP ou 0,5 uCi/mL de meio de **’Ra. A atividade
utilizada em cada estudo foi definida com base na extrapolagao de valores utilizados na pratica
clinica e em estudos realizados previamente pelo grupo. Os valores de atividade do " Tc-
HMDP utilizado sio superiores ao do **’Ra, tal como acontece na pratica clinica em que,
tipicamente, sao administrados 18,9 mCi de hidroximetileno difosfonato (HMDP) e 94,5 uCi

de dicloreto de radio-233, para um adulto com 70kg. Apés 5, 30, 60, 90, 120 e 180 minutos
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de incubagao com o respetivo radiofarmaco, retiraram-se 200 pL da suspensao celular para
dois eppendorfs contendo 500 pL de PBS gelado cada, de modo a realizar a experiéncia 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
radiofarmaco que nao se encontrasse ligado as células ou internalizado. As contagens da
radiatividade de ambas as fragoes (pellet e sobrenadante) foram efetuadas em um contador de
pogo (Capintec, Inc. CRC, 25W) em contagens por minuto (CPM) e permitiram quantificar a
percentagem de captagio do ”"Tc-HMDP e do **’Ra, segundo a Equagio 6, e tragar a curva

de captagao ao longo do tempo, para cada linha celular e para cada radiotragador.

% Catacio = CPMpellet % 100
o Laptagao = CPMpellet + CPMsobrenadante

Equagio 6: Calculo da percentagem de captagio do radiofarmaco

Os valores obtidos foram ajustados a um modelo matematico, traduzido pela Equagao
7, de modo a relacionar a percentagem de captagao (y) com o tempo (x) e permitir o calculo
do tempo maximo de influxo, tempo até ao qual ocorre toda a captagao de radiofarmaco

conseguida pelas células.

y=a(l—e™b

Equagio 7: Formula para o calculo da percentagem de captagio (y) em fungdo do tempo (x).

3.3.2 Estudos de captacdo na presenca de verapamil

O verapamil é um bloqueador dos canais de cilcio utilizado tanto in vivo como in vitro
(Seleem e Lashein, 2016). Com o intuito de avaliar o envolvimento ou a dependéncia dos
canais de célcio na captagao dos radiofairmacos analogos de calcio, realizaram-se estudos de
captagao na presenca deste inibidor. Assim, apos a preparagao dos frascos consoante a
metodologia anteriormente descrita, incubaram-se as células com 180 uM de verapamil (Sigma
V4629). Esta concentragao foi baseada em estudos prévios desenvolvidos pelo grupo de
investigacao, sendo esta a concentragao que garante a completa inibicao dos canais de calcio
(Brito, 2014). Seguidamente realizaram-se estudos de captagao segundo o protocolo

apresentado anteriormente, com o intuito de tragar os graficos de percentagem de captagao
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dos radiofarmacos na presenca do bloqueador verapamil, para cada linha celular. Os valores

foram ajustados ao modelo matematico de acordo com a Equagio 7.

3.3.3 Estudos de Internalizacdo

O ?»Ra tem como alvo as zonas de renovacio dssea adjacentes as metastases dsseas.
Neste local emite particulas o de baixo alcance (inferior a 100 pm) mas com elevada LET que
alcangam o microambiente tumoral e induzem quebras a nivel das duas cadeia do ADN (Shore,
2015).

Os estudos de internalizagao foram realizados com o objetivo de determinar se a
captagio do *’Ra ocorre por ligagio extracelular as células de cancro da prostata ou se ocorre
por internalizagao pelas mesmas. O protocolo experimental utilizado permitiu determinar se
o radiofarmaco se acumula no citosol ou no nucleo das células tumorais.

Para a realizagao destes estudos prepararam-se as suspensoes celulares com
concentragio 2x10° células/mL e adicionaram-se 0,5 pCi/mL de *’Ra. Apéds 5, 60 e 120
minutos de incubagao, retiraram-se amostras de 200 plL da suspensao celular para dois
eppendorfs (designados por eppendorf |) contendo 500 puL de PBS gelado (pH=7,4; 4°C) cada,
de modo a realizar a experiéncia 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
). De seguida fez-se uma lavagem acida do pellet para retirar a atividade adsorvida a superficie
da célula, adicionando 500 pL de uma solugao acidica (50 mM de glicina, 100 mM de NaCl a
pH=2.8). Apés 4 minutos agitou-se em vortex a suspensao e centrifugou-se novamente.
Recolheu-se o sobrenadante para o respetivo tubo (designado por tubo 2) e repetiu-se a
lavagem acidica. Fez-se uma nova lavagem com PBS gelado e recolheu-se o sobrenadante para
o tubo 2. Por ultimo adicionaram-se 500 pL de NaOH (IN) a cada um dos eppendorfs e apos
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 radiofarmaco internalizado no nuicleo e o sobrenadante ao radiofarmaco internalizado a
nivel do citosol.

As contagens da radiatividade de todas as fragoes (pellets e sobrenadantes) foram
efetuadas num contador de pogo em CPM e permitiram quantificar a percentagem de captagao
do **’Ra, segundo as Equacio 8, Equagio 9 e Equacio 10, e tracar os graficos de internalizagio para

cada linha celular, segundo o ajuste do modelo matematico apresentado na Equagio 7.
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CPM (tubo 2) o
CPM( eppendorf 1 e 2) + CPM(tubo 2)

Equacao 8: Calculo da percentagem de adsorgao a superficie de RF.

100

% Adsorgdo a superficie =

% Internalizacio no citosol = CPM (eppendorf 1) x 100
0 INternalzasaono citosol = CPM( eppendorf 1 e2) + CPM(tubo 2)

Equagao 9: Calculo da percentagem de internalizagao no citosol de RF.

Y% Captacio = CPM (eppendorf 2) % 100
oLaptacao = CPM( eppendorf 1 e 2) + CPM(tubo 2)

Equagio 10: Célculo da percentagem de internalizagao no nicleo de RF.

3.3.4 Estudos de Retencio

Apos a conclusao dos estudos de captagao procedeu-se a realizagdo de estudos de
retengao que permitiram avaliar a quantidade de radiofarmaco que fica retido no interior da
célula, apos o influxo maximo. Para levar a cabo estes estudos foi necessario determinar o
tempo que cada linha celular demora a atingir a captagio maxima de **Ra e de *"Tc-HMDP,
considerando-se este o tempo de incubagao das células com o radiofarmaco. A determinagao
deste parametro foi possivel com recurso a Equagio 7, tendo por base os valores de “half-time”
(a) e rapidez de captagao (b) calculados anteriormente. Os valores de tempo de incubagao
necessarios para que fosse atingida a captagao maxima para cada linha celular estao descritos

na Tabela 4.

Tabela 4: Tempo de influxo maximo calculado com base no "half-time" e na rapidez da captagao.

Radiofarmaco Linha celular Tempo de incubacdo (min)
MNNG/HOS 23
?"Tc-HMDP PC3 30
LNCaP 50
MNNG/HOS 23
’Ra PC3 50
LNCaP 26

Assim, apds a recuperacao das células do processo de destacamento, adicionaram-se

25 pCi/mL de *"Tc-HMDP ou 0,5 pCi/mL de *?Ra. Incubaram-se as células com os
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radiofirmacos de acordo com os respetivos tempos apresentados na Tabela 4. Apos este
tempo, transferiram-se as suspensoes celulares para falcons e centrifugaram-se a 1000 rpm
durante 5 min, visando a separagao das células do meio de cultura. Seguidamente, removeu-
se o meio de cultura de modo a eliminar todo o radiofarmaco que nao estivesse ligado ou
internalizado e adicionou-se igual volume de meio sem radiofarmaco. Posteriormente, as
células foram incubadas a 37°C e retiraram-se amostras aos 5, 30, 60, 90 e 120 minutos
conforme o protocolo de captagao descrito precedentemente. Apds a contagem da
radioatividade presente em cada uma das fragoes, determinou-se a percentagem de retengao
utilizando a Equagio |1, e tragaram-se as curvas de retengao dos radiofarmacos ao longo do

tempo, para cada linha celular.

o Retoncio = CPMpellet % 100
o fretengao = CPMpellet + CPMsobrenadante

Equagdo |1: Célculo da percentagem de retencio do RF.

Os resultados obtidos através destes estudos foram ajustados segundo um modelo
matematico, traduzido pela Equagio 12, de modo a relacionar a percentagem de captagao (y)
com o tempo (x), tempo até ao qual ocorre toda a captagao de radiofarmaco conseguida pelas
células. Nesta equagao foi introduzida uma nova variavel r que corresponde a percentagem de

reten¢ao minima do radiofarmaco pelas células, permitindo assim a sua determinagao.

y=a(l—e™) +r

Equagdo 12: Férmula para o célculo da percentagem de captagio (y) em fungio do tempo (x) e de acordo com
a retengao minima (r).

3.4 Viabilidade Celular

Apos a realizagio de cada estudo de cinética com o **Ra avaliou-se a viabilidade das
células, de modo a garantir que o decorrer da experiéncia nao provocava danos que tornassem
as células invidveis para o ensaio e, consequentemente, resultados nao plausiveis. Para tal,
recorreu-se ao método de exclusao do azul de tripano (Weisenthal et al., 1983). Este método
baseia-se no principio de que as células vivas apresentam uma membrana celular intacta e,

como tal, nao permitem a entrada do azul de tripano, adquirindo uma coloragao brilhante. Por
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outro lado, as células nao vidveis apresentam a membrana celular desintegrada, propriedade
que as torna permeaveis ao corante e adquirem coloragao azul (Strober, 2001).

Para determinar a viabilidade celular apos os estudos de cinética, homogeneizaram-se
volumes iguais de azul de tripano, na concentragao de 0,02%, e de suspensao celular e
adicionou-se a mistura numa camara de neubauer. Contaram-se as células brilhantes e as células
azuis utilizando um microscopico otico invertido com uma ampliagao 100x. A viabilidade

celular foi determinada de acordo com a Equagio 13.

n® células vivas

% viabilidade celular = - - - x 100
n® células vivas + n? células mortas

Equagdo |3: Célculo da percentagem de viabilidade celular.

3.5 Analise estatistica

A analise estatistica dos estudos de internalizacao foi realizada com recurso ao
software IBM® SPSS® versao 22.0 (IBM Corporation, ARMONK, Nova lorque, EUA). A
normalidade de distribuicao de variaveis foi analisada de acordo com o teste SHAPIRO-WILK
e 2 homogeneidade de variancias de acordo com o teste de Levene. No caso de variaveis com
distribuicao normal foram usados testes paramétricos e em caso contrario usaram-se testes
nao paramétricos. A comparagao entre grupos foi feita de acordo com o teste KrusKal-Wallis
e a comparagao de médias usando o teste ANOVA (do inglés, Analasys of variance) de um fator.
As comparagoes multiplas foram feitas segundo o teste de Games-Howell (no caso de
variancias nao presumidas) ou considerando a corregao de Bonferroni (caso contrario). Uma
significancia de 0,05 foi considerada para todas as comparagoes.

As curvas de captacao e de retengao apresentadas no trabalho resultam da modelagao
a sistemas de |° grau resultando em equagoes exponenciais. O ajuste destas curvas aos dados
experimentais foi realizado pelo método de otimizagao de Levenberg-Marquardt, tendo-se
obtido além dos coeficientes de ajuste também o intervalo de confianca a 95% dos mesmos.

O software usado para a realizagao deste procedimento foi o Matlab R2014a.
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Os materiais e métodos referidos no capitulo anterior foram utilizados com o objetivo
de avaliar a sobrevivéncia celular das células das linhas celulares de carcinoma da proéstata apos
irradiagio interna com o **’Ra, e estudar a cinética dos radiotragadores, recorrendo para tal
a ensaios e a técnicas de medicina nuclear, de bioquimica e de biologia celular e molecular. Os

resultados obtidos encontram-se descritos neste capitulo.

4.1 Avaliacdao da sobrevivéncia celular

A radiagao ionizante usando particulas alfa é caraterizada por induzir danos a nivel da
dupla cadeia de DNA, comprometendo a viabilidade celular. O ensaio clonogénico permitiu
avaliar os efeitos da irradiacio interna com o radiofairmaco ***Ra nas células de linhas celulares

de cancro da prostata metastatico, PC3 e LNCaP, a nivel da sobrevivéncia celular.

A Figura 18 representa a curva de sobrevivéncia das células da linha celular LNCaP,
apos exposicao a doses de radiagao até 8 mGy. A curva de sobrevivéncia celular foi
estabelecida de acordo com o modelo linear quadratico (Tabela 5), tendo sido obtido um DL,
de 1,41 mGy. Os dados obtidos mostraram que quanto maior a dose de radiagao, menor o

fator de sobrevivéncia.

14 . —— LNCaP
i DLgy=1,41 mGy
("]
L 0.1
O-Ol 1 L 1 1 ] 1
0 2 4 6 8 10
Dose (mGy)

Figura 18: Curvas de sobrevivéncia celular obtidas em resposta a irradiagdo interna das células da linha celular
LNCaP com *Ra. A sobrevivéncia celular foi determinada através do ensaio clonogénico. Os pontos
experimentais correspondem a média e ao erro padrao de, pelo menos, quatro ensaios independentes. A curva
representa o ajuste a melhor fungao.
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A Figura |9 representa a curva de sobrevivéncia da linha celular PC3, apés exposigao
a doses de radiagao até 10 mGy. A curva de sobrevivéncia celular foi estabelecida de acordo

com o modelo linear (Tabela 5), tendo sido obtido um valor de DL, de 4,22 mGy.

1- —o— PC3

DLsy=4,22 mGy

0.01

0 2 4 6 8 10
Dose (Gy)

Figura 19: Curvas de sobrevivéncia celular obtidas em resposta a irradiagdo interna das células da linha celular
PC3 com *?Ra. A sobrevivéncia celular foi determinada através do ensaio clonogénico. Os pontos experimentais
correspondem a média e ao erro padrio de, pelo menos, sete ensaios independentes. A curva representa o
ajuste a melhor fungao.

A dose letal média (DLs,) e os respetivos parametros calculados através dos modelos
de agressao apropriados, para cada uma das linhas celulares, encontram-se apresentados na

Tabela 5.

Tabela 5: Modelos de agressao celular e doses letais médias calculadas apés irradiagao interna das células das
linhas celulares com **Ra com doses entre 0,25 mGy e 10 mGy.

Linha E*EP DL;, (o
P R? alp MAC
Celular mGy mGy
a 0,451+ 0,044 Linear
LNCaP 0,641 15,7 1,41 1,169 1,789
B 0,030+0,008 Quadratico
o 0,164+ 0,008
PC3 0.832 - 4,22 3,833 4,683 Linear
B -

Legenda: P, parametro; E, estimador; EP, erro-padrio; R?, coeficiente de determinacio; DL, dose letal média;
IC, intervalo de confianga; MAC, modelo de agressao celular.
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De um modo geral, verificou-se que a irradiagio com baixas doses de **’Ra (na ordem
dos mGy) induziu uma diminuigao da sobrevivéncia celular em ambas as linhas celulares. Esta

resposta apresentou-se dependente da dose de radiagao e da linha celular em estudo.

As células da linha celular LNCaP foram mais radiossensiveis, pois apresentaram um
DLs, de 1,4ImGy (1C95%:1,169-1,789) significativamente inferior comparativamente com as

células da linha celular PC3, que apresentaram um DLs, de 4,22 mGy (IC95%: 3,833-4,683).

4.2 Estudos de cinética dos radiotracadores

Apos se ter verificado que a incubagio com o radiofirmaco **Ra diminuiu a
sobrevivéncia celular, constituiu objetivo importante do trabalho esclarecer o mecanismo de
acao deste radiofarmaco. Para tal, foi avaliada a cinética deste radiotragador, com recurso a
estudos de captagao, de captagao na presen¢a de um bloqueador dos canais de calcio, de
internalizacao e de retengao. Os referidos estudos foram realizados nas células das linhas

celulares LNCaP, PC3 e MNNG/HOS com os radiofarmacos *?Ra e ™ Tc-HMDP, até um

tempo maximo de 180 minutos.

4.2.1 Estudos de captacao

Os griaficos das figuras seguintes apresentam os resultados obtidos, para a captagao
percentual de *?Ra e de ”"Tc-HMDP pelas células das linhas celulares PC3, LNCaP e
MNNG/HOS.

De acordo com o grafico da Figura 20, verificou-se que as células PC3 apresentaram
maior captagio do radiofirmaco *’Ra em comparagio com o **"Tc-HMDP, tendo sido atingida
aos 4,94 minutos metade da captagio maxima do *’Ra. No que diz respeito ao valor da
captagao maxima, as células desta linha celular atingem 1,43% (IC95%: 1,33 — 1,53). Em relagao
ao radiofarmaco *"Tc-HMDP, a captagao maxima apresentou um valor de 0,18% (1C95%: 0,17-
0,18), verificando-se que aos 2,88 minutos foi atingida metade desta captagao (Tabela 6).
Assim, as células PC3 apresentaram valores significativamente superiores para a captagao do
radiofarmaco *?Ra. Apos atingir o méaximo, o perfil de captacio dos radiofirmacos

permaneceu constante.
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Figura 20: Perfil de captacio do *’Ra (em cima) e do " Tc-HMDP (em baixo) pelas células da linha celular PC3.
Os resultados expressam a média e desvio-padrao de, pelo menos, sete ensaios independentes, realizados em
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duplicado. A curva representa o melhor ajuste matematico aos pontos experimentais.

De acordo com o grafico da Figura 21, verificou-se que, também, as células LNCaP
apresentaram uma captagao significativamente maior do radiofirmaco *Ra em comparagao
com o ”™Tc-HMDP, tendo sido atingida aos 2,64 minutos metade da captagio maxima. A
captagio maxima de **’Ra atingida foi de 1,39% (IC95%: 1,31-1,48). No que diz respeito ao
radiofirmaco ”"Tc-HMDP, a captagio maxima atingida foi de 1,09% (IC95%: 1,06-1,11).

Metade desta captagao foi atingida aos 4,80 minutos (Tabela 5). Apos alcangar a captagao

maxima, o influxo de ambos os radiofirmacos permaneceu constante.
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Figura 21: Perfil de captacio do **Ra (em cima) e do "Tc-HMDP (em baixo) pelas células LNCaP. Os resultados
expressam a média e desvio-padrao de, pelo menos, seis ensaios independentes, realizados em duplicado. A curva
representa o melhor ajuste matematico aos pontos experimentais.

Na Figura 22 esta representado o grafico onde é possivel observar a captagao dos
radiofdrmacos *’Ra e *"Tc-HMDP nas células da linha celular MNNG/HOS. Esta linha celular
mostrou ter um perfil semelhante ao das linhas celulares de cancro da prostata, apresentando
uma maior captagio, com significincia, do radiofirmaco **Ra, cujo valor é 0,96% (IC95%: 0,90-
1.01) em comparagio com o ”"Tc-HMDP, de valor 0,17% (IC95%: 0,16-0,19). No que diz
respeito ao “’Ra, metade do valor foi atingido aos 2,33 minutos (Tabela 6). Quanto ao

radiofarmaco ™ Tc-HMDP, a metade da captagao maxima foi atingida aos 2,26 minutos, apos
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o inicio do estudo. Apos alcangar a captagdao maxima, o influxo de ambos os radiofarmaco

manteve-se tendencialmente constante.
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Figura 22: Perfil de captacio do **Ra (em cima) e do ™ Tc-HMDP (em baixo) pelas céulas MNNG/HOS. Os

resultados expressam a média e desvio-padrao de, pelo menos, cinco ensaios independentes, realizados em

duplicado. A curva representa o melhor ajuste matematico aos pontos experimentais.

Com base nos parametros obtidos, nomeadamente, a rapidez de captagao, o “half-time”

(tempo até atingir metade da captagao maxima) e a captagio maxima, e de acordo com a
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Equacio 7 apresentada anteriormente na descricao da metodologia, foi possivel determinar o
tempo de influxo maximo dos dois radiofarmacos para cada linha celular. Estes valores

apresentam-se resumidos na Tabela 6.

Conforme os resultados apresentados na Tabela 6 e na Figura 23, é possivel constatar
uma captagao significativamente superior de *’Ra entre as varias linhas celulares, com captagio

maxima de 1,43% (1C95%: 1,33 — 1,53) para as células PC3.

Analisando os valores de captagio do radiofirmaco *"Tc-HMDP, constata-se que este
€ notavelmente captado em maior percentagem pelas células da linha celular LNCaP,
apresentando uma captagao maxima de 1,09% (1C95%: 1,06-1,11), significativamente superior
quando comparada com a das células PC3, cujo valor € 0,18% (1C95%: 0,17-0,18) e a das células

MNNG/HOS que é 0,17% (1C95%: 0,16-0,19).

Pela andlise destes resultados, sao ainda visiveis diferengas no perfil cinético de captagao
do radiofirmaco **Ra pelas trés linhas celulares, observando-se que apesar da captagio
maxima ser superior nas células da linha celular PC3, o tempo de influxo maximo é
aproximadamente o dobro (49 minutos) comparativamente com o das células das linhas

celulares LNCaP (26 minutos) e MNNG/HOS (23 minutos).

Tabela 6: Cilculo do tempo de influxo maximo com base no "half-time" e na rapidez da captagio dos
radiofarmacos *’Ra e **"Tc-HMDP nas linhas celulares PC3, LNCaP e MNNG/HOS.

Média 1C95% Média 1C95%
PC3 0,18 0,17 0,18 288 2,47 3,29 29
LNCaP 1,09 1,06 LIl 4,80 4,06 5,52 48
MNNG/HOS 0,17 0,16 0,19 226 0,63 3,90 23
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 comparagao da captagao de cada radiofairmaco nas trés linhas

celulares, tragou-se o grafico da Figura 23.
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Figura 23: Perfil de captagdo do *Ra (em cima) e do ™ Tc-HMDP (em baixo) pelas células das trés linhas celulares
em estudo. Os resultados expressam a média e o desvio-padrio de, pelo menos, 5 ensaios independentes,
realizados em duplicado. A curva representa o melhor ajuste matematico aos pontos experimentais. As linhas
celulares PC3, LNCaP e MNNG/HOS encontram-se representadas no grafico com as cores verde, azul e

vermelho, respetivamente.

Apos a realizagao de cada ensaio, aos |80 minutos, foi avaliada a viabilidade celular pelo

método de exclusao 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 as anteriores, com um valor de 69%.
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Figura 24: Viabilidade celular, aos 180 minutos, apés a realizagio de estudos de captagdo do *’Ra. Os valores
foram obtidos pelo método de exclusdo de azul tripano, através de uma razio entre o nimero de células vivas
e o numero total de células (vivas e mortas). Os resultados expressam a média e o desvio-padrao de, pelo menos,
6 ensaios independentes, realizados em duplicado.

4.2.2 Estudos de captacdo na presenca de verapamil

Os graficos da Figura 25 apresentam os resultados obtidos para a captacio de **’Ra e
de " Tc-HMDP pelas células das linhas celulares PC3, LNCaP e MNNG/HOS, na presenca do

bloqueador dos canais de calcio, o verapamil. Os estudos decorreram durante 120 minutos.

Segundo os dados dos graficos da Figura 25 e da Tabela 7, verificou-se uma diminuigao
significativa da captacido méaxima de **’Ra pelas células da linha celular PC3 que passou de 1,43%
(1C95%: 1,33 — 1,53) para 0,96% (1C95%: 0,89-1,02) na presenca de verapamil, com reducao
do hdlf-time de 4,94 minutos (Tabela 6) para 1,64 minutos. O mesmo se verificou para as
células das outras linhas celulares, com diminuigoes estatisticamente significativas da captagao
maxima que passou de 1,39% (1C95%: 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% (1C95%: 0,76-0,88) nas células
MNNG/HOS.

Por outro lado, nos estudos com o radiofirmaco *"Tc-HMDP verificou-se que na
presenca de verapamil houve uma redugao estatisticamente significativa dos valores de
captagao maxima atingidos pelas células da linha celular LNCaP, que passou de 1,09% (1C95%:
[,06-1,11) sem verapamil, para 0,39% (1C95%: 1,27-1,30) com verapamil, e uma redugao do
half-time de 4,80 minutos (sem verapamil) para 3,03 minutos (com verapamil). Nas células da

linha celular PC3 a presenca de verapamil nao influenciou os valores de captagao maxima,
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contudo provocou uma diminuigdo no tempo ao qual é alcangado metade desta captagao
maxima (0,17%), o qual passou de 2,88 para 0,94 minutos e, consequentemente, uma

diminui¢ao no tempo de influxo maximo.
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Figura 25: Perfil de captacio do **Ra (em cima) e do ™ Tc-HMDP (em baixo) pelas células das trés linhas celulares
em estudo, na presenga de 180 pM de verapamil. Os resultados expressam a média e desvio-padrao de, pelo
menos, 4 ensaios independentes, realizados em duplicado. A curva representa o melhor ajuste matematicos aos

pontos experimentais.

Com base nos parametros obtidos, nomeadamente, a rapidez de captagao, o “half-time”

(tempo até atingir metade da captagao maxima) e a captagio maxima, e de acordo com a
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Equagio 7 apresentada anteriormente na descricao da metodologia, foi possivel determinar o
tempo de influxo maximo de cada radiofarmaco na presenga do bloqueador, apresentado na

Tabela 7.

Tabela 7: Calculo do tempo de influxo maximo com base no "halftime" e na rapidez de captagio dos
radiofarmacos *’Ra e **"Tc-HMDP, na presenca de verapamil.

Parametro a “half-time” Tempo

Radiofarmaco Linha Celular (captagao maxima, %) (min) de influxo

Média 1C95% Média IC95%
PC3 0,17 0I5 0,19 094
99mTc-HMDP LNCaP 0.39 029 048 3,03 0 7,40 30

maximo
(min)

MNNG/HOS 0,12 0,10 0,13 340 1,08 572 34
PC3 0,96 0,89 1,02 1,64 0,70 2,59 16
LNCaP 1,29 1,27 ,30 1,92 1,73 2,11 19
MNNG/HOS 0,82 076 088 1,60 0,55 2,65 16

A viabilidade celular foi avaliada, aos 120 minutos, através do método de exclusao do
azul tripano. Os resultados apresentados na Figura 26 demonstraram que no final dos estudos
de captagao 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, ap6s a realizagio de estudos de captagio do ***Ra, na presenca
de 180 puM de verapamil. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de exclusao do azul tripano, e calculada
através da razao, em percentagem, entre o numero de células vivas e o nimero total de células (vivas e mortas).
Os resultados expressam a média e o desvio-padrao de, pelo menos, seis ensaios independente realizados em
duplicado.
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4.2.3 Estudos de internalizacao

Os ensaios anteriores evidenciaram a captagao do radiofirmaco **’Ra pelas células de
linhas celulares de cancro da prostata e de osteossarcoma. De acordo com os resultados
obtidos, e dada a falta de conhecimento acerca do modo de acio do *?Ra, considerou-se
importante analisar se a captagao do radiofarmaco ocorria por internalizagao do mesmo pelas
células ou por adsorgao a superficie, devido a ligagoes entre o radiofarmaco e a superficie das
células. Aprofundando ainda mais este estudo, examinou-se se a internalizagao ocorreria com

acumulagao do radiofarmaco no citosol ou no nucleo.

Com recurso aos estudos de internalizagao foi possivel determinar as percentagens de
radiofarmaco que ficou adsorvido a superficie, e as percentagens do que é internalizado e
acumulado ao nivel do citosol ou do nucleo celular. Estes resultados encontram-se resumidos
na Figura 27. Verificou-se, de um modo geral, que a percentagem de radiofarmaco
internalizado pela célula é superior a percentagem adsorvida a sua superficie, em todas as

linhas celulares em estudo.

Para a linha celular PC3, existe um aumento significativo (p<0,05) da percentagem de
internalizacdo do **’Ra 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 diminuigao da internalizagao no nucleo que

passou de 31,29+3,82% para 27,07£1,29%, aos mesmos tempos.

A percentagem de radiofarmaco internalizado no nucleo e no citosol, pelas células da
linha celular LNCaP, apos 60 minutos foi de 28,34+1,98% e de 33,2513,47% respetivamente,

enquanto a percentagem de adsorgao a superficie foi de 38,41+5,24%.

Para as células da linha celular MNNG/HQOS, a percentagem de radiofarmaco
internalizado no nucleo e no citosol apos 60 minutos foi de 30,30+4,45% e de 30,651+4,67%

respetivamente, enquanto a percentagem de adsorgao a superficie foi de 39,04+3,22%.
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Figura 27: Internalizagio do radiofarmaco **Ra pelas células das linhas celulares PC3, LNCaP e MNNG/HOS,
apos 5, 60 e 120 minutos. Os resultados estdo expressos em percentagem e representam a média e o desvio

padrao de, pelo menos, quatro ensaios independentes, realizados em duplicado. As diferengas significativas estao
apresentadas com * para p<0,05.
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No grafico da Figura 28 esta apresentada a percentagem de adsorgao a superficie, e de
internalizagao no citosol e no nlcleo do **’Ra pelas células das vérias linhas celulares, aos 120
minutos. A este tempo verificou-se uma maior internalizagao do radiofarmaco pelas células da
linha celular PC3, sendo que 40,65+2,24% se acumulou no citosol e 27,07+1,29% no nucleo.
As células da linha celular LNCaP apresentaram um perfil semelhante, com 37,22+5,44% e
28,17+3,62% de internalizagao no citosol e no nucleo, respetivamente. A linha celular
MNNG/HOS apresentou um perfil idéntico aos anteriores, com uma internalizagao no citosol

e no nucleo de, respetivamente, 34,32+2,34% e 29,82+2,94%.

De um modo geral, a percentagem de **’Ra adsorvido a superficie, internalizado no
citosol e internalizado no nucleo sio muito semelhantes nas trés linhas celulares, nio se

observando diferengas com significado estatistico.

Estudos de internalizagao de 2Ra
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a superficie no citosol no nucleo

Figura 28: Internalizagio do radiofarmaco **’Ra pelas células das linhas celulares PC3, LNCaP e MNNG/HOS, aos
120 minutos. Os resultados estdo expressos em percentagem e representam a média e o desvio padrao de, pelo
menos, quatro ensaios independentes, realizados em duplicado.

A viabilidade celular também foi avaliada no final dos estudos de internalizacao, aos 120
minutos, através do método de exclusao 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%.

- 64 -



Radio-223 no tratamento do carcinoma da prostata metastatico

1007 O PC3
< - -
< go- B LNCaP
;3 Bl VNNG/HOS
o 604
O
()]
T 40-
S
| 20-
>

0 T

PC3 LNCaP MNNG/HOS

Figura 29: Viabilidade celular, aos 120 minutos, apds a realizagio de estudos de internalizagio do **Ra. A
viabilidade celular foi avaliada pelo método de exclusio do azul tripano, e calculada através da razdo, em
percentagem, entre o nimero de células vivas e o nimero total de células (vivas e mortas). Os resultados
expressam a média e o desvio-padrao de, pelo menos, quatro ensaios independente realizados em duplicado.

4.2.4 Estudos de retencao

Os resultados apresentados previamente demonstraram que as células das trés linhas
celulares em estudo captaram e internalizaram o radiofirmaco, ficando uma pequena
percentagem adsorvida a superficie. Perante isto foi avaliada também a retengao do
radiofirmaco *Ra pelas diferentes linhas celulares. Este é um parimetro importante, pois
fornece informacgao sobre o comportamento cinético do radiofarmaco, permitindo determinar

223 . . , ,
se o ““Ra permanece no interior da célula ou se ocorre o seu efluxo passado um periodo de

tempo.

Foram realizados ensaios de retencao nas trés linhas celulares (PC3, LNCaP e

MNNG/HOS) com ambos os radiofarmacos.

De acordo com o grafico da Figura 30, foi possivel determinar que 3,99% (IC95%: 3,75-
4,24) do **Ra ficou retido pelas células PC3, atingindo metade da retengio minima aos 0,82
minutos apds o inicio do ensaio. O radiofirmaco **"Tc-HMDP apresentou uma retencgio de
0,28% (1C95%: 0,12-0,43) nas células PC3, sendo metade desta retencao atingida aos 0,78
minutos. Os valores de retencio minima do **Ra nesta linha celular demonstraram, assim, ser

significativamente superiores aos de retencio do " Tc-HMDP (Tabela 8).
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Figura 30: Perfil de retencio do **Ra (em cima) e do " Tc-HMDP (em baixo) pelas células da linha celular PC3.
Os resultados expressam a média e o desvio-padrio de, pelo menos, dez ensaios independentes, realizados em
duplicado. As curvas representam o melhor ajuste matematico aos pontos experimentais.

Relativamente as células da linha celular LNCaP, foi possivel verificar através da andlise
da Figura 31 um perfil de retengio superior, com significAncia, para o radiofirmaco **Ra em
comparagio com o *"Tc-HMDP (Tabela 8). A retencio minima foi atingida rapidamente por
ambos os radiofarmacos, mantendo-se depois constante ao longo do tempo. Através do
grafico, e de acordo com a Equagio 12, verifica-se que 5,45% (1C95%: 4,79-6,10) do radiofarmaco
?¥Ra ficou retido pelas células LNCaP, atingindo metade da retengao minima aos 0,94 minutos
apo6s o inicio do ensaio, enquanto apenas 0,96% (1C95%:0,74-1,17) de *"Tc-HMDP ficou

retido, sendo alcancada metade da reteng¢ao minima aos 0,74 minutos.
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Figura 31: Perfil de retencio do *’Ra (em cima) e do "™ Tc-HMDP (em baixo) pelas células da linha celular LNCaP.
Os resultados expressam a média e o desvio-padrio de, pelo menos, seis ensaios independentes, realizados em
duplicado. As curvas representam o melhor ajuste matematico aos pontos experimentais.

Os resultados da retencao apresentados na Figura 32 demonstram que nas células da
linha celular MNNG/HOS a retengio do radiofarmaco **’Ra foi significativamente superior a
do ™ Tc-HMDP (Tabela 8). Metade da retengiao minima do **’Ra foi atingida aos 0,95 minutos
apos o inicio da experiéncia enquanto que a do " Tc-HMDP foi alcancada aos 0,68 minutos.
Com o decorrer da experiéncia a retengao minima do **’Ra assumiu um valor estatisticamente

superior de 3,37%, enquanto a retencao minima do *’"Tc-HMDP foi de 0,66%.
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Figura 32: Perfil de retencio do **Ra (em cima) e do *"Tc-HMDP (em baixo) pelas células da linha celular
MNNG/HOS. Os resultados expressam a média e o desvio-padrio de, pelo menos, seis ensaios independentes,
realizados em duplicado. As curvas representam o melhor ajuste matematico aos pontos experimentais.

A comparagao da cinética de retencao de cada radiofirmaco pelas células das trés

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
retencio do **’Ra foi significativamente superior em todas as linhas celulares. A maior
diferenga, com significancia, foi observada nas células PC3, com uma retengao do radiofarmaco
?2Ra cerca de 14 vezes superior a do *"Tc-HMDP. No caso das células LNCaP, a retencio
do **’Ra foi superior a do ™" Tc-HMDP em cerca de 6 vezes. Estes resultados demonstram

ainda que a linha celular de osteossarcoma, MNNG/HQOS, apresentou um perfil cinético de
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retencao semelhante a das linhas celulares de cancro da proéstata, para ambos os

radiofarmacos.
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Figura 33: Perfil de comparacio da retencio do *Ra (em cima) e do *"Tc-HMDP (em baixo) pelas células das
trés linhas celulares em estudo. Os resultados expressam a média e o desvio-padrio de, pelo menos, seis ensaios

independentes, realizados em duplicado. As curvas representam o melhor ajuste matematico aos pontos
experimentais.

Os valores de retencao minima atingida pelos radiofirmacos, de tempo até atingir

metade da retengdo minima e os respetivos intervalos de confianga apresentam-se descritos
na Tabela 8.
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Tabela 8: Tempo de retengio minima com base no "half-time” e rapidez de retengdo dos radiofarmacos *’Ra e
99m
Tc-HMDP.

Parametro r “half-time”
Radiofarmaco Linha Celular (retengao minima, %) (min)

1C95% Média I1C95%
PC3 0,28 0,12 0,43 0,78 0,74 0,82

99mTc-HMDP 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

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 avaliagdo 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, apés a realizagio de estudos de retengio do **’Ra. A viabilidade
celular foi avaliada pelo método de exclusdo do azul tripano, e calculada através da razio, em percentagem, entre
o nimero de células vivas e o niumero total de células (vivas e mortas). Os resultados expressam a média e o
desvio-padrao de, pelo menos, seis ensaios independente realizados em duplicado.
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O carcinoma da prostata é a neoplasia solida maligna mais frequente no género
masculino e a segunda causa de morte por cancro (Calais da Silva, 2013). Com a descoberta
da dependéncia hormonal, em 1941, por Huggins e Hodges, tornou-se possivel o tratamento
desta patologia através da castragao cirurgica ou quimica, designada como terapia hormonal.
Assim, esta terapéutica tornou-se a chave fundamental para o tratamento do cancro da
prostata metastatico. Contudo, devido ao aparecimento da resisténcia a esta terapéutica, num
periodo de no maximo trés anos, o cancro da prostata metastatico resistente a castragao

permanece uma doenga incuravel (Miller e Sweeney, 2016).

Os doentes portadores de carcinoma da prostata metastatico resistente a castragao
(CPMRC) sao extremamente afetados pela presenga de metastases Osseas, caracterizadas pelo
aumento da atividade osteoblastica e pelo aumento da utilizagao do calcio para a formagao da
nova matriz ossea, pelo que a utilizagdo de mimicos de cdlcio como agentes terapéuticos
tornou-se uma estratégia alternativa (Dan, Williams e Den, 2016). Andlises histopatoldgicas
demonstram que as metastases Osseas do carcinoma da prostata sao constituidas por um
numero 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 6ssea e ajudam na modificagdio 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 proliferagao no osso (Florimonte, Dellavedova e Maffioli,
2016). Estes dados demonstram a existéncia de interagdoes complexas entre os varios
componentes das metastases, salientando o papel fundamental das células tumorais de cancro

da proéstata no desenvolvimento das metastases Osseas.

As metastases sao responsaveis pelo aparecimento de skeletal-related events como dor
intensa, diminuicao da qualidade de vida e perda de mobilidade, carecendo de terapéuticas

inovadoras capazes de minimizar ou, pelo menos, atrasar o aparecimento destes sintomas.

Durante os ultimos anos foram aprovados alguns medicamentos que
comprovadamente aumentam a taxa de sobrevivéncia global, entre os quais se encontra o
;. . o . ’ A L. . . 223
Unico radiofarmaco emissor de particulas alfa aprovado para terapéutica, o radioisétopo ““Ra.
Este encontra-se aprovado para o tratamento de doentes de cancro da préstata metastatico
resistente a castragao com a presen¢a de metdstases osseas conhecidas e sem metastases

viscerais (Rodrigues et al., 2014; Shore, 2015).

O radiofdrmaco *’Ra é um emissor predominantemente alfa que decai emitindo 95,3%

(5-7,5 MeV) como particulas alfa, 3,6% (0,045 e 0,432 MeV) como particulas beta e I,1% como
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radiacao gama (0,01-1,27 MeV), apresentando um periodo de semi-desintegracao de | 1,4 dias.
A elevada LET associada as particulas alfa (80 keV/um), induz uma elevada frequéncia de
quebras na dupla cadeia de ADN nas células adjacentes o que resulta num efeito anti tumoral
nas metastases osseas. As particulas alfas apresentam a vantagem de terem um curto alcance,
inferior a 100 um (menor que o diametro de dez células), o que limita os danos nos tecidos
normais adjacentes (EMA, 2010). O **’Ra é apresentado como uma solugio de dicloreto de
radio que se vai depositar na superficie do osso em zonas de elevada renovagao Ossea
(metastases), onde atua como um mimico do calcio, incorporando-se na hidroxiapatide da
matriz 6ssea como um substituto do calcio, aquando da formagao mineral (Florimonte,
Dellavedova e Maffioli, 2016). Contudo, apesar da sua aplicabilidade terapéutica que
demonstra um aumento do tempo de sobrevivéncia dos doentes (Harrison et al., 201 3; Parker
et al., 2013), os mecanismos moleculares de atuagao deste radiofarmaco nao se encontram

completamente esclarecidos.

Perante a auséncia de informacao acerca dos mecanismos de atuacao do radiofarmaco
2Ra nas células constituintes das metastases e do efeito da radiacio alfa nas células de cancro
da prostata, pretendeu-se avaliar o efeito da exposigao das células a doses de radiagao,
aplicadas sobre a forma de irradiagao interna, em modelos in vitro de células metastaticas de
carcinoma da prostata. Mais concretamente, numa fase inicial pretendeu-se avaliar a
sobrevivéncia celular apés a irradiacio com *’Ra prosseguindo para um estudo a nivel da
cinética do radiofarmaco no qual se estudou a captagao, a internalizagao no nucleo, a retengao

e um possivel envolvimento dos canais de calcio na cinética de transporte.

Desta forma, com este estudo pretende-se contribuir para um melhor conhecimento
destes mecanismos moleculares de atuacao e dos efeitos do radiofarmaco nas células do
carcinoma da proéstata, de modo a possibilitar uma melhor aplicabilidade e potencialidade desta

terapéutica.

Os estudos in vitro para avaliagao da sobrevivéncia celular foram realizados através da
irradiacao interna das células das linhas celulares de carcinoma da préstata metastatico, com
a aplicagao de doses compreendidas entre os 0,25 e os |0 mGy. A sobrevivéncia celular foi
avaliada pelo ensaio clonogénico que permite avaliar a capacidade de células submetidas a
radiacao conseguirem proliferar e formar colénias. No contexto da radiobiologia, a morte
celular é, normalmente, equiparada a qualquer processo que conduza a perda permanente da

capacidade proliferativa e clonogénica sendo, deste modo, possivel, equiparar os resultados
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obtidos com este ensaio a resposta tumoral obtida in vitro (Joiner e Kogel, 2009; Mendes,

2016).

O:s fatores de sobrevivéncia obtidos através do ensaio clonogénico para as diferentes
doses de radiagao aplicadas permitiram tragar as curvas de sobrevivéncia em fun¢ao da dose
de radiagao (FS vs. Dose), permitindo o ajuste para cada linha celular ao modelo de agressao
celular mais apropriado. O modelo linear baseia-se na teoria de que na célula existem alvos
especialmente importantes, como o ADN que, quando lesados, sao suficientes para induzir
morte celular e desencadeiam uma resposta independente. Quanto ao modelo linear
quadratico, este baseia-se na ideia de que as varias lesoes induzidas pela radiagao ionizante
desencadeiam uma interagao entre respostas, de modo a eliminar eficazmente as células

atingidas pela radiagao (Joiner e Kogel, 2009; Mendes, 2016).

As curvas obtidas em resposta a irradiagao interna com doses até 10 mGy,
representadas nas Figura |18 e Figura 19, mostraram que existe um decréscimo significativo na
sobrevivéncia celular de ambas as linhas celulares, de um modo depende da dose. A dose letal
média (DLs,), parametro que permite comparar radiossensibilidades, definidlo como a dose
com a qual 50% da populagao celular perde viabilidade e/ou capacidade proliferativa. As células
LNCaP apresentaram um DL, de [,41 mGy (1C95%: 1,169-1,789), mostrando serem
significativamente mais radiossensiveis que as células PC3, cujo DLs,foi de 4,22 mGy (1C95%:

3,833-4,683) e com maior a, igual a 0,451% 0,044 (Tabela 5).

Além da diferenca na radiossensibilidade, a resposta a radiagao apresentada pelas duas
linhas celulares baseia-se em dois modelos de agressao diferentes. A linha celular LNCaP,
obtida de uma metastase linfatica, apresenta um modelo de agressao celular linear quadratico,
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 ionizagoes 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 ocorréncia do segundo
(McParland, 2010). Por outro lado, a linha celular PC3, obtida de uma metastase Ossea,
apresenta um modelo de agressao linear, ou seja, existe uma relagao linear entre a dose e o
dano produzido, sendo o [} igual a zero. Este modelo esta estritamente associado aos efeitos
induzidos pela irradiagao com particulas alfa, correlacionada com danos irreparaveis a nivel da

cadeia dupla de ADN (Joiner e Kogel, 2009; McParland, 2010).
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As linhas celulares em estudo demonstraram ser radiossensiveis a doses muito baixas,
ainda na ordem dos mGy e, como tal, a dose necessaria para induzir a morte a 50% da
populagao apresenta valores muito reduzidos. Estes resultados vao de encontro ao descrito
pela literatura, pois a morte celular esta estritamente correlacionada com o parametro LET
de uma forma proporcional. Como tal, visto que as particulas alfa apresentam valores de LET
de elevada intensidade sera provavel uma maior incidéncia de morte celular, com escassa
oportunidade para reparagao de danos subletais (Joiner e Kogel, 2009; McParland, 2010).
Alguns estudos realizados com a aplicagao de outros emissores alfa as mesmas linhas celulares
demonstram semelhangas entre os modelos de agressao adotados para avaliar a sobrevivéncia
celular, contudo apresentam diferengcas no que diz respeito ao valor de DLs, ja que
apresentam um DLs, superior, na ordem dos Gy (Elgqvist et al., 2016; Nilsson et al,, 2015).
Perante estas diferengas podemos postular a hipotese que estes resultados podem ser devidos
a caracteristicas intrinsecas do *’Ra como, por exemplo, o fato de este radiofirmaco nio
emitir apenas particulas alfa, mas também uma pequena quantidade (3,6%) de particulas beta

e ainda radiagao gama, que podem induzir outros danos celulares.

Estes resultados também sao corroborados por estudos in vitro realizados em varias
linhas celulares, nas quais o radiofirmaco *’Ra demonstrou efeitos citotoxicos e a capacidade
para inibir a diferenciagao osteoclastica e a atividade osteoblastica, de um modo dependente
da dose. Para além disto, resultados de estudos in vivo em modelos animais de metastases
osseas, realizados pelos mesmos autores, determinaram um aumento do tempo de
sobrevivéncia com diminuicio da area osteolitica ap6s irradiagio com **Ra (Center for drug

evaluation and research, 2013; McGann e Horton, 2015).

Dada a aplicabilidade terapéutica do **’Ra a doentes com cancro da prostata
metastatico resistente a castragao, com metastases 0sseas e sem metastases viscerais, ou seja,
ja num estado muito avancado da doenga, seria esperada a ocorréncia de danos mais
pronunciados nas células da linha celular obtida a partir de metastases &sseas, as células PC3.
Contudo, isto nao se verificou, sendo as células da linha celular obtida de uma metastase
linfatica, a LNCaP, a apresentar maior radiossensibilidade. Este aspeto pode ter relevo a nivel
de novas aplicabilidades terapéuticas do *’Ra em fases mais precoces da doenca, podendo até
ser possivel utilizar em combinagao com outras terapéuticas, de modo a potenciar o seu efeito

nas células tumorais com o intuito curativo.

Apesar das limitagoes dos estudos in vitro para avaliagao da sobrevivéncia celular de

células metastaticas, nomeadamente, o facto de as células crescerem de modo individual e nao
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organizado em tecidos ou em estruturas complexas, como é o caso das metastases osseas,
excluindo desta forma toda a agao do microambiente, esta abordagem pode ser utilizada com
o intuito de prever efeitos a nivel molecular que possam ser traduzidos na clinica ou para a

melhoria das terapéuticas atuais.

Perante a diminuigdo da sobrevivéncia celular verificada apods a irradiagio com o
radiofirmaco *?Ra, e devido a falta de estudos que demonstrem os mecanismos de atuagio
deste radiofirmaco a nivel molecular, tornou-se pertinente avaliar o perfil cinético do *’Ra
nas linhas celulares de cancro da prostata. Dado a existéncia de novos estudos que apontam
o *Ra como possivel terapéutica para o tratamento de metastases dsseas de osteossarcoma
(Anderson, Subbiah e Rohren, 2014), achou-se pertinente avaliar também os mesmos
parametros em células de uma linha celular dessa proveniéncia, a MNNG/HOS. Também para
ultrapassar estas limitagoes da falta de estudos de cinética que nos permitam estabelecer uma
comparacgio de resultados, optou-se por utilizar outro radiofarmaco, o *"Tc-HMDP. Este
radiofarmaco é utilizado na medicina nuclear para detegao de metastases osseas devido a sua
afinidade para o ido calcio presente na hidroxiapatite 6ssea, tal como o **Ra (Vallabhajosula,
Killeen e Osborne, 2010). Deste modo, aparentemente, ambos os radiofarmacos apresentam
o mesmo mecanismo de atuagao a nivel das metastases osseas, com uma estreita correlacao

com o iao calcio.

Os estudos de captagao demonstraram uma captagao superior, com significancia, do
radiofarmaco **Ra por todas as linhas celulares em estudo comparativamente ao " Tc-HMDP
A captagao maxima alcangada foi de 1,43% (1C95%: 1,33-1,53) para a linha celular PC3, de
1,39% (1C95%: 1,31-1,48) para a linha celular LNCaP e de 0,96% (1C95%:0,96-0,90) para a linha
celular MNNG/HOS, atingindo metade desta captagao passados poucos minutos apos o inicio
do estudo. O facto de, apesar de estes valores nao serem muitos elevados, serem sempre
superiores ao do radiofarmaco **"Tc-HMDP comprova a sua aplicabilidade terapéutica pois,
se a pequena quantidade de *"Tc-HMDP que é captada pelas células é suficiente para a
obtencio de imagem, também a percentagem de captacio de *Ra é suficiente para
desencadear alteragoes nas células. Outro aspeto importante sao as semelhangas observadas
entre os perfis das duas linhas celulares de CaP que, de acordo também com os resultados
obtidos no calculo da sobrevivéncia celular, podem demonstar uma possivel aplicabilidade da
terapéutica a um nivel mais precoce da doenca, correspondente a fase das metastases linfaticas
apresentada pela linha celular LNCaP. A captagio maxima alcanc¢ada pela linha celular PC3

estaria prevista de acordo com a literatura, sendo esta a linha celular mais agressiva
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representativa das metastases 6sseas de CaP, para o qual a terapéutica é dirigida (Tai et al,

2011).

O ™Ra é um mimico do célcio, contudo, tal como referido anteriormente, o seu
mecanismo de atuagao a nivel das células tumorais constituintes da metastase nao se encontra
totalmente esclarecido. Dado que, de acordo com os estudos de captagao, ha uma captagao
do radiofirmaco *’Ra quando colocado num meio com células tumorais LNCaP, PC3 e
MNNG/HOS, postulou-se a hipotese de que a entrada dos radiofarmacos mimicos de célcio
podera estar dependente dos canais de calcio existentes nas linhas celulares. Para determinar
este efeito recorreu-se ao uso do verapamil, um bloqueador dos canais de calcio, com a
capacidade de inibir a entrada de calcio tanto in vivo como in vitro (Seleem e Lashein, 2016).
Estes estudos demonstraram uma diminuicio com significAincia na captagio de **Ra,
salientando o facto de a linha celular PC3 ter apresentado uma diminuigao significativa de
1,43% (1C95%: 1,33-1,53) para 0,96% (IC95%: 0,89-1,02). Por outro lado, para o radiofarmaco
?"Tc-HMDP apenas se verificou uma diminuigio significativa para a linha celular LNCaP de
1,09% (1C95%: 1,06-1,11) para 0,39% (IC95%: 0,29-0,48), com reducao do tempo para o qual
se alcanga metade da captagao maxima. Estes resultados demonstram que existem diferencas
sobre o efeito do verapamil no modo de atuagao dos dois radiofarmacos, sugerindo que a
captacio do radiofirmaco *’Ra esta relacionada com os canais de calcio existentes. Isto
podera abrir uma nova janela terapéutica através da combinagio do *’Ra com agentes que
aumentem o influxo do radiofarmaco através destes canais de calcio e, consequentemente,

potenciar o efeito citotdxico no interior das células.

A bibliografia aponta para o facto de que o *’Ra quando é administrado vai dirigir-se
para as areas de renovagao Ossea, pelo que se concentra na superficie 6ssea (Florimonte,
Dellavedova e Maffioli, 2016). De acordo com os resultados anteriores € possivel afirmar que
ocorre captagao do radiofarmaco pelas células, no entanto, fica por esclarecer se esta capta¢ao
ocorre por adsorgao a superficie ou internalizagao. Através dos resultados por nos obtidos,
foi possivel determinar que a captagio do *?Ra, apesar de ocorrer alguma adsorcio a
superficie, ocorre maioritariamente por internalizagao, tanto a nivel do citosol como do
nucleo. Assim, e através dos resultados obtidos, observa-se que o radiofirmaco internaliza a
nivel do nlcleo das células numa percentagem de 34,1242,29% 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 sao valores relativamente baixos, no entanto, no contexto da radiagao

em estudo que apresenta elevada LET, com um efeito citotoxico elevado, esta quantidade é
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suficiente para diminuir a sobrevivéncia celular destas linhas celulares, tal como se observou

no ensaio clonogénico.

Tendo em conta que, para que a terapéutica com o “*Ra seja eficaz, no basta que o
radiofarmaco seja captado pelas células, mas também que fique retido o tempo suficiente para
exercer os seus efeitos citotoxicos, tornou-se importante avaliar a retengao do radiofarmaco
nas células em estudo. Estudos apontam que o *’Ra, quando aplicado clinicamente, vai
concentra-se nas zonas de elevada metastizacao 6ssea onde ira substituir o calcio a nivel da
hidroxiapatite na matriz 6ssea. Aqui vao ser emitidas particulas alfa de elevado LET, o que
resulta num efeito bioldgico elevado, com efeito citotoxico nos osteoblastos e células

tumorais adjacentes (Florimonte, Dellavedova e Maffioli, 2016; Suominen et al., 2015).

A retencdo do radiofirmaco **Ra demonstrou ser significativamente superior para
todas as linhas celulares comparativamente com o " Tc-HMDP. As células PC3 demonstraram
uma maior retengio, com significincia, do **’Ra, assumindo um valor de 3,99% (1C95%: 3,75-
4,24) comparativamente ao radiofirmaco ”"Tc-HMDP que apresentou um valor de 0,28%
(1C95%: 0,12-0,43). Também as células da linha celular LNCaP apresentaram uma retengao
estatisticamente superior em cerca de seis vez, comparativamente ao *"Tc-HMDP. As células
da linha celular MNNG/HQOS 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 nos realizados comprovou um perfil muito
semelhante para com as linhas celulares de CaP, o que as torna possiveis candidatas para o
uso desta terapéutica na pratica clinica, 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 semelhangas ao perfil
da linha celular PC3, com captagao do radiofarmaco, internalizagao no nicleo e retengao
comprovada do radiofirmaco **Ra. As células da linha celular LNCaP, tal como foi referido
anteriormente, sao derivadas de metastases linfaticas, com expressaio de recetores
androgénicos, apresentando um comportamento bioldgico similar ao carcinoma da proéstata
sensivel a androgénios (Tai et al, 2011). De acordo com a literatura, prevé-se que, quanto
mais precoce for tratado o carcinoma da prostata, provavelmente, menos resistentes serao as
lesoes malignas. Isto permite que a terapéutica aplicada seja mais eficaz, com efeito de atraso
na progressao da doenca ou, até mesmo, um possivel tratamento curativo e nao apenas um

aumento no tempo de sobrevivéncia, tal como acontece atualmente com as terapéuticas
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utilizadas para doentes de cancro da proéstata metastatico resistente a castragao (Miller e

Sweeney, 2016).

A viabilidade celular foi avaliada em todos os ensaios de cinética com o radiofarmaco
»Ra comprovando a viabilidade das células durante o decorrer das experiéncias, garantindo
assim que estes resultados nao 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 sensiveis, mesmo em condi¢coes normais,

quando em comparagao com as outras linhas celulares.
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Ao longo deste trabalho experimental, foi possivel avaliar in vitro os efeitos da irradiagao
interna em duas linhas celulares de carcinoma da prostata, a PC3 e a LNCaP, bem como o
perfil cinético e o modo de atuagio de dois radiofirmacos, *’Ra e " Tc-HMDP, em trés linhas
celulares distintas, duas de carcinoma da prostata (LNCaP e PC3) e uma de osteossarcoma

(MNNG/HOS).

O ensaio clonogénico permitiu avaliar a longo prazo o efeito da irradiagao interna com
?2Ra nas linhas celulares LNCaP e PC3, apresentando uma eficicia na redugio da sobrevivéncia
celular de modo dependente da dose, na ordem dos mGy. As linhas celulares comportaram-
se de acordo com modelos de agressao diferentes, correspondendo a linha celular LNCaP a
um ajuste linear quadratico e a linha celular PC3 a um ajuste linear. As células LNCaP
apresentaram uma maior radiossensibilidade. No entanto, comparando os modelos de
agressao obtidos, as células PC3 apresentam um modelo definido por representar danos
irreversiveis, ou seja, normalmente, caracterizado por quebras irreparaveis na dupla cadeia de

ADN.

Os estudos de cinética comprovaram a captagio do radiofirmaco **’Ra, em maior
percentagem do que o radiofirmaco *"Tc-HMDP, por todas as linhas celulares. Do mesmo
modo, também ficou comprovado que o *’Ra adsorve em pequenas quantidades a superficie

celular, sendo a maior parte internalizado tanto a nivel do citosol como do nucleo.

A linha celular PC3, derivada de metastases 6sseas do carcinoma da prostata, foi a que
apresentou valores mais elevados para todos estes parametros de cinética em estudo,
comprovando assim a aplicabilidade do uso terapéutico do radiofirmaco **’Ra para doentes
de carcinoma da prostata metastatico resistente a castragao, do qual esta linha é

representativa.

A linha celular LNCaP demonstrou ao longo dos estudos um perfil cinético com
semelhangas 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 radiofirmaco **Ra em fases mais precoces da doenga,
quando ainda nao foi alcangado o estado de resisténcia a castragao, para potenciar o seu uso
como terapéutica curativa, sob a forma de administracao individual ou em combinagao com

outros farmacos.

Através dos nossos estudos foi possivel concluir que a linha celular MNNG/HOS de

osteossarcoma também apresenta uma cinética semelhante as linhas celulares de carcinoma
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da prostata, mas com percentagens inferiores, indo de encontro a outros estudos realizados

sobre uma possivel aplicabilidade do *’Ra em osteossarcoma.

O uso do bloqueador de canais de calcio, verapamil, permitiu determinar que, na sua
presenca, ha uma variagio na cinética de captagio do **Ra traduzida na diminuigio significativa
da captagao do radiofarmaco pelas linhas celulares de carcinoma da prostata. Perante estes
resultados postula-se que o mecanismo de atuagio do radiofirmaco **Ra se encontra
diretamente relacionado com os canais de calcio, sendo a sua entrada na célula dependente

destes canais.

Em suma, os resultados apresentados e obtidos ao longo desta dissertagao, apontam o
uso do radiofarmaco **Ra como uma mais-valia no tratamento de doentes de carcinoma da
prostata metastatico resistente a castragdo e como uma possivel aplicagido terapéutica em
niveis mais precoces do estadio desta patologia, podendo ainda possivelmente ser aplicavel

como terapéutica noutros tumores malignos, como € o caso do osteossarcoma.

Deste modo, considera-se que o presente estudo € relevante para o avango de uma
area que ainda nao se encontra muito aprofundada e que podera implicar muitos beneficios
em termos clinicos. Assim, como perspetivas futuras deste trabalho, pretende-se avaliar os
danos celulares induzidos pela irradiagio com o radiofirmaco **Ra quer através de danos
diretos a nivel do ADN, quer através de danos indiretos, como por exemplo, através da
formacao de espécies reativas de oxigénio. Consideramos também relevante o estudo dos
tipos de morte associados a esta radiagao ionizante e os possiveis mecanismos de reparagao
de danos utilizados. E ainda importante avaliar e determinar proteinas envolvidas no
mecanismo molecular de entrada do radiofarmaco associado aos canais de calcio. Deste modo,
com o melhor conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos no modo de atuacao
do radiofarmaco **’Ra e dos danos induzidos, é possivel potencializar a utilidade terapéutica

do radio-223.
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