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“Nothing in life is to be feared, it is only to be understood. Now is the time to understand
more, so that we may fear less.”

Marie Curie






Agradecimentos






Seria impossivel concluir todo este trabalho de investigacdo sem o contributo de
diversas pessoas e de uma equipa multidisciplinar, a quem estarei sempre grato. Toda a ajuda,
os conselhos, a inspiracdo e a motivacdo que me deram ao longo desta etapa foram
absolutamente fundamentais para a poder concluir da melhor maneira, e por tudo isto nao
posso deixar de expressar o meu profundo agradecimento:

A Professora Doutora Maria Filomena Botelho, orientadora desta dissertacdo,
Professora da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra e diretora do Instituto de
Biofisica, pela disponibilidade e pelas criticas construtivas na revisao do manuscrito, e por ser
um exemplo na partilha do conhecimento cientifico.

A Professora Doutora Margarida Abrantes, orientadora desta dissertacdo e Professora
da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, pela amizade, apoio e disponibilidade
constante que sempre demonstrou, por toda a ajuda importante que me deu ao nivel do
conhecimento cientifico, e pelo tempo e paciéncia dedicados a revisdao deste manuscrito.

A Mestre Inés Marques, que inicialmente me ensinou tudo aquilo que necessitava
saber, pela colaborag¢do constante, por me ter ajudado tanto no laboratério e na analise
estatistica e por estar sempre disponivel.

Ao Dr. Paulo Teixeira, por estar disponivel sempre que precisei, pela enorme simpatia
e ajuda crucial na obtenc¢ao das imagens morfoldgicas.

Ao Centro Hospitalar da Universidade de Coimbra, nomeadamente aos profissionais
do Servico de Medicina Nuclear por permitir o bom funcionamento deste projeto através da
dédiva do radiofarmaco ??*Ra.

Aos mestres Ricardo Teixo, Rita Neves e Gongalo Brites, por toda a ajuda que sempre
me deram e pelos conselhos experientes que me foram bastante Uteis.

Ao Doutor Fernando Mendes, por estar sempre disponivel e ter sido importante no
aumentar dos meus conhecimentos cientificos.

A Isabel, Adriana e Simone, por tornaram o dia a dia no laboratério mais alegre e por
toda a ajuda que sempre me deram.

Ao Miguel, por ser um verdadeiro amigo e padrinho que Coimbra me deu, por me ter
ajudado sempre a todos os niveis e me ter proporcionado momentos de felicidade.

Ao meu amigo de infancia Cristiano, que cresceu comigo e por continuar a ser um bom

conselheiro apesar da distancia.

Vi



Aos meus grandes amigos Antonio e David, que foram durante estes 5 anos os
melhores exemplos de amizade que podia ter conhecido.

A todos os restantes colegas e amigos da Faculdade, pelos bons momentos vividos e
que ficardo sempre na minha memoria.

A toda a familia do Sporting Clube Povoense, ao qual pertenco com muito orgulho,
pela boa disposicdo que sempre demonstram, pelos momentos felizes vividos e ainda por
viver, e por serem um exemplo de que com trabalho é possivel alcancar bons resultados.

Ao meu tio Bruno, pelo interesse que sempre manifestou pela minha vida académica.

Aos meus tios José e Lucia, e a minha prima Carolina, por estarem sempre presentes,
e por todo o carinho que sempre tiveram para comigo.

Aos meus avés Carlos e Fatima, pelo carinho e apoio incondicional, por me tratarem
sempre tdo bem e me facilitarem a adaptacdo a Coimbra.

A minha avé Bertina, por ser uma pessoa tdo fundamental na minha vida, pela
preocupacdo constante e por querer sempre o melhor para mim

Ao meu avo José, que tao cedo partiu e de forma tdo inesperada, o meu agradecimento
eterno. Tenho a certeza de que neste momento estards orgulhoso de tudo o que alcancei.

A Adriana, pelo amor e carinho incondicional que me deu ao longo de toda esta etapa,
por me motivar diariamente e ser um exemplo para mim.

Ao meu irmdo Ricardo, por ser o meu melhor amigo, por todos os bons momentos
vividos e que ainda temos para viver, pela alegria e sensatez que sempre demonstra e por ser
o melhor exemplo que podia ter de que com esforco, sacrificio e trabalho tudo é possivel de
alcancar.

E, por ultimo, aos meus pais, as pessoas mais importantes da minha vida, porque sem
eles nada disto seria possivel. A educacdo, o amor, os valores, o conhecimento e o apoio que
me transmitiram dia apds dia foram sem duvida a maior motivacdo que podia ter, orientando-
me e direcionando-me sempre no caminho correto. Obrigado por apostarem sempre em mim,
pelas palavras certas nos momentos certos, por todos os sacrificios que fizeram. Tudo isto é

por voceés.

viii



Indice






(=T 0T 1 o Lo TN 3

ABSTIACT ... .ottt e e bt e e b e e e s b et e st e e e b e e e bt e e s be e e hbeesabeeeneeenneeenans 7
Lista de Abreviaturas, FOrmulas @ SImbol0s................uuuui s aaaaaaes 11
PR 1Y { o Yo 1U T =T F USSP 19
1. CANCRO DA PROSTATA ..ottt st ee sttt sttt sttt s ssssssasasasasasas s s et asasssssssstetssnsats 21

0 B o o ) | - IR UV P PP RTOPSTPPPT 21

O o 1To 1= o Yo ] [o = - PR 22

L.3.  CAUSAS . ceiii ittt et e s et e e s a e e e s era e e e s eanee 24

1.4.  Diagnostico € EStadiamento......c.ueeiiciiiii ittt et e e e aae e e eanes 26

1.5 TratamENTO..cc i 32
2. CARCINOMA DA PROSTATA AVANGADO........cuiuieieieiieeieeeteteeeeeteee et teeseseesesesssessssssasassssesesssesans 34
3.  CARCINOMA DA PROSTATA METASTATICO RESISTENTE A CASTRAGAO ....c.covvveeeererrrieeeereeans 36
B, TERAPEUTICA. ..ottt bbb 37
5. ?2Ra NO TRATAMENTO DO CPIVIRC ....uoouiiuitiiiieieieeteeteete e e te et st a s eseeseeteeresbesae s e s enseseesaesesrenan 39
| PO ]+ Y T=] 41 o X PSPPSR 47
I, Materiais @ IMETOUOS.........cccueiiiiiiiiie ettt sttt e st e et e e s abe e sbe e e sabeesabeesseeesbeeenns 49
1. CULTURA CELULAR ..ottt ettt ettt sttt ettt b e sb e st st st et ebe e bt e sbeesaeesateemteebeenbeesbeesanenas 51
2. AVALIACAO DA CINETICA DO 23R cceeeeeeeeeeeeeeeeseeeeessesteseseeseesesesesessesesessessesssssssessssesessssessssseens 52
3. AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR PELO ENSAIO DO AZUL DE TRIPANO........cceoveveverereerennen. 53
4. ANALISE DA PROLIFERACAO CELULAR PELO ENSAIO DA SULFORODAMINA B......ccevvvericrerrnennne 54
5. ANALISE DA SOBREVIVENCIA CELULAR PELO ENSAIO CLONOGENICO .....cocvevevreeeererrrieeeeneeenns 56
6. AVALIACAO DA MORFOLOGIA PELO METODO MAY-GRUNWALD GIEMSA .......ovvrererererererennns 57
7. AVALIACAO DOS EFEITOS DO ?2°Ra EM ESTRUTURAS 3D DE CANCRO DA PROSTATA.................. 59
8. ANALISE ESTATISTICA ...ouvmieieriereietitieesesieie ettt 62
LY 1=t T [ T 65
1. AVALIAGAO DA CINETICA DO 22Ra....cucureiecrerieeiiesaessessesssesesssesssassesessssesassessssssasassesssassessassesans 67
2. ANALISE DA PROLIFERAGCAO CELULAR PELO ENSAIO SRB.......cooveveveveeeteteeeeeeeseteeeeeesessesesesenesenenns 68
3. ANALISE DA SOBREVIVENCIA CELULAR PELO ENSAIO CLONOGENICO .....ccvvmvmiririiereiiereeneenees 73
4.  AVALIACAO DA MORFOLOGIA PELO METODO MAY-GRUNWALD GIEMSA ........cooereerrererrrernnnn. 75
5. AVALIAGAO DOS EFEITOS DO ?2*Ra EM ESTRUTURAS 3D DE CANCRO DA PROSTATA.................. 78
R 0 1Yol U1 T J 83
VI. Conclusdes e Perspetivas FULUIas ...c..cicuiiieiiiieiiiiiiieeiiieniiieeierensistnsessneserensessnsessnssssnssssnsssnes 93

VI BIblIOGrafia..........cooiiieieeeee ettt ettt e e ettt sae e besbe e e e et s s aes et e s ansaaeene 97






Resumo






O cancro da préstata é o segundo tipo de neoplasia mais frequente em homens a nivel
mundial e a quinta causa de morte relacionada com o cancro. Nos paises mais desenvolvidos,
o cancro da proéstata é o tipo de cancro mais frequente em homens. A terapia hormonal por
privacdo de androgénios (ADT) tem sido aceite como o tratamento standard para o carcinoma
da préstata; no entanto, apesar de se observar uma resposta inicial favoravel, muitas vezes
esta é de curta duracgdo. A fase da doenca em que nao ocorre resposta a terapéutica por
castracdo e quando simultaneamente surgem metdstases dsseas designa-se por cancro da
prostata metastatico resistente a castracdo (CPMRC), verificando-se um alto indice de
mortalidade. O radiofarmaco R&adio-223 (??3Ra) surge como alternativa terapéutica por
apresentar eficdcia comprovada no aumento do tempo médio de sobrevida do doente,
formando complexos com a hidroxiapatite em areas de remodelagdo éssea.

O objetivo primordial deste projeto foi compreender os efeitos do 222Ra numa linha
celular normal, ndo tumoral, e realizar testes complementares de modo a comparar os
resultados obtidos entre as células tumorais e as células normais.

Numa primeira fase desta dissertacdo avaliou-se a cinética do 222Ra numa linha normal
do epitélio da préstata, a linha RWPE-1, através da realizacdo dos estudos de captacdo. De
seguida estudou-se os efeitos nas trés linhas celulares ao nivel da proliferacdo celular, com
recurso ao ensaio SRB, e da sobrevivéncia celular, obtendo os fatores de sobrevivéncia celular
através do ensaio clonogénico. Os efeitos do 2?2Ra foram igualmente estudados a nivel
morfoldgico através do método de coloragao May-Griinwald Giemsa e por fim desenvolveu-
se e foi otimizado um protocolo de obtencdo de estruturas tridimensionais de células,
sujeitando-as aos efeitos do 2?3Ra. Os efeitos foram estudados recorrendo ao ensaio de
morfologia.

Verificou-se que existe captacdo de 222Ra por parte das células da linha RWPE-1, sendo,
no entanto, inferior comparativamente com as linhas celulares tumorais. Através do ensaio
SRB, 48 horas apds a irradiacdo, na linha celular RWPE-1 n3o ocorreu altera¢cdes na
proliferacdo celular comparativamente com as linhas celulares tumorais PC3 e LNCaP, que
sofreram uma diminuicdo da proliferacdo com o aumento da dose. No entanto, no ensaio SRB
8 dias apds a irradiacdo, a linha celular RWPE-1 sofreu uma diminuicao na proliferacao celular
comparativamente com as linhas celulares PC3 e LNCaP. Estes dados sdo corroborados pelo
ensaio clonogénico, pois também se verifica uma diminuigao do fator de sobrevivéncia para a

linha celular RWPE-1.



A andlise da morfologia revelou evidéncias de necrose para as linhas celulares
tumorais, 48 horas apds a irradiagdo, sendo que para a linha celular RWPE-1 ndo sdo visiveis
aspetos tipicos de morte celular. Estes dados corroboram os resultados obtidos no ensaio SRB
realizado 48 horas apds a exposi¢do ao ?2*Ra.

Os ensaios preliminares realizados com o objetivo de obter culturas 3D da linha celular
tumoral PC3 através do método de levitagdo magnética foram bem-sucedidas, tendo-se
obtido culturas com organizacdo espacial esférica, conferindo-lhes um aspeto tridimensional.
Na anadlise morfolégica ndo foram visiveis os aspetos morfoldgicos de morte celular esperados.

Assim, com este trabalho foi possivel concluir que o 223Ra apresenta maior seletividade
para as linhas tumorais do que para as células normais, e que o seu efeito aumenta com o
aumento da dose e também com o tempo apds a irradiacao. No que diz respeito as culturas
3D de células tumorais de cancro da prdstata foi possivel estabelecer um protocolo de

execucdo capaz de ser reprodutivel em ensaios futuros.

Palavras-chave: Radio-223; cancro da prdstata; RWPE-1; efeitos da radiacdo.



Abstract






Prostate cancer is the second most common form of neoplasm in men worldwide and
the fifth leading cause of cancer-related death. In developed countries, prostate cancer is the
most common type of cancer in men. Androgen deprivation hormone (ADT) therapy has been
accepted as the standard treatment for prostate carcinoma; however, despite the favorable
initial response which can be observed, it is often short-lived. The stage of the disease in which
there is no response to castration therapy and when bone metastases occur simultaneously is
called castration-resistant metastatic prostate cancer (CPMRC), with a high mortality rate. The
Radium-223 (??Ra) is a therapeutic alternative because it has proved effective in increasing
the patient average survival time, forming complexes with hydroxyapatite in areas of bone
remodeling.

The primary objective of this project was to understand the effects of 2?3Ra on a
normal, non-tumor cell line and to perform complementary tests to compare the results
obtained between tumor cells and normal cells.

In a first part of this dissertation, the kinetics of 222Ra were evaluated in a normal cell
line of prostate epithelium, the RWPE-1 cell line, through the uptake studies. The effects on
the three cell lines at the level of cell proliferation, using the SRB assay, and cell survival, were
then studied, obtaining the cell survival factors through the clonogenic assay. The effects of
223Ra were also studied at the morphological level through the method of staining May-
Grinwald Giemsa and finally a protocol for obtaining three-dimensional cell structures was
developed to study %?3Ra effects using morphology assay.

223Ra uptaked by RWPE-1 cells was lower compared to tumor cell lines. Through the
SRB assay, 48 hours after irradiation, in the RWPE-1 cell line there were no changes in cell
proliferation compared to the PC3 and LNCaP tumor cell lines, which underwent a decrease
in proliferation with increasing radiation dose. However, in the SRB assay 8 days after
irradiation, the RWPE-1 cell line suffered a decrease in cell proliferation compared to the PC3
and LNCaP cell lines. These data were corroborated by the clonogenic assay, in which there
was also a decrease in the survival factor for the RWPE-1 cell line.

Morphology analysis revealed evidence of necrosis for tumor cell lines 48 hours after
irradiation, and typical aspects of cell death are not visible for the RWPE-1 cell line. These data

corroborate the results obtained in the SRB assay performed 48 hours after exposure to 2%Ra.



Preliminary tests performed with the objective of obtaining 3D cultures of the PC3
tumor cell line through the magnetic levitation method were successful, obtaining cultures
with spherical spatial organization, giving them a three-dimensional appearance. In the
morphological analysis the morphological aspects of expected cell death were not visible.

Thus, with this work it was possible to conclude that 222Ra presents greater selectivity
for tumor lines than for normal cells, its effect increases with increasing dose and with time
after irradiation. With respect to 3D cultures of prostate cancer tumor cells it has been
possible to establish an implementation protocol capable of being reproducible in future lab

experiences.

Key-words: Radium-223; prostate cancer; RWPE-1; radiation effects.
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controlo. As diferencas estatisticamente significativas representam-se com ## para p<0,01 e ### para
p<0,001 quando comparados os valores dos fatores de sobrevivéncia entre as diferentes doses de
T =T L= Tor= [ TR PRSP 74
Figura 22: Andlise morfoldgica das células RWPE-1, PC3 e LNCaP apds coloragao das células com
recurso ao corante May-Griinwald-Giemsa. As linhas celulares foram expostas a doses de 0,4 e 4 mGy
de 2%Ra, para além da auséncia de exposi¢do a radiacdo (Controlo). Os ensaios foram realizados 48h
apos airradiagdo. As imagens foram obtidas com recurso a um microscépio ético e apresentam-se com
Ul o eI oY o] [T Tor-To Xo [T 0 [0 ) USSR 77
Figura 23: Andlise morfoldgica da estrutura 3D das células PC3 apds aplicagdo do método de levitacdo
magnética. Os resultados foram obtidos expondo as linhas celulares a dose de 10 mGy de 2%Ra, para
além da auséncia de exposicdo a radiacdo (Controlo). Os ensaios foram realizados 48h apds a
irradiagdo. As imagens foram obtidas com recurso a um microscépio 6tico e apresentam-se com uma

s g] o] I Tor-To JNo [T 10 [0 G PRSP 79
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1. CANCRO DA PROSTATA

1.1. Préostata

A préstata é um oérgdo parcialmente glandular e muscular que se encontra
exclusivamente no sistema genital masculino. A sua principal funcdo é a producdo de um
fluido alcalino que faz parte da constituicdao do sémen, contribuindo para a sua mobilidade e
nutricdo (Dunn e Kazer, 2011).

Em termos anatdmicos, a prostata encontra-se localizada inferiormente a bexiga e em
anteriormente ao reto (Figura 1). Lateral e medialmente encontram-se também as vesiculas
seminais, responsaveis pela producdo do liquido seminal que se vai juntar a secrecao
prostatica e aos espermatozoides. A uretra atravessa a préstata e transporta a urina e o
esperma para o exterior através do pénis. As dimensdes prostaticas variam de acordo com a

idade, podendo tornar-se bastante maior em homens mais velhos (Bosch et al., 2007).

Seminal
vesicle

Prostate

Cancerous
tumor

Figura 1: Localiza¢do da préstata no sistema reprodutor masculino (Adaptado de American
Cancer Society, 2016)

O tamanho anatdmico médio de uma prdstata saudavel de um adulto jovem é de cerca
de 28 a 47 cm (Dunn e Kazer, 2011).

Ao longo do século XX, McNeal desenvolveu um conjunto de estudos que lhe
permitiram criar um modelo estrutural para a prdstata, dividindo-a em 4 seccdes

histologicamente distintas e separadas anatomicamente, sendo 3 delas glandulares, a zona
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periférica, a zona central e a zona de transicdo, e sec¢ao zona ndo glandular denominada de
zona fibromuscular e que se localizada anteriormente.

A zona periférica constitui cerca de 70% de todo o tecido glandular. Esta zona cobre a
parte posterior e lateral da prdstata, sendo a parte que é palpavel aquando do exame do
toque retal (DRE, derivado do inglés digital rectal examination). Esta area é onde
normalmente se localizam a grande maioria dos carcinomas e outras patologias benignas
como a prostatite créonica (Muruve, 2017).

A zona central é a drea que envolve os ductos ejaculatérios, corresponde a 25% da area
glandular. Poucos cancros se desenvolvem nesta regido, representando entre 1 a 5% da
totalidade dos tumores na prostata (Muruve, 2017). As diferencas histoldgicas acentuadas
entre esta zona e a zona periférica conferem diferengas bioldgicas importantes (Mcneal,
1981). A zona central é descrita como uma porc¢ao de tecido glandular que constitui a maioria
da base da prostata (Aaron et al., 2016).

A zona de transicdo é descrita como tendo dois lI6bulos laterais. A zona de transicao é
onde a hiperplasia benigna prostatica ocorre e pode levar a obstrucao da bexiga onde um
adenoma pode crescer até atingir um tamanho significativo (Muruve, 2017). A zona de
transicdo é constituida por dois I6bulos iguais de tecido glandular lateralmente a uretra. Esta
porcao da préstata esta envolvida maioritariamente no desenvolvimento de hiperplasia
benigna prostatica (HBP) (Hammerich et al., 2009).

A zona fibromuscular anterior representa 30% do volume da prdstata, ndo tem
qgualquer elemento glandular e é praticamente composta somente de tecido muscular liso e

fibroso (Marangoni, 2011).

1.2. Epidemiologia

O cancro da prdstata é o segundo tipo de cancro mais frequente em homens a nivel
mundial e a quinta causa de morte relacionada com o cancro, estimando-se que 1,3 milhdes
de novos casos ocorram em 2018. Nos paises mais desenvolvidos, no entanto, o cancro da
prdstata € mesmo o mais frequente em homens (GLOBOCAN, 2018),

A taxa de mortalidade deste tipo de cancro tem vindo a diminuir ao longo dos anos,
especialmente na Europa e nos Estados Unidos. Este facto tem sido associado a uma detecdo

cada vez mais precoce, em estadios onde ainda é possivel tratar, a um maior conhecimento

22



Introdugao

dos fatores de risco e causas e também a melhoria das terapéuticas disponiveis (Center et al.,
2012).

A incidéncia e a mortalidade diferem muito consoante a regido geografica, como
podemos ver na figura 2. As incidéncias mais altas ocorrem na Austrdlia/Nova Zelandia, Este
da Europa, Norte da Europa e América do Norte, e a mais baixa ocorre no continente Asiatico.
Relativamente a taxa de mortalidade, a mais alta encontra-se na regidao do Caribe e no
continente Africano, a mais baixa na Asia (GLOBOCAN, 2018). Existem varias explicacdes para
esta diferenca tdo acentuada nas taxas de mortalidade entre paises. Estas grandes diferencas
podem dever-se ao fator ambiental, as diferencas de tratamento e a ma atribuicdo da causa
de morte. Um estudo efetuado comparou os dados estatisticos do cancro da préstata da
populagdo masculina Japonesa imigrante no Estados Unidos com populagdo masculina
Japonesa a viver no Japdo e concluiu que no caso da populacdo migrante as suas estatisticas
comegam-se a assemelhar as da populacdo local. A faixa etaria aquando da emigragao e o
numero de anos que decorreram apds a mudanca parece relacionar-se com essa diferenca

(Shimizu et al., 1991).

AustraliaMew Zaalans

Morthaern Ewrope
‘Westlern Ewrope
tham Armatics Frarcs,
Nartham America Guaddoipe
Carbbean H—-1-—-+4— — B2

Zauthem Africa
Southarm Evope
South Amarica
Wicrsnasia/Polynesia
Cearilral Amesica
Eastern Ewope
Midcle Afica
Malanesin

Waslom Afica
Wastem Asia
Easbam Africa
Easlem Asia
Morthem Alica
South=Eashem Asia

Soulk Carfra] Asis

Age-gtandardized (W) rate per 100,000

Iresdence _ Marlalily

Figura 2: Incidéncia e mortalidade do cancro da préstata a nivel mundial (Adaptado de
GLOBOCAN, 2018)
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Entre os anos de 1986 e 2006 verificou-se uma alteracdo na taxa de mortalidade por
cancro da préstata em Portugal, diminuido cerca de 3,1% por ano (Bastos et al., 2011). Dados
relativos a 2012 indicam que em Portugal o cancro da prdstata é a uma das principais causas
de morte oncoldgica, sendo mesmo a neoplasia com maior incidéncia no sexo masculino
(Figura 3). Anualmente tém sido registados 6662 novos casos e cerca de 1500 mortes

derivadas deste tumor (Marques, 2016).

Prostate

Colorectum

Lung

Eladder

Stormach

MNon-Hodgkin mphoma
Lip, oral cavity

Laryr

Liver

Leukaamia

Other pharyrx

Kidney

Brain, nervous system
Pancreas

M Incidence
Melanoma of skin W Mortality

0 20 40 60 80

Figura 3: Incidéncia e mortalidade por cancro relativo ao sexo masculino, em Portugal, por
cada 100 mil habitantes. A cor azul representa a incidéncia e a vermelha a mortalidade.
(Adaptado de GLOBOCAN, 2012)

1.3. Causas

O fator de risco mais importante no desenvolvimento do cancro da prostata é a idade
avancada. Estudos estatisticos demonstram que 75% dos casos envolvem homens com idade
superior a 65 anos (Spickett e Robertson, 2011), e que é muito raro que aconteca em idades
inferiores a 40 anos. Estes dados demonstram que o envelhecimento tem um papel
fundamental na probabilidade de ter ou ndo ter a doenca. No entanto existem outras causas
gue também fazem variar as taxas de incidéncia, como é o caso da etnia.

E ainda muito pouco claro a influéncia da etnia no desenvolvimento do cancro da
prostata, podendo estar relacionada com fatores como o acesso as condi¢cdes de saude e
educacdo, nutricdo e ambiente (Dunn e Kazer, 2011). No entanto, é um facto que o grupo

racial e étnico afro-americano é aquele que apresenta o risco mais elevado de metastizacdo e
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maior mortalidade, principalmente numa idade jovem e comparando com a populacdo
caucasiana, devendo-se a uma possivel instabilidade bioldgica desta populacdo (Powel et al.,
2014). Umas das hipdteses mais fortes é o elevado nivel de testosterona na circulagdo
sanguinea que os individuos de etnia africana apresentam, superior a todos os restantes
grupos. A testosterona é o principal potenciador do crescimento da prdstata, e as
concentragoes séricas de di-hidrotestosterona (DHT), formada a partir da catdlise promovida
pela enzima 5a-redutase, correlacionam-se com o risco de cancro da préstata (Zeigler-

Johnson et al., 2008).

O histdrico familiar é outro fator de risco associado ao desenvolvimento desta doenca.
O risco de ter carcinoma na préstata em homens que tenham um familiar de primeiro grau
com a doenca aumenta exponencialmente (American Cancer Society, 2016). Esse risco
depende do nimero de familiares que tenham a doenca e da idade a que o diagndstico ocorre,
aumentando ainda mais se esse familiar for diagnosticado numa idade inferior a 60 anos
(Hogle, 2009). Estudos efetuados demonstraram que o risco é cinco vezes maior se o nimero

de familiares diretos com histérico da doenca for superior a dois (Bashir, 2015).

Estudos gendmicos identificaram mais de 100 variantes que se relacionam com o risco
hereditario de cancro da prostata (Figura 4). Mutacdes em genes, tais como BRCA1 (Breast
cancer 1, early onset), BRCA2 (Breast cancer 2, early onset), MSH2 (MutS Homolog 2) e
HOXB13 (Homeobox B13), também estdo associadas a cancros mais agressivos e numa idade
mais jovem, com a mutacdo no gene BRCA2 (associada ao cancro da mama) a representar
entre 1,2 a 1,8% da globalidade de casos (Pritchard et al., 2016). Em muitos dos casos ainda
ndo se conhece de forma exata o mecanismo que faz com que as mutac¢des tenham influéncia
no processo da carcinogénese, como é o caso do gene HOXB13. Este gene codifica um fator
de transcricdo importante durante o desenvolvimento embriondrio, mas também se sabe que
participa no processo de carcinogénese porque regula a transcricdo do recetor de androgénios
(RA), e é essa interacdo que promove a diferenciacdo do tumor (Adjakly et al., 2015; Liu et al.,

2016).
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Disease or Genes (locus) Mutations/Variants
comorbidity

Hereditary prostate HPCI/RNAS EL Mutations: E265X.
cancer (1g24-25) Metlle,

471delAAAG:
Variants: Arg462Gin,
Glu541Asp

PCaP (1g42-43) Unidentified

HPCX (Xq27-28) Unidentified

HPC20(20q13) Unidentified

(17pll) Mutations:
Arg781His,
1641insG,
Glu2l16stop
Variants: Glu622Val,
Ser217Leu,
Ala541Thr

PG1/MSRI1 (84 22-23)  Mutations: Arg293X,
Aspl74Tyr,
Pro36Ala, Ser41Tyr,
Vall 13Ala,
Gly369Ser.
His441Arg
Variants: Pro275Ala,
PRO3, INDEL1,
IVS5-59, INDEL7

Hereditary prostate BRCA2 (13g12-13) 605 1delA (exonll),
cancer/breast 999del5, 617del5
cancer

Hereditary prostate CAPB (1g36) Unidentified

cancer/brain cancer

Figura 4: Hereditariedade do cancro da prdstata: mutagdes mais conhecidas. Adaptado de
(Adjakly et al., 2015)

1.4. Diagnéstico e Estadiamento

O diagndstico do cancro da prdstata numa fase inicial é de extrema importancia de
forma a evitar as complicacbes associadas a progressdao da doenca. Alguns dos exames
utilizados neste diagndstico sdo o exame do toque retal e a detecdo do antigénio especifico
da prostata (PSA, derivado do inglés prostate-specific antigen) (Heidenreich et al., 2011).

O toque retal enquanto exame da prdstata é um exame fisico importante na avaliacao
clinica dos doentes com cancro prostatico. Tem como objetivo avaliar o tamanho, a
consisténcia e a forma da prdstata, para identificar a presenca de nddulos. Apesar da sua
importancia, o facto de apenas ser possivel a palpacdao das partes posterior e lateral da
prostata faz com que este exame apresente algumas limitacdes, pois 40% a 50% dos tumores
podem ndo ser detetados (Amorim et al., 2011).

O PSA é uma proteina com func¢do enzimatica (protease) produzida pelas células
epiteliais da préstata. E um elemento do fluido seminal necessario para a ejacula¢do, estando
presente na circulagcdo sanguinea. Quanto mais elevado for o valor sérico de PSA, maior sera
o risco de ter cancro da préstata (Figura 5). Este exame é bastante sensivel, mas pouco
especifico (Dunn e Kazer, 2011; Bacelar Junior et al., 2015).
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PSA level, ng/ml Risk of PCa, %
0-0.5 6.6
0.6-1 10.1
1.1-2 17.0
2.1-3 239
3.1-4 269

PCa = prostate cancer; PSA = prostate-specific antigen.

Figura 5: Relacdo entre as concentragGes séricas de PSA e o risco de cancro da prdstata.
Adaptado de (Heidenreich et al., 2011)

Problemas na arquitetura normal da prdstata, como traumas ou prostatite associada
ao envelhecimento, provocam o aumento da concentra¢dao de PSA circulante. O uso da
avaliacdo da concentracdo de PSA, embora reconhecido enquanto método de diagndstico
populacional e de seguimento, permanece controverso e algo imperfeito devido a evidéncias
de sobrediagndstico e sobretratamento. O facto do PSA ser sintetizado tanto pelas células do
cancro da préstata como pelas células normais faz com que este ndo seja um biomarcador
especifico e ideal (Greene et al., 2009).

Uma das formas de aumentar a especificidade e a seletividade do teste, especialmente
na presenca de baixas concentracdes totais, é utilizar a fracdo livre do PSA. No plasma a maior
parte do PSA estd ligado as proteinas do plasma (forma complexada), enquanto outra por¢ao
se encontra livre. Doentes com cancro da prdstata tém tendéncia para ter menores valores
de PSA livre, uma vez que as células malignas da préstata estdo associadas a producdo de PSA
que se liga a proteinas plasmaticas. Logo, quanto menor for a percentagem de PSA livre
relativamente ao PSA total, maior serd a probabilidade de estarmos perante um caso de
cancro da prostata. Desta forma é possivel reduzir o nimero de bidpsias para niveis de PSA
entre 4.0 e 10,0 ng/mL. (Greene et al., 2009; Larcher e Hughes, 2015).

Na Europa a bidpsia prostatica é recomendada quando as concentragdes séricas de
PSA sdo superiores a 4 ng/mL (Bacelar Junior et al., 2015).

As concentracdes séricas de PSA variam consoante a idade e a racga, existindo variacdes

associadas a fatores genéticos, a toma de farmacos e a obesidade (Fowke et al., 2006; Loeb et
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al., 2012). Apenas cerca de 25% dos homens com niveis de PSA entre 4,0 e 10,0 ng/mL
apresentam bidpsias positivas (Lewis et al., 2017).

Aincorporacao do PSA na pratica clinica alterou a epidemiologia do cancro da préstata.
Ndo sendo um biomarcador ideal, atualmente é o mais usado no diagndstico e no seguimento
deste tipo de cancro, sendo a principal ferramenta disponivel para estimar o estado do tumor
(Placer e Morote, 2011).

No fundo, o teste do PSA é usado para definir e caracterizar o cancro da prdstata de

modo a escolher a terapia adequada a utilizar (Figura 6).
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Candidatos para testes de detegdo precoce:

Teste PSA aos 40 anos com tempo expetdvel de vida de 10 ou mais anos

|

Que testes devem ser indicados?

4/\>

PSA e DRE

|

Histdria familiar, raca, evolugao do PSA, bidpsia anterior

4/\>

1. DRE anormal/PSA baixo para Ambos os testes sdo baixos/ndo

a idade (causas possiveis: suspeitos

cancro da prostata, hiperplasia

benigna prostatica, infecao,

trauma, etc.)
Regressar regularmente para teste

2. PSA elevado para a idade <

PSA e DRE
3. DRE anormal e PSA elevado SAe

| !

Aconselhar paciente relativamente
Bidpsia ndo realizada

aos riscos e aos beneficios da bidpsia | —

!

Bidpsia realizada,

estendida, anestesia Bidpsia negativa

\4

local

|

Discussdo sobre
Vigilancia ativa ou
Bidpsia positiva —»| gestdoeavaliagdo |—p
tratamento
do risco

Figura 6: Esquema representativo de todos os passos a seguir na fase de deteg¢do precoce do
cancro da prdstata. Adaptado de (Greene et al., 2009)
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O método de classificacdo mais utilizado para avaliar histologicamente o tecido
prostdtico e estratificar as bidpsias do cancro da prostata, influenciando a estratégia de
tratamento posterior, é a escala de Gleason. As alteracdes sdo classificadas em cinco graus,
numerados de 1 a 5, o que permite caracterizar a sua diferencia¢do relativamente ao tecido
normal. O grau 1 corresponde a um tumor bem diferenciado e o grau 5 corresponde a um
tumor muito pouco diferenciado (Figura 7) (Tabesh et al., 2007; Santos et al., 2004).

O resultado final da classificagdo de Gleason corresponde a soma de 2 componentes:
o grau do padrao predominante (primario) e o grau do padrdao secundario, sendo que o
resultado pode ir de 2 (1+1) a 10 (5+5) (Bacelar Junior et al., 2015).

Existe uma grande quantidade de definicdes de cancro da préstata de “baixo risco”.
Atualmente a mais aceite a nivel mundial foi introduzida por D’Amico e corresponde a um
grau de Gleason igual ou inferior a 6, PSA menor que 10 mg/mL, e um tumor que ou ndo é

palpavel ou é palpavel somente em menos de metade de um lébulo da prdéstata (Klotz, 2013).

Figura 7: Escala de Gleason. Adaptado de (Shah e Zhou, 2016)

Relativamente ao sistema de estadiamento, o sistema TNM [tumor primario (T);
ganglios linfaticos (N); metastases a distancia (M)] para o cancro da préstata foi definido em

1992, quando a International Union Against Cancer e a American Joint Committee on Cancer
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se juntaram para adotar um critério unificado sobre o estadiamento do cancro (Andreoiu e

Cheng, 2010).

Embora este sistema seja aceite como um todo pela comunidade cientifica, ainda

existe alguma incerteza na aplicacdo de algumas subclassifica¢cdes (Cheng et al., 2011).

Analisando este sistema de estadiamento da préstata (Figura 8) é possivel dividir a
patologia em trés grupos: confinada a prdéstata, quando se encontra apenas ai localizada,
sendo detetdveis clinicamente e radiologicamente e onde se inclui 0 T1 e 0 T2 (a auséncia ou
a existéncia de um nddulo na préstata detetado aquando do toque retal define a categoria T1
ou T2); avancada, quando a doenca evolui para além da cdpsula prostatica, designando-se por
T3, e atinge até estruturas adjacentes (T4); e o cancro da préstata metastizado, em que o
tumor avanca para a regiao dos ganglios linfaticos (N) e forma metastases distantes no osso

(M) (Soylu et al., 2012).

Evaluation of the (primary) tumor (T)
Clinical
TX: can not evaluate primary tumaor
T no evidence of primany tumaos
T1: clinically inapparent tumor neither palpable nor visible by imaging
T1a: tumor was incidentally found in less than 5% of prostate tissue resected
T1b: tumor was incidentally found in more than 5% of prostate tissue resected
T1c: tumor wias found in a needle blopay performed because of elevated serum PSA
T2: tumor confined within prostate’
T2a- the tumor is in half or less than half of one of the prostate gland's 2 lobes
T2h: the tumnor is in more than half of one lobe, but not both
T2e: the tumor is in both kobes
T3: the tumor has spread through the prostatic capsule (if it (s only part-way through, it is stll T2)
T3a: the tumor has spread through the capsule on one or both sides
T3k the tumor has invaded one or both seminal vesicles
T4: the tumor has invaded adjacent structures other than seminal vesicles (e.g. external sphinctes, rectum, bladder, levator
muscles, andfor pehic wall)
Pathologic {pTy
pT2: organ confined
pT2a: unilateral, one-half of one side or less
pT2b: unilateral, invodving more than one-half of side but not both sides
pT2e: bilateral diseaze
pT3: exfraprostatic extansion
pT3a: extraprostatic extension or microscopic invasion of bladder neck
pT3b: seminal vesicles invasion
pT4: Invasion of rectum, levator muscles, and/or pelvic wall
Evaluation of the regional lymph nodes (M)
(piM: regional lymph nodes were not assessed (sampled)
(piMO: thers has been no spread 1o the reglonal ymph nodes
(piM1: there has been spread to the regional lymph nodes
Evaluation of distant metastasis (M)
MO there g no distant metastasis
M1: these |s distant metastesis
M1z the cancer has spread to lymph nodes beyond the regional ones
M1b: the cancer haa spread to bone
M1 the cancer has spread to other aites (regardless of bone involvermeant)

Figura 8: Sistema de classificagdo TNM para cancro da préstata. Adaptado de (Li et al., 2013)
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1.5. Tratamento

Apds a realizacdo do diagndstico existem algumas opcdes terapéuticas que podem ser
tidas em consideracdo, entre as quais se incluem: a vigilancia ativa, a prostatectomia radical,

a irradiacdo por fonte externa, a braquiterapia e a crioterapia (Santos et al., 2004).

A vigilancia ativa pretende ser uma alternativa ao tratamento imediato de carater
curativo, evitando assim um tratamento mais agressivo em tumores localizados e pouco
significativos. Embora os critérios de inclusdo na vigilancia ativa variem de instituicdo para
instituicdo, de uma forma geral os dados clinicos mais relevantes usados para definir possiveis
candidatos ao tratamento de vigilancia ativa incluem o grau de Gleason ser menor ou igual a
6, a concentracdo plasmatica de PSA ser inferior a 10 ng/mL, estadio clinico Tlc ou T2a,
numeros de cores positivos na biopsia ndo superior a 2 e percentagem de cancro por core
inferior a 50% (Montironi et al., 2014; Dall’Era et al., 2008). O aparecimento do teste do PSA
fez com que o diagndstico numa fase mais inicial do cancro da prdstata tivesse crescido, o que,
por conseguinte, tornou o método de vigilancia ativa mais frequente. E uma alternativa
terapéutica para homens com uma esperan¢a média de vida de 10 anos. O protocolo inclui
medicOes regulares dos niveis de PSA e realizacdo periddica de bidpsias e de DRE (Dunn e

Kazer, 2011).

A prostatectomia radical é considerada o tratamento standard em doentes com uma
esperanca média de vida superior a 10 anos e cujo carcinoma esta confinado a proéstata.
Consiste na remoc¢dao completa do tecido prostatico, sendo que a laparoscopia e a
prostatectomia com recurso a um robot sdo os métodos clinicos mais usados. Embora
apresente bons resultados a longo prazo, o tratamento cirdrgico esta associado a problemas
como a incontinéncia urindria e a disfuncdo erétil (Alves et al., 2015; Mohler et al., 2007;

DeFade et al., 2011).

A irradiacdo por fonte externa tem algumas vantagens em relacdo a prostatectomia
radical, pois evita as complicacGes associadas a cirurgia e a anestesia, como hemorragia,
possiveis embolia pulmonar e/ou enfarte do miocardio. Por esta razdo é a mais indicada para
doentes com maior risco cirdrgico, nomeadamente doentes com problemas cardiacos e idosos

(Mohler et al., 2007; Junior, 2017). Atualmente os sistemas modernos de radioterapia
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conformacional 3D e de radioterapia de intensidade modulada tém sido cada vez mais usados
porque permitem a entrega de doses de radia¢ao mais elevadas diretamente na zona tumoral,
com efeitos secunddrios menores nos tecidos adjacentes e melhores taxas de sucesso em

termos de sobrevivéncia (Zelefsky et al., 2010; Heidenreich et al., 2011).

A braquiterapia esta relacionada com a distribuicdo de fontes/sementes radioativas
nos tecidos prostdticos, sendo guiada por ecografia. Existem 2 modalidades diferentes:
braquiterapia de baixo débito de dose, que envolve a introdug¢do de sementes permanentes
gue vao gradualmente perdendo a sua radioatividade, e a braquiterapia de alto débito de
dose, que é temporaria e geralmente usada em combinacdo com a irradiagdo por fonte
externa. Sdo candidatos a ambas as abordagens doentes de baixo risco, sem problemas de
obstrucdo da uretra, com um volume da préstata inferior a 60 cm? e sem antecedentes de
cirurgia prostatica (Dunn e Kazer, 2011). A braquiterapia esta estabelecida como um
tratamento primdrio do carcinoma da prdstata localizado e a sua capacidade para ultrapassar
dificuldades como o movimento do drgdo tornam esta técnica mais vantajosa relativamente
airradiacdo de fonte externa. Para além disso permite a deposicdo direta no tumor de doses
elevadas e adequadas, com um 6timo controlo bioquimico e sem afetar a bexiga e o reto
devido ao curto alcance destas fontes de energia (Hoskin et al., 2012; Mohler et al., 2010).
Algumas desvantagens e aspetos a melhorar desta técnica sdao a exposicao a radiacdo da
equipa médica durante o processo de implantacdo, o facto de o doente emitir radiacdo apds
a intervencdo e as dificuldades na distribuicdo da dose e na posicdo final das sementes

(Demanes et al., 2011).

A crioterapia envolve a congelacdo da glandula prostatica, estando recomendada para
casos de alto risco em que a prostatectomia radical é contraindicada (Dunn e Kazer, 2011). E
uma técnica nao invasiva que normalmente utiliza criossondas com argon e hélio que sao
inseridas na prostata para congelar e descongelar o tecido tumoral durante cerca de 10
minutos. Numa primeira fase o arrefecimento origina isquemia do tecido e posteriormente a
cristalizacdo do fluido extracelular provoca um aumento da pressdo osmética, o que conduz a
saida de dgua do espacgo intracelular para o espaco extracelular. Este mecanismo leva a
faléncia do metabolismo celular com desnaturacdo das proteinas da célula, que entra em
apoptose. O processo de descongelamento também provoca danos celulares. Os cristais

formados fora das células comecam a derreter e o gradiente resultante gera a entrada de agua
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novamente para dentro das mesmas, provocando a lise celular. Neste processo considera-se
que 2 ciclos de congelagdo-descongelagdo levam a morte do tecido alvo (Prohaska e

Bermudez, 2018; Sverrisson et al., 2013; Phillips et al., 2014).

2. CARCINOMA DA PROSTATA AVANCADO

O carcinoma da prdstata avancado é uma fase da doenca caracterizada pelo facto de
esta deixar de ser localizada devido a disseminagdo das células cancerigenas em tecidos
contiguos e que pode resultar no aparecimento de metastases, nomeadamente ésseas (Bahl,
2013). Um dos acontecimentos importantes no estudo desta neoplasia foi quando Hodges e
Huggins demonstraram que as células do adenocarcinoma da prdstata sao
hormonodependentes (Huggins e Hodges, 1941), o que levou a tentar entender melhor o
funcionamento dos androgénios.

Os androgénios desempenham um papel fundamental num grande conjunto de
respostas fisioldgicas. A testosterona é essencial para a fertilidade e desenvolvimento do
sistema reprodutor masculino, é produzida nos testiculos pelas células de Leydig com
intervencdo da hormona luteinizante (LH, derivado do inglés luteinizing hormone) que ai se
liga ao seu recetor (Welsh et al., 2011). O citocromo P450, a 5a-redutase, cuja funcdo é
converter a testosterona no metabolito ativo mais potente designado por 5a-
dihidrotestosterona (DHT), é secretado na prdstata e nos tecidos genitais. A DHT tem uma
maior afinidade para os recetores de androgénios (RA) e liga-se a estes induzindo-lhes
atividade transcripcional, permitindo o funcionamento de todos os processos que conduzem
a diferenciacdo das células prostaticas (Lonergan e Tindall, 2011).

O recetor de androgénio (RA), para além de desempenhar um papel fundamental no
normal crescimento e desenvolvimento da préstata, também influi na carcinogénese
prostatica e na evolu¢do da doenca quando esta ndo responde aos tratamentos hormonais.
Esta evolucdo de um estadio localizado para o fendtipo resistente a castracdo envolve uma

complexa rede de moléculas sinalizadoras e é outorgada a via de sinalizagdo dos RA (Lonergan
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e Tindall, 2011; Heinlein e Chang, 2004).

A reativacdo dos AR na resisténcia a castracdo pode acontecer pela muta¢do dos
mesmos ou splicing alternativo, por alteracdes nos seus cofatores, por modificacdes pds-
translacionais, pela continua sintese de ligandos intratumorais ou por desregulacdao que
provoca uma amplificacdo e sobre-expressdo aberrante de AR, como se pode ver na figura 9

(Knudsen e Penning, 2010).
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Figura 9: AlteragOes nos RA que conduzem ao falhango da terapéutica. Adaptado de (Knudsen
e Penning, 2010)

Desde que as regressdes do cancro da préstata foram documentadas pela primeira vez
nos anos 40 que a terapia por privacdo androgénica (ADT, derivado do inglés androgen-
deprivation theraphy) é considerada o tratamento padrdo no combate a esta neoplasia.
Tentativas de melhorar a sua eficiéncia englobam o uso isolado de anti-androgénios, utilizacdo
de um regime de dosagem intermitente de ADT e o uso de anti-androgénios em conjunto com

a castracdo cirurgica ou médica (Sweeney et al., 2015).
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A castracdo cirdrgica ou orquidectomia bilateral € um procedimento permanente que,
como o préprio nome indica, consiste na remogdo dos testiculos. E a forma mais rapida e
irreversivel de obter um bloqueio androgénico sem tratamento intermitente, embora com

consequéncias graves na qualidade de vida do doente (Morrison et al., 2011).

A utilizacdo de agonistas da hormona libertadora da hormona luteinizante (LHRH,
derivado do inglés luteinizing hormone—releasing hormone) tem sido a opgdo mais comum na
castracdo médica, pois estes agentes permitem a aplicacdo da ADT evitando os problemas
fisicos e psicolégicos associados com a orquidectomia (Heidenreich et al., 2013). Esta hormona
estimula a libertacao da LH pela hipoéfise, que vai inibir a sintese de testosterona por parte das
células de Leydig. Desta forma tem sido desenvolvido um conjunto de moléculas peptidicas
com caracteristicas agonistas sobre os recetores de LHRH que vdo inibir os recetores
hipofisdrios. Isto provoca uma dessensibilizacdo gonadotrdpica, com diminui¢cdo da LH e,
consequentemente, de testosterona. S6 3 a 4 semanas apds a administracao é que sao visiveis
efeitos terapéuticos positivos, observando-se picos de testosterona numa fase inicial (Teles,

2015).

A utilizagdo de antagonistas de LHRH e a administragdo de estrogénios e
antiandrogénios sdo outras op¢des disponiveis para diminuir drasticamente as concentragdes

séricas de testosterona (Helsen et al.,2014).

3. CARCINOMA DA PROSTATA METASTATICO RESISTENTE A CASTRACAO

Desde ha varios anos que a terapia por privacdo de androgénios (ADT) tem sido aceite
como o tratamento standard para o cancro da prostata; no entanto, apesar de se observar
uma resposta inicial favoravel, esta é habitualmente de curta duracdo. As células malignas
tornam-se resistentes a terapéutica hormonal (castracdo) apds 12-18 meses do seu inicio

(Rodrigues et al., 2014).
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O cancro da préstata metastatico resistente a castracdo (CPMRC) define-se como uma
doenga que progride e ndao responde a castracdao médica ou cirdrgica, em doentes com
concentragdes de testosterona sérica inferiores a 50 ng/dL (Graff e Chamberlain, 2014).

As metastases no esqueleto surgem em cerca de 80% das situagdes de cancro da
prdstata avancado e, naturalmente, sdo indicativas de elevada mortalidade. Ao longo dos anos
tém surgido um conjunto de opgdes terapéuticas com o objetivo de melhorar a qualidade de

vida destes doentes (Sturge et al., 2011).

4. TERAPEUTICA

A gquimioterapia é uma das abordagens principais no tratamento de doentes com
CPMRC, sendo geralmente iniciada quando existem sintomas de doenca metastdtica

(Magalhaes, 2014).

O docetaxel foi o primeiro farmaco quimioterapéutico aprovado pela EMA (derivado
do inglés, European Medicines Agency) em novembro de 2004 para combater o cancro da
prdstata metastatico resistente a castracdo. Pertence a familia dos taxanos e é um farmaco
cujo mecanismo de a¢do se baseia na ligacdo com alta afinidade com os filamentos da tubulina
gue constitui os microtubulos intracelulares, inibindo as dindmicas da sua formacdo. Assim,
consequentemente, provoca morte das células tumorais, predominantemente por apoptose,

devido ao bloqueio na fase mitética do ciclo celular (Paller e Antonarakis, 2011; Teles, 2015).

O cabazitaxel € um farmaco que foi aprovado pela EMA em marg¢o de 2011, sendo
utilizado no tratamento do CPMRC em doentes que ja foram tratados anteriormente com
docetaxel (Teles, 2015). E um taxano semissintético desenhado para superar a resisténcia que
por vezes surge ao docetaxel. O seu mecanismo de agdo é parecido ao do docetaxel, atuando
na inibicdo da formacdao de microtubulos, o que leva a morte celular pela interrupcao da
mitose. Em estudos com modelos animais e linhas celulares tanto resistentes como sensiveis
ao docetaxel, o cabazitaxel demonstrou elevada citotoxicidade. No entanto, este mecanismo
ainda ndo é bem claro (Cheetham e Petrylak, 2013). Alguns dos possiveis efeitos secundarios

incluem problemas gastrointestinais, insuficiéncia renal e neutropenia (Dunn e Kazer, 2011).
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Outra abordagem terapéutica bastante utilizada é a hormonoterapia. As terapias
hormonais tém a capacidade para melhorar a sobrevivéncia e diminuir o volume do tumor,
devido a interferéncia com o processo androgénico que leva a diminuicdo das suas

concentragoes séricas (Graff e Chamberlain, 2014).

A enzalutamida é um antagonista do recetor de androgénios, inibindo
competitivamente a ligacdo da testosterona aos recetores e bloqueando as suas vias de
sinalizacdo. No entanto, ao contrario dos anti-androgénicos de primeira geracdo, a
enzalutamida também inibe a translocacao nuclear do recetor e a ligacdo ao DNA das células
cancerigenas (Rodriguez-Vida et al., 2015). Consequentemente, a proliferacdo celular ira
diminuir e o fdrmaco provoca a apoptose destas células, levando a regressao tumoral (Teles,

2015).

O acetato de abiraterona (AA) é um inibidor do citocromo P-450c17, uma enzima
fundamental na sintese androgénica a nivel testicular e extragonadal e responsdavel pela
conversao do colesterol em testosterona e dihidrotestosterona. Assim, este farmaco bloqueia
a producdo de testosterona e também de glicocorticéides. O AA é utilizado no tratamento de
doentes com CPMRC anteriormente tratados com docetaxel, sozinho ou em combinacdo. Esta
terapia combinada recebeu aprovacdo pela EMA em novembro de 2012 (Ryan et al., 2013;

Magalhdes, 2014).

A imunoterapia é também uma das terapéuticas utilizada no combate ao CPMRC. A
ideia chave da imunoterapia é a ativacao do sistema imunitdrio para combater o tumor. O
sipuleucel-T é uma vacina cujo mecanismo de ac¢do se caracteriza pela utilizacdo de células
dendriticas, as células antigénicas mais poderosas do organismo, para estimular os linfocitos
T de modo a modularem as respostas imunes contra o antigénio que as células tumorais do
cancro da prdstata expressam (Figura 10). Esse antigénio é a fosfatase acida prostatica, uma
enzima altamente especifica do tecido prostatico cuja associacdo com o cancro da prdstata
foi descrita pela primeira vez em 1930, sendo que a sua expressdo noutros tecidos ou orgaos
é reduzida (menos de 5%) (Handy e Antonarakis, 2018; Teles, 2015; Graff e Chamberlain,
2014).

38



Introdugao

A diminuigdo irregular dos niveis de PSA no soro, para além dos custos financeiros
elevados e da dificuldade na preparagao clinica sdao as principais desvantagens deste
tratamento. Esta vacina é a Unica atualmente e foi aprovada pela EMA em setembro de 2013

(Magalhdes, 2014).
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Figura 10: Mecanismo de a¢do da sipuleucel-T. Adaptado de (Handy e Antonarakis, 2018)

5. 222Ra NO TRATAMENTO DO CPMRC

O dicloreto de Radio-223 (Xofigo®, antes Alpharadin™) é indicado para o tratamento
de doentes com carcinoma da préstata resistente a castracdo, sem metdstases viscerais
visiveis e com metdstases dsseas sintomaticas, através de administracao intravenosa (Shirley
e McCormack, 2014). Na fase Ill do estudo denominado ALSYMPCA testou-se a eficiéncia do
radio-223 no CPRC em doentes com metastases dsseas. O estudo foi realizado recorrendo a
921 doentes tratados anteriormente com docetaxel ou ndo candidatos a quimioterapia.
Enquanto que um grupo de doentes foi sujeito a seis administracdes endovenosas de radio-
223, ao outro foi administrado placebo. O processo ocorreu durante seis meses e o intervalo
de tempo entre cada administracGes foi de quatro semanas. Os resultados obtidos
demostraram que o radio-223 aumentou o tempo de sobrevida médio dos doentes tratados
com o radiofarmaco (14,9 meses) comparativamente com o grupo placebo (11,3 meses)
(Parker et al., 2013; Teles, 2015, Magalhdes, 2014). Os resultados deste estudo levaram a que
esta modalidade terapéutica fosse aprovada pela EMA e pela FDA em 2013 (EMA, 2013; FDA,
2013).
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0 ?23Ra um emissor de particulas alfa com elevada transferéncia linear de energia (LET).
A transferéncia linear de energia define-se como a quantidade de energia que é transferida
para o material por unidade de comprimento de percurso. Esta transferéncia de energia
relaciona-se com o nimero de ionizagGes que ocorrem. O valor da LET das particulas alfa é
elevado e tem uma gama de valores entre 80—100 keV/um, quando se compara com o das
particulas beta, que é de cerca de 0,2 keV/um, dependendo da energia (Kassis, 2008; Marques

etal., 2018).

As particulas alfa tém um poder de penetracao reduzido devido ao seu tamanho e a
sua baixa velocidade comparativamente com as particulas beta, raios-x e raios-gama. Nos
tecidos bioldgicos percorre cerca de 100 um, o que corresponde a menos de 10 diametros
celulares. Devido ao facto de ser semelhante ao cdlcio, o radio-223 tem uma capacidade
natural para se ligar a matriz dssea formada, atingindo lesGes osteobldsticas metastaticas.
Apds a administragdo e consequente difusao do radio na corrente sanguinea, as trocas idnicas
que ocorrem na fase mineral do osso fazem com que este se concentre no esqueleto, nas
areas de remodelacdo dssea. Embora o processo de interacdo do radio nas metastases 6sseas
ndo seja totalmente conhecido, diversos estudos de farmacocinética e de farmacodinamia
tém mostrado uma rdpida absorc¢do do radio-223 por parte do osso, formando complexos com
a hidroxiapatite em areas de remodelacdo éssea (Figura 11). A excrecdo do 222Ra que n3o se
liga a0 0sso (39%) é feita de forma maioritaria por via intestinal (Liepe e Shinto, 2016; Nilsson,

2016; Sartor et al., 2014).
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Figura 11: Mecanismo de interagdo do Radio-223 em células de metdstases dsseas. Adaptado

de (Marques et al., 2018)

40



Introdugao

A elevada LET da radiacdo induz quebras irreversiveis na dupla cadeia de DNA
originando, assim, um efeito citotdxico localizado muito agressivo. O facto das particulas alfa
penetrarem apenas de forma mais superficial faz com que os efeitos tdxicos em tecidos
saudaveis envolventes como a medula éssea sejam atenuados, provocando morte celular

intensa num pequeno volume de tecido (Figura 12) (Parker et al., 2013).
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Figura 12: Comparacgdo entre um emissor de particulas alfa como o Radio-223 e um emissor de
particulas beta ao nivel do seu raio de a¢do no osso. Adaptado de (Shore, 2015)

Quimicamente, o radio-223 é um radioisétopo do metal alcalinoterroso radio, sendo
quimicamente semelhante ao calcio. Tem um periodo de semi-desintegragao (T1/2) de 11,4
dias e atividade especifica de 1,9 MBg/ng.

O 22%Ra é produzido em larga escala e de forma relativamente barata utilizando um
sistema gerador com uma fonte de actninio-227 (*?’Ac). O actninio-227 é produzido através
da irradiacdo de 2%°Ra com neutrdes. O esquema de decaimento do %?3Ra encontra-se
representado na Figura 13. Como podemos apreciar, decai para rad3ao-219 que, por sua vez,
decai para chumbo-207 estavel apds 5 etapas. Os isdtopos-filhos tém periodos curtos e este
processo é acompanhado por emissdes alfa, gama e beta. Estas diferentes emissdes tém
também diferentes energias. Durante todas as fases do processo de decaimento, por cada
atomo de radio-223, sdo libertadas 4 particulas alfa que representam 95% do total da energia
emitida (intervalo de energia de 5,0-7,5 MeV). As particulas beta libertadas representam uma
fracdo energética de 3,6%, com as energias médias a estarem entre os 0,445 MeV e os 0,492

MeV, e a radiagao gama representa somente 1,1 %, com intervalo energético de valores entre
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0s 0,01 MeV e os 1,27 MeV (Florimonte et al., 2016; Marques et al., 2018; EMA, 2013).
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Figura 13: Cadeia de decaimento do rddio-223. Adaptado de (EMA)

O Rdadio-223 foi aprovado e introduzido na pratica clinica em 2013, e os seus beneficios
e recomendac¢des de uso estao incluidos nos principais guias de tratamento europeus e norte-
americanos para o CPMRC. A atividade aprovada de radio-223 para administrar é de 50 kBq
(1,35 uCi) por kg de massa corporal, até perfazer 6 injecdes intravenosas com intervalos de 4
semanas. Tem de ser administrado por injecdo lenta (geralmente até 1 minuto). O ?*Ra é a
primeira terapia disponivel que aumenta significativamente o tempo de vida em doentes com
CPMRC, o que faz com que o seu uso clinico esteja em crescimento (Du et al., 2017).

Os efeitos bioldgicos da radiacdo ionizante podem ser diretos ou indiretos. As
particulas alfa sdo particulas pesadas que depositam energia a curtas distancias. Carregadas
positivamente, relacionam-se com os efeitos diretos, pois removem eletrées de dtomos ou
moléculas por terem elevada energia. Consequentemente, provocam a ionizacao e de seguida
da-se a rutura da dupla cadeia da molécula de DNA. Assim, originam efeitos citotdxicos mais
potentes nas zonas metastaticas e, consequentemente, induzem morte celular. Ja as
particulas beta e gama estdo relacionadas com os efeitos indiretos, ocorrendo formacao de

espécies reativas de oxigénio pelaionizacdo da molécula da dgua, denominados ROS (derivado

42



Introdugao

do inglés, reactiv oxygen species) (Tharmalingam et al., 2017; Shore, 2015; Marques et al.,

2018).

O facto das particulas alfa terem um alcance de penetragdo muito pequeno e de serem
facilmente bloqueadas faz com que a manipulacao do farmaco seja simples e a administracao
seja através de um tubo de pldstico, ndo sendo necessarios procedimentos complexos de
blindagem nem de monitorizacdo e de protecdo da radiacdo. A eliminacdo dos residuos
radioativos de dicloreto de rddio-223 deve ser feita 4 meses depois da administra¢do, sendo

descartados como um desperdicio clinico normal.

No entanto, o elevado LET das particulas alfa torna o dicloreto de rddio-223 muito mais
citotéxico e mutagénico para uma célula individual do que radiofdrmacos que emitem
particulas beta. Numa terapia alvo este facto é sem duvida uma vantagem pois o volume de
células normais a volta do tumor que serao irradiadas é muito mais pequeno (Cheetham e

Petrylak, 2012).

Numa perspetiva clinica, a sua utilizacdo tem a enorme vantagem de permitir a
repeticdo de doses e de poder ser aplicado em combinagcdo com outros agentes (Parker et al.,
2013). O objetivo principal do tratamento com radio-223 ndo é aliviar sintomas, mas sim
aumentar o tempo de sobrevivéncia. Assim, o grau dos sintomas ndo deve ser tido em conta

no iniciar do tratamento com este radiofarmaco (Parker et.al., 2018).
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Objetivos

O cancro da préstata é o tipo de cancro mais frequente em homens nos paises
desenvolvidos, sendo mesmo o segundo tipo de cancro mais frequente em homens a nivel
mundial e a quinta causa de morte que se encontra relacionada com o cancro. A progressao
desta neoplasia devido ao insucesso dos tratamentos pode resultar numa fase em que surgem
metastases dsseas, que normalmente indiciam um elevado nivel de mortalidade e que se

denomina por CPMRC (Sturge et al., 2011).

Uma das opg¢des terapéuticas com potencial que surgiu nos ultimos anos para
combater a metastizacdo é o radiofdrmaco ??3Ra. Este é um emissor de particulas alfa com
alta LET e com um poder fraco de penetracdo dada a baixa velocidade. Desta forma, os danos
celulares sdo elevados, sendo estes englobados maioritariamente nos efeitos diretos. Assim,
esta constitui-se como uma das principais vantagens pois permite minimizar os danos
causados nos tecidos normais adjacentes (Nilsson, 2016). Como também é caracterizado por
mimetizar o cdlcio, o radio-223 liga-se naturalmente a matriz éssea e forma complexos com a
hidroxiapatite, nomeadamente em zonas de lesGes osteobldsticas metastaticas, sendo esta a

principal razdo pela qual é utilizado no CPMRC (Liepe e Shinto, 2016; Marques et al., 2018).

Anteriormente foi realizado um projeto no grupo de trabalho em que se caracterizou
os efeitos do 222Ra em linhas celulares do cancro da prdstata, compreendendo o seu
mecanismo de atuacdo em células tumorais (Marques, 2016). O principal objetivo deste
projeto foi complementar essa informacdo e poder compreender os efeitos do 222Ra em linhas
celulares normais, ou seja, linhas celulares ndo cancerigenas. Para isso sujeitou-se as células
a radiacdo e através de diferentes métodos e técnicas avaliou-se estes efeitos ao nivel da
captacao, proliferacdo celular, sobrevivéncia celular e morfologia. Os resultados obtidos
foram comparados com os correspondentes das linhas celulares tumorais. Outro dos objetivos
deste projeto consistiu na obtencdo de estruturas 3D obtidas com recurso a linhas celulares
através da adaptacdo de um método inovador de levitagdo magnética, e sujeita-las aos efeitos
do ??3Ra para posterior andlise morfoldgica. A linha celular utilizada nesta abordagem foi a

linha celular PC3.
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1. CULTURA CELULAR

De forma a realizar os estudos in vitro utilizou-se uma linha celular de tecido normal
da préstata, a linha epitelial RWPE-1, e duas linhas celulares de cancro da prdstata humanas,
a linha celular LNCaP e a linha celular PC3. Todas estas linhas celulares foram adquiridas a
American Type Culture Collection (ATCC®).

As células epiteliais RWPE-1 (ATCC® CRL-11609™) foram retiradas de um dador
masculino caucasiano e derivam da zona periférica da préstata, sendo que foram
imortalizadas com uma cépia Unica do virus do papiloma humano 18 (HPV-18) formando assim
a linha celular RWPE-1 (ATCC® CRL-11609™) (Bello et al., 1997).

As linhas celulares LNCaP (ATCC® CRL-1740™) e PC3 (ATCC® CRL-1435™) s3o linhas de
cancro da prostata e diferem na sua localizacdo e na dependéncia hormonal. A linha LNCaP
deriva de uma metastase linfatica do carcinoma da proéstata, obtida em 1977, por colheita a
um doente caucasiano de 50 anos (Horoszewicz et al.,, 1980). Estas células expressam
recetores hormonais e PSA e o seu crescimento é inibido pela diminuicdo de androgénios, o
que indica uma dependéncia hormonal (Tai et al., 2011). A linha celular PC3 foi obtida de uma
metastase dssea do cancro da prostata em 1979, retirada de um doente caucasiano de 62
anos (Kaighn et al., 1979). Ao contrario das LNCaP, ndo sdo hormonodependentes e a sua
proliferacdo é independente da presenca de androgénios.

Apds a devida rececdo de ambas as linhas procedeu-se ao seu descongelamento e
posterior manutencdo numa incubadora Binder® (Binder, Alemanha), numa atmosfera
himida a 37°C com 95% de ar e 5% de diéxido de carbono (COz), conforme recomendacgao do
fornecedor. A linha celular RWPE-1 foi mantida em cultura utilizando o meio Keratinocyte

Serum-Free Growth Medium (SFM), ndo sendo necessario suplementacao.

O meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) foi utilizado para cultivar as linhas
celulares do cancro da prostata. Este foi suplementado com soro bovino fetal (FBS) (Sigma
F7524) de forma a perfazer a concentragdo de 10%, 100 uM de piruvato de sédio (Gibco

11360) e antibidtico (Sigma A5955) de forma a perfazer a concentragdo de 1%.
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Tendo em conta que as linhas celulares utilizadas neste trabalho crescem em
monocamada aderente, para preparar suspensoes celulares foi necessario destacar as células
da parede do frasco. Para isso comecou-se por remover o meio de cultura e as células foram
lavadas com PBS (phosphate buffered saline), uma solugao tampao salina de fosfato, pH 7,4.
O PBS foi descartado e para as células PC3 e LNCaP adicionaram-se 1,5 mL de uma solucdo de
tripsina-EDTA a 0,25% (Sigma, T4049), enquanto que no caso das células RWPE-1 utilizaram-
se 1,5 mL de TrypLE™ Express (Gibco, 12605-028). Apds cerca de 5 minutos de incubagao, o
efeito da trispsina e do tryple foi inibido pela adicdo de 4 mL do respetivo meio de cultura.
Obtida a suspensado celular, determinou-se a sua concentra¢ao através do método de exclusao
do azul tripano (Weisenthal et al., 1983). Este método baseia-se no facto de que as células
que mantém a sua membrana celular intacta, ou seja, as células vidveis, possuem uma
aparéncia brilhante, enquanto que as células ndo vidveis possuem citoplasma azul ja que se

tornam permeadveis ao corante, devido a alteragcdes da membrana (Strober, 2015).

Na realizagdo deste método homogeneizaram-se volumes iguais de suspensao celular
e de azul de tripano na concentracdo de 0,02%, e numa camara de neubauer foi efetuada a
contagem das células brilhantes e das células azuis, com recurso a um microscépico 6tico
invertido (Motic AE31) com uma ampliagdo 100x. A viabilidade celular foi determinada

segundo a Equacao 1:

numero de células vivas

% Viabilidade celular = x 100 (Equagdo 1)

numero de células vivas+numero de células mortas

2. AVALIACAO DA CINETICA DO %°Ra

O primeiro passo na realizacdo dos estudos de captacdo foi preparar suspensoées
celulares com concentracdo de 2x10° células/mL em frascos de 25 cm?. Apds esta fase as
células permaneceram na incubadora durante 45 minutos, pois a acdo quimica da tripsina
induz stresse celular e é necessario um pequeno periodo de tempo de repouso para que as
células recuperem. De seguida adicionou-se, a cada frasco, uma atividade de 0,5 uCi/mL de
meio de cultura com 22%Ra, valor esse que foi definido com base em estudos realizados
anteriormente pelo grupo (Marques, 2016) e tendo em conta que o valor administrado na
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prética clinica de atividade de ??3Ra, para uma pessoa adulta com 70kg, é de 94,5 uCi de
dicloreto de radio-223. Definiu-se que os tempos de incubag¢dao com o radiofadrmaco para cada
suspensdo foi de 5, 60 e 120 minutos, e apds estes tempos foram-se retirando 200 plL para
dois eppendorfs que continham 500 uL de PBS gelado cada (experiéncia em duplicado para
cada condicdo). Posteriormente procedeu-se a centrifugacdo a 10 000 rpm (Micro Star 12
VWR) de cada amostra durante 1 minuto com o intuito de separar o sobrenadante do pellet.
De seguida efetuou-se outra lavagem do pellet com a mesma quantidade de PBS gelado, sendo
gue antes se tinha recolhido o sobrenadante para tubos de RIA identificados, e centrifugou-
se mais uma vez, para assegurar a remoc¢ao de toda a atividade do radiofarmaco nao ligado as
células ou internalizado. Por fim, todo o sobrenadante foi recolhido novamente para os
mesmos tubos de RIA. A radioatividade tanto do pellet como do sobrenadante foi medida num
contador de poco calibrado (Capintec, Inc. CRC, 25W) em unidades CPM (contagens por
minuto). Os valores obtidos para as diferentes condi¢cdes permitiram calcular a captacdo
percentual de ??3Ra de acordo com a Equac3o 2.

CPM pellet

100 (Equagdo 2)
CPM pellet + CPM sobrenadante x

% Captacao =

Os resultados obtidos foram comparados com os correspondentes das linhas PC3 e

LNCaP.

3. AVALIAGAO DA VIABILIDADE CELULAR PELO ENSAIO DO AZUL DE TRIPANO

Para determinar a viabilidade celular de cada frasco utilizado nos estudos de cinética
realizou-se o método de exclusdo do azul tripano ja acima descrito. O objetivo foi garantir que
durante o periodo de tempo em que decorreu a experiéncia a células se mantinham vidveis e,

consequentemente, a fiabilidade dos resultados obtidos foi garantida.
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4. ANALISE DA PROLIFERAGAO CELULAR PELO ENSAIO DA SULFORODAMINA B

O ensaio colorimétrico da Sulforodamina B (SRB) foi utilizado na determinacdo da
densidade celular pois é, sem duvida, uma técnica sensivel e adequada para medir a
citotoxicidade que é induzida por um agente terapéutico (Vega-Avila e Pugsley, 2011). Baseia-
se no principio de que o corante se liga de forma eletrostatica e dependente do pH ao
conteudo proteico de células fixadas. Assim, uma elevada sintese proteica indica uma alta
densidade celular e, por isso, a absorvancia medida pelo espetrofotometro serd maior, pois é

proporcional a quantidade de corante extraido (Vichai e Kirtikara, 2006; Voigt, 2005).

Com o objetivo de avaliar o papel do ?22Ra na proliferacdo celular, as células da linha
RWPE-1 foram plagueadas em pocos de uma placa de 24 pocos, e os ensaios SRB foram
realizados em dois periodos temporais diferentes: 48 h apds a exposicdo, e 8 dias apds a

exposi¢ao.

Para os ensaios SRB realizados 48 h apds a exposicdo ao 2?3Ra, a concentracio
escolhida da suspens3o celular foi de 5x10% células/mL, enquanto que para os realizados 8

dias apds a exposi¢do ao 222Ra, a concentracdo foi de 2x10* células/mL.

De modo a irradiar internamente as células adicionou-se uma atividade Ao variavel
num volume de suspensao celular de 0,2 mL, e foi necessario previamente calcular os tempos

correspondentes as doses pretendidas (Tabela 1), com base na Equacdo 3:

n2 _

A in2
0 a; Ti [1 —eTi ‘ El (Equagdo 3)

In2M L
l

D =

em que D corresponde a dose absorvida (Gy), M é a massa (kg) da amostra que foi
sujeita a irradiacdo, Ao a atividade inicial (mCi), a;a fracdo de energia do decaimento, T; o
periodo de semidesintegracdo (s) da porcdo i da cadeia de decaimento, t o tempo de
irradiacdo (s) e E, a energia média (eV) por desintegracio da por¢do i da cadeia de

decaimento.

54



Materiais e Métodos

Tabela I: Tempo correspondente a irradiagcdo de 0,2 mL de suspensao celular, calculado para uma
atividade inicial variavel, para as respetivas doses escolhidas

Dose (mGy) Ao (nCi) Tempo (s)
1 0,1 150
4 0,3 200
10 0,3 675

Imediatamente apds a conclusdo do tempo de exposicao a radiagdo, o meio de cultura
de cada poco foi descartado e substituido por 0,5 mL de meio novo. No fim deste processo as

células foram incubadas.

Na realiza¢cdo do ensaio de SRB o primeiro passo correspondeu a lavagem das células
com PBS apds aspiracdo do meio de cultura, e de seguida fixaram-se as células com uma
solugao gelada de acido acético a 1% em metanol. Apds a fixagdo as células foram colocadas
durante 2 horas a 4°C. No fim desse tempo a solucdo foi descartada e adicionaram-se 200
uL/poco de uma solugdo de SRB a 0,4% em acido acético a 1%. As células de seguida foram
incubadas no escuro e a temperatura ambiente durante duas horas. Todo o corante em
excesso foi retirado e as placas foram lavados com dgua corrente de forma muito cuidadosa
para nao perder parte do conteldo celular. Apds a secagem completa adicionaram-se 200
uL/pogo de uma solugdo de Tris.NaOH de modo a destacar as células, e as placas foram
colocadas num agitador para melhor homogeneizac¢ao. Por fim transferiu-se cada pogo para
uma placa de 96 pocos, e fez-se a leitura das diferentes absorvancias, utilizando um filtro de
referéncia de 690 nm e o comprimento de onda de 540 nm, através de um espetrofotdmetro

ELISA (Biotek® Synergy HT).

No tratamento de dados a proliferacao foi calculada em percentagem pelo quociente
entre proliferacdo das células expostas ao 2?3Ra e as células controlo. Os resultados obtidos
da proliferacdo celular de RWPE-1 para estas doses foram comparados com os resultados das

linhas celulares PC3 e LNCaP.
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5. ANALISE DA SOBREVIVENCIA CELULAR PELO ENSAIO CLONOGENICO

O ensaio clonogénico é uma técnica que permite inferir e avaliar a viabilidade e a
sobrevivéncia celular, baseando-se na capacidade de uma célula Unica originar uma coldnia.
Define-se que uma coldnia é constituida por cerca de cinquenta células (Franken et al., 2006),
e é com base nesse principio que se utiliza este ensaio para avaliar as agressoes celulares e

perceber os efeitos que a radiagdo ionizante pode ter a nivel da formagado de coldnias.

A primeira fase do processo foi preparar uma suspensio celular de concentra¢do 1x10°
células/mL que se adicionou aos pogos de uma placa de 24 pogos (Starstedt AG & Co,

Alemanha, Niimbrecht).

A atividade adicionada foi de 0,3 mCi num volume de suspensdo celular de 0,2 mL,
tendo estes valores sido constantes para todos os ensaios realizados. Foi necessario
previamente calcular os tempos correspondentes as doses pretendidas (Tabela Il), novamente

com base na Equagao 3.

Tabela II: Tempo correspondente a irradiagdo de 0,2 mL de suspensao celular, calculado para uma
atividade inicial constante de 0,3 mCi, para as respetivas doses escolhidas

Dose (mGy) Tempo (min)
1 0,67
4 3,33
10 11,25

A medida que o tempo de irradiac3o de cada condi¢do ia concluindo adicionou-se em
cada poco de placas de 6 pocos um volume de células conhecido, correspondente ao nimero
de células que ai pretendiamos colocar (nimero de células semeadas). Para todas as doses

foram semeadas 1000 células.

Por fim perfez-se cada poco com 2 mL de meio de cultura e as células foram incubadas

em condigOes favoraveis ao seu crescimento e propagag¢ao durante 10 dias. Para se efetuar a
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contagem das coldnias resultantes, apds este tempo, comecou-se por remover o meio de
cultura de cada pogo e as células foram lavadas com PBS (pH 7,4). Depois da lavagem
adicionou-se metanol em cada poco que fixou as coldnias durante cerca de 1 hora. De seguida
o metanol foi descartado, as placas secaram durante 15 minutos e, por fim, adicionaram-se 2
mL por pogo de corante violeta de cristal em metanol a 0,5%, ficando a atuar durante 1 hora.
Ap0s este periodo de tempo o corante foi removido e as placas lavadas com a agua tépida e

de forma cuidadosa.

No final de todo o procedimento e apds a secagem das placas efetuou-se a contagem
das coldnias. O fator de sobrevivéncia celular (FS) e a eficiéncia da placa (PE, do inglés plate
efficiency) foram calculados utilizando as equacdes 4 e 5 respetivamente. (Franken et al.,

2006; Marques, 2016).

PE das células irradiadas (Equacio 4)

Fator de sobrevivéncia (FS) = PE das células de controlo

. Numero de colonias contadas (Equagdo 5)
Eficiéncia da placa (PE) (%) = Nimero de células semeadas 100

Os resultados obtidos vao ser comparados com os obtidos com as células das linhas

PC3 e LNCaP.

6. AVALIACAO DA MORFOLOGIA PELO METODO MAY-GRUNWALD GIEMSA

Com o intuito de avaliar o tipo de morte celular através das caracteristicas
morfoldgicas recorreu-se ao método de coloracdo celular com May-Griinwald Giemsa e
posterior visualizacdo num microscépio 6tico. E um método simples, rapido e facil de executar
gue permite observar a estrutura das células, em que o citoplasma aparece corado de rosa a

azul e os nucleos de vermelho a violeta devido a acado dos corantes (Mendes, 2016).
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O primeiro passo deste processo foi preparar uma suspensao celular da linha RWPE-1,
transferir 0,5x10° células por poco para uma placa de 6 pogos e perfazer cada pogo com 2 mL
de meio de cultura. Vinte e quatro horas depois procedeu-se a irradia¢do. Para isso adicionou-
se uma atividade Ao constante, de 0,5 uCi, e, novamente, foi necessdrio calcular os tempos

correspondentes as doses pretendidas (Tabela Ill), baseando-se na Equacdo 3.

Tabela Ill: Tempos correspondentes a irradiagdo de 2 mL de suspensdo celular, calculado para uma
atividade inicial constante de 0,5 uCi, para as respetivas doses escolhidas.

Dose (mGy) Tempo (min)
0,4 1,8
4 33,3

O inicio do protocolo foi realizado 48 horas apds a irradiagdo. Retirou-se o meio de
cultura de cada pog¢o que continha as células mortas e transferiu-se individualmente para
tubos devidamente identificados. De seguida o conteldo celular de cada pogo foi retirado e
colocado em cada tubo correspondente, e centrifugou-se durante 5 minutos cada amostra a
2500 rpm para separar o pellet do sobrenadante. O sobrenadante foi descartado e as células
foram lavadas com PBS, para serem novamente centrifugadas nas mesmas condicdes. O PBS

foi removido e as células foram colocadas num eppendorf contendo 500 pL de PBS gelado.

Para poder observar as caracteristicas morfoldgicas que nos indicam o tipo de morte
celular através deste método de coloragdao realizaram-se varios esfregagcos em laminas
contendo as células das condi¢des testadas. O protocolo iniciou-se com a fixacdao das
suspensodes celulares em metanol durante cerca de 5 minutos. De seguida pipetaram-se 2 mL
de solucdo May-Griinwald durante 3 minutos, e posteriormente adicionaram-se algumas
gotas de solucdo de Giemsa diluido em dgua destilada na razdo de 1 para 9 durante 8 minutos.

Por fim lavaram-se as laminas em agua corrente e deixaram-se secar a temperatura ambiente.

As laminas foram observadas num microscépio 6tico Olympus U-D30 (Olympus, Tokyo,

Japao) e fotografadas com uma camara Olympus SC30 (Olympus, Tokyo, Japdo).
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7. AVALIACAO DOS EFEITOS DO ?2°Ra EM ESTRUTURAS 3D DE CANCRO DA
PROSTATA

A cultura de células 2D standard em monocamada tem sido muito importante na
investigacdo cientifica e absolutamente crucial para a realizacdao de inumeras descobertas e
no desenvolvimento de novas metodologias. No entanto, € uma metodologia que tem
algumas limitagdes que fazem com que a comunidade cientifica considere possiveis
alternativas. Algumas destas desvantagens sdo a falta de sinalizacdo e interacdo célula-célula
e/ou célula-matriz extracelular, que é fundamental num ambiente real, ja que esses sinais
estdo envolvidos na diferenciacdo e na proliferacao celulares. Para além disso, ndo conseguem
representar o ambiente dindmico e complexo real, pois as células sdo obrigadas a ajustarem-
se e aderirem a uma superficie plana e rigida, alterando o seu metabolismo e reduzindo a
funcionalidade das células. Todas estas limitacdes levaram ao desenvolvimento de técnicas de
cultura celular em trés dimensdées (3D) que possam fornecer as células um ambiente mais
fidedigno e representativo da realidade, aumentando o potencial das abordagens cientificas

em estudo (Haisler et al., 2013; Lee et al., 2008; Breslin e O’'Driscoll, 2013).

Na realidade as células existem em 3D com complexas e dinamicas intera¢des célula-
célula e célula-meio ambiente. A investigacdo biomédica atual tem comecado a utilizar
métodos de desenvolvimento de cultura 3D de células de modo a simular, de forma mais real,
o ambiente nativo das células. As culturas que se formam podem sintetizar matriz
extracelular, tém elevada densidade e s3o passiveis de analise recorrendo as mesmas técnicas

bioquimicas utilizadas na cultura de células (Haisler et al., 2013).

Cultivar células em modelos 3D tem inUmeras vantagens relativamente a metodologia
standard, como se pode ver na Figura 14. Comparativamente as células 2D, as células em
cultura 3D mostraram melhorias ao nivel da viabilidade, proliferacdo, diferenciacao,
morfologia, resposta a estimulos, expressdo génica e sintese proteica (Antoni et al., 2015).
Para além de serem mais estaveis e permitirem uma descoberta mais rdpida de mudancas
morfoldgicas devido ao formato esférico, os agregados 3D podem ser cultivados durante mais
tempo, nao existindo a rapida confluéncia de células tipica das culturas aderentes, o que
sugere que sejam mais adequadas em estudos de sobrevivéncia a longo prazo (Antoni et al.,

2015).
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A organizagdo espacial das células € um fator muito importante a ter em conta,
permitindo que estas se desenvolvam e comportem de uma forma muito mais aproximada a
realidade e as suas condicdes naturais, o que torna mais fidvel possiveis descobertas na

transferéncia para aplica¢des in vivo.
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Figura 14: Vantagens da cultura 3D de células. Adaptado de (Ravi et al., 2014)

A cultura 3D de células tem potencial para servir de ponte entre as culturas de
monocamada e os estudos em modelos animais e é, sem divida, uma abordagem eficaz para
estudos de citotoxicidade e agentes farmacoldgicos anticancerigenos, podendo ser também
uma boa alternativa aos modelos de animais in vivo por razdes de ordem financeira e ética

(Ravi et al., 2014; Breslin e O’Driscoll, 2013; Antoni et al., 2015).

O protocolo utilizado para obter culturas 3D de células foi uma adaptacdo do método
de levitacdo magnética (MLM), desenvolvido por Glauco Souza e colaboradores, tendo sido
publicado em 2010 (Souza et al., 2010). Baseia-se na incorporacdo pelas células de uma
particula magnética que Ihes permite permanecer a levitar no meio de cultura através da acao
de um campo magnético externo, agregando-se desta forma (Haisler et al., 2013). O primeiro
passo foi semear em placas de Petri a linha celular PC3 numa densidade de2x10° células/mL.

No dia seguinte procedeu-se a incubacdao com 50 L de uma suspensao de nanoparticulas
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metalicas em placas de Petri. O tempo de incubacao foi de 6 horas, a 37°C no escuro, para que
as células tivessem tempo de incorporar o metal. Apds este tempo as células nas placas de
Petri foram tripsinizadas e adicionaram-se 2x10° células por poco numa placa de 24 pogos de
baixa aderéncia, perfazendo cada pog¢o com 250 uL de meio de cultura. No final colocou-se
por cima da placa uma placa de levitacdo magnética, denominada levitating drive (Figura 15),
constituida por imanes que assentam em cada pogo (mas ndo tocando) de modo a que as
células que incorporaram as nanoparticulas sejam atraidas pelo iman e, consequentemente,
ndo adiram ao fundo do poco e permanecam a levitar na interface ar-liquido, interagindo e

agregando-se de modo a formar culturas 3D.

Figura 15: Placa de levitacdo magnética (Biosciences, Inc™).

O passo seguinte foi irradiar os pocos com 223Ra com uma determinada atividade Ao.

Segundo a Equacdo 3 os tempos correspondente a dose escolhida encontram-se na Tabela IV.

Tabela IV: Tempo correspondente a irradiagdo de 0,25 mL de suspensdo celular, calculado para uma
atividade inicial constante, para a respetiva dose escolhida

Dose (mGy) Ao (K1Ci) Tempo (min)

10 0,3 15,1

Um aspeto crucial nesta fase da irradiacdo é que, quando se substitui o meio de cultura, é
necessario colocar a placa de 24 pocos por cima de uma placa especial, denominada

concentrating drive (Figura 16), que contém 24 pequenos imanes que assentam no centro de
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cada poco, de modo a que ao aspirar cuidadosamente o meio, as células estejam atraidas

magneticamente e ndo se percam, visto que nao estdo aderidas ao fundo do poco.

Figura 16: Concentrating drive (Biosciences, Inc™).

O protocolo foi realizado 48 horas ap0ds a irradiacdo, em que cada pogo foi lavado com PBS
utilizando novamente a concentrating drive para as células ndo serem descartadas. Repetiu-
se este passo novamente e as culturas celulares foram transferidas para eppendorfs

devidamente identificados contendo 1,75 mL de etanol a 96%.

O objetivo deste ensaio consistiu na otimizacdao desta metodologia para obtencdo de
estruturas 3D para estudar as caracteristicas morfoldgicas na presenca e na auséncia de radio-
223. Para isso realizou-se um ensaio colorimétrico onde se fizeram varios esfregacos em
laminas, e deixou-se secar a temperatura ambiente. De seguida cada esfregaco foi corado com
hematoxilina de Harris durante 30 segundos e, no fim, deste tempo lavou-se em &agua
corrente. Posteriormente coraram-se os esfregagos novamente, desta vez com eosina a 1%
durante 5 segundos, e o passo seguinte foi imediatamente desidratar as células nas laminas
em etanol. Por fim foi utilizado xilol com o objetivo de diafanizar os esfregacos e montou-se

com meio de montagem sintético.

8. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada com recurso ao software IBM® SPSS® 23.0 (IBM

Corporation, Armonk, Nova lorque, EUA), e os graficos foram construidos através do
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GraphPad Prism versdao 7.0. A avaliacdo da normalidade de distribuicdo das varidveis
quantitativas e da homogeneidade de variancias foi feita de acordo com os testes de Shapiro-

Wilk e Levene, respetivamente.

Para os casos em que se verificou uma distribuicdo normal foram utilizados testes
paramétricos e, caso contrario, testes ndo paramétricos. A compara¢ao dos valores obtidos
entre diferentes condi¢des terapéuticas ou linhas celulares foi realizada segundo o teste
paramétrico Analysis of Variance (ANOVA) de um fator ou o teste ndo paramétrico Kruskal-
Wallis. As comparagdes multiplas em caso de variancias nao presumidas foram realizadas
segundo o teste de Games-Howell ou com a corre¢cao de Tukey, em caso contrario.

Considerou-se uma significancia de 0,05 para todas as comparacoes.
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Resultados

1. AVALIACAO DA CINETICA DO 2*Ra

O objetivo da realizacdo dos estudos de captacdo para a linha celular RWPE-1 foi
caracterizar a cinética de entrada do 223Ra nesta linha celular ao longo do tempo e comparar
com a percentagem de captacao de duas linhas celulares de cancro da préstata com valores
previamente determinados, a linha celular PC3 e a linha celular LNCaP (Marques, 2016). Para
isso foram definidos trés periodos temporais (5, 60 e 120 minutos) com o objetivo de

comparar as captacdes nos mesmos tempos entre as diferentes linhas celulares.

De acordo com o grafico da Figura 17 observou-se um aumento significativo (p<0,001)
da captacdo de 2?3Ra em rela¢do ao tempo inicial. No entanto, esta diferenca n3o assume
significado bioldgico. Quando comparados entre si os diferentes tempos estudados, nao

existem diferencas na percentagem de captagdo com significado estatistico.
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Figura 17: Avaliacdo da percentagem de captacdo de 2%Ra na linha celular de tecido normal da
prostata, a linha celular epitelial RWPE-1. Os ensaios expressam a média percentualterro padrdo
de pelo menos 6 experiéncias independentes. As diferencas estatisticamente significativas
representam-se com *** para p<0,001 quando comparados os diferentes tempos em relagédo a
condicao inicial t=0.

Quando comparadas as trés linhas celulares (Figura 18), os resultados permitem-nos
afirmar que a linha RWPE-1 aos 5 minutos é aquela que possui menor percentagem de
captacdo 2%2Ra, havendo diferencas com significado estatistico relativamente a linha PC3
(p=0,018). Quando avaliada a percentagem de captacdo 60 minutos apds a incubacdo com

223Ra, verificou-se que ndo existiam diferencas com significado estatistico entre as trés linhas
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celulares. Aos 120 minutos verificou-se que a captacdo da linha celular PC3 ¢é
significativamente superior a captagao da linha celular RWPE-1 (p<0,001). O mesmo acontece
para a linha celular LNCaP, visto que a captacdo desta linha celular é significativamente

superior a da linha celular RWPE-1 (p<0,001).
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Figura 18: Avaliacdo da percentagem de captacdo de 2%Ra na linha celular de tecido normal da
prostata, a linha celular epitelial RWPE-1, e das linhas celulares de cancro da préstata humanas,
as linhas celulares LNCaP e PC3, para os tempos definidos de 5, 60 e 120 minutos. Os ensaios
expressam a média percentualterro padrdo de pelo menos 6 experiéncias independentes. As
diferencas estatisticamente significativas representam-se com # para p<0,05 e ### para p<0,001
guando comparados os tempos entre si.

A viabilidade celular para a linha RWPE-1 foi avaliada pelo método de exclusdo do azul

tripano, tendo sido obtido um valor superior a 90%.

2. ANALISE DA PROLIFERAGAO CELULAR PELO ENSAIO DA SULFORODAMINA B

O ensaio SRB é uma técnica que permite avaliar o conteldo proteico total, que é
proporcional a proliferacdo celular, avaliando desta forma o grau de citotoxicidade que um

dado agente terapéutico pode induzir. O objetivo da sua realizagao foi avaliar o efeito celular
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na linha celular RWPE-1 apds exposicdo ao 2?2Ra, nas doses 1, 4 e 10 mGy, e comparar com o
efeito nas linhas celulares tumorais PC3 e LNCaP, avaliando e comparando as diferencas

existentes a nivel da proliferacao celular, de acordo com o representado na figura 19.
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Figura 19: Avaliacdo da proliferagdo celular com recurso ao ensaio SRB da linha celular de tecido
normal da préstata, a linha celular epitelial RWPE-1, e das linhas celulares de cancro da préstata
humanas, as linhas celulares LNCaP e PC3, apds irradiacdo com doses de 1, 4 e 10 mGy de 2*Ra.
Os ensaios foram realizados 48h apds a irradiagao, expressando a média percentualterro padrao
de pelo menos 6 experiéncias independentes. A condigdo controlo foi normalizada a 100% e os
resultados das restantes condi¢cGes indicam a percentagem de proliferacdo relativamente ao
controlo. As diferencgas estatisticamente significativas representam-se com *** para p<0,001
quando avaliada a percentagem de proliferacdo celular de cada dose em cada linha celular
relativamente a condicdo controlo. As diferencas estatisticamente significativas representam-se
com # para p<0,05 e ### para p<0,001 quando comparadas os valores de proliferacdo celulares
entre as diferentes doses de irradiacao.

No que diz respeito ao contelddo proteico, na linha celular do epitélio da préstata
RWPE-1 n3o se observaram diferencas com significado estatistico relativamente as células
controlo, 48 horas ap6s a irradiacdo. No que diz respeito a irradiacdo com a dose de 1 mGy de
223Ra, verificou-se que as células mostram um valor de 106,36+15,05%, valor relativamente
semelhante ao das células expostas a dose de 4 mGy, 96,69+6,91%, e a dose de 10 mGy, que

foi de 103,69+10,99%.
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No caso das linhas celulares tumorais PC3 e LNCaP, verificou-se claramente uma
tendéncia de descida dos valores da proliferacdo celular a medida que a dose aumenta em
relacdo ao controlo, diferente do que acontece com a linha celular RWPE-1. Assim, quando
avaliada a percentagem de proliferacao celular da linha celular PC3 nas diferentes doses,
verifica-se uma diminuicdo significativa das percentagens da proliferacdo celular
comparativamente com o controlo para as doses de 4 e 10 mGy (p<0,001). O mesmo se
observa com a linha celular LNCaP, ou seja, ocorre uma diminui¢do com significado estatistico
com as doses de 4 e 10 mGy comparativamente com a condicdo controlo (p<0,001). Para a
linha celular PC3 a percentagem de conteludo proteico apds exposicdo a 10 mGy é de
39,82+2,95%, com diferencas estatisticamente significativas relativamente a dose de 1 mGy
(106,0146,25%, p<0,001) e de 4 mGy (56,72+3,77%, p=0,045). No que diz respeito a linha
celular LNCaP a percentagem de conteldo proteico apds exposicdo a 10 mGy é de
43,20+4,60%, com diferencgas estatisticamente significativas relativamente a dose de 1 mGy

(83,42+7,01%, p<0,001) e de 4 mGy (63,48+4,55%, p=0,113).

Na comparagao entre a linha celular RWPE-1 e as restantes PC3 e LNCaP (Tabela V),
para a mesma dose de irradiacdo, é de notar as diferencas estatisticas significativas com a
dose de 4 mGy (p<0,001) entre as linhas celulares RWPE-1 e PC3 (p<0,001) e as linhas celulares
RWPE-1 e LNCaP (p<0,001), verificando-se sempre uma percentagem de proliferacdo celular

significativamente superior na linha celular RWPE-1.

Relativamente a dose de 10 mGy, existe igualmente uma menor proliferacdo celular
com significado estatistico para ambas as linhas celulares tumorais, PC3 (p=0,004) e LNCaP

(p=0,004).
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Tabela V: Significancia estatistica na comparacao entre linhas celulares para o ensaio SRB 48
horas apds a irradiacao

Dose (mGy) Linhas celulares Valor de p
RWPE-1 vs. PC3 1,000
1 RWPE-1 vs. LNCaP 0,199
PC3 vs. LNCaP 0,095
RWPE-1 vs. PC3 0,000
4 RWPE-1 vs. LNCaP 0,000
PC3 vs. LNCaP 0,528
RWPE-1 vs. PC3 0,004
10 RWPE-1 vs. LNCaP 0,004
PC3 vs. LNCaP 0,828

No grafico da Figura 20 observam-se os resultados da proliferacdo celular relativos as
linhas celulares em estudo 8 dias apds a irradiacdo com 223Ra. De acordo com o gréfico,
verifica-se que a linha RWPE-1 apresenta, para a dose de 1 mGy, uma descida estatisticamente
significativa em relacdo as células controlo, sendo esse valor de 42,04+5,35% (p<0.001). No
entanto, esta diminuicdo nao se verifica para as restantes doses, ja que os valores da
proliferacdo celular se mantém semelhantes, ndo existindo assim diferencas com significado
estatistico entre as varias doses. Para a dose de 4 mGy o valor foi de 35,04+5,19%, e para a

dose de 10 mGy foi de 39,6314,67%.

Observando os resultados das linhas celulares tumorais verifica-se que os valores da
proliferacdo celular vdao diminuindo a medida que a dose aumenta, semelhante ao ocorrido
nos ensaios efetuados 48 horas apods a irradiacdo. Assim, relativamente ao controlo, para
ambas as linhas celulares PC3 e LNCaP obtiveram-se valores de proliferacao significativamente
inferiores para as doses de 4 e de 10 mGy (p<0,001). Na linha celular PC3 os valores de
proliferagdo celular foram de 60,06+2,87% e 27,5412,90% para as doses de 4 e de 10 mGy
respetivamente, enquanto que para a linha celular LNCaP foram de 63,8713,78% e

51,3113,78% respetivamente.
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Figura 20: Avaliagao da proliferagdo celular com recurso ao ensaio SRB da linha celular de tecido
normal da préstata, a linha celular epitelial RWPE-1, e das linhas celulares de cancro da préstata
humanas, as linhas celulares LNCaP e PC3, apds irradiacio com doses de 1, 4 e 10 mGy de ?*Ra.
Os ensaios foram realizados 8 dias apds a irradiacdo, expressando a média percentualterro
padrdo de pelo menos 6 experiéncias independentes. A condi¢do controlo foi normalizada a
100% e os resultados das restantes condigdes indicam a percentagem de proliferagdo
relativamente ao controlo. As diferencas estatisticamente significativas representam-se com
*** para p<0,001 quando avaliada a percentagem de prolifera¢do celular de cada dose em cada
linha celular relativamente a condicdo controlo. As diferencas estatisticamente significativas
representam-se com ## para p<0,01 e ### para p<0,001 quando comparadas os valores de
proliferacdo celulares entre as diferentes doses de irradia¢do.

Quando avaliada a proliferacao celular nas diferentes linhas celulares para a mesma
dose de radiacao, verificou-se que, de acordo com a tabela VI, apds a irradiacdo com a dose
de 1 mGy as linhas celulares tumorais, PC3 e LNCaP, possuem uma proliferacdao celular

significativamente maior comparativamente com a linha celular normal RWPE-1 (p<0,001).

Relativamente a dose de 4 mGy verificou-se o mesmo ja descrito para a dose de 1 mGy,
ou seja, nas linhas celulares PC3 e LNCaP observa-se uma proliferacdo maior com significado

estatistico quando comparados com a linha celular normal RWPE-1 (p<0,001).

Oito dias ap0ds a irradiacdo com 223Ra com a dose de 10 mGy verificou-se que todas as
linhas celulares possuiam uma proliferacdo menor ou igual a 50%. Verificou-se também que a
linha celular com menor proliferacdo foi a linha celular PC3, com diferencas estatisticamente

significativas relativamente a linha celular LNCaP (p<0,001).
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Tabela VI: Significancia estatistica na comparacao entre linhas celulares para o ensaio SRB 8
dias apds airradiacao

Dose (mGy) Linhas celulares Valor de p
RWPE-1 vs. PC3 0,000
1 RWPE-1 vs. LNCaP 0,000
PC3 vs. LNCaP 0,513
RWPE-1 vs. PC3 0,000
4 RWPE-1 vs. LNCaP 0,000
PC3 vs. LNCaP 0,726
RWPE-1 vs. PC3 0,081
10 RWPE-1 vs. LNCaP 0,110
PC3 vs. LNCaP 0,000

3. ANALISE DA SOBREVIVENCIA CELULAR PELO ENSAIO CLONOGENICO

O ensaio clonogénico é utilizado para avaliar a capacidade de uma célula formar
colénias apds irradiacdo. O 222Ra é um emissor de particulas alfa com elevado LET,
caracterizando-se por provocar alteracdes na cadeia dupla da molécula de DNA e,
consequentemente, influenciar a viabilidade celular, constituindo os efeitos diretos. O
objetivo principal na utilizacdo desta técnica consistiu em comparar a linha celular normal
RWPE-1 no que diz respeito a capacidade de formar coldnias apds irradiacdo com 223Ra com
as linhas celulares de cancro da prdstata LNCaP e PC3 ja previamente avaliadas (Marques,

2016), e perceber as diferencas existentes.

A Figura 21 representa os fatores de sobrevivéncia obtidos para a linhas celulares
RWPE-1, PC3 e LNCaP, apds exposicido a doses de 222Ra de 1, de 4 e de 10 mGy. Um dos aspetos
mais relevantes e facilmente identificaveis foi a diminuicdo significativa dos fatores de
sobrevivéncia das células normais RWPE-1 relativamente ao controlo (p<0,001), para todos os
valores de dose avaliados. O valor para a exposicao a dose de 1 mGy foi de 0,38+0,03. Para as
doses de 4 e de 10 mGy os valores foram de 0,3910,02 e 0,34+0,02, respetivamente, ndo
existindo diferencas significativas entre os diferentes fatores de sobrevivéncia para as

diferentes doses.
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Para a linha celular PC3 os dados obtidos mostraram uma diminuigao significativa
(p<0,01; p<0,001) do fator de sobrevivéncia a medida que a dose de radiagdo aumenta, em
relacdo ao controlo. O valor obtido para a exposicdao a 10 mGy foi de 0,21+0,05, com
diferencas estatisticas em relagdao a 1 mGy (0,81+0,02; p=0,01) e 4 mGy (0,54+0,03). No caso
da linha celular LNCaP, para além da diminuicdo significativa do fator de sobrevivéncia com o
aumento da dose (p<0,05; p<0,001), verificou-se uma elevada diminuicdo quando
comparadas as doses de 1 e 4 mGy, em que o fator de sobrevivéncia passa de 0,93+0,01 para
0,2810,04 (p<0,001). Finalmente, para a dose de 10 mGy o fator de sobrevivéncia ndo sofreu

alteracgdes significativas em relagdo a dose anterior, sendo de 0,30+0,09.
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Figura 21: Andlise da sobrevivéncia celular da linha celular de tecido normal da préstata, a linha
epitelial RWPE-1, e das linhas celulares de cancro da préstata humano, as linhas celulares LNCaP
e PC3, apds irradiacdo com doses de 1, 4 e 10 mGy. Os graficos expressam a média
percentualterro padrdo de pelo menos 8 ensaios independentes. As diferencas estatisticamente
significativas representam-se com * para p<0,05; ** para p<0,01 e *** para p<0,001 quando
avaliada a condicdo (dose) e respetivo controlo. As diferencas estatisticamente significativas
representam-se com ## para p<0,01 e ### para p<0,001 quando comparados os valores dos
fatores de sobrevivéncia entre as diferentes doses de irradiacdo.

Ao comparar os resultados da linha RWPE-1 com os resultados das restantes linhas
celulares (Tabela 7), foi possivel destacar diferencas com significado estatistico para 1 mGy

(p<0,001), guando comparada a linha celular RWPE-1 com ambas as linhas celulares tumorais.
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Quando avaliados os resultados obtidos apés irradiacdo com 4 mGy, o fator de
sobrevivéncia da linha celular RWPE-1 foi significativamente inferior ao fator de sobrevivéncia
da linha celular PC3 (p=0,009). Existem também diferengas entre as linhas celulares tumorais,
verificando-se que a linha celular PC3 demonstrou um menor fator de sobrevivéncia, apds
irradiagao com 4 mGy. Para o valor de dose de 10 mGy ndo existiram diferengas entre as linhas

celulares.

Tabela VII: Significancia estatistica na comparacdo entre linhas celulares para o ensaio
clonogénico

Dose (mGy) Linhas celulares Valor de p
RWPE-1 vs. PC3 0,000
1 RWPE-1 vs. LNCaP 0,000
PC3 vs. LNCaP 0,008
RWPE-1 vs. PC3 0,009
4 RWPE-1 vs. LNCaP 0,060
PC3 vs. LNCaP 0,000
RWPE-1 vs. PC3 0,353
10 RWPE-1 vs. LNCaP 0,852
PC3 vs. LNCaP 0,640

4. AVALIACAO DA MORFOLOGIA PELO METODO MAY-GRUNWALD GIEMSA

A morte celular podera acontecer devido a diversos processos e cada um deles
apresenta caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas préprias e distintivas. A apoptose, a
necrose, a autofagia ou a catdstrofe mitética sdo alguns exemplos de morte celular (Mendes,
2016).

A apoptose é geralmente um processo rdpido relacionado com a morte celular
programada, com participacdo ativa nos processos normais de desenvolvimento e de
homeostasia. A apoptose desregulada esta relacionada com muitas patologias, incluindo o
cancro, e pode ocorrer também como consequéncia de danos celulares induzidos por agentes
citotdxicos e/ou radiacdo ionizante, na atrofia de érgdos e na reposicdo a nivel fisioldgico de

tecidos diferenciados (Mendes, 2016; Leze, 2011).
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As caracteristicas morfoldgicas identificativas da apoptose sdo a contracdo celular,
provocando perda de aderéncia a matriz extracelular e as células em seu redor, e a
condensacdo e fragmentacdo da cromatina, que se concentra na membrana celular. De
seguida pode ocorrer o aparecimento de prolongamentos (blebs) na membrana, estruturas
estas também designadas por corpos apoptéticos que contém algum conteudo celular no seu
interior que se mantém integro, ocorrendo a desintegracdo do nucleo (Leze, 2011; Mendes,
2016; Elmore, 2007; Tait e Green, 2010).

J4 a necrose refere-se a um tipo de morte relacionado com a perda do equilibrio iénico,
aumento do volume citoplasmatico devido a entrada de agua e, consequentemente, lise
celular. Este processo provoca a saida de inumeros constituintes celulares que, na maioria das
vezes, esta associado a uma resposta inflamatdria (Fulda et. al., 2010).

Através do ensaio May-Griinwald Giemsa e posterior visualizacdo por microscopia
Otica foi possivel observar detalhes morfolégicos das células. Em citologia estes aspetos sdao
em grande parte fornecidos pelo detalhe da cromatina, mas também pela relacdo

nucleo/citoplasma e pela forma dos grupos celulares.

Na Figura 22 estdo ilustradas imagens representativas da morfologia das trés linhas

celulares utilizadas neste projeto apds irradiacdo com 223Ra com as doses de 0,4 e 4 mGy.
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Figura 22: Andlise morfoldgica das células RWPE-1, PC3 e LNCaP apds coloragdo das células com
recurso ao corante May-Griinwald-Giemsa. As linhas celulares foram expostas a doses de 0,4 e
4 mGy de ?%Ra, para além da auséncia de exposi¢do a radiacdo (Controlo). Os ensaios foram
realizados 48h apds a irradiacdo. As imagens foram obtidas com recurso a um microscépio ético
e apresentam-se com uma ampliacdo de 400x.

Para a linha celular RWPE-1, nas condi¢Ges 0,4 mGy e 4 mGy, percebeu-se que ha
algum polimorfismo celular, cromatina a marginalizar e nucléolos, aspetos descritos como
uma resposta das células a uma agressdao, mas nao é visivel de uma forma clara os aspetos

tipicos que caracterizam a morte celular definidos anteriormente.

Para as linhas celulares LNCaP e PC3 é percetivel a existéncia de morte celular nas
condicGes de irradiacdo de 0,4 e de 4 mGy. No entanto ndo existem sinais de ocorréncia de
apoptose sendo mais percetivel a necrose, ja que se observa o extravasamento da membrana
citoplasmatica e aspetos celulares reativos, como a presenca de nucléolos aumentados e

aumento do tamanho nuclear.
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5. AVALIACAO DOS EFEITOS DO ?2°Ra EM ESTRUTURAS 3D DE CANCRO DA
PROSTATA

O microambiente tumoral tem um papel essencial na resposta dos tumores as
diferentes abordagens terapéuticas, em particular a utilizagdo de radiacdo ionizante. A
realizacdo deste ensaio teve como objetivo o desenvolvimento e a otimizacdo de estruturas
3D de linhas celulares de cancro da prdstata. Assim, com este projeto pretendeu-se utilizar o
método de levitagdo magnética (MLM) para obter aglomerados de células com um formato
3D caracteristico e, se possivel, com o objetivo de estudar os efeitos do ?*2Ra em estruturas
3D. Este consistiu num estudo preliminar, uma vez que esta técnica ainda ndo estd

completamente otimizada, para a linha celular PC3.

As imagens representativas obtidas para a linha celular PC3 encontram-se ilustradas
na Figura 23. As células para o grupo controlo apresentam uma estrutura tridimensional com
formato esférico bastante evidente, com uma organizacdo espacial claramente identificativa
deste tipo de cultura, totalmente diferente da cultura em monocamada aderente
proporcionada pela cultura de células em frascos de cultura. E visivel uma estrutura 3D com

uma grande quantidade de células sem qualquer tipo de morte celular.

Quando analisada a morfologia das células expostas a dose de 10 mGy, embora ndo
sejam visiveis evidentes aspetos de necrose, verifica-se uma elevada condensacdo da

cromatina, o que é indicativo de uma resposta preliminar a uma agressao celular.
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Figura 23: Analise morfoldgica da estrutura 3D das células PC3 apds aplicagdo do método de
levitacdo magnética. Os resultados foram obtidos expondo as linhas celulares a dose de 10 mGy
de ?%Ra, para além da auséncia de exposicdo a radiacdo (Controlo). Os ensaios foram realizados
48h apods a irradiacdo. As imagens foram obtidas com recurso a um microscépio ético e

apresentam-se com uma ampliacdo de 400x.
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O cancro da proéstata é o tipo de cancro mais comum na populacdo idosa masculina na
Europa. Esta neoplasia tem-se revelado um problema de saude bastante preocupante
atualmente, principalmente em paises desenvolvidos que apresentam uma maior

percentagem de idosos na sua populagdo (Mottet et al., 2014).

Com o conhecimento do papel crucial que os recetores de androgénio desempenham
neste tipo de cancro, o termo “cancro da prostata resistente a castracdo” (CPRC) surgiu para
descrever um estado clinico em que o recurso a terapia por privagao de androgénios, com o
intuito de diminuir drasticamente os niveis de testosterona, é totalmente ineficaz e existe uma
progressdao continua da doenca. Nesta fase da doenca os doentes podem apresentar-se
assintomaticos e ndo metastizados, em que a sua identificacdo é feita pelos niveis crescentes
de PSA, ou entdo os tumores muito agressivos e caracterizam-se pela presenca de metastases
Osseas (Bishr e Saad, 2013). As metastases dsseas sao responsdveis pela diminuicdo da
qualidade de vida do doente, devido a sintomas graves como dor aguda e perda de
mobilidade. A existéncia de metastases define um novo estadio da doenca, designado por
carcinoma da prdstata metastatico resistente a castragcdo (CPMRC), que apresenta um elevado

indice de mortalidade (Marques, 2016).

Tem sido preocupac¢ao generalizada conseguir encontrar farmacos que possam ser
uma alternativa eficaz no combate nesta fase da patologia. Tendo em conta a informacao
conhecida, a utilizacdo de agentes que tenham a capacidade de mimetizar o calcio vem sendo
uma das estratégias adotadas. O dicloreto de radio-223 (*?3Ra) surge assim como um
radiofdrmaco aprovado pela EMA (do inglés, European Medicines Agency) utilizado no
tratamento de doentes com carcinoma da prostata resistente a castracdo, sem metastases
viscerais detetdveis e com metdstases dsseas sintomaticas (Shirley e McCormack, 2014; Sartor
et al., 2014). Embora existam alguns farmacos, como o docetaxel e o cabazitaxel que
revelaram eficdcia no tratamento do CPRC, o ?23Ra apresenta a caracteristica singular de ser

um emissor de particulas alfa.

O 2%23Ra tem um tempo de semi-desintegracdo de 11,4 dias. Por cada dtomo de ??3Ra
gue decai sdo emitidas quatro particulas alfa, que representam cerca de 95% da energia total.
O alcance das particulas deste radioisétopo é bastante curto (100 um), o que faz com que
provoque morte celular num pequeno volume de tecido e, assim, minimize possiveis lesdes

nos tecidos normais adjacentes, como é o caso da medula dssea (Nilsson, 2016).
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A principal caracteristica bioquimica do 223Ra é mimetizar o célcio e ter a capacidade
de se ligar ao osso, com formac¢do de complexos com a hidroxiapatite principalmente em
metdstases onde ocorre a formacdo de novo osso. Para além disso, esta forte ligacdo do *?3Ra
ao 0sso leva a que os radionuclideos filho fiquem retidos na matriz éssea. E um emissor de
particulas alfa com utilizacdo clinica aprovada para o tratamento do cancro da préstata
resistente a castracdo em doentes com metastases dsseas sintomaticas. Desta forma, a sua
grande vantagem é o aumento do tempo de sobrevida dos doentes ao atuar nas lesGes do
esqueleto. O elevado LET das particulas alfa provoca a quebra, geralmente irreparavel, da
cadeia dupla de DNA nas células tumorais, levando a sua morte em todas as fases do ciclo
celular. Este radiofarmaco apresenta um baixo nivel de mielossupressdo, ao contrario dos

emissores de particulas beta (Coleman, 2016; McKay et al., 2017).

0O estudo ALSYMPCA, ensaio clinico de fase lll, realizado em 2013 testou a eficacia do
radio-223 no CPMRC, e os resultados obtidos provaram que este radiofarmaco aumentou em
mais de trés meses o tempo de sobrevida médio em comparagdo com a administracao de

placebo (Parker et al., 2013).

No que diz respeito a realizacdo de estudos in vitro existe ja trabalho de investigacdo
desenvolvido com o objetivo de estudar os efeitos deste radiofarmaco, emissor de particulas
alfa, em linhas celulares do cancro da préstata, a LNCaP proveniente de uma metdstase
linfatica do cancro da prdstata, e a PC3 derivada de uma metdstase éssea do cancro da
prostata (Marques, 2016), com foco especial na sobrevivéncia celular e na avaliacdo da
cinética do %?3Ra. Assim, e de forma complementar, o grande objetivo do nosso trabalho
consistiu em aprofundar o conhecimento acerca dos mecanismos de acdo do 222Ra numa linha
celular de tecido epitelial normal da préstata, a linha celular RWPE-1, ou seja, uma linha
celular ndo tumoral, com o recurso a diferentes tipos de ensaios. O facto de as células serem
normais significa que, idealmente, devem sofrer o menos possivel os efeitos da irradiacdo de
modo a ndo existir ou minimizar danos nos tecidos saudaveis causados pela terapéutica com

radiacdo ionizante.

Para podermos comparar os resultados obtidos com as duas linhas celulares tumorais
seguiu-se metodologia semelhante. Assim, expuseram-se as células da linha celular normal a

diferentes doses de radiacdo. Numa primeira fase efetuaram-se estudos de captacdo do *?3Ra
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para compreender as diferencas na cinética das varias linhas celulares em estudo (normal e
tumorais). De seguida, prosseguiu-se para uma avaliacao da proliferacdo celular através do
ensaio SRB, de modo a perceber a citotoxicidade que foi induzida pelo radiofarmaco na linha
normal por comparagdo com as outras linhas celulares ja estudadas. No fim desta fase avaliou-
se o efeito da radiagao ionizante na sobrevivéncia celular através do ensaio clonogénico, com
base no principio da formacdo de coldnias. Os fatores de sobrevivéncia obtidos para as
diferentes doses na linha celular RWPE-1 foram comparados com os resultados existentes das
linhas celulares de cancro da prdéstata. De forma a corroborar os resultados obtidos
realizaram-se estudos de morfologia, de modo a avaliar a morte celular através do método de
coloracdo com May-Griinwald Giemsa, para todas as linhas celulares em estudo. Por fim, e
tendo em conta a influéncia do microambiente no desenvolvimento do tumor (Onuchic e
Chammas, 2010), foi desenvolvido e otimizado a metodologia por levitagao magnética (MLM)
com o propdsito de estabelecer culturas de cancro da préstata em 3 dimensdes, utilizando a
linha celular PC3. Tendo em conta algumas das desvantagens que a cultura celular 2D
apresenta, nomeadamente ndo conseguir representar o ambiente dinamico real no qual as
células estdo inseridas, tém surgido algumas técnicas inovadoras no sentido de obter
estruturas tridimensionais e assim obter resultados dos efeitos dos agentes citotdxicos de
modo mais fidedigno. Assim, o objetivo principal foi realizar estudos preliminares com recurso
ao MLM, apenas para a linha celular PC3, de modo a verificar a viabilidade deste método na
aglomeracdo tridimensional das células e também se os efeitos da radiacdo alfa se

repercutiam na sua morfologia.

Todos os estudos de captacdo in vitro foram efetuados para os tempos definidos de 5,
60 e 120 minutos. De acordo com os resultados foi possivel verificar que existe captacao de
223Ra por parte das células da linha RWPE-1, sendo que é na fase inicial que a captacdo é
superior. O valor da percentagem de captagao apds 5 minutos de exposi¢ao é de 1,10+0,03%,
um valor mais elevado comparativamente com a linha LNCaP (0,96+0,08%) e com a linha PC3
(0,86+0,08%). No entanto, ao fim de 120 minutos a linha RWPE-1 é a que apresenta menor
valor de captacdo (1,19+0,03%), com significancia estatistica (p<0,001), comparativamente
com a linha celular LNCaP (1,43+0,12%) e com a linha celular PC3 (1,61+0,08%). Assim, e de
acordo com os resultados obtidos para os tempos iniciais, podemos concluir que o *?*Ra

apresenta maior seletividade para as linhas tumorais do que para as células normais. As células
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tumorais apresentam um comportamento completamente alterado em relacdo as células ndo
tumorais. A linha celular PC3, que deriva uma metdstase dssea, é aquela que apresenta maior
captacdo. Estes dados confirmam as caracteristicas do 2?3Ra que mimetizam o
comportamento do cdlcio (Liepe e Shinto, 2016). Anteriormente foi provado que a utilizacao
de um farmaco com capacidade de bloquear os canais de calcio, o verapamil, provocou uma
diminuic3o significativa na captacdo de 222Ra em linhas celulares tumorais LNCaP e PC3, o que
comprova a relacdo de dependéncia entre estes canais e a entrada de 2?3Ra nas células

(Marques, 2016).

Com o objetivo de esclarecer se o 222Ra efetivamente entra nas células da linha celular
RWPE-1, poderiam ser realizados outros estudos, nomeadamente estudos de internalizagao.
Neste tipo de ensaios é necessario efetuar uma lavagem acida do pellet com o objetivo de
retirar a atividade que fica adsorvida a superficie da célula. Desta forma seria possivel saber

se a ligacdo ocorre por internalizacdo ou de uma forma extracelular (Marques, 2016).

O ensaio SRB é utilizado para determinar a proliferacdo celular, baseando-se na massa
proteica total (Neves, 2016). Este ensaio foi utilizado neste estudo com o objetivo de avaliar
os efeitos nas trés linhas celulares, 48 horas e 8 dias apds exposicdo ao 222Ra. As doses
escolhidas foram de 1, 4 e de 10 mGy, e permitiram avaliar e estabelecer diferencas em

relacdo a proliferacdo celular.

Quando comparadas as 3 linhas celulares verificou-se que, 48 horas apés a irradiacao,
na linha celular RWPE-1 ndo ocorreram alteragdes na proliferagdo celular comparativamente
com as linhas celulares tumorais PC3 e LNCaP, nas quais a proliferacdo celular diminuiu a
medida que a dose aumentava. Em 1906, os franceses Bergonie e Tribondeau estabeleceram
alguns pressupostos relacionados com a sensibilidade dos tecidos a radiacdo, afirmando que
a sensibilidade de uma célula a radiacdo é dependente do seu grau de diferenciacdo e da sua
atividade mitdtica. Quanto menor for a diferenciacdo celular e maior for a taxa de

multiplicacdo, mais sensivel essa célula serd a radiacdo (Araujo et al., 2012).

No entanto, 8 dias apds a irradiagdo o mesmo nao se verifica, ja que neste periodo a
linha celular RWPE-1 sofre uma diminuicdo na proliferacdo celular que é acompanhada
também por uma diminuicdo do fator de sobrevivéncia verificada através do ensaio

clonogénico, comparativamente com as linhas celulares PC3 e LNCaP.
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Os efeitos diretos sdo provocados apds deposicdo de energia pela radiacdo na célula,
e surgem em consequéncia da lesdo em macromoléculas importantes, como o DNA ou certas
proteinas e lipidos membranares. Quando os danos provocados nas estruturas ndo podem ser
reparados resultam em mutagles, aberracdes cromossémicas ou, diretamente, em morte
celular, afetando a sobrevivéncia da célula (Mendes, 2016). Este efeito tem maior
probabilidade de ocorrer com radia¢do de alto LET, como é o caso das particulas alfa emitidas

pelo 222Ra (Marques et al., 2018).

Para além disso, e tendo em conta a bibliografia, as células tumorais desenvolvem
mecanismos de prote¢dao comparativamente com as células normais. As células tumorais, ao
contrdrio das células normais, adquirem alteracGes genéticas que alteram a funcionalidade
das vias de sinalizacdo que no caso das células tumorais do cancro da prdstata estdo
dependentes de androgénios, permitindo a entrada de nutrientes que vao estimular a
sobrevivéncia e o crescimento celulares (Abrantes, 2013). Assim, a possivel justificacdo para
estes resultados pode estar baseada nesta hipdtese, ou seja, na linha celular RWPE-1, que
possui maior tempo de duplicacdo, verifica-se uma maior radiossensibilidade
comparativamente com as linhas celulares tumorais PC3 e LNCaP, que apresentam maior

radiorresisténcia e menor tempo de duplicacdo celular.

No entanto, e tendo em conta os métodos escolhidos, é necessario reconhecer no
método do SRB algumas limitagdes, nomeadamente se a diminui¢cdo da atividade metabdlica
celular corresponde a uma reducdao do numero de células (Neves, 2016). A analise da
morfologia das trés linhas celulares foi obtida através do método de coloracdao com May-
Griinwald Giemsa. Enquanto que as células normais sao todas iguais, tém a cromatina fina e
regularmente distribuida pelo nucleo e a relagdo nucleo/citoplasma é pequena, as células
neoplasicas sdo diferentes entre si no tamanho e apresentam grande relacao
nucleo/citoplasma. Ja as células reativas apresentam quase sempre cromatina mais grosseira
e formacdo de nucléolos, mas mantém a relacdo nucleo/citoplasma pouco alterada. As células
em processo de morte apresentam grande relacdo nucleo/citoplasma, cromatina grosseira,
por vezes marginalizada a membrana nuclear, os limites citoplasmaticos podem apresentar-
se por vezes indefinidos, por vezes com extravasamento do conteldo representando aspetos

morfoldgicos compativeis com morte por necrose. Ja a morte por apoptose é a mais facil de
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identificar quando se observam blebs (Marshall et al., 1997; Baba e Catoi, 2007; Mendes,
2016).

Neste trabalho procedeu-se a irradiagdo com doses de 0,4 e 4 mGy nas trés linhas
celulares, e os resultados foram obtidos 48 horas apds a irradiacdo. Para a linha celular RWPE-
1 ndo sdo visiveis aspetos tipicos de morte celular, ao contrario das linhas celulares tumorais
PC3 e LNCaP, em que é percetivel evidéncias de necrose, principalmente devido ao
extravasamento da membrana citoplasmatica. Estes factos corroboram os resultados do
ensaio SRB, pois para a linha celular RWPE-1 ndo ha diminuicdo da proliferacdo ao fim de 48
horas, ao contrario do que acontece nas linhas tumorais. Assim, todos estes dados permitem-
nos inferir uma maior seletividade do 22Ra para as células tumorais relativamente as células
normais. Umas das formas de aprofundar este tema seria obter imagens morfoldgicas 8 dias
apo6s a irradiacdo de modo a caracterizar o tipo de morte celular que se observa e se os

resultados corroboram os resultados do ensaio SRB correspondente.

A Ultima abordagem efetuada neste trabalho foi o estudo da formacao de estruturas
celulares 3D com a linha celular PC3 e irradiacdo das mesmas com 223Ra. A cultura de células
3D tem vindo a ser desenvolvida no sentido de ultrapassar algumas das desvantagens que a
cultura em monocamada 2D apresenta. A cultura 2D n3o consegue representar de uma forma
real o ambiente dindmico e complexo onde as células se inserem, verificando-se uma
diminuicdo na interacgdo célula-célula / célula-matriz extracelular, cujos sinais estdo envolvidos
em processos de diferenciacdo e de proliferacdo celulares, e também reduz em parte a
funcionalidade das células ao terem de se ajustar a superficie rigida do frasco de cultura (Lee

et al., 2008; Haisler et al., 2013; Breslin e O’Driscoll, 2013).

O surgimento da técnica de cultura de células 3D aproximou a cultura de células as
condicbes in vivo, diminuindo o intervalo que existe entre o sistema de cultura celular e a
fisiologia real da célula (Ravi et al., 2014). Como referido anteriormente, este tipo de cultura
apresenta uma maior estabilidade e a sua forma esférica permite uma melhor caracterizacdo
morfoldgica, simulando as dindmicas celulares de uma maneira mais real. As células em
cultura 3D mostraram melhorias a nivel de diversos parametros, como a morfologia, a
viabilidade, a proliferagao, a diferenciagao e a sintese proteica. Para além disso também sao

mais adequadas para estudos a longo prazo (Antoni et al., 2015).
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Através das imagens representadas na figura 21 podemos concluir que o objetivo
principal foi alcangado, pois é bem visivel a organiza¢do espacial esférica da células, o que
confere um aspeto tridimensional a cultura. Como referido anteriormente, este tipo de
organizagao espacial é um fator fundamental no desenvolvimento celular ja que permite que
exista uma maior aproximacdo com o que acontece in vivo, simulando por isso de melhor
forma as condi¢Ges naturais da célula e permitindo desta forma melhorar os estudos a

realizar.

A pouca literatura existente neste assunto indica que estudos recentes realizados
demonstraram que a utilizacdo de nanoparticulas magnéticas nao induziu uma resposta
inflamatdria nem afetou o metabolismo e a proliferacdo celulares, sendo estes indicadores
positivos (Haisler et. al., 2013; Souza et al., 2010; Tseng et al., 2013). De acordo com os
resultados uma das limita¢des do estudo foi ndo ser muito visivel os aspetos morfolégicos de
morte celular esperados para uma dose t3o elevada de 223Ra. E notdria a condensacdo da
cromatina, mas nao ha lise celular tipica do processo de necrose que foi encontrada no ensaio
May-Grinwald-Giemsa. No entanto este foi apenas um ensaio preliminar, que garantiu a
formagao com sucesso de estruturas 3D mas que necessita de ser otimizado no futuro de

modo a garantir o sucesso de todos os tipos de testes citotoxicos que sejam feitos.

Como referido anteriormente, a baixa velocidade das particulas alfa
comparativamente com as particulas gama e beta faz com que estas apresentem um alcance
muito curto, inferior a 100 um (Nilsson, 2016). Biologicamente este valor traduz-se em menos
de 10 diametros de células, e por isso sejam visiveis algumas alteracdes na célula,

nomeadamente no nucleo.

Neste contexto podera ser importante aumentar os periodos temporais que foram
seguidos neste protocolo. Neste estudo a irradiagdo ocorreu 48 horas apds a implementacao
do MLM nas células, e os ensaios morfologicos foram realizados 48 horas apods a irradiacao.
Algumas das sugestdes a adotar passam por deixar as células crescer durante mais tempo,
obtendo assim um maior nimero de células na estrutura 3D, e sé depois proceder a
irradiacdo. Para além disso, de modo a obter de forma mais visivel os efeitos morfolégicos do
223Ra em termos de morte celular, proceder a realizacdo dos ensaios 8 dias apds a irradiac3o,

tal como se fez no ensaio SRB.
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A realizacdo deste trabalho laboratorial teve como principal objetivo sujeitar trés
linhas celulares a irradiacdo com o radiofarmaco 2?3Ra e avaliar os efeitos que surgem ao nivel
da captacdo, proliferacdo, sobrevivéncia e morfologia celular, utilizando diversas
metodologias. Duas das linhas celulares eram de carcinoma da prdstata, a LNCaP ea PC3,ea
outra uma linha celular normal derivada do epitélio da prdstata, ndo cancerigena, a RWPE-1,
constituiram o objeto deste trabalho que visou o aprofundamento do conhecimento acerca
dos efeitos da radioterapia metabdlica utilizando Radio-223 no CPMRC. Outro dos objetivos
proposto consistiu na obtencdo e otimizacdo de estruturas tridimensionais de células

tumorais da prostata.

A avaliacdo da cinética do 2%>Ra com recurso aos estudos de captacdo permitiu-nos
concluir que ocorre captacdo de 223Ra nas células RWPE-1, sendo que esta ocorre de forma
maioritaria numa fase inicial. No entanto, e comparativamente com as células tumorais, o seu
valor é inferior. No futuro poder3o ser realizados estudos de internalizacdo do 223Ra, de modo
a esclarecer se o radiofarmaco efetivamente é internalizado nesta linha celular ou se a ligacao
acontece somente por adsorcdao a membrana citoplasmatica. Para além disso a realizacdo de
estudos de efluxo seriam uma mais valia na compreensdo dos mecanismos de efluxo do ??3Ra

para o exterior da célula.

O ensaio SRB na linha celular RWPE-1, 8 dias apds a irradiacdo, revelou uma diminuicao
na proliferacdo celular comparativamente com as linhas celulares PC3 e LNCaP. Estes dados
sdo corroborados pelo ensaio clonogénico, pois também se verifica uma diminuicdo do fator
de sobrevivéncia para a linha celular RWPE-1. Podemos concluir assim que se verifica uma
maior radiossensibilidade para a linha celular RWPE-1 comparativamente com as linhas
celulares tumorais PC3 e LNCaP, que apresentam maior radiorresisténcia e menor tempo de
duplicacdo celular. Como perspetiva futura considera-se relevante quantificar o tipos de
morte celular através da técnica de citometria de fluxo, recorrendo a dupla marcacdao com

anexina V e com iodeto de propideo.

Os ensaios morfoldgicos realizados com recurso ao método de coloracdo May-
Griinwald Giemsa ndo revelaram evidéncias de morte celular para as células RWPE-1. Seria
importante obter resultados morfoldgicos das trés linhas celulares com aumento do periodo
temporal apds a exposicdo ao 22%Ra, isto &, avaliar a morfologia 8 dias apds a irradiacdo e

perceber se os resultados corroboram aqueles que foram obtidos pelo ensaio SRB.
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Foi possivel estabelecer o protocolo para obtencdo de estruturas celulares 3D de
cancro da prdstata utilizando linha celular PC3. Esta linha celular é caracterizada por nao
expressar recetores hormonais. Desta forma seria importante realizar o mesmo ensaio
recorrendo a utilizagdo da linha celular LNCaP, sendo que esta expressa recetores hormonais.
Para além disso, e tendo em conta a necessidade de estudar a influéncia do ambiente celular
na resposta a radiacdo, a realizacdo de culturas em 3D mistas, ou seja, com mais do que um

tipo de células (tumorais e normais), poderia fornecer uma maior informacgao.
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