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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
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Resumo

O cancro da prostata (CaP) € a segunda neoplasia masculina mais comum em todo
o mundo, sendo que em 2020 foram diagnosticados 1 414 259 casos de CaP. A terapia
de privacdo de androgénios € o tratamento de primeira linha para o CaP avancado, no
entanto, a regressdo do tumor apds a castracao €, frequentemente, apenas temporaria
e o0 tumor reincide e progride para a resisténcia a castracdo . Neste estadio do CaP, é
muito comum o aparecimento de metastases, sendo que as metastases 0sseas sao as
mais frequentes. Este tipo de metastases ocorre em mais de 90% dos doentes e provoca
sintomas como fraturas, anemia e perda de peso, os quais levam a diminuicdo da
qgualidade de vida do doente. Este estado avancado da doenga ndo tem cura, mas o
radio-223 revela-se uma opcao terapéutica que melhora a sobrevivéncia global e diminui
a dor associada a alguns efeitos secundarios. Sabe-se que este radiois6topo, emissor
predominante de particulas q, infiltra-se no tecido 6sseo e vai ser incorporado pelos
osteoblastos, contudo, 0os mecanismos subjacentes aos seus efeitos no nicho
metastatico ainda ndo estdo completamente compreendidos.

O objetivo principal deste projeto é, entdo, o estudo dos efeitos do radio-223 em
modelos celulares tridimensionais e homotipicos de CaP. Para o atingir, este trabalho
iniciou-se com a otimizacdo e caracterizagdo de modelos celulares tridimensionais
homotipicos de CaP. Seguiu-se a translacéo e validagdo do modelo de irradiagdo com
radio-223 para os modelos 3D para, por fim, permitir a avaliacdo dos efeitos
radiobiolégicos do radio-223 nos modelos tridimensionais, utilizando diversas técnicas
de biologia celular e molecular.

Para tal, foram utilizadas duas linhas celulares de CaP (PC3 e LNCaP) e foi
desenvolvido um modelo 3D de esferoides, recorrendo a jungédo dos métodos hanging
drop e magnetic levitation. A validacdo do método de irradiacéo e de célculo de dose do
radio-223 para os modelos 3D foi realizada através da avaliacao dos efeitos bioldgicos
em termos de conteldo proteico e de atividade metabdlica celular, apés irradiacéo dos
esferoides e utilizando duas abordagens experimentais diferentes para obter a mesma
dose de irradiacdo. Apds validacdo, os efeitos do radio-223 nos esferoides foram
estudados apés irradiacdo com doses até 40 mGy, avaliando-se para a dose mais
elevada os efeitos na proliferacéo, sobrevivéncia e viabilidade celulares.

Através da metodologia desenvolvida, foi possivel criar, de uma forma eficaz,
esferoides de células PC3 reprodutiveis e compactos, capazes de manter a sua

estrutura ao longo de 10 dias. Os esferoides constituidos por células LNCaP
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aumentaram a sua compactacao ao longo dos dias, mas apresentaram forma e area
muito distintas entre si, pelo que néo foram utilizados para os estudos de radiobiologia.
A equacdo do calculo de dose do radio-223 foi validada para a irradiacdo de modelos
celulares 3D, ndo se verificando diferencas significativas entre os efeitos biolégicos
observados com as duas abordagens usadas. A avaliacdo da atividade metabdlica
celular, apés irradiacdo dos esferoides com doses até 40 mGy, permitiu aferir
indiretamente que o aumento da dose ndo levava a uma diminuigcdo acentuada da
proliferacdo. Contudo, através do ensaio com marcacao por Ki-67, verificou-se uma
diminuicdo da proliferacdo celular para uma dose de 40 mGy. Este efeito é confirmado
pela progressiva desintegracdo do esferoide ao longo do tempo e pelo aumento de
eventos como apoptose e necrose. O ensaio clonogénico mostrou, ainda, uma perda
total da capacidade clonogénica das células quando sujeitas a uma dose de 40 mGy,
indicando a perda de capacidade de sobrevivéncia a longo prazo apés irradiagcdo com
radio-223.

Desta forma, os resultados obtidos confirmam que o radio-223 provoca um efeito
citotoxico, diminuindo o tamanho dos esferoides, a proliferacdo, a capacidade
clonogénica e aumentando os eventos relacionados com morte celular. Estes efeitos
foram verificados em modelos celulares 3D, estruturas moleculares mais complexas e
mais préximas do microambiente tumoral, sustentando assim a sua utilizacdo para
futuros estudos do mecanismo molecular do radio nas metastases do CaP. Este
conhecimento permitird aprofundar as potencialidades do radio-223 e maximizar a sua
aplicabilidade, tendo em vista o aumento da sobrevivéncia glocal e a melhoria da

qualidade de vida do doente com CaP.
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Abstract

Prostate cancer is the second most common neoplasm in the world in men, with
1 414 259 reported cases in 2020. The first-line treatment for advanced-stage prostate
cancer is androgen deprivation therapy, but the tumor regression after castration is
temporary in most cases, with a consequent and progressive castration-resistant
relapsing. In this growth stage, the formation of metastases is very common, with bone
metastases being the most frequent conditions, present in more than 90% of the patients.
They cause other conditions like bone fractures, anemia, and weight loss, ultimately
leading to a decrease in the patient’s quality of life. There is no cure for prostate cancer
in this advanced-stage, but radium-223 presents a viable therapeutic option, both
improving the overall survival rate and the pain associated with some side effects of the
disease. This radioactive isotope emits predominantly a-particles, penetrating the bone
tissue incorporated by the osteoblasts. However, the effects of these mechanisms in the
metastatic environment are not fully understood.

The main goal of this project is to study the effects of radium-223 in homotypic
three-dimensional cellular models of prostate cancer. To assess such effects, the
optimization and characterization of the homotypic three-dimensional cellular models
were first performed. Then, the adaptation and validation of the irradiation model with
radium-223 into the 3D models were done, allowing the evaluation using several cellular
and molecular biological techniques of the radiobiological effects of the isotope in such
models.

To achieve this, two cell lines of prostate cancer (PC3 and LNCaP) were used,
and a 3D spherical model was developed, adopting the hanging drop and magnetic
levitation methods. The validation of the irradiation method and the calculation of the
dose of radium-223 for the 3D models were performed by evaluating the biological
effects in the protein content and cell metabolic activity, after irradiating the spheroids
through two different experimental approaches, in order to obtain the same irradiation
dose. After the validation, the effects of radium-223 in the spheroids were studied after
irradiation with doses up to 40 mGy, evaluating, for the highest dose, the cellular effects
on proliferation, survival and viability.

Using this methodology, it was possible to effectively create reproducible and
compact spheroids of PC3 cells, capable of maintaining their structure for 10 days. The

spheroids of LNCaP increased their compactness through the days, but were not used
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in the radiobiological studies, as they manifested very distinct sizes and areas. The
equation for the calculation of the dose for radium-223 was validated for the irradiation
of the 3D cellular models, since no significant differences were observed between the
two experimental approaches used. The evaluation of the cell metabolic activity, after
irradiating the spheroids with doses up to 40 mGy, allowed to conclude that the increase
of the radium-223 dose does not alter cell proliferation. However, it was observed a
decrease in Ki-67 expression for a dose of 40 mGy. This effect is confirmed by the
progressive disintegration of the spheroid overtime, and by the increase of events like
apoptosis and necrosis. Moreover, the clonogenic assay showed a total loss of the
clonogenic capacity of the cells irradiated with a 40 mGy dose, indicating a loss of the
long-term survival capability after the radium-223 irradiation.

In conclusion, the results confirmed that radium-223 has a cytotoxic effect on the
spheroids, decreasing the size, proliferation, and clonogenic capacity of the spheroids,
and increasing the effects related to cellular death. These effects were observed in 3D
cellular models, which are complex molecular structures similar to the tumor
microenvironment, therefore supporting future studies of the molecular mechanism of
radium-223 against prostate cancer metastases. This knowledge will allow deepening
the potentialities of radium-223 and maximizing its use with the goal of increase the

global survival and enhance the quality of life of prostate cancer patients.
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Em 1895, Conrad W. Réentgen descobriu os raios-X, seguindo-se a descoberta dos
“raios uranicos” por Henri Becquerel, durante a sua pesquisa sobre a fosforescéncia dos

sais de uranio (Becquerel, 1896; Roentgen, 1896).

Marie Sklodowska-Curie, interessada nos misteriosos “raios uranicos”, comegou a
trabalhar no laboratorio de Pierre Currie em Paris, usando minério de uranio de
pechblenda da mina de Joachimstal na Pol6nia. Ela tentou identificar as substancias e
minerais que emitiam radiacdo ionizante e notou que esta rocha emitia cerca de 2,5
vezes mais radiagdo do que o explicado pelo conteudo de urénio. Depois da descoberta
do poldnio, observaram uma alta emissdo de radiacdo noutra fragdo quimica que
continha bario. Seguindo um procedimento de separacao, obtiveram um sal cuja analise
de espectroscopia de emissao revelou que as linhas observadas ndo correspondiam a
nenhum elemento conhecido (Carvalho, 2011; Currie et al., 1898; Froman, 1996). Os
Curie escreveram: “Ha uma forte razdo para acreditar que a substancia obtida contém
um novo elemento. Propomos nomea-lo como Radio” (Currie et al., 1898, p. 1217), e
escreveram ainda: “Esta nova substancia radioativa, provavelmente, ainda contém uma
grande quantidade de bério, mas a radioatividade do radio parece enorme” (Currie et
al., 1898, p. 1217). Os “raios uranicos” passaram, entdo, a denominar-se

“radioatividade”.

Apb6s a descoberta do radio, no ano de 1900, Henry Becquerel carregou um tubo
com uma pegquena quantidade deste elemento no seu colete durante 14 dias,
desenvolvendo uma queimadura na pele. Pierre Curie decidiu, entdo, investigar o
sucedido, colocando uma pequena fonte de radio no seu braco durante 10 horas. A
semelhanca de Becquerel, Pierre Curie ficou também com uma queimadura localizada.
Ernest Besnier observou a queimadura de Becquerel e notou que esta era semelhante
a gqueimaduras provocadas por raios-X. Dr. Henri Danlos usou, entdo, o material
radioativo para tratar lUpus e outras doencas dermatoldgicas (Carvalho, 2011; Danlos &
Bloch, 1901).

No tratamento do cancro, o radio foi usado pela primeira vez em braquiterapia. No
inicio, era colocado diretamente na superficie do tumor ou intracavitariamente (no
cancro da vagina ou do utero) e, na década de 1910, os médicos comegaram a introduzir
a fonte radioativa intersticialmente, ou seja, profundamente no tumor. Os cancros da
mama, da prostata, do esofago e do cérebro foram os primeiros a ser tratados com esse

método. Contudo, devido a falta de dosimetria adequada e a inevitabilidade do contato

Carolina Silva




Introducao

direto com o material radioativo, 0 método era muito perigoso para os médicos e doentes

que o utilizavam (Kutakowski, 2011).

Estas descobertas, feitas ha mais de um século, sdo a base para as mais recentes
investigacdes cientificas. A descoberta do radio por Marie Curie e Pierre Curie abriu

uma nova era no tratamento do cancro e a possibilidade de salvar muitas vidas.

1.1. Radiacao lonizante

A radiagdo ionizante tem a capacidade de remover eletrdes dos atomos, moléculas
ou iBes, ou seja, ioniza-los. A ionizacdo pode-se dar a partir da interacdo da radiacao

eletromagnética com a matéria ou através de colisdes entre particulas (Forshier, 2009).

A interacdo da radiacdo eletromagnética (por exemplo, os raios-X e 0S raios-y)
envolve a transmisséo de energia. Quando um fotdo incide em matéria, este transfere
parte ou totalmente a sua energia para o alvo (atomo, molécula ou id0). Se a energia
transferida for superior a energia de ligagédo do eletrdo na orbital mais exterior do alvo
(também conhecida como energia de ionizagdo), este eletréo é ejetado com a diferenca
energética do processo. No entanto, se a energia transferida nao for suficiente para
ionizar o alvo, o eletrdo passa para uma orbital mais externa e, posteriormente, volta a

orbital original emitindo fotdes. (Kelsey et al., 2014; Podgorsak, 2005).

1.1.1. O elemento Radio

O radio (Ra) é um elemento quimico radioativo e € o metal alcalino-terroso mais
pesado do grupo 2 (lla) da tabela periédica. Tal como se pode constatar na Figura 1, o
seu namero atomico é 88 e encontra-se no estado solido a temperatura ambiente, tendo
um aspeto macio, brilhante e com uma cor prateada. Sado conhecidos 34 is6topos do

radio e todos eles séo radioativos (Emsley, 2012; Hanusa, 2019).
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Figura 1: Propriedades do elemento radio. [Adaptado de (Hanusa, 2019)]

Nas décadas de 1910 e 1920, uma “onda” de radio invadiu os Estados Unidos e a
Europa, sendo que o radio foi adicionado a uma ampla variedade de produtos, incluindo

pasta de dentes, cremes faciais e até comida (Gunderman & Gonda, 2015).

O radio, que emite uma luz azul fraca, era também adicionado a tintas destinadas a
pintura de relégios e de instrumentos de aeronaves. Para aumentar a sua
luminescéncia, era adicionado sulfeto de zinco (ZnS) que atuava como cintilador, ou
seja, um material que emite luz visivel em resposta a radiacao ionizante. Estas tintas
eram consideradas “especiais” porque brilhavam no escuro, mas provocaram muitas
mortes as pintoras dos mostradores de relégios (Figura 2). Estas pintoras desconheciam
0s perigos do radio e lambiam frequentemente o pincel para este ficar com a ponta mais
fina, ingerindo diretamente o radio (Aron, 2017; Curtis, 1998; Gunderman & Gonda,
2015).

Figura 2: Mulheres a pintar relégios com radio em 1932 na fabrica de Ingersoll. (Aron, 2017)
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O radio-226 é o is6topo de radio mais abundante na natureza e o que tem um
periodo de semi-desintegracao fisico (T12) mais longo, de 1600 anos (Emsley, 2012;
Hanusa, 2019).

1.1.2. R&dio-223

O rédio-223 é um radiois6topo emissor predominantemente de particulas alfa (a),
com um periodo de semi-desintegracao fisico de 11,4 dias. Cada decaimento de radio-
223 resulta na emisséo de 4 particulas a na cadeia de decaimento primaria (Figura 3).
As particulas a s&o caracterizadas pela elevada transferéncia linear de energia (LET,
do inglés linear energy transfer) - energia transferida por unidade de comprimento de
percurso - na ordem dos 100 keV/mm em tecidos moles (Forshier, 2009). Devido a
elevada LET, a distancia de penetragdo no tecido é limitada, aproximadamente 100 pum
(Dondossola et al., 2019).

O radio-223 pode ser produzido artificialmente em grandes quantidades com um
custo reduzido. Este radioisétopo é gerado a partir do decaimento do tério-227
(T12=18,7 dias) que, por sua vez, é o produto do decaimento do actinio-227 (T.= 21,7
anos) (Leung et al., 2020; Marques, 2016).

O decaimento do radio-223 para chumbo-207 pode ser encontrado na Figura 3 e é
acompanhado por uma série de emissdes a, B, acompanhados ou hdo por emissao v,
com diferentes energias e probabilidades de emisséo, distribuida pelas fragbes: 95,3%
de particulas a, 3,6% de particulas B e 1,1% de radiagéo y (Marques, 2016; Yard et al.,
2019).
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Figura 3: Representagdo esquematica da cadeia de decaimento do radio-223. Ao lado das setas esta

representado o tipo de decaimento e a energia de cada particula a ou B entre parénteses.

1.1.3. Efeitos fisicos e biologicos da radiacéao
ionizante

A particula a, com uma carga positiva de +2, € composta por dois protdes e dois
neutrbes. As particulas a interagem com os eletrdes para ionizar atomos ou moléculas
ao longo do seu percurso. Como resultado dessas interacoes, a particula a perde uma
grande quantidade de energia numa curta distancia, o que limita a sua profundidade de
penetracao a apenas alguns centimetros no ar ou a menos de um milimetro na pele

humana (Kelsey et al., 2014).
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Quando as células sdo expostas a radiacdo ionizante, os efeitos fisicos entre a
radiacdo e os atomos ou moléculas das células ocorrem em primeiro lugar, seguido do

possivel dano biolégico as fungdes celulares (Hall, 1985; Kelsey et al., 2014).

Efeitos fisicos

Os efeitos fisicos incluem os processos de ioniza¢do e excitagdo que ocorrem nos
atomos e moléculas do material atravessado. Ao longo do percurso das particulas, estas
vao depositando energia e vao sofrendo interacdes electroestaticas com os eletres dos
atomos (Figura 4). Para particulas carregadas, a ionizacdo especifica € o numero de
pares de ibes formados por unidade de comprimento de percurso. As particulas a
podem produzir varios milhares de pares de ides por milimetro (Hall, 1985; Kelsey et al.,
2014).

Emissor 1mm

alfa

Particula alfa

Figura 4: As particulas a tém uma grande ionizagéo especifica e um percurso relativamente linear a medida

que interagem com a matéria. [Adaptado de (Kelsey et al., 2014)]

Efeitos bioldgicos

Os efeitos biologicos da radiacao resultam principalmente de lesdes no ADN, que &
o alvo mais critico dentro da célula. No entanto existem, também, outros locais na célula
que, quando danificados, podem conduzir & morte celular. Quando a radia¢édo ionizante
€ absorvida no material biolégico, o dano a célula pode ocorrer de duas formas: direta

ou indireta (Podgorsak, 2005). Estes efeitos sdo denominados target, ou seja, no alvo.

Na acdao direta, a radiacdo interage diretamente com o alvo critico na célula, como
por exemplo, moléculas de ADN. Os atomos do préprio alvo podem ser ionizados ou
excitados através de interacdes de Coulomb, levando a cadeia de eventos fisicos e
guimicos que eventualmente produz o dano biolégico. Uma particula a incidente pode

guebrar diretamente as ligac6es quimicas numa molécula de ADN. A acdo direta é
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dominante na interagao de particulas de alto LET, como as particulas a, com o material
biolégico (Kelsey et al., 2014; Podgorsak, 2005).

Na acdo indireta, a radiacdo ionizante exerce o seu efeito através da acédo de
espécies radicalares produzidas, por exemplo, na sequéncia da radiblise da agua. Esse
processo deve-se a interacdo da radiacdo com as moléculas de agua que séo
especialmente abundantes ja que o corpo humano é constituido, aproximadamente, por
70% de agua. As espécies radicalares produzidas, como por exemplo o radical hidroxilo
(OH), interagem com &tomos e moléculas dentro das células, em particular o ADN, para
produzir modificagdes quimicas e danos moleculares. Das espécies radicalares, 0s
radicais livres sdo atomos eletricamente neutros que contém eletrdes livres, ou seja,
nado ligados e que sdo altamente eletrofilicos e reativos (Beyzadeoglu et al., 2010;

Marques, 2016; Yard et al., 2019).

Outros efeitos

Existem outros efeitos da radiagdo, efeitos non-targeted, que sdo observados,
também. Destes podemos referir o efeito Bystander, o efeito Abscopal e a instabilidade

gendmica (Elgazzar & Kazem, 2015; Marques, 2016; Schmid et al., 2012).

O efeito Bystander refere-se a observacgéo de que células fora do campo de radiagcéo
podem sofrer danos apés células proximas no mesmo organismo serem expostas a
radiacdo. As células ndo irradiadas podem demonstrar efeitos da radiagdo como
resultado de sinais recebidos de células vizinhas. Desenvolvimentos recentes na andlise
de ADN permitiram a detecdo de alteracbes na estrutura deste, resultantes de
mutagbes, que sdo transmitidas as geracdes futuras da linha celular (Brito &
Etchebehere, 2020; Kelsey et al., 2014).

O efeito Abscopal promove morte celular distante, uma vez que a radiagdo ionizante
e 0s seus produtos de decaimento estimulam reacdes inflamatérias e do sistema
imunitario por meio de citocinas. Portanto, ira provocar efeitos distantes observados
apos a terapia localizada com recurso a radiacéo ionizante. Contudo, 0s mecanismos
exatos deste efeito ainda precisam de ser elucidados (Brito & Etchebehere, 2020;
Schmid et al., 2012).

A instabilidade gendémica é definida como um aumento de alteragfes no genoma,

manifestando-se como aberragbes cromossémicas, formagdo de microndcleos,
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mutacdes genéticas e aneuploidia. A gravidade da instabilidade gendmica é influenciada
pela LET (Schmid et al., 2012).

1.1.4. Lei de Bergonie e Tribondeau, 5Rs da
Radiobiologia e resposta celular

A Lei de Bergonie e Tribondeau, postulada em 1906 (Forshier, 2009), afirma que:

e Células estaminais ou indiferenciadas sdo mais radiossensiveis do que células

diferenciadas;

e Os tecidos e 6rgdos mais jovens sao mais radiossensiveis do que os tecidos e

6rgaos mais velhos;

e Quanto mais alta a atividade metabdlica da célula, maior a radiossensibilidade;

e Quanto maior a taxa de proliferagdo dos tecidos, maior a sua

radiossensibilidade.

Em 1925, Ancel e Vitemberger introduziram o conceito de “periodo de laténcia”,
sugerindo que a suscetibilidade das células as lesdes induzidas pela radia¢do ionizante
€ a mesma, mas que o tempo de manifestacdo dos danos produzidos varia de acordo
com o tipo de célula (Forshier, 2009). O periodo de laténcia, que é dependente da dose
e da necessidade de divisao, pode variar entre minutos a anos. Por esse motivo, é dificil
determinar se as alteracdes visiveis nas células, tecidos e 6rgdos sdo causadas por
radiacdo ou por outras fontes (Bolus, 2001; Forshier, 2009).

A interacdo da radiacao com as células estéa relacionada com acaso e probabilidade,

isto &, a radiacdo pode ou ndo interagir e, se interagir, pode ou n&o haver leséo celular.

Certas propriedades de tecidos e células podem maodificar significativamente os
efeitos bioldgicos da radiagéo ionizante. Os 5Rs da radiobiologia descrevem como as
células respondem a radiacdo ionizante, sendo estes a radiossensibilidade, a

redistribui¢cdo no ciclo celular, a reparacéo das células, a reoxigenacao e a repopulagéo.
A. Radiossensibilidade
Conforme definido anteriormente na Lei de Bergonie e Tribondeau, as células

indiferenciadas sao significativamente mais radiossensiveis do que as células

diferenciadas. Assim, células indiferenciadas que se dividam muito rapidamente sao
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consideradas altamente radiossensiveis e incluem as espermatogonias, eritroblastos e
as células das criptas intestinais. As células com radiossensibilidade intermédia incluem
as ceélulas endoteliais, osteoblastos e fibroblastos. As células com baixa
radiossensibilidade incluem células musculares, nervosas e condrocitos. Considerando
0s constituintes celulares, o ndcleo é, em geral, relativamente mais radiossensivel do
que o citoplasma, sendo o ADN o componente celular mais radiossensivel (Elgazzar &
Kazem, 2015; Forshier, 2009).

B. Redistribui¢do no ciclo celular

A redistribuicdo de células dentro do ciclo celular € determinante para a resposta
das células a radiacdo, devido as variacdes na radiossensibilidade das células

dependendo da fase do ciclo em que se encontram (Withers, 1975).

O ciclo de vida da célula inclui véarias fases: a fase de crescimento (G1), a fase de
sintese de ADN (S), a fase de preparacao para a divisdo (G2), a mitose (M) e a fase de
nao crescimento (G0), onde as células permanecem num estado quiescente. Todas as
fases do ciclo celular podem ser afetadas pela radiacao ionizante e a radiossensibilidade
de uma determinada célula varia de uma fase do ciclo celular para outra (Elgazzar &
Kazem, 2015).

Quando as células na fase GO/G1 do ciclo celular séo expostas a radia¢do, apesar
de, por vezes, poderem prosseguir para a fase S, estas tendem a interromper a sua
progressao para a fase G2 (Deckbar et al., 2011) A mitose € a fase mais radiossensivel
uma vez que 0Ss cromossomas estdo condensados e emparelhados e,
consequentemente, o ADN estd mais concentrado numa pequena area. As células na
fase S séo as mais radiorresistentes, porque 0S genes, enzimas e proteinas
responsaveis pela reparacdo estdo superexpressos, em comparacdo com as outras
fases do ciclo celular. A irradiacdo durante a fase G2 retarda o inicio da diviséo celular
e a irradiacdo durante a mitose induz aberragfes cromossémicas, ou seja, quebras,
eliminagdes, translocagbes, entre outras. A sensibilidade de uma dada fase do ciclo
celular também difere de um tipo de célula para outro (Bolus, 2001; Elgazzar & Kazem,
2015; Forshier, 2009; Hubenak et al., 2014).
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C. Reparacéo das células

Algumas células tém uma maior capacidade do que outras para reparar 0os danos
causados pela radiacdo ionizante. Por exemplo, as células que permanecem na fase de
nao crescimento (GO) exibem uma maior capacidade de reparar as lesdes provocadas
pela radiacdo. Consequentemente, os efeitos biolégicos da mesma dose de radiacéo
sdo diferentes (Elgazzar & Kazem, 2015; Yashar, 2018). Ao contrario das células
normais, que tém preservada a capacidade de reparar os danos da radiacao, as células
neoplasicas frequentemente replicam-se em taxas anormalmente altas e a radiacdo
interfere na sua capacidade mit6tica ou proliferativa (Hornig & Greene, 2010).

Ha ainda outro fator que influencia a reparacao das células, a taxa de dose. Se a
dose é administrada rapidamente, numa Unica exposi¢do, a reparacao dos danos da
radiacdo sdo mais dificeis. Alternativamente, se a dose total for administrada muito
lentamente a uma taxa de dose mais baixa, ou em fragdes, ha mais tempo para reparar

o dano por radiacgéo (Pickrell, 2009).

D. Reoxigenacéo

O oxigénio molecular tem a capacidade de potenciar a resposta a radiacao. O efeito
do oxigénio é descrito numericamente pela taxa de enriquecimento de oxigénio (OER)
e é definida como a dose de radiacao que produz uma determinada resposta biol6gica
em condi¢des anodxicas dividida pela dose de radiacdo que produz a mesma resposta
biolégica em condicdes aerdbias. E postulado que o oxigénio é necessario para que as
espécies reativas de oxigénio se formem durante a radiblise da agua. Sem o oxigénio,
produz-se menos peroxido de hidrogénio e, portanto, o dano celular é mais reduzido
(Elgazzar & Kazem, 2015; Forshier, 2009).

Os tumores apresentam uma grande multiplicacdo celular e um crescimento muito
rapido. Como resultado, surgem regides intratumorais pouco vascularizadas, que se
traduzem em &reas de hipoxia. Como as células hipdxicas sdo muito menos sensiveis
a radiacdo, as areas de hipoxia no tumor sédo consideradas uma causa importante da
falha das terapias com radiagdo ionizante. A hipoxia em tumores pode ser cronica ou
aguda e as células tumorais radiorresistentes requerem tratamentos que sejam eficazes
contra cada um desses tipos de hipoxia. Os tumores que tenham grande
heterogeneidade vascular apresentam uma maior agressividade, pelo facto de

condicionarem a resposta as terapéuticas (Abrantes, 2013; Van Der Kogel, 2009).
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E. Repopulacéo

A repopulacéo baseia-se numa resposta de regeneracdo do tecido que parece ser
iniciada pela exposicéo prolongada a radiacdo. Os complexos mecanismos bioldgicos
incluem uma profunda reorganizacao da estrutura proliferativa, tanto ao nivel da célula
alvo quanto ao nivel do tecido total. As células que se podem dividir continuamente,
como células estaminais e células epiteliais intestinais, tém uma capacidade de

repopular mais rapidamente (Doérr, 2015; Steel, 1989).

A repopulagdo nos tecidos tumorais € definida como a proliferacdo de células
tumorais sobreviventes apds morte celular induzida por radiagédo. Assim, a repopulagéo
constitui um maior problema nos tumores, principalmente nos tumores de proliferacéo

rapida.

A radioterapia € normalmente administrada em pequenas doses (entre 1,8 e 2 Gy),
espacadas por pelo menos 24h, para permitir a recuperacao dos tecidos ndo tumorais
e a repopulacdo das células sobreviventes. Contudo, a medida que as células sao
mortas devido a les6es por radiacdo, a repopulacao de células tumorais sobreviventes
também ocorre, aumentando a populacdo destas células. A supressao efetiva da
repopulagdo de células tumorais €, portanto, um fator importante para o sucesso da
radioterapia (Kim & Tannock, 2005; Ng et al., 2013).

As células sao geralmente consideradas “mortas” pela radiagédo se perderam a
integridade reprodutiva, e ndo pelo facto de sobreviverem fisicamente na populagéo
(Hall, 1985).
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1.2. Cancro da prostata

1.2.1. A Proéstata

A prostata € um 6rgao musculo-glandular (Marques, 2016) e é também a maior
glandula acessoria do sistema genital masculino (Beyzadeoglu et al., 2010). A sua
principal fungéo é segregar um fluido alcalino que ajuda na mobilidade e na nutricdo dos
espermatozoides (Dunn & Kazer, 2011; Marques, 2016).

Este 6rgdo, em forma de piramide, esta localizado na pélvis, envolve a uretra
prostatica e € composto por uma base, um apice e superficies anterior, posterior e
inferior lateral. O apice da préstata esta em contacto com a uretra peniana e a base em
contacto com a bexiga. A base encontra-se ligada ao colo da bexiga e a uretra sai do
meio desta, perto da superficie anterior, que é estreita e convexa. As vesiculas seminais
estdo localizadas bilateralmente na base da préstata (Dunn & Kazer, 2011; Ittmann,
2018; Shen & Abate-shen, 2010).

John E. McNeal, em 1988, propés um modelo anatémico da préstata, onde esta é
dividida em quatro regides (Figura 5): a zona fibromuscular anterior (estroma), a zona

central, a zona de transicao e a zona periférica (Marques, 2016; Tavares, 2019).

A zona periférica constitui cerca de 70% do tecido da prdstata normal e é o local de
origem de 75-80% dos carcinomas da préstata (Beyzadeoglu et al., 2010). A zona de
transicdo esta localizada perto da uretra prostatica e é impercetivel na maioria dos
homens jovens, constituindo cerca de 5% da préstata. Na maioria dos homens mais
velhos, a zona de transicdo esta consideravelmente aumentada pela hiperplasia
benigna da préstata, uma proliferagdo benigna extremamente comum do tecido da zona
de transicdo. Os carcinomas prostaticos surgem, também, na zona de transicdo e ha
evidéncias consideraveis de que os carcinomas originados nesta zona sao clinica e
biologicamente diferentes dos da zona periférica. A zona central rodeia 0s canais
ejaculatérios e é uma regido em forma de cone, com a por¢cdo mais larga na base da
prostata e o apice no coliculo seminal (Ittmann, 2018; Marques, 2016). Por ultimo, a
zona fibromuscular representa a parte ndo glandular da préstata, é formada
essencialmente por tecido muscular e fibroso e forma toda a superficie anterior da
prostata (Santo, 2017).
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A nivel histoldgico, a prostata tem um epitélio constituido por trés tipos de células
epiteliais diferenciadas: as células basais, as células secretoras e as células

neuroenddcrinas (Shen & Abate-shen, 2010).

posterior anterior

Bexiga

/ 7

Zona fibromuscular
anterior (estroma)

Vesiculas seminais / ;
Zona central i i
Zona de transigao

Ducto ejaculatério

Zona periférica

Uretra

Tecido normal da prostata

Figura 5: Localizagdo das 4 zonas da prostata (zona central, zona fibromuscular, zona de transigdo e zona
periférica), das vesiculas seminais, do ducto ejaculatério, da uretra e da bexiga. E ainda apresentada
histologia representativa do tecido normal da prostata (esquerda), e do tecido de cancro da prostata (direita),
que mostra rutura da organizacao epitelial. [Adaptado de (Bonollo et al., 2020)]

1.2.2. Epidemiologia

O carcinoma da proéstata (CaP) € a segunda neoplasia masculina mais comum em
todo o mundo, compreendendo 14,1% de todos os diagndsticos de cancro masculino.
O risco global cumulativo de CaP ao longo da vida entre os homens é de 3,86% (Ferlay
et al., 2020).

De acordo com os dados mais recentes do GLOBOCAN, apresentados na Figura 6,
houve 1 414 259 casos de CaP em todo o mundo em 2020, o que equivale a uma taxa

de incidéncia (nUmero de novos casos que ocorrem numa populacdo por ano) de
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36/100 000 homens, e compreende 7,3% de todos os diagnosticos de cancro (Bray et
al., 2018; Ferlay et al., 2020).

NuUmero de novos casos masculinos de cancro em 2020 (todas as idades)

Pulmao

1435943 (14.3%)

Préstata

Outros cancros 1414 259 (14.1%)

4797 300 (47.7%) Colorretal

1065 960 (10.6%)

Estémago
719523 (7.1%)

.

Figado
632 320 (6.3%)

Total: 10 065 305

Figura 6: Namero de novos casos masculinos de cancro em 2020 (todas as idades). [Adaptado de (Ferlay
et al., 2020)]

O CaP ¢é significativamente mais comum em paises com um Indice de
Desenvolvimento Humano (IDH) muito alto, como os EUA, Reino Unido e Japdo, com
um risco cumulativo de cancro ao longo da vida de 7,88%. Pelo contrario, em paises
com um IDH baixo e médio, o risco cumulativo é de apenas 3,29% e 0,94%,

respetivamente (Ferlay et al., 2020).

No total, morreram 375304 homens em todo o mundo de CaP em 2020,
compreendendo 3,8% de todas as mortes por cancro. Embora o diagnéstico de CaP
préstata seja 3 vezes mais comum em paises com alto IDH, a mortalidade por cancro
nestes paises € muito menor do que em paises com baixo IDH. O risco cumulativo de
morte por CaP em paises com IDH muito alto é 0,75% enquanto que em paises com
IDH baixo é 1,74% (Ferlay et al., 2020).

Em Portugal, em 2020, houve 6759 novos casos de CaP e 1917 mortes devidas a
CaP. Estes dados representam mais de 6% das mortes por cancro, na populacao geral
(Ferlay et al., 2020).
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Fatores derisco

Os fatores de risco para o desenvolvimento de CaP incluem aidade avancada, etnia,
fatores genéticos, historia familiar e o estilo de vida. O aumento do consumo de gordura
animal saturada e de carne vermelha, a menor ingestao de frutas, vegetais e vitaminas,
a obesidade e a inatividade fisica, a inflamacao, a hiperglicemia, infecbes e exposi¢ao
ambiental a produtos quimicos ou radiacao ionizante estdo positivamente associados a

um maior risco de desenvolvimento de CaP (Rawla, 2019).

Segundo o National Cancer Institute, observou-se gque o risco de desenvolver CaP
aumenta principalmente apés os 50 anos de idade, em homens caucasianos sem
historia familiar de cancro da prostata, e apos os 40 anos em homens de raca negra ou

com histéria familiar de CaP (National Cancer Institute, 2017).

Em relacdo a fatores genéticos, segundo Jacob Ramon e Louis J. Denis, varias
mutages hereditarias, mais notavelmente no gene BRCA2, foram associadas a um
aumento do risco de CaP. Muta¢des no gene BRCA2 levam a um aumento de 8,6 vezes
do risco de CaP em homens com mais de 65 anos ou 2,64 vezes em todos os homens
(Ramon & Denis, 2007).

A obesidade tem sido implicada na desregulacdo da insulina, na sinalizacdo de
citocinas inflamatérias e na inducdo de stresse oxidativo prejudicial ao ADN,
aumentando o risco de varias neoplasias, incluindo os cancros da mama e da préstata
(Pollak, 2012). Segundo um estudo desenvolvido por Michael Porter e Janet Stanford,
homens obesos do grau | apresentam um aumento de 20% do risco de mortalidade por
CaP, enquanto que os homens obesos de grau Il apresentam um aumento de 34%
(Porter & Stanford, 2005). A obesidade foi, também, associada a um maior risco de
doenca mais agressiva, falha no tratamento e aumento da mortalidade especifica por
cancro de prostata, juntamente com mortalidade por comorbidades associadas (Ramon
& Denis, 2007).

A grande ingestéo de gordura na dieta parece estar relacionada com um maior risco
de desenvolvimento de CaP (Sonn et al., 2005), enquanto que os fitoestrogénios,
presentes numa dieta rica em soja, tém sido associados a uma diminuicdo deste risco.
Assim, a baixa incidéncia nos paises asiaticos pode ser parcialmente explicada pelos
efeitos de uma dieta com baixo teor de gordura animal e rica em soja (Denis et al., 1999;
Magee & Rowland, 2004).
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1.2.3. Diagnodstico

A abordagem para o diagnostico do CaP mudou radicalmente nos ultimos anos e,
atualmente, a énfase esta no diagnostico precoce. O diagnéstico do CaP numa fase
inicial aumenta o niumero de opc¢des terapéuticas disponiveis (Borley & Feneley, 2009;
Ingle et al., 2013; Marques, 2016).

A. Toque retal

A maioria dos carcinomas da proéstata localiza-se na zona periférica da glandula
prostatica e pode ser palpavel ao toque retal (Calais da Silva, 2013). Assim, o toque
retal € o teste primario para a avaliagao clinica inicial da préstata. Este foi o primeiro
teste de rastreio a ser utlizado, sendo atualmente ainda usado rotineiramente
juntamente com a pesquisa do antigénio especifico da prostata (PSA, do inglés prostate-
specific antigen). O toque retal tem o beneficio de detetar tumores que ndo segregam
PSA, no entanto, € um teste com pouca reprodutibilidade (Borley & Feneley, 2009;
Marques, 2016; Tavares, 2019).

B. Antigénio especifico da priostata (PSA)

O PSA é uma glicoproteina segregada pelo epitélio prostatico (Ingle et al., 2013).
Como biomarcador, o PSA é especifico do 6rgao, mas nao especifico do cancro, o que
significa que, para além do carcinoma, também pode detetar tumores benignos da
prostata, facto que reduz a sua especificidade como um teste de detecao especifico do
CaP (Calais da Silva, 2013; Tavares, 2019). O valor absoluto do PSA é, entéo, util para
detetar anomalias na préstata e avaliar a resposta ao tratamento, embora a sua
utilizacdo como um método de rastreio também seja comum, embora controversa
(Adhyam & Gupta, 2012).

Os valores normais de PSA em homens saudaveis sdo geralmente < 4 ng/mL,
porém, os niveis séricos de PSA séo influenciados pela idade dos doentes e tamanho
da prostata. Num homem saudavel de 60 anos, sem evidéncias de carcinoma prostatico,
a concentracao sérica de PSA aumenta em aproximadamente 3,2% ao ano (Ingle et al.,
2013).
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C. Bidpsia prostética

A bidpsia prostatica € um exame que permite a obtencao de pequenos cilindros de
tecido prostatico para andlise microscopica e identificacdo da presenca ou auséncia de
células malignas. Consiste numa ecografia prostatica transrectal a qual se associa a
recolha eco-guiada de fragmentos de préstata (Maia, 2010). A ecografia fornece
imagens da prostata e das vesiculas seminais utilizando uma sonda intra-retal. Esta
técnica é util para fornecer imagem total da prostata, identificar quistos, abcessos e
calcificacdes dentro da prOstata e € usada também para determinar o seu volume
(Borley & Feneley, 2009).

As indicacOes para as biopsias prostaticas incluem toque retal anormal, um PSA
elevado ou um aumento do PSA, e bhidpsias anteriores que mostram neoplasia
intraepitelial isolada (PIN, do inglés prostatic intraepithelial neoplasia) (Borley & Feneley,
2009; Tavares, 2019).

1.2.4. Estadiamento

7

O que distingue as células tumorais das células normais € 0 seu crescimento
ilimitado e imprevisivel. Para conhecer o grau de diferenciacdo histolégico é necessério
analisar a amostra do tecido da prostata que foi recolhido na biépsia. Com base no
resultado, € possivel saber a agressividade do tumor através do sistema de

classificacdo de Gleason.

O sistema de classificacdo de Gleason, que foi originalmente definido por Donald
Gleason (Gleason et al., 1974) com base nos padrdes histolégicos do adenocarcinoma
da préstata, foi refinado ao longo dos anos e é, atualmente, o sistema de classificacao
mais amplamente usado para definir a agressividade do carcinoma da prostata (Epstein
et al., 2016).

A classificacéo de Gleason baseia-se na arquitetura das células malignas dentro do
tumor e no grau de diferenciacdo das mesmas. Uma vez que a prostata € uma glandula,
guanto menos glandular for a aparéncia microscopica, maior o grau de Gleason,

variando este de 1 a 5, como se pode verificar na Figura 7 (Leslie., 2020).
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Figura 7: llustracdo do sistema de classificagdo de Gleason, desde o grau 1 (menos agressivo) até ao grau
5 (mais agressivo). (Prostate Cancer Foundation of Australia, 2020)

O grau de Gleason € sempre uma soma de dois numeros. Estes dois niameros
representam o grau de Gleason do padrdo predominante adicionado ao grau de
Gleason do padréo mais comum seguinte. Em 2014, a Conferéncia de Consenso da
Sociedade Internacional de Patologia Uroldgica recomendou algumas alteracdes ao
sistema de classificacdo de Gleason. Assim, todas as somas correspondentes a 6 ou
menos encontram-se no grau |; se a soma corresponder a 3+4=7 situa-se no grau ll; se
corresponder a 4+3=7 situa-se no grau lll; 4+4=8 situa-se no grau IV e todas as somas
correspondentes a 9 e 10 no grau V (Leslie., 2020; Litwin & Tan, 2017). Quanto maior o
grau de Gleason, maior a agressividade que se traduz na maior a rapidez com que o

cancro pode crescer ou se disseminar (Beyzadeoglu et al., 2010).

O sistema de estadiamento do CaP tem como base a classificacdo TNM (do inglés,
Tumour-Node-Metastasis) propostas pelo American Joint Comittee on Cancer (AJCC),
gue se fundamentam nos parametros de tamanho e de do tumor primario, categoria T,
extensdo, ou ndo, da neoplasia aos ganglios linfaticos regionais, categoria N, e
existéncia, ou ndo, de metastases a distancia, categoria M (Calais da Silva, 2013). A

tabela do sistema de estadiamento TNM pode ser encontrada no ANEXO 1.
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Deste modo, analisando o sistema de classificacdo TNM, é possivel classificar a
doenca em trés grandes grupos: localizada, onde o tumor se encontra confinado a
préstata (T1 e T2); localmente avancada, quando a doenca evolui e se estende para
regides fora da capsula da préstata (T3) ou mesmo para a bexiga (T4); e por ultimo,
metastatica, definida pela presenc¢a de tumor noutras zonas do organismo, normalmente
os ganglios linfaticos (N) e o osso (M) (Marques, 2016; Tavares, 2019).

1.2.5. Transformacé&o maligna da préstata

A transformacdo maligna da prostata segue um processo de varias etapas, iniciando
como PIN, uma alteracdo pré-invasiva do CaP. Ao ser detetada por biopsia, a PIN é
indicagdo clinica para acompanhamento do doente pois pode evoluir para CaP
localizado e, em seguida, CaP avancado com invasdo local, culminando em CaP

metastatico (Wang et al., 2018). Este processo esta representado na Figura 8.

Tumor primario Metastase
CRPC mCRPC
Reincidéncia
Epitélio PIN Adenocarcinoma  Adenocarcinoma
normal (localizado) (avancado) Resisténcia adquirida Reincidéncia
[ — —_— - ADT

i
Y quimio
Resisténcia intrinseca

Sem tratamento
hormonal prévio

Figura 8: Transformacao maligna da préstata, seguindo um processo de varias etapas, comegando com
PIN, podendo progredir até ao CaP metastatico. [Adaptado de (Wang et al., 2018)]

Os androgénios séo essenciais para o desenvolvimento normal da prostata, mas
também para o aparecimento do carcinoma da prostata por meio das suas interacdes
com o recetor de androgénio (RA, do inglés, androgen-receptor). No CaP, o0s
androgénios suprimem a proliferagdo de células basais, suportam a sobrevivéncia de
células luminais e promovem metastases (Shen & Abate-shen, 2010). Assim, uma
caracteristica central do carcinoma da préstata é sua capacidade de resposta hormonal,

reconhecida pela primeira vez por Charles Huggins e Clarence Hodges (Huggins &
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Hodges, 2002), ao relatar que a castracdo, isto é, a remocdo dos androgénios
testiculares através de cirurgia ou de tratamento quimico, levou a regressao do tumor
em doentes com CaP. (Ramon & Denis, 2007; Shen & Abate-shen, 2010; Wang et al.,
2018).

A resisténcia a castracao

A resisténcia a castracdo é estabelecida quando ha progressdo da doenca em
doentes com concentracdo sérica de testosterona compativel com castracdo e com um
continuo aumento do valor sérico do PSA, como progressao de doenca pré-existente

e/ou pelo aparecimento de novas lesGes metastaticas (Calais da Silva, 2013).

A terapia de privagéo de androgénios (ADT, do inglés androgen deprivation therapy),
usando agentes gue blogueiam esta hormona, € agora o tratamento de primeira linha
para o CaP avancado. No entanto, a regressdo do tumor apds a castracado é apenas
temporaria e, em 80-90% dos doentes, 0 tumor reincide e progride para a resisténcia a
castracdo, denominado de carcinoma da proOstata resistente a castragdo (CRPC, do
inglés castration-resistant prostate cancer). Uma das principais caracteristicas da
transicdo para um estado resistente a castracdo é a sinalizacdo anormal do RA. As
células do CRPC, ndo s6 continuam a expressar 0 RA, como se caracterizam pela
amplificacdo e hiperativacdo deste, o que as torna hipersensiveis a niveis baixos de
androgénios. A sinalizacdo do RA é ativada nestas células em parte por sintese
intratumoral de androgénio, permitindo o crescimento do tumor mesmo com niveis muito

baixos de testosterona sérica (Libardi Do Amaral, 2017).

Metastizacao

O carcinoma da prOstata avancado metastiza primeiro para as zonas adjacentes,
disseminando depois para 6rgdos distantes, sendo 0os 0ssos o local mais comum de
metastase. As metastases 6sseas ocorrem em mais de 90% dos doentes com CRPC.
Um dos problemas das metastases 6sseas é que podem estar na base do aparecimento
de fraturas, compressdo da medula espinhal, insuficiéncia na medula 6ssea, anemia,
perda de peso, hipercoagulabilidade e aumento da suscetibilidade a infecdes (Saad &
Hotte, 2010). Quando o CRPC metastiza, passa a ser denominado de CaP metastatico

resistente a castracdo (MCRPC, do inglés metastatic castration-resistant prostate
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O 0sso0 apresenta uma composi¢cao muito heterogénea, sendo constituido por uma
parte organica e uma inorgéanica. A parte orgéanica é formada por 90% de colagénio e
por uma substancia amorfa que contém proteinas. A parte inorganica, presente em
maior quantidade, é constituida por cristais de hidroxiapatite, que dao maior resisténcia
ao0s 0Ss0S e sao compostos por sais minerais como fosfato de calcio (Marques, 2016;
Writer, 2020).

A remodelacdo 6ssea normal combina processos de reabsorgéo éssea, realizados
por osteoclastos, que precede a formacgéo éssea, realizada por osteoblastos. Assim, a
quantidade de osso reabsorvido é igual a quantidade de osso formado. Esta acao
sincronizada mantém a massa 6ssea em equilibrio fisiolégico, garantindo um esqueleto
saudavel. Na metastase 6ssea, ha uma interagdo dindmica entre as células tumorais
com os osteoblastos, 0s osteoclastos e todas as outras células da matriz 6ssea, de onde
resulta num “ciclo vicioso”, deixando de haver o equilibrio entre a reabsor¢do e a
formacdo Osseas. Este processo apoia a sobrevivéncia das células tumorais e o

crescimento do tumor (Bagi, 2005; Wang et al., 2018).

A invaséao local € um dos primeiros passos fundamentais na metastizacao pois, sem
ela, a propagacéo do tumor ndo pode ocorrer. Depois da infiltracao das células tumorais
em tecidos adjacentes ao tumor primario, vai existir migracdo das células neoplasicas
entrando nas circulagbes sanguinea ou linfatica ap6s terem rompido as barreiras
endoteliais. A partir dai, as células devem sobreviver na circulagdo sanguinea ou
linfatica, extravasando em outros tecidos a partir do sistema circulatério, onde se vao
nidar e proliferar para formar uma micro-metastase. A subsequente proliferacdo vai
conduzir a colonizagéo (Clarke et al., 2009; Tavares, 2019). Na Figura 9 é apresentada

uma representacao esquematica do processo de formacdo de uma metastase 6ssea.
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Figura 9: Representacdo esquematica da formacédo da metdstase 6ssea. Um subgrupo de células malignas
do tumor priméario adquire a capacidade de migrar (1), entrar na corrente sanguinea (2), sobreviver a
vigilancia do sistema imunitério e sair da corrente sanguinea (3) e finalmente espalhar-se colonizando um
local distante do corpo (4). [Adaptado de (Guerrieri et al., 2020)]

O diagndstico das metastases 6sseas pode ser realizado através de uma cintigrafia
6ssea ou de uma tomografia por emissdo de positrdes (PET, do inglés, positron
emission tomography). Para a cintigrafia 6ssea, o radiofarmaco mais utilizado é o
hidroximetil difosfonato marcado com tecnécio-99m (**"Tc-HMDP). Este radiofarmaco
vai ter alta afinidade em relacdo ao 0sso pois vai-se incorporar na hidroxiapatite na
superficie do osso. A absorcdo deste composto depende do fluxo sanguineo e da
atividade osteoblastica local e, por isso, a cintigrafia 6ssea em doentes com carcinoma
da préstata € uma técnica extremamente sensivel. Na PET podem ser usados os
radiofarmacos 8F-FCH (fluorocolina), '®F-Fluoreto de sédio ou mesmo o ®F-FDG
(fluorodesoxiglicose). A PET com a utilizagdo do primeiro radiofarmaco representa o
exame mais preciso para estadiar o carcinoma da préstata de risco intermédio ou alto,
de forma néo invasiva. Comparativamente a 8F-FCH, o ‘8F-Fluoreto de sédio apresenta
sensibilidade sobreponivel, especialmente na detecdo de metastases Osseas, mas
menor especificidade (Bagi, 2005; Calais da Silva, 2013). O ®F-FDG, apesar de néo ser
tdo especifico, é o radiofarmaco mais utilizado para a detecédo de tumores e é também

recomendado para a detecdo de metastases 6sseas (Abrantes et al., 2020).
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1.2.6. Terapéutica

O tratamento do carcinoma da préstata depende do grau, estadiamento e idade e
vai desde a vigilancia ativa até uma combinacdo de cirurgia, quimioterapia, radiacdo
e/ou ADT (Wang et al., 2018). A escolha da terapia pode influenciar a sobrevivéncia,

bem como o risco de efeitos adversos induzidos pela terapia (Ramon & Denis, 2007).

A. Vigilancia ativa

O termo “vigilancia ativa” é usado para descrever uma estratégia de tratamento que
inclui adiar o tratamento até que seja necessario intervir. A principal razdo para este tipo
de tratamento baseia-se no facto de que, para muitos doentes de risco definido por um
grau de Gleason de |, a doencga é indolor e de crescimento lento. Desta forma, poupa-
se as comorbilidades consequentes de tratamentos desnecessarios. Os doentes que
recebem vigilancia ativa devem ser acompanhados cuidadosamente com Vvarias

medicOes de PSA e biopsias periodicas da préostata (Ramon & Denis, 2007).

Os cancros de baixo risco (grau de Gleason |) sdo normalmente controlados por
vigilancia ativa, uma vez que os resultados de ensaios clinicos randomizados nado
mostram diferencas significativas entre vigilancia ativa e prostatectomia radical ou

radioterapia (Wang et al., 2018).

Em oposicao, estdo os cancros de alto risco (Gleason IV ou V), que recebem um
tratamento mais agressivo, incluindo terapias baseadas em cirurgia e radioterapia
(Wang et al., 2018).

B. Prostatectomia radical

A prostatectomia radical € uma operacdo para remover a préstata e os tecidos que
a rodeiam. Isto geralmente inclui as vesiculas seminais e alguns ganglios linfaticos
proximos. A prostatectomia radical pode curar o carcinoma da prostata em homens cujo
cancro esta limitado a préstata, contudo, esta técnica s6 se realiza em homens com
menos de 70 anos e com uma esperanca média de vida superior a 10 anos. Este
tratamento envolve alguns riscos como a incontinéncia urinaria e a disfuncéo erétil
(Bandukwala, 2021).
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C. ADT

Ao remover a fonte testicular de androgénios, através de castracéao cirdrgica, ocorre
um declinio consideravel das concentracdes de testosterona, embora persista um nivel
muito baixo desta hormona, conhecido como "nivel de castracdo". A orquiectomia
bilateral € um procedimento cirdrgico simples e livre de complicacdes, que pode ser
facilmente realizado sob anestesia local, contudo é uma modalidade pouco utilizada
(Ramon & Denis, 2007).

A castracdo quimica pode ser obtida com a administracao de estrogénios, analogos
da hormona libertadora de hormona luteinizante (LHRH, do inglés luteinizing hormone—
releasing hormone), antagonistas da LHRH e antiandrogénios (Calais da Silva, 2013).

O eixo hipotalamo-hipofisario-gonadal regula diversas formas de supressao da
testosterona num contexto de carcinoma da préstata. A LHRH é produzida pelas células
neuroenddcrinas no hipotalamo e estimula a hipofise anterior para libertar a hormona
luteinizante (LH, do inglés luteinizing hormone). A LH estimula as células de Leydig
testiculares levando a producao de testosterona. A testosterona, por sua vez, inibe o
hipotalamo atuando como “feedback negativo”, mantendo os niveis de testosterona em

valores normais (Calais da Silva, 2013).

As potentes terapias hormonais de segunda geragéo aprovadas pela FDA (do inglés
Food and Drug Administration) incluem enzalutamida, abiraterona e apalutamida. (Wang
et al., 2018)

D. Quimioterapia
Atualmente, s6 os doentes de carcinoma da prostata com doenga metastatica

(mCRPC) devem ser considerados para quimioterapia (Calais da Silva, 2013).

Até 2010, o tratamento de 12 linha para mCRPC era a quimioterapia com docetaxel.
Outro agente de quimioterapia, o cabazitaxel, foi aprovado em 2010 para os doentes
com mCRPC previamente tratados com docetaxel. Contudo, as op¢les de tratamento
para 0 MCRPC expandiram-se significativamente na Ultima década com mais agentes

de quimioterapia aprovados para mCRPC.
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E. HIFU

O HIFU (do inglés, high intensity focused ultrassound) consiste na utilizacdo de
ondas de ultrassom emitidas a partir de um transdutor, que causam danos nos tecidos
por efeitos mecanicos e térmicos, originando cavitacao da préstata. O objetivo do HIFU
€ aquecer tecidos malignos acima de 65 °C de modo a serem destruidos por necrose
de coagulacdo. O HIFU é um procedimento demorado, realizado sob anestesia geral ou
regional, com o doente deitado na posicdo lateral (Calais da Silva, 2013; Monteiro,
2006).

F. Terapias com Recurso a Radiagao lonizante

A terapia com radiacao ionizante pode ser altamente eficaz se o tumor for sensivel
a radiacdo e se a localizagédo do tumor for tal que permita uma abordagem radioldgica
eficaz (Bagi, 2005).

Duas modalidades de radioterapia podem ser aplicadas, a radioterapia por fonte
externa e a radioterapia interna, ou braquiterapia. A irradiacao externa é a modalidade
mais convencional e pode ser considerada uma alternativa a prostatectomia radical,
com resultados comparaveis em termos de sobrevivéncia e de qualidade de vida. As
comorbilidades habitualmente associadas a irradiacao de tecidos vizinhos do 6rgao-alvo
(dermatite, proctite, cistite) tém vindo progressivamente a reduzir devido as constantes
melhorias das técnicas utilizadas, como a radioterapia conformacional 3D. A
combinagcdo com ADT permite melhorar os resultados obtidos em casos de alto risco
(Monteiro, 2006).

O tratamento das metastases Osseas representa um esforco extremamente
desafiante devido aos obstaculos causados pela localizacao da metastase, a anatomia,
as caracteristicas histoldgicas, a grande dinamica celular da remodelacdo G6ssea e a
fisiologia da metastase 6ssea. A heterogeneidade dos microambientes 6sseo e tumoral
apresenta obstaculos adicionais, tal como a deposi¢do do farmaco no local esquelético
especifico, de modo a tornar o tratamento eficaz. A deposi¢do de radiacao ionizante
num 0sso que contenha um tumor metastatico pode ser conseguida usando radioterapia
externa com raios-X (ou raios-gama) ou com outra modalidade que consiste na injecao
de radioisétopos que possam ir até ao 0sso. Embora os doentes com dor 6ssea
metastéatica sejam, por definicdo, incuraveis, a radioterapia paliativa pode reduzir ou

eliminar a dor das metastases 6sseas em 80% dos doentes, melhorando a sua
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qualidade de vida. Embora doses mais elevadas de radiacdo possam produzir um
melhor controlo do tumor, a dose que pode ser dada é limitada pela possibilidade de
danificar o tecido normal a volta do tumor. Os recentes avancos na radioterapia
conformacional permitem uma melhor distribuicdo da dose ao volume-alvo e
"modelacdo" do feixe de radiacdo e, assim, em conformidade com a forma do tumor.
Outras modalidades de tratamento como o uso de bifosfonatos visam prevenir as

fraturas 6sseas (Bagi, 2005).

A braquiterapia consiste na colocacdo transperineal de pequenos implantes
radioativos intraprostaticos, que emitem radiagéo y, guiada por técnicas imagioldgicas,
e permite a administracdo de doses maiores de radiagdo com menor comorbilidade
associada. E uma técnica segura e eficiente. Contudo, tém sido adotados alguns
critérios de elegibilidade, tais como prostata de pequeno volume, grau de Gleason <IV
e reduzida sintomatologia do aparelho urinario. Uma complicacdo frequente desta
modalidade s@o as queixas urinarias de natureza irritativa (Calais da Silva, 2013;
Monteiro, 2006).

Do ponto de vista terapéutico, por serem normalmente administrados por injecdo
intravenosa, os radiofarmacos sdo tratamentos sistémicos, emitindo radiagdo a ou B e
estdo indicados em doentes com CRPC com metastases 0sseas sintomaticas. Para
tratar a doenca 0ssea sintomatica, ja foram utilizados como terapias paliativas alguns
agentes emissores de particulas beta, como o estrdncio-89 (Metastron®), o samario-
153 (Quadramet®), o fosforo-32 e o rénio-186. Estes radiofarmacos foram eficazes no
alivio da dor, no entanto, ndo melhoraram significativamente a sobrevivéncia. Mais
recentemente, surgiu o estudo ALSYMPCA, que demonstrou uma melhoria na
sobrevivéncia geral para os doentes que receberam o emissor a radio-223 (Wallis &
Klaassen, 2019).

1.3. Radio-223 no tratamento do carcinoma da prostata
metastatico resistente a castracao

Neuman et al., em 1955, demonstrou que os processos de fixagdo do radio-223
envolvem uma troca iénica deste radionuclideo com alguns ides de calcio na superficie

mineral 6ssea. Apos estudos pré-clinicos e de fase | e I, um ensaio de fase Ill chamado
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ALSYMPCA procurou determinar a eficacia clinica deste radiofarmaco. Neste ensaio, o
dicloreto de radio-223 (*®*RaCl,) (XOFIGO®, Bayer Pharma, Berlin, Germany)
demonstrou uma melhoria consideravel na sobrevivéncia global, um perfil de seguranca
favoravel, um atraso no aparecimento de eventos relacionados com as metastases
O0sseas e uma diminuicdo da dor associada a alguns efeitos secundarios. Assim, este
radiofarmaco adquiriu uma importante posicdo terapéutica entre os farmacos

disponiveis para doentes com mCRPC (Marques et al., 2018).

O XOFIGO® (Bayer Pharma, Berlin, Germany) foi o primeiro radiofarmaco com um
radionuclideo emissor a a ser aprovado pela FDA e pela EMA (do inglés, European
Medicines Agency), em 2013, para tratamento do mCRPC (Wissing et al., 2013). E
destinado exclusivamente ao tratamento de metéstases O6sseas em doentes com
MCRPC, que ndo apresentem evidéncias de metastases viscerais (Marques et al.,
2018). Em 2018, a EMA recomendou restringir o uso de XOFIGO® a doentes que
tenham feito exclusivamente dois tratamentos anteriores para CaP metastéatico ou que

ndo possam receber outros tratamentos. No comunicado, a EMA referiu:

“Pensa-se que o Xofigo®, que é absorvido pelo 0sso, acumula-se em locais onde o
0sso ja esta danificado, por exemplo, por osteoporose ou microfraturas,
aumentando o risco de fratura. No entanto, as razdes para uma possivel morte
precoce vistas neste estudo ndo séo totalmente compreendidas. A empresa que
comercializa o XOFIGO® tera que realizar estudos para caracterizar melhor esses
eventos e esclarecer os mecanismos por detrds destes” (Xofigo | European
Medicines Agency, 2018).

Radiofarmaco e farmacocinética

XOFIGO® é uma solucéo de ??°RaCl,, constituindo um farmaco que emite particulas
a terapéuticas direcionado para as metastases 6sseas. Quando € produzido, tem uma
atividade especifica de 1100 kBg/mL. Este farmaco € indicado para o tratamento de
doentes com CRPC com metastases Osseas sintomaticas e nenhuma doenca

metastética visceral conhecida (EMA, 2010).

O procedimento terapéutico consiste em administrar lentamente (durante cerca de
1 minuto) 6 injecdes intravenosas em intervalos de 4 semanas. Em cada injegdo é
administrada uma atividade de 55 kBqg/kg de XOFIGO® (Deshayes et al., 2017).
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Apbs a injecao intravenosa, o radio-223 é rapidamente eliminado do sangue e é
incorporado principalmente no 0sso e nas metastases dsseas sendo excretado por via
intestinal. A excrecédo fecal é a principal via de eliminacdo e cerca de 5% é excretado
por via urinaria. O radio-223 nao é metabolizado pelo figado nem eliminado pela bilis.
Sete dias apdés a injecdo, aproximadamente 76% da atividade administrada foi
eliminada. As reagdes adversas mais frequentemente observadas (210%) foram
diarreia, nauseas, vomitos e edema periférico. As alteragbes hematologicas mais
comuns (210%) relacionadas a administracdo de radio-223 foram a anemia, a

linfocitopenia, a leucopenia, a trombocitopenia e a heutropenia (Nguyen et al., 2016).

O periodo de semi-desintegracdo do radio-223 é suficiente para a sua preparagéo,
distribuicdo e administracdo. A sua baixa radiagdo gama é favoravel do ponto de vista
de manuseio, protecdo contra radiagdo e tratamento em regime de ambulatério
(Marques et al., 2018)

Mecanismo de acao

O radio-223 é um osteomimico que é absorvido pelo tecido 6sseo, devido as suas
semelhancas fisicas com o célcio e a sua incorporacao ativa pelos osteoblastos. O alvo
da injecao intravenosa de radio-223 é a hidroxiapatite [Cas(POa4)3OH], que é a principal
componente da matriz 6ssea inorganica. O radio-223 vai-se localizar em areas de

metastases osteoblasticas que contém hidroxiapatite (Nguyen et al., 2016).

As particulas a emitidas, de elevada energia, vdo quebrar a dupla cadeia de ADN,
provocando a morte celular. Como a radiacdo a tem um curto alcance, é possivel
confinar a morte celular as células tumorais e ao microambiente tumoral envolvente,
provocando uma citotoxicidade localizada, mas diminuindo a toxicidade dos efeitos
secundarios. Os efeitos toxicos da radiagdo a no microambiente tumoral interrompem,
também, a atividade dos osteoblastos e osteoclastos, interrompendo o feedback positivo
entre essas células. Como consequéncia ocorre a inibicdo do crescimento tumoral e ha

uma estabilizagéo da estrutura normal (Figura 10) (Morris et al., 2019).

Depois de uma injegcéo intravenosa de radio-223, hd uma répida depuragdo do
sangue (12% da atividade injetada permanece no sangue em 10 minutos, 2% em 4
horas e 1% em 24 horas) com grande retengdo éssea. A concentracdo no 0SS0 ocorre

depois de 10 minutos com uma concentracdo de 99% em 24 horas. O radio-223
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permanece no 0sso por, pelo menos, 14 dias e com um periodo de semi-desintegracao
efetivo médio de 8,2 dias. A radioatividade ndo se localiza diretamente nos tumores,
mas sim na superficie ssea ao redor da lesdo 6ssea e nas regides de atividade 6ssea
(Brito & Etchebehere, 2020; EMA, 2010).

O sistema esquelético é a localizacdo que recebe uma dose mais elevada (16 Gy)
apoés injecao intravenosa, seguida do colon. Apés seis ciclos de tratamento com radio-
223, a dose de radiagao absorvida no enddsteo normal é de 16 Gy, aproximadamente
10 vezes maior do que a dose de radiacdo absorvida na medula 6ssea (1,5 Gy) (Brito &
Etchebehere, 2020).

A localizagdo do radiofarmaco na superficie 6ssea, a forma como ele interage com
as vias moleculares das células e o processo de intercalagdo do radio-223 na estrutura
cristalina do osso ainda ndo estdo completamente esclarecidos (Marques et al., 2021).
Torna-se, portanto, necessario compreender melhor o microambiente tumoral da
metastase através da utilizacdo de modelos celulares mais complexos (3D) que
permitam avaliar os efeitos radiobiol6gicos do radio-223 e a sua citotoxicidade num

ambiente 0 mais proximo ao humano.
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Figura 10: Mecanismo de acao do radio-223. O radio-223 substitui o célcio em complexos de hidroxiapatite

no 0sso. A radiagcdo a conduz a citotoxicidade através da indugdo de quebras na dupla cadeia de ADN em

uma estabilizacdo da estrutura normal. [Adaptado de (Morris et al., 2019)]
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1.4. Modelos celulares tridimensionais (3D)

1.4.1. Evolucdo dos modelos celulares

A avaliacdo e aprovacdo de terapéuticas para o cancro envolvem uma seérie de
etapas que incluem estudos pré-clinicos, nomeadamente estudos in vitro e in vivo, antes
de passar para fases de ensaio clinico (Tavares, 2019). Uma grande maioria dos
ensaios in vitro compreendem a utilizagdo de culturas celulares bidimensionais (2D).
Nas culturas celulares 2D aderentes, as células crescem numa monocamada num
frasco de cultura ou numa placa de petri, ligada a uma superficie plastica, com
revestimentos especificos para potenciar a adesédo celular. As vantagens das culturas
2D estdo associadas com a manutencdo simples e de baixo custo, com a sua facil
configuracdo e com o desempenho de testes funcionais. Infelizmente, as culturas 2D
aderentes tém inUmeras desvantagens (Kapatczynska et al., 2018). A principal
desvantagem desta técnica é que ndo mimetiza as estruturas naturais dos tecidos ou
tumores, perdendo as suas propriedades especificas (Kapatczynska et al., 2018; Lin &
Chang, 2008). As interagdes intercelulares e entre as células e o ambiente extracelular
nao sdo representativas das que ocorrem no ambiente tumoral humano que, por sua
vez, sdo responsaveis pela diferenciacdo, proliferagdo, expressdo génica e proteica,
capacidade de resposta a estimulos, metabolismo de farmacos e outras funcdes
celulares. Além disso, enquanto que as células distribuidas numa monocamada tém
acesso ilimitado aos componentes do meio, como oxigénio e nutrientes, 0 mesmo nao
se aplica as células tumorais in vivo, pois essa disponibilidade é mais variavel por causa

da arquitetura natural do tumor (Kapatczynska et al., 2018).

A maioria das células constituintes do corpo humano interagem com células vizinhas
e componentes da matriz extracelular (MEC) para estabelecer uma organizacdo 3D
Gnica (Lin & Chang, 2008). Portanto, para fornecer uma alternativa fisiologicamente
mais relevante, a cultura de células em modelos tridimensionais (3D) tem sido
amplamente desenvolvida. Ao considerar a interacao célula-célula e interacdes célula-
MEC, a cultura celular 3D permite que as células repliguem varias caracteristicas criticas
presentes nos tecidos, incluindo morfologia, diferenciacdo, polaridade, taxa de
proliferacdo, expressdo génica e gradientes de nutrientes e de oxigénio (Koledova,

2017). Estas interagdes célula-célula e célula-MEC formam uma complexa rede de
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comunicacdo de sinais bioquimicos e mecéanicos, que sdo criticos para a fisiologia

celular normal (Lin & Chang, 2008).

Assim, € importante salientar que as culturas celulares 3D colmatam a lacuna entre
as culturas celulares 2D e os modelos animais. Os modelos de cultura 3D incorporam
interag@es fisiologicamente relevantes, embora ainda sejam passiveis de manipulacéo
genética facil, analise bioquimica e imagem, dificeis de implementar num modelo
animal. Ao fornecer um microambiente reproduzivel e controlado que imita as condi¢des
in vivo, as culturas 3D tornaram-se uma alternativa vélida ao uso de modelos animais,
mas também reduzindo as incertezas experimentais decorrentes de culturas celulares
2D (Koledova, 2017; Lin & Chang, 2008).

As gquestdes éticas sobre a utilizagdo de animais na investigagdo do cancro séo
altamente controversas e 0s testes em animais sdo fortemente desencorajados se
puderem ser substituidos por ensaios em cultura celular. Para além disso, os modelos
animais acarretam custos mais elevados e outros problemas como a diferenca de
espécies e a disponibilidade limitada (Fontana et al., 2020). Desde modo, os modelos
celulares 3D evoluiram drasticamente ao longo dos anos e tém-se posicionado
fortemente como modelos pré-clinicos validos para o estudo de varios mecanismos de

doenca e de avaliagdo do potencial de novos tratamentos.

1.4.2. Microambiente tumoral e culturas celulares 3D

Os tumores solidos sdo compostos por tecido conjuntivo e células do estroma, como
as ceélulas endoteliais, do sistema imunitéario e fibroblastos (Tavares, 2019) e, também,
por componentes da MEC existentes hum microambiente 3D altamente interativo. As
células tumorais que crescem em culturas celulares 3D sado expostas a forcas adesivas,
topogréaficas e mecanicas dramaticamente diferentes em comparagdo com as células
gue crescem em culturas bidimensionais. Adicionalmente, as interacdes célula-célula e
célula-MEC em tumores sélidos de varias camadas constituem uma barreira de
permeabilidade que os agentes terapéuticos devem ultrapassar (Sant & Johnston,
2017).
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Existem vérios tipos de modelos celulares 3D que podem ser classificados em 3
grandes grupos: as culturas 3D mecanicamente sustentadas, as culturas 3D sem

suporte mecanico e os insertos (Tavares, 2019).

Dentro do grupo das culturas 3D mecanicamente sustentadas estéo os organoides,
que sdo aglomeracBes complexas de células especificas de 6rgdos, como as do
estdmago, do figado ou da bexiga. Eles s@o constituidos por células estaminais ou
progenitoras e juntam-se automaticamente quando recebem um ambiente extracelular

de suporte, como um biopolimero ou colagénio (Abraham, 2020; Rossi, 2018)

No grupo das culturas 3D sem suporte, existem os esferoides. Estes sdo
aglomerados simples de células abrangentes como de tecido tumoral, hepatécitos,
tecido nervoso, etc. Nao requerem uma estrutura para formar as culturas 3D pois fazem-
no apenas juntando-se umas com as outras, baseando-se na capacidade de adeséao

homotipica célula-célula (Abraham, 2020; Rossi, 2018).

A semelhanca dos esferoides com nodulos tumorais avascularizados impulsionou a
sua aplicacdo em testes com agentes quimioterapéuticos e novos farmacos. Este
modelo 3D surgiu como uma abordagem pioneira, a partir do qual tém sido
desenvolvidos cada vez mais ensaios de alto desempenho para triagem de farmacos
antitumorais. Também tém sido utilizados na modelacdo 3D de tumores solidos
derivados de tecidos epiteliais, como cancro da mama, do pulmao, da préstata ou
colorretal (Abraham, 2020; Zanoni et al., 2020).

Dentro dos esferoides, as taxas de consumo de oxigénio diferem substancialmente
das registadas durante o crescimento 2D, onde existe uma rela¢do superficie-volume
maior e todas as células tém igual contacto com o sobrenadante. Na verdade, em
modelos 3D, apenas a camada externa de células interage diretamente com o0 meio,
simulando as condic¢des hipdxicas in vivo, onde apenas uma pequena porcéo de tecido

é alcangado por vasos sanguineos (Figura 11) (Fontana et al., 2020).

A Figura 11 resume as principais diferencas entre as culturas celulares

bidimensionais e tridimensionais.
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Figura 11: Principais diferengas entre culturas celulares 2D e culturas celulares 3D no microambiente
tumoral. [Adaptado de (Fontana et al., 2020) ]

Em patrticular, a aplicabilidade dos modelos 3D no estudo do carcinoma da préstata
prende-se com o facto desta neoplasia metastizar principalmente para o 0sso, onde da
origem a um microambiente tumoral complexo. Ao estudar formas de combater a
metastase, uma das principais limitacdes € representada pela natureza complexa do
ambiente 6sseo e pela falta de modelos simples, baratos e fiaveis que refletem os

eventos biolégicos que ocorrem em humanos (Fontana et al., 2020).

Os esferoides de células tumorais podem ser compostos por um Unico tipo de
células (homotipicos) ou por multiplos tipos de células em co-cultura (heterotipicos). Se
0 objetivo for recriar 0 microambiente tumoral, sera imprescindivel cultivar as células
tumorais com outros tipos de células, que também estéo presentes, como fibroblastos
ou células epiteliais. Assim, a reprodugdo da comunicacdo celular e das vias de
sinalizagdo observadas nos tumores solidos serd mais fidedigna. Em particular, os
fibroblastos representam uma das populagbes mais abundantes de células no
microambiente tumoral, contribuindo para a iniciacdo do tumor, para a sua progressao,
metastizacdo e resposta a terapia. Por este motivo, os esferoides heterotipicos sédo
amplamente usados nos estudos envolvidos na descoberta de farmacos (Tavares,
2019; Zanoni et al., 2020).
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As culturas tridimensionais de células de CaP podem ser obtidas através de varias
metodologias, com diferentes tecnologias. Um método muito popular envolve culturas
ndo aderentes com superficies geralmente revestidas com agarose. Este € um método
relativamente simples e de baixo custo. Outro método comum envolve a criacdo dos
esferoides pela técnica de hanging drop, onde as células sdo cultivadas em gotas
suspensas até formarem estruturas arredondadas. Nos esferoides obtidos por esta
técnica, os contactos célula-célula sdo preservados, é possivel criar esferoides
heterotipicos e o numero de células pode ser controlado, assim como o volume do meio.
Porém, revela-se um desafio a substituicdo do meio, a transferéncia dos esferoides e a
incorporagdo de substancias na gota, limitando o seu uso. Os scaffolds também sao
utilizados, funcionando como substitutos da matriz celular, e fornecem suporte fisico
para a formacéo e para o crescimento dos esferoides. Na producgdo de esferoides, é
utilizado também um método com substratos de polimeros hidrofilicos que mimetizam a
matriz extracelular e incluem o matrigel, o alginato e o colagénio. As células agregam-
se espontaneamente e para além das interagdes célula-célula, também é preservado o
contacto matriz-célula. Este método tem a desvantagem de os esferoides poderem
sofrer modificagBes estruturais ao longo do tempo. No entanto, sdo caros e as
experiéncias nem sempre séo reprodutiveis. Por dltimo, existe uma abordagem mais
complexa, baseada em dispositivos microfluidicos, onde as células sao cultivadas para
recriar a arquitetura in vitro da massa tumoral in vivo. No entanto, essa tecnologia ainda
esta a ser desenvolvida e ndo esta ao alcance de muitos dos laboratérios devido ao

elevado custo (Fontana et al., 2020).

As técnicas de cultura celular 3D tornaram-se indispensaveis para modelar o
microambiente tumoral, aceleraram a compreensdo da carcinogénese e levaram a
abordagens mais avancadas no estudo de farmacos. No entanto, varios desafios
permanecem em fazer sistemas de cultura 3D fisiologicamente mais relevantes, que
ndo soO integrem o0s elementos essenciais do CaP, mas que também sejam
automatizados e permitam realizar analises com um alto rendimento (Fontana et al.,
2020; Koledova, 2017).
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O CaP é a segunda neoplasia masculina mais comum em todo o mundo. Os
estadios mais avancados e metastizados (MCRPC) da doenca ndo tém cura, mas o
radio-223 revela-se uma opcao terapéutica que melhora a sobrevivéncia global. Sabe-
se que este radioisétopo, emissor predominantemente de particulas a, é captado pelo
tecido Gsseo e vai ser incorporado pelos osteoblastos na matriz 6ssea. Os mecanismos
subjacentes a incorporacdo do radio-223 ainda ndo estdo completamente
compreendidos e, para além disso, torna-se necessario aprofundar mais o
conhecimento em relacdo ao seu efeito no nicho metastatico, no sentido de aumentar a

utilidade terapéutica do radio-223.

Tendo isto em conta, o projeto “Ra-223 no tratamento do carcinoma da prostata
metastatico” tem o principal objetivo de estudar os efeitos do radio-223 em modelos
celulares tridimensionais e homotipicos de CaP, mais especificamente em esferoides
constituidos por uma linha celular metastética de cancro da préstata. Para atingir este
objetivo principal, foi necessério delinear os seguintes objetivos especificos:

e Estabelecer e otimizar um modelo 3D homotipico de CaP;

e Validar o método de irradiagdo e de calculo de dose do radio-223 para os
modelos 3D;

e Avaliar os efeitos biologicos do radio-223 na sobrevivéncia, na proliferacdo e na

viabilidade das células constituintes dos modelos 3D desenvolvidos.
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Como referido na Introducdo, é necessério fazer o estabelecimento de culturas
tridimensionais para modelar o microambiente tumoral das células de CaP. Assim, a
primeira etapa do estudo consistiu em estabelecer culturas 3D e fazer a respetiva
otimizacdo. Para tal, utilizou-se um protocolo com uma jungdo dos métodos hanging
drop e magnetic levitation, dois métodos comummente utilizados em laboratorio.

Posteriormente, procedeu-se a irradiacdo das culturas com o radio-223. Contudo,
devido & mudanca das condicdes de irradiacdo para os modelos 3D, foi necessério
validar o método de irradiacdo, com recurso ao ensaio SRB (sulforodamina B) para
avaliar o conteudo proteico celular. No processo de validag&o, foi também utilizada o
ensaio XTT (do inglés 2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-
Carboxanilide) para avaliar a proliferagéo celular em culturas 3D.

Por fim, os efeitos biolégicos do radio-223 no modelo 3D foram avaliados recorrendo
a imunocitoquimica, a coloragéo por May-Griinwald Giemsa, ao ensaio clonogénico e a
microscopia de fluorescéncia com marcacdo tripla com Anexina V/lodeto de
Propidio/DAPI.

A grande vantagem de usar a cultura celular para qualquer uma destas aplicacdes
€ a consisténcia e reprodutibilidade dos resultados que podem ser obtidos a partir da
utilizacdo de um lote de células clonais, sendo que os modelos 3D apresentam uma
melhor translacdo para 0S processos que ocorrem no organismo humano
(ThermoFisher, 2020).

3.1. Cultura celular

O termo “cultura celular” refere-se a um modelo in vitro em que ha remocao de
células de um animal ou humano e ao seu crescimento subsequente num ambiente
artificial favoravel. Esse ambiente artificial em que as células séo cultivadas, consiste
em utilizar um recipiente adequado com um meio de cultura que fornece todos os
nutrientes essenciais (aminoacidos, hidratos de carbono, vitaminas e minerais), fatores
de crescimento, hormonas e gases (O. e CO,) e que regula o ambiente fisico-quimico

(pH, pressédo osmdtica e temperatura). Para a manutencao da linha celular, é essencial

Carolina Silva



Materiais e Métodos

gue esta seja mantida em condi¢des assépticas e livre de qualquer tipo de contaminagao
(ThermaFisher, 2020).

As linhas celulares utilizadas neste projeto foram a PC3 (ATCC® CRL-1435™) e a
LNCaP (ATCC® CRL-1740™), ambas linhas celulares humanas de cancro da préstata,
adquiridas a ATCC (do inglés, American Type Culture Collection), cujas células podem
ser visualizadas na Figura 12. A linha celular PC3 foi iniciada em 1979, a partir de uma
metastase 6ssea de um adenocarcinoma da prostata de grau IV, derivado de um homem
caucasiano de 62 anos. Estas células apresentam um grande potencial metastatico e
ndo expressam recetores hormonais (ATCC, 2021b; Dominska et al., 2016). A linha
celular LNCaP foi isolada em 1977 a partir de uma biépsia de um ganglio linfatico
supraclavicular de um homem caucasiano de 50 anos com diagnostico confirmado de
carcinoma metastatico da prostata. Estas células tém um crescimento lento e

expressam recetores hormonais (ATCC, 2021a; Dominska et al., 2016).

Figura 12: Células PC3 (a esquerda) e células LNCaP (a direita) com ampliagdo 100X num microscopio
otico invertido (Motic AE31).

Ambas as linhas celulares foram descongeladas, cultivadas em cultura aderente e
mantidas, de acordo com o recomendado pela ATCC, numa incubadora (Binder,
Germany), com uma atmosfera himida, composta por 95% de ar e 5% de CO,, a 37°C.
O meio de cultura utilizado foi o Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640,
suplementado com 5 g/L de glucose (Scharlab GL01271000), 100 uM de piruvato de
sédio (Gibco 11360), 5% de soro bovino fetal (Sigma F7524) e 1% de antibiético (Sigma
A5955). As células foram testadas regularmente para a presenca de Mycoplasma e

todas as experiéncias foram realizadas em células com passagem inferior a 50.
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Para o desenvolvimento das experiéncias foi necesséario que as células fossem
destacadas da superficie aderente e colocadas em suspenséo celular. Este processo
de destacar as células do frasco iniciou-se com a remoc¢do do meio de cultura. De
seguida, as células foram lavadas com uma solucéo salina de tampao fosfato (PBS, do
inglés phosphate buffered saline), com um pH de 7,4. O PBS foi, entdo, descartado e
as células incubadas com 2 mL de solucao tripsina-EDTA a 0,25% (Sigma T-4049), no
caso da cultura de células PC3, ou Tryple™ Express (Gibco 12605-028), no caso da
cultura de células LNCaP. Apds 5 min de incubacédo a 37°C, as respetivas solugdes de
dissociagéo foram inativadas com 5 mL do meio de cultura descrito previamente. Depois
de homogeneizar, foi obtida uma suspenséo celular resultante. A concentracédo celular
foi determinada recorrendo ao método de excluséo de azul tripano.

O método de excluséo de azul tripano é usado para determinar o nimero de células
viaveis presentes numa suspenséao de células. Este método é baseado no principio de
que as células viaveis possuem a membrana celular intacta que nao é permeéavel ao
azul tripano, enquanto as células inviaveis apresentam danos na membrana celular que
as tornam permeaveis ao corante. Neste método, uma suspensao celular foi misturada
com um volume igual de azul tripano (Sigma T0776) na diluicdo de 1:20 em agua ultra-
pura e, entdo, examinada visualmente ao microscépio para determinar se as células
incorporaram ou excluiram o corante. Uma célula viavel tera um citoplasma claro,
enguanto que uma célula inviavel terd um citoplasma azul (Strober, 2015; Tavares,
2019). As células foram contadas com recurso a uma camara de neubauer e a um
microscopio o6tico invertido (Motic AE31) com ampliagdo 200X. A concentracdo celular

foi determinada através da Equacéo 1:

[Células] (n? células/mL) = Média (células vidveis nos 4 quadrantes) X 2 x 10 000

Equacdo 1: Célculo da concentragdo de células através do método de exclusdo de azul de tripano.

3.2. Estabelecimento das culturas celulares 3D

Para estabelecer culturas celulares 3D, foram formados esferoides de células
recorrendo a uma junc¢do de dois métodos diferentes: hanging drop (Foty, 2011) e

magnetic levitation (Haisler et al., 2013).
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A técnica hanging drop permite que células individuais agreguem e formem
esferoides na forma de goticula, devido a acédo simultanea da tenséo superficial e da
forca gravitacional (Ryu et al., 2019). Esta técnica € amplamente utilizada e as suas
principais vantagens sdo a preservacao da forma e da estrutura das células, o baixo
custo, o facto de poder produzir um grande nimero de esferoides em condicbes
reprodutiveis e ndo requerer um equipamento especifico (Costa et al., 2016). Contudo,
esta técnica tem algumas limitacdes como a fragilidade dos esferoides quando é,
posteriormente, acrescentado o meio de cultura e também a dificuldade de transferéncia
dos esferoides para outro suporte.

No método magnetic levitation, as células sdo incubadas com nanoparticulas
magnéticas compostas por nanoparticulas de ouro, 6xido de ferro e sequéncias de
peptideos aderentes as células. Estas nanoparticulas vao ser internalizadas na célula
através da sua adsorcdo na membrana plasmatica que, consequentemente, sofre
invaginagbes. As vesiculas carregadas com a nanoparticula fundem-se com os
endossomas e lisossomas, que estéo dispersos dentro do citosol (Kolosnjaj-Tabi et al.,
2013). Apds internalizagéo celular, as células com as nanoparticulas sdo sujeitas a uma
forca magnética que promove a levitagcdo das células contra a gravidade, promovendo
0 contacto entre as células e levando a agregacéo celular (Ryu et al., 2019). Este
método também é amplamente utilizado e tem vantagens como a rapidez da formacgao
dos esferoides (normalmente demora apenas cerca de 16 h para os esferoides se
formarem), o facto de criar estruturas sem a utilizagdo de um substrato com uma
proteina artificial e ainda ndo requerer nenhum meio de cultura especial ou uma
concentragcdo minima de soro (Haisler et al., 2013). Os esferoides formados por este
método apresentam estruturas diferentes, contudo, nem sempre é possivel criar o
esferoide pretendido, ficando muitas vezes agregados de células dispersos.

Tendo em conta estes 2 métodos distintos e as suas limitacdes, foi utilizada uma
estratégia, descrita seguidamente, que permitiu a formacédo correta dos esferoides, a
sua manipulacdo, manutencédo e durabilidade.

O processo iniciou-se com a preparacdo de um frasco de 25 cm? com uma
concentracdo de 2 x 10° células/mL. Ap6s aproximadamente 24 h (tempo necessario
para as células ficarem aderentes), foram adicionados 60 pL das nanoparticulas
(NanoShuttle™) que se ligam electrostaticamente & membrana plasmatica. As células
foram depois incubadas durante 24h para incorporarem as nanoparticulas.

Decorridas as 24h, as células foram destacadas e contadas pelo método de

exclusdo de azul tripano, de modo a preparar uma suspensdo celular de 2 x 10°
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células/mL. Seguidamente, com recurso ao método hanging drop, formaram-se gotas
de 100 puL de PBS na tampa de uma placa de baixa aderéncia de 24 pocos (Figura 13),
com o objetivo de funcionar como “camara de hidratacdo”, mantendo uma atmosfera

himida.

Figura 13: Gotas de PBS formadas na tampa de uma placa de 24 pogos de baixa aderéncia.

De seguida, formatam-se gotas de 10 pL da suspenséo celular no fundo da placa,
colocando uma gota por poco. A placa foi, de seguida, invertida e colocada sobre a

tampa, com as gotas de PBS (Figura 14).

Figura 14: Placa de 24 pocos de baixa aderéncia invertida, com gotas da suspenséo celular formadas no

fundo da placa.

As células foram, entdo, incubadas durante 48 h a 37°C , permitindo a formagéo
natural dos esferoides. Apds 24 h, os esferoides puderam ser vistos macroscopicamente
(Figura 15). Este dia foi considerado o dia O.
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Figura 15: Esferoides visiveis macroscopicamente.

Depois de os esferoides estarem formados, o PBS foi aspirado e a placa de 24 pogos
de baixa aderéncia foi colocada sobre uma placa magnética de concentragdo (Figura
16). A placa magnética vai atrair as células com as nanoparticulas e,
momentaneamente, os esferoides vao ficar agregados no fundo da placa. Isto vai
permitir a colocagdo do meio de cultura sem desintegrar os esferoides. Foram
adicionados 500 pL de meio de cultura a cada poco e, de seguida, a placa magnética

foi retirada. Os esferoides ficaram, entéo, suspensos no meio de cultura celular.

Figura 16: Placa magnética de concentragao.

Para realizar algumas experiéncias foi utilizada uma MagPen (Figura 17), uma
pequena “caneta” de plastico com um iman dentro, para retirar o esferoide intacto do
poco. Como as células tém nanopatrticulas incorporadas, o esferoide liga-se a caneta
magnética e pode ser transferido para outra placa, para uma lamina ou para um
eppendorf, retirando o iman aquando da transferéncia.
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Figura 17: MagPen.

Os esferoides permanecem intactos durante aproximadamente 10 dias e as
nanoparticulas magnéticas tém demonstrado ndo afetar a proliferacdo celular e o
metabolismo nem induzir uma resposta inflamatéria (Haisler et al., 2013; Tavares,
2019).

Na Figura 18 esta representado um esquema de todo o processo otimizado de

formacgao dos esferoides.

tele o ~| X | O - N
g s S 3 «— | PBS
Q’ # U # & # X 45h
Colocar células num frasco de Tripsinizar as células com a Formar gotas de 10yl da Colocar a placa virada com a
cultura e incubar com nanoparticula, contar e suspensédo no fundo de uma tampa para baixo durante 48h
nanoparticula Nanoshuttle™ preparar uma suspensao de placa de 24 pogos néo na incubadora para os
2x10° células aderente. Formar gotas de esferéides se formarem

100p!I na tampa para criar
uma atmosfera humida.

Irradiar as células com RaCl, Colocar a placa durante 24h Com uma placa magnética de levitagdo
(Xofigo®) segundo o esquema na incubadora por baixo da placa de 24 pogos, colocar
apresentado. 500u! de meio em cada pogo.

Figura 18: Esquema de todo o procedimento realizado para a formacao dos esferoides, recorrendo a uma

juncé@o dos métodos Hanging Drop e Magnetic Levitation.
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3.3. Determinacéo da area dos esferoides

Apos a irradiagéo, os esferoides foram mantidos numa incubadora a 37°C durante
8 dias. A cada 24 h, obtiveram-se imagens dos esferoides através do software Motic
Images Plus 2.0 ML, incorporado num microscépio Gtico invertido (Motic AE31), com
ampliacdo 40X. A area dos esferoides foi delimitada e posteriormente calculada através
do software ImageJ (Rasband, W.S., U. S. National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA). Nos casos em que se verificou a fragmentacéo dos esferoides, a area

foi medida através da soma das areas dos fragmentos resultantes.

3.4. Validacdo do célculo de dose e irradiacdo das
céelulas com Radio-223

O principal objetivo deste projeto foi avaliar os efeitos biol6gicos do radio-223 nas
células de cancro da prostata em modelos 3D. Para cada ensaio, as células, quer
estivessem em cultura bidimensional ou em cultura 3D, foram submetidas a irradiagédo
interna por exposi¢cdo ao radio-223, através da adicdo de uma atividade inicial (Ao)
conhecida. A dose absorvida, baseada na atividade inicial e no tempo de exposicao, foi

calculada atraves da Equacéo 2:

4, 2]
D=ln2MZaiTi[1_e Ti]Ei
L

Equacéo 2: Equagéo do céalculo de dose do radio-223.

onde D € a dose absorvida (Gy), Ao a atividade inicial da fonte radioativa (mCi), t o tempo
de irradiacdo (s), M a massa da amostra submetida a irradiacéo (kg), Ti o periodo de
semi-desintegracédo da porcéo i da cadeia de decaimento (s), £; a energia média por
desintegracdo da porcdo i da cadeia de decaimento (eV) e a; a fracdo de energia do
decaimento. Os valores de T, de £; e de a; estdo tabelados e sdo especificos do
radionuclideo utilizado e da energia depositada (Marques, 2016).

O procedimento de irradiacdo consiste na adicdo de um volume de radio-223,
calculado com base na atividade pretendida. O volume é pipetado para 0s pocos e, ao

fim do tempo respetivo, 0 meio com atividade foi retirado e substituido por meio novo.
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A Equacéo 2 foi desenvolvida para o célculo da dose absorvida apdés irradiacdo de
células individuais dispersas num volume especifico de meio, considerando as variaveis
de M, t, e Apaplicadas. Como as particulas a tém um curto alcance, o volume de meio,
correspondente a M, utilizado nas respetivas irradiacdes para as experiéncias em 2D foi
reduzido e limitado ao estritamente necessario, sendo mantido sempre constante
(200 yL) para todas as experiéncias. As condicbes A, também permaneceram
constantes, sendo apenas variavel a condigéo t.

As culturas 3D introduziram algumas especificidades no método de irradiacéo.
Como o esferoide teria de ficar suspenso no meio para ser irradiado, o volume teria de
ser aumentado para o dobro, de modo que o volume utilizado permitisse que o esferoide
ficasse imerso. Para além disso, como se pretendeu utilizar doses mais elevadas, teria
de se variar tanto a Ag como o t. Assim, para irradiar culturas 3D, iria ser necessario
alterar as condic¢des de irradiacao inicialmente definidas para culturas bidimensionais.

Para a Equacédo 2 poder ser utilizada na irradiagdo em modelos 3D, foi necessario
validar a sua aplicabilidade nestes modelos e avaliar se a resposta biolégica seria
semelhante, variando mais do que uma dimensao na formula.

Para o calculo de dose, a Ap e 0 t s@o inversamente proporcionais. Isto significa que
se um dos parametros for incrementado, o outro parametro tera de ser reduzido, com o
fim de se obter a mesma dose. Assim, a estratégia utilizada para validar a Equacao 2
foi verificar se a proporcionalidade inversa se manteria, aumentando o volume do meio
para 500 pL. Assim, doses semelhantes (variando os parametros t e Ao) teriam de
produzir respostas biolégicas semelhantes.

Numa primeira fase, para avaliar a resposta biolégica, utilizou-se o ensaio SRB, que
permitiu medir o contelddo proteico celular das células irradiadas. O protocolo utilizado
encontra-se no tépico 3.4.1 desta dissertacdo. A irradiacao foi efetuada com doses de
0 mGy, de 4 mGy, de 10 mGy e de 20 mGy e criaram-se duas abordagens. Na primeira
condicao fixou-se 0 t em 8 min e variou-se a Ag, enquanto na segunda condicao fixou-
se a Apda fonte em 0,8 pCi e fez-se variar o t. As doses, as atividades iniciais e o tempo

de irradiacéo estdo expressos na tabela 1.
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Tabela 1: Atividade inicial e tempo de irradiacdo para irradiar um volume de 500 L de
meio de suspensdo celular, para as respetivas doses, segundo as duas abordagens
utilizadas: na 1 abordagem ¢ fixado o t em 8 min e na 22 abordagem é fixada a Ao em
0,8 pCi.

Dose (mGy) Ao (LCI) Tempo (min)
4 0,38 8
12 abordagem 10 1 8
20 2 8
4 0,8 3,1
22 abordagem 10 0,8 10,5
20 0,8 25

De seguida, foi efetuada, também, a validacdo da Equacao 2 com irradiacdo de
células em esferoides. Para isso, utilizaram-se as duas abordagens previamente
descritas e variaveis da Tabela 1, no mesmo volume, com a diferenca de as células
estarem numa estrutura 3D, em vez de suspensao celular. O processo de irradiagdo
nas culturas celulares 3D foi efetuado com a placa magnética de concentracdo para 0s
esferoides ndo se desintegrarem.

Para avaliar a resposta biolégica da radiagcdo nos modelos 3D, n&o se p6de recorrer
ao ensaio SRB, dadas as caracteristicas deste método. Assim, utilizou-se um ensaio
baseado em sal de tetrazélio, o XTT, que avalia a atividade metabdlica celular e permite
aferir, indiretamente, a proliferagcéo celular, cujo procedimento pode ser encontrado no
topico 3.4.2 desta dissertacéo.

Apos validagdo, de modo a avaliar os efeitos do Radio-223 nos esferoides de CaP,
procedeu-se a irradiacdo dos esferoides de PC3 com doses mais elevadas, em
especifico de 0 mGy, de 10 mGy, de 20 mGy, de 30 mGy e de40 mGy, e posterior
andlise da atividade metabdlica celular pelo ensaio XTT. Neste ensaio utilizou-se

apenas uma condicdo com as doses, t e Agexpressos na Tabela 2.
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Tabela 2: Atividade inicial e tempo de irradiacéo para irradiar um volume de 500 pL de

meio com células em esferoides, para as respetivas doses.

Dose (mGy) Ao (LCI) Tempo (min)
10 0,5 20
20 0,8 25
30 1 31
40 1,2 35

Com base nos resultados obtidos no ensaio XTT, optou-se por selecionar a dose
mais alta em estudo para a realizagdo dos ensaios seguintes.

Para avaliar os efeitos bioldégicos em relagéo a proliferacdo celular, sobrevivéncia
celular, viabilidade celular e morte celular recorreu-se a imunocitoquimica (tépico 3.9),
ao ensaio clonogénico (topico 3.8), a microscopia de fluorescéncia com marcacao tripla
com AnV/IP/DAPI (topico 3.10) e coloragdo de May-Grinwald Giemsa (topico 3.7),
respetivamente.

Todos os ensaios foram realizados 8 dias ap0s a irradiagdo dos esferoides. Na figura
19 esta representada uma linha temporal, desde a formacédo da gota de células em
hanging drop até a realizagdo dos ensaios descritos seguidamente. O dia 0 foi

considerado o dia de formacédo do esferoide, onde este ja é visivel macroscopicamente.

Dia-1 Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 10
Formacao da Formacao dos Colocagaodo Irradiagao dos Realizagao dos
gota de células esferoides meio de cultura esferoides ensaios

em hanging drop

Figura 19: Linha temporal do processo de formagéo dos esferoides, respetiva irradiacéo e realizacéo dos
ensaios. No dia -1, o processo iniciou-se com a formagédo das gotas de células em hanging drop, no dia 0
verificou-se a formacéo dos esferoides, no dia 1 foi adicionado o meio de cultura e no dia 2 procedeu-se a
irradiacé@o dos esferoides, mantendo-os em cultura durante 8 dias. No dia 10, foram realizados os ensaios

para avaliar os efeitos radiobiolégicos do radio-223.
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3.5. Andlise do conteudo proteico pelo ensaio de SRB

O ensaio de SRB constitui um marcador de citotoxicidade muito sensivel. A SRB é
um corante fluorescente que se liga as proteinas em condicdes acidas e que,
posteriormente, pode ser extraido sob condi¢cbes béasicas. O corante fixado, medido
fotometricamente apos solubilizacdo, correlaciona-se com o contetdo proteico. Devido
as ligacdes serem estequiométricas, a quantidade de corante extraida das células é
diretamente proporcional a densidade celular, que pode ser extrapolada para medir a
proliferacdo celular (Orellana & Kasinski, 2016; Tavares, 2019).

O ensaio de SRB foi realizado apenas em placas de 24 pogos com uma
concentracéo de 50 000 células por poco. O protocolo comeca pelo descartar do meio
de cultura seguido pela lavagem dos pocos com PBS frio, para desacelerar os
processos metabolicos e impedir que as células ndo sofram danos durante a realizagcéo
do ensaio. A fixacao das células nos pocos foi feita adicionando uma solucao gelada de
1:100 de acido acético em metanol e colocando, de seguida, a placa no frio durante 45
min. Apés a fixac@o das células, o acido acético em metanol foi descartado e a placa
seca a temperatura ambiente. Apos a secagem, foram adicionados 300 uL de SRB
(0,4%) a cada poco e as placas foram incubadas no escuro durante 30 min.
Seguidamente, retirou-se 0 excesso de solucdo de SRB, efetuando-se lavagens com
agua de modo a remover todo o corante em excesso. Apds secagem, o SRB fixado foi
dissolvido em 200 pL de Tris-NaOH (10 mM e pH 10) e, posteriormente, foram medidas
as absorvancias a 540 nm, com um filtro de referéncia de 690 nm, num espetrofotometro
(Perkin Elmer Enspire 2300). Os resultados foram analisados e expressos pela
percentagem de inibicdo da proliferacdo das células irradiadas, normalizados aos

controlos.

3.6. Analise da atividade metabdlica pelo ensaio XTT

O ensaio XTT é usado para medir a atividade metabdlica celular como um indicador
indireto de viabilidade e de proliferag&o celulares e, consequentemente, citotoxicidade.
Este ensaio colorimétrico € baseado na reducdo de XTT, um sal de tetrazolio amarelo
carregado negativamente, pelo NADH (dinucle6tido de nicotinamida e adenina),

produzido na mitocondria. A reducéo pelas células metabolicamente ativas vai originar
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cristais de formazano de cor laranja. Esse corante formado é sollivel em solucbes
aguosas e pode ser quantificado através de um espetrofotometro (McGaw et al., 2014;
Paull et al., 1988).

Esta reducdo extracelular foi realizada pelo transporte de eletrbes da cadeia
respiratdria mitocondrial de uma célula viavel, mediada pelo aceitador de eletrées PMS
(N-methyl dibenzopyrazine methyl sulfate - Phenazine methosulfate) (Kuhn et al., 2003;
Louis, 2019).0 PMS é um aceitador de eletres que ajuda a realcar a reducédo do XTT.
Como o PMS reduzido é facilmente oxidado pelo oxigénio, serve de mediador da reacéo
e permite a reducdo do XTT fora do citoplasma, pois ndo € permeavel & membrana
celular (Berridge et al., 2005). A reacao do PMS com o XTT esta representada na Figura
20.

O ensaio XTT € compativel com as culturas 3D devido ao facto de ndo ser
necessario que as células estejam aderentes para a realizacdo do mesmo (Huyck et al.,
2012).
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Figura 20: Reacgdo do XTT com o PMS (ITW Reagents, 2021)

Os esferoides foram dissociados em células dispersas, de modo a proceder ao
protocolo do ensaio de XTT.

O protocolo do ensaio de XTT iniciou-se com a preparacdo de uma solucéo
homogénea de reacdo de XTT e PMS na proporcdo 50:1, a partir de solucbes stock
previamente preparadas e armazenadas a -20°C, e protegidas da luz. As solugdes stock
de XTT, dissolvido em meio de cultura RPMI, foram preparadas na concentracdo de
1 mg/mL e o PMS, dissolvido em PBS, na concentracdo de 1,25 mM.

De seguida, foram adicionados 250 pL de solug&o de reacdo a cada poco da placa,

contendo cada poco um esferoide em 500 pL de meio. Depois, incubou-se a placa,
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protegida da luz, a 37°C durante, aproximadamente, 6 a 8 horas, até reducdo do
composto para a cor laranja. Por fim, a absorvancia foi medida hum espetrofotémetro

com um comprimento de onde de 450 nm (Perkin EImer Enspire 2300).

3.7. Estudos de morfologia pelo método de coloracéao
May-Grinwald-Giemsa

O método de coloracdo May-Grunwald-Giemsa (MGG) é usado para estudar a
morfologia celular. O corante May-Griinwald contém corantes bésicos, como o azul de
metileno alcalino e um corante acido, a eosina. Os corantes basicos carregam cargas
positivas, corando os nucleos, devido as cargas negativas dos grupos fosfato das
moléculas de ADN e de ARN (Microxpress, n.d.). A eosina cora as areas basicas no
interior das células, tais como, as proteinas de ligagdo ao ADN (von Knebel Doeberitz
& Wentzensen, 2008). A coloracdo de Giemsa torna o efeito da coloragédo azul-celeste
mais proeminente, colorindo todos os componentes celulares (Microxpress, n.d.).

Para realizar a coloracdo, os esferoides foram dissociados e centrifugados a
2500 rpm, durante 5 min. Em seguida, descartou-se o sobrenadante, o pellet foi
ressuspendido em 1 mL de PBS e, novamente, centrifugado a 2500 rpm, durante 5 min.
Depois da centrifugacao, descartou-se novamente o sobrenadante e ressuspendeu-se
o pellet em 50 uL de FBS. De seguida, foi colocada uma gota da suspenséo celular com
aproximadamente 80 000 células numa lamina de vidro (Normax 1.5470117C) e foi
realizado um esfregaco. O esfregaco foi deixado a secar a temperatura ambiente por,
pelo menos, 30 min e, decorrido esse tempo, as células foram fixadas em metanol
durante 5 min. Apés a fixagdo, as laminas foram deixadas secar novamente e, depois
de secas, foi feita a coloragdo das laminas. Para a coloragdo, as laminas foram
mergulhadas em primeiro lugar na solucdo de May-Grinwald (Merck 1424) durante 4
min e, subsequentemente, numa solucao de Giemsa (Merck 9204) a 5%, diluida em
PBS (pH=6,8), durante 15 min. Por fim, a lamina foi lavada com PBS para retirar o
excesso de corante e deixada a secar ao ar. As laminas foram visualizadas e avaliadas
num microscopio 6tico Axioskop 2 (Zeiss, Germany), equipado com uma camara
Axiocam 1Cc3 (Zeiss, Germany). Foram obtidas fotografias representativas e

analisadas usando o software AxioVision (Zeiss, Germany) para Windows.
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3.8. Ensaio clonogénico

O ensaio clonogénico é um ensaio para avaliacdo da sobrevivéncia celular in vitro
com base na capacidade de uma Unica célula originar uma colénia de células, ou seja,
um conjunto de, pelo menos, 50 células. Este ensaio testa, essencialmente, a
capacidade de cada célula da populacdo ser capaz de sofrer divisao “ilimitada” e é
considerado o “gold standard” para determinar a morte reprodutiva celular, apds o
tratamento com radiacao ionizante (Franken et al., 2006).

A capacidade de as células constituintes dos esferoides sobreviverem a longo prazo
foi avaliada 20 dias apos a irradiagéo dos esferoides. Na linha do tempo da Figura 21
estdo especificados os tempos decorridos entre a formacdo dos esferoides e a

realizacdo do ensaio clonogénico.

Dia-1 Dia0 Dia1 Dia 2 Dia 10 Dia 22
Formacéo da Formacéo dos Colocacgao do Irradiagao dos Cultivo das Ensaio
gota de células esferoides meio de cultura esferoides células dos clonogénico
em hanging drop esferoides

Figura 21: Linha do tempo desde a formacdo da gota em hanging drop até a realizacdo do ensaio
clonogénico. No dia -1, o processo iniciou-se com a formacéo das gotas de células em hanging drop, no
dia 0 verificou-se a formagé&o dos esferoides, no dia 1 foi adicionado o meio de cultura e no dia 2 procedeu-
se a irradiacdo dos esferoides, mantendo-os depois em cultura durante 8 dias. No dia 10, as células
provenientes destes esferoides foram semeadas para a realizagdo do ensaio clonogénico, o qual terminou

no para dia 22.

Para tal, procedeu-se a dissociacdo enzimatica dos esferoides no dia 10 e realizou-
se a contagem do numero total de células por esferoide. Em seguida, semearam-se
1500 células, provenientes de cada esferoide, por poco, em placas de 6 pocos
aderentes (Sarstedt), juntamente com 3 mL de meio de cultura. As células foram
incubadas nas condi¢Bes 6timas de crescimento durante 10 dias, fazendo a renovagéo
do meio de cultura a cada 3 dias. Apds esse tempo, as células foram coradas com o
objetivo de possibilitar a contagem das coldnias formadas. Para isso, removeu-se 0
meio de cultura e procedeu-se a lavagem das col6nias com 3 mL de PBS, por poco,
repetindo novamente a lavagem. De seguida, fixaram-se as coldnias adicionando 2 mL

de metanol, durante 30 min. Passado esse tempo, descartou-se 0 metanol, deixaram-

Carolina Silva




Materiais e Métodos

se secar as placas a temperatura ambiente e adicionaram-se 2 mL de uma solucao de
violeta de cristal a 0,5% em metanol, deixando as placas em repouso durante 10 min.
Por fim, aspirou-se o corante em excesso e lavaram-se suavemente as placas por
imersdo em agua tépida. Apds secagem completa das placas, procedeu-se a contagem
das colonias.

O ensaio clonogénico permite calcular a eficiéncia da placa (EP) e o fator de
sobrevivéncia celular (FS), de acordo com as Equacbes 3 e 4, respetivamente
(Marques, 2016).

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

Equacédo 3: Célculo da eficiéncia da placa.

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

Equacdo 4: Célculo do fator de sobrevivéncia.

3.9. Estudos de expressao de Ki-67 por
imunocitoquimica

A imunocitoquimica (ICC) é uma técnica para detecédo e visualizacao de proteinas,
ou outros antigénios, em células, usando anticorpos que reconhecem especificamente
o alvo de interesse. Esta técnica foi realizada para caracterizar qualitativamente a
expressao de Ki-67 nos esferoides de PC3 (Immunocytochemistry - The Human Protein
Atlas, 2020).

A detecdo do antigénio foi feita com um sistema indireto de multimeros livres de
biotina, conjugados com peroxidase, num procedimento realizado a temperatura de
36°C.

A inibicdo da peroxidase enddgena foi feita com uma solugéo de H.O, a 3%, diluida
em PBS, denominada Inibidor de Peroxidase OptiView, por 10 min, seguida pela

detecao dos diferentes anticorpos primérios com uma mistura de anticorpos secundarios
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de cabra IgG e IgM anti-rato e IgM anti-coelho (OptiView HQ Universal Linker, Ventana
Medical Systems, EUA), conjugados com um hapteno ndo enddgeno, 3-hidroxi-2-
guinoxalina (HQ), por 12 min. ApGs a lavagem das laminas com PBS, foi colocado o
sistema de detecdo indireta do multimetro VENTANA DP 200 v1.1 (Ventana Medical
Systems, Tucson, USA), livre de biotina e conjugado com peroxidase, por 8 min.
Subsequentemente, as laminas foram montadas e observadas no microscépio 6tico
Olympus U-D30 (Olympus, Japdo), equipado com uma camara Olympus SC30
(Olympus, Japéo). O anticorpo usado e as suas caracteristicas podem ser encontrados
na Tabela 3.

Tabela 3: Anticorpo usado na imunocitoquimica e respetivas caracteristicas (clone,

tempo de incubacdo, diluicdo e fornecedor).

_ Tempo de o
Anticorpo Clone | . _ Diluicéo Fornecedor
incubacéo (min)

_ Zytomed Systems, Berlin,
Ki-67 SP6 20 1:1000

Germany

3.10. Caracterizacdo da estrutura e viabilidade dos
esferoides por microscopia de fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia é um tipo de microscopia Otica que permite
caracterizar o tamanho, morfologia e organizagdo interna do esferoide (Costa et al.,
2016). Para além disso, permite também determinar a distribuicdo de células vivas e
mortas no esferoide (Tavares, 2019). A técnica baseia-se no fendbmeno de que as
moléculas fluorescentes absorvem luz num comprimento de onda e emitem noutro, mais
longo (Rosengren & Oscarsson, 2009).

O objetivo do protocolo foi, entdo, analisar a viabilidade celular através da marcacéo
tripla com Anexina V/lodeto de Propidio/DAPI.

A anexina V (AnV) é uma proteina anticoagulante que se liga aos fosfolipidos

anionicos, como a fosfatidilserina. Durante a apoptose, ocorre a translocacdo de
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fosfatidilserina para a camada externa da membrana celular e, assim, as células
apoptoticas podem ser identificadas através da marcacao com AnV. Por outro lado, o
iodeto de propidio (IP) € um marcador com a capacidade de se ligar ao ADN da célula.
Apesar disso, este marcador ndo pode passar a bicamada lipidica, sendo apenas capaz
de se ligar ao ADN guando a membrana é destruida, o que pode ser verificado quando
as células estdo em apoptose tardia ou em necrose (Tavares, 2019). O DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol) é um fluor6foro especifico de éacido nucleico com grande
afinidade para o ADN (Estandarte et al., 2016). O DAPI cora seletivamente os nucleos
celulares, resultando em imagens fluorescentes brilhantes do nucleo, sem fluorescéncia
detetavel do citoplasma. Assim, é usado para identificar e quantificar o ADN (Mora et
al., 2020).

O primeiro passo do protocolo consistiu em lavar os esferoides duas vezes com
PBS. Apés as lavagens, foram adicionados 200 uL de tampéo de ligagcao (Immunostep,
BB10X). Depois, os esferoides foram submersos numa solu¢cdo com 2,5 uL de AnV
(Immunostep, ANXVF-200T) e 1 pL de IP (KIT Immunotech, Republica Checa) e depois
incubados durante 15 min no escuro a temperatura ambiente. O passo seguinte
consistiu em fixar as células com uma solug&o de PFA a 4% e incubar mais uma vez no
escuro, a temperatura ambiente, durante 10 min. Depois de efetuar estes passos, 0s
esferoides foram cuidadosamente transferidos dos pogos para as laminas com a ajuda
da MagPen, onde foram montados com o reagente ProLong® Gold Antifade com DAPI
(Invitrogen™, P36931) e as laminas deixadas a secar protegidas da luz. No dia seguinte,
as laminas foram seladas, posteriormente observadas num microscopio de

fluorescéncia Leica DM 4000 B e analisadas no programa Fiji - ImageJ.

3.11. Andlise estatistica

Todos os graficos, calculos e andlises estatisticas foram realizados com o software
GraphPad Prism versédo 9.2.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA,
EUA). Para testar a distribuicdo normal dos dados, aplicou-se o teste de normalidade
Shapiro-Wilk. Para os dados que seguiam uma distribuicdo normal foram utilizados
testes paramétricos. O teste paramétrico ANOVA de dois fatores, com o teste de Sidak
para as comparacdes multiplas, foi utilizado para a comparacdo de médias entre

diferentes grupos de variaveis. Este teste foi usado nos ensaios SRB e XTT, efetuados
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com as duas abordagens no capitulo da validacdo do modelo de irradiacdo. O teste
ANOVA de um fator, com o teste de Tukey para comparacdes multiplas, foi utilizado
para comparar a média entre grupos independentes. Este teste foi usado no ensaio XTT
com doses até 40 mGy e em todas as analises da area dos esferoides ao longo do
tempo. Os resultados sdo expressos pela média e desvio-padrdo (DP) quando n<12 e
pela média e erro-padrdo (EP) quando n>12. O valor de p menor que 0,05 (p <0,05) foi
considerado estatisticamente significativo.
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4. Resultados?

! Os resultados apresentados ao longo deste capitulo foram obtidos em coautoria com a Mestre
Inés Alexandra Marques.
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Os resultados obtidos através das técnicas apresentadas nos Materiais e Métodos

encontram-se descritos neste capitulo.

4.1. Desenvolvimento e Caracterizacédo dos esferoides

O modelo celular 3D de esferoides foi criado e otimizado, recorrendo aos métodos
de levitacdo magnética e hanging drop. Assim, uma parte fundamental antes de avaliar
os efeitos da radiagdo, foi avaliar a formagédo dos esferoides e caracteriza-los. Esta
caracterizacao incluiu a avaliagdo do seu crescimento e estrutura ao longo dos dias.

Considerou-se o dia 0 o inicio da formacao do esferoide, ou seja, o dia em que as
células foram semeadas como gotas. O esferoide foi visivel macroscopicamente logo
apos 24 h da sua formacdo. Assim, apds 48 h e apds ter sido colocado o meio, foi
possivel visualizar o esferoide ao microscopio. A area e estrutura dos esferoides foi
avaliada ao longo de 8 dias, recorrendo a um microscopio invertido, cujas imagens
representativas da evolucdo do tamanho e forma estdo apresentadas nas Figuras 22-
25.

Como é evidenciado na Figura 23, os esferoides de células PC3 apresentam uma
forma constantes e exibem desvios-padrao muito reduzidos. Dois dias apés a sua
formacdo alcancaram uma éarea de 1,55+0,02 mm?, seguindo-se um crescimento
significativo (p<0,0001) no dia seguinte, para 1,8+0,06 mm?. Apé6s o terceiro dia,
mantiveram a sua area aproximadamente constante. A area dos esferoides de células
PC3 comecgou a diminuir apds 6 dias da sua formacéo, atingindo ao 9° dia uma area
menor do que no 2° dia de formacdo. Nas imagens representativas da Figura 22 é
possivel observar que os esferoides mantém a sua estrutura, formato e mantém-se

intactos durante o tempo avaliado.
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Figura 22: Imagens representativas da evolucdo dos esferoides de células PC3, em termos de forma e
tamanho, durante 9 dias. As imagens foram obtidas recorrendo a um microscopio invertido com uma

ampliagcdo de 40X, com apresentacdo da escala correspondente a 1 mm.
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Figura 23: Curva de evolucéo da area dos esferoides de células PC3 ao longo do tempo. A esquerda estdo
representadas as curvas da area de cada esferoide e a direita esta representada a curva com a média dos
3 esferoides. Os resultados sao expressos pela média e desvio-padrdo (DP), com n=3. ANOVA de 1 fator
(**** p<0,0001).
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Os esferoides de células LNCaP exibem um comportamento distinto dos esferoides
de células PC3. Na Figura 24 é possivel observar imagens representativas da evolucao

da area e forma dos esferoides de células LNCaP, ao longo do tempo.

Figura 24: Imagens representativas da evolugéo dos esferoides de células LNCaP, em termos de forma e
tamanho, durante 9 dias. As imagens foram obtidas recorrendo a um microscopio invertido com uma

ampliagdo de 40X, com apresentacdo da escala correspondente a 1 mm.

A Figura 24 demonstra que os esferoides de células LNCaP nao exibem forma
constante, como verificado nos esferoides das células PC3. Cada esferoide de células
LNCaP é unico, pois adquiriu uma &rea inicial que variou e uma forma prépria. Os
esferoides de células LNCaP necessitaram de mais tempo para se formar
completamente, comparando com os esferoides de células PC3, ndo ficando compactos
imediatamente ao 2° dia de formacdo. Como se pode constatar na Figura 25, entre o 2°

e 0 3° dia da sua formacdo, o comportamento foi variavel, sendo que aumentou a sua
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area, como no esferoide 2, ou diminuir como nos esferoides 1 e 3. Entre os dias 3 e 8
todos os esferoides exibiram um comportamento de crescimento. Todos os esferoides
obtiveram uma maior area ao 9° dia, comparando com o 2° dia de formacdao, atingindo

uma area média de 1,18+0,20 mm?.
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Figura 25: Curva de evolugéo dos esferoides de células LNCaP ao longo do tempo, tendo em conta as suas
areas. A esquerda estéo representadas as curvas da area de cada esferoide e a direita esta representada
a curva com a média dos 3 esferoides. Os resultados sdo expressos pela média e desvio-padrao (DP), com
n=3. ANOVA de 1 fator.

Apos desenvolvimento e caracterizacao dos esferoides, procedeu-se a validacdo do
modelo de irradiacdo para culturas celulares 3D. As experiéncias seguintes foram

apenas realizadas com esferoides de células PC3.

4.2. Validacao do modelo de irradiacdo para culturas
celulares 3D

O processo de irradiacéo e o calculo da dose ja tinham sido previamente otimizados
e utilizados para a realizacdo de ensaios de radiobiologia em culturas celulares
tradicionais bidimensionais, no qual se mantinha constante para as varias doses ou a
atividade inicial (Ao), ou 0 tempo de exposicdo (t). A irradiacdo de modelos celulares
tridimensionais (esferoides), devido ao aumento das doses a utilizar, tornou necessario

variar ambos os parametros de Ao e t, para 0 mesmo ensaio, 0 que poderia introduzir
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variabilidade no estudo. Assim, foi necessario efetuar a adaptacdo do método de
irradiacdo utilizado nas culturas em 2D para o utilizado para irradiacdo dos esferoides,
validando o calculo de dose para estes Ultimos. Para este fim, tal como descrito nos
materiais e métodos, utilizaram-se duas abordagens para irradiar as células com doses
de 0 mGy, de 4 mGy, de 10 mGy ou de 20 mGy, sendo que na primeira abordagem se
fixou 0 t em 8 minutos e se variou a Ao, enquanto na segunda abordagem se fixou a Ao
da fonte em 0,8 pCi e se fez variar o t. Para os estudos bidimensionais com a linha
celular PC3, as células foram, assim, irradiadas com radio-223 segundo as duas
abordagens descritas acima, e apés 8 dias o contetdo proteico celular foi avaliado
através da técnica de SRB. Os resultados de citotoxicidade obtidos através do ensaio
de SRB estéo representados na Figura 26.
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Figura 26: Avaliagcao do contetdo proteico celular pelo ensaio SRB nas culturas bidimensionais, realizado
8 dias apds airradiagdo com 0, 4, 10 e 20 mGy de radio-223, seguindo duas abordagens: a preto, t=8 min
(fixando o t em 8 minutos e fazendo variar a Ao para obter a respetiva dose) e a cinzento, Ao=0,8 uCi
(fixando a Ao em 0,8 pCi e fazendo variar o t para obter a respetiva dose). Os resultados est&o
normalizados ao controlo, expressos como média e erro-padrédo (EP) de, pelo menos, 10 experiéncias
independentes realizadas em triplicado, ANOVA de dois fatores (**** p<0,0001; ** p<0,01; **** p<0,0001;
** p<0,01).
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Os resultados obtidos demonstraram uma diminui¢cao estatisticamente significativa
do conteudo proteico com o0 aumento da dose até 10 mGy. Nao existem diferencas
estatisticamente significativas entre as duas abordagens de irradiacéo, para todas as
doses avaliadas. Assim, a irradiacdo das células PC3 com 4 mGy, 10 mGy, 20 mGy de
radio-223, para um t=8 min, diminuiu o contetdo proteico celular para 70,4+5,7%, para
27,61£3,0% e para 20,3%£2,5%, respetivamente. A irradiacao das células PC3 com 4 mGy,
10 mGy, 20 mGy de radio-223, para uma A=0,8 puCi, diminuiu o conteddo proteico
celular para 65,1+5,8%, para 31,3+4,2 % e para 20,5+2,2 %, respetivamente.

Com o objetivo de verificar se 0s mesmos efeitos se reproduziam com as culturas
celulares 3D, os esferoides foram irradiados com as mesmas doses e mesmas
abordagens e os efeitos foram avaliados através da proliferacédo celular, medida pelo
ensaio XTT.

A proliferacao celular foi medida indiretamente através da avaliacdo da atividade
metabdlica celular, 8 dias apds a irradiacdo dos esferoides com doses de 0 mGy, de
4 mGy, de 10 mGy e de 20 mGy.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 27 e demonstraram uma
diminuicdo estatisticamente significativa da atividade metabdlica celular com o aumento
da dose até 20 mGy. Nao existem diferencas estatisticamente significativas entre as
duas abordagens de irradiacéo, para todas as doses avaliadas. Assim, a irradiagédo das
células PC3 com 4 mGy, 10 mGy, e 20 mGy de radio-223, para um t=8 min, diminuiu a
atividade metabdlica celular para 77,9+5,7%, para 76,8+4,3% e para 80,9+9,8%,
respetivamente. A irradiagcéo das células PC3 com 4 mGy, 10 mGy, e 20 mGy de radio-
223, para uma A¢=0,8 uCi, diminuiu a atividade metabdlica celular para 80,6+8,3%, para
82,7+2,8% e para 87,515,1%, respetivamente.
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Figura 27: Avaliacdo da atividade metabdlica celular pelo ensaio XTT nos esferoides, realizado 8 dias
apos a irradiagdo com radio-223 com doses de 0, 4, 10 e 20 mGy, segundo as duas abordagens: a preto,
t=8 min (fixando o tempo em 8 minutos e fazendo variar a atividade inicial para obter a respetiva dose) e
a cinzento, Ao=0,8 uCi (fixando a atividade inicial em 0,8 uCi e fazendo variar o tempo para obter a
respetiva dose). Os resultados estdo normalizados ao controlo, expressos como média e desvio-padréo
(DP) e com pelo menos 3 experiéncias independentes realizadas em duplicado. ANOVA de dois fatores
(**** p<0,0001; *** p<0,001).

4.3. Efeitos radiobioldgicos do Radio-223 em esferoides
PC3

ApOs a validacdo do modelo de irradiacao para culturas celulares 3D, procedeu-se
a avaliacao dos efeitos radiobiologicos do radio-223. Assim, varias experiéncias foram
conduzidas com os esferoides de células PC3, nomeadamente a avaliacao do efeito do
radio-223 na forma e na area dos esferoides, na proliferacdo celular com recurso ao
ensaio XTT e a imunohistoquimica com o marcador Ki-67, na morfologia celular pela
coloragdo May-Grinwald-Giemsa, na sobrevivéncia celular pelo ensaio clonogénico,
assim como na viabilidade e no perfil de morte celulares pela marcacdo com
AnV/IP/DAPI.
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4.3.1. Estrutura do esferoide

Os esferoides foram irradiados com uma dose de 40 mGy de radio-223 e foram
obtidas imagens do esferoide imediatamente apds a irradiagéo (dia 2), nos 4 dias
seguintes e no 7° dia ap0s a irradiacdo (dia 9). As imagens representativas

apresentadas na Figura 28 evidenciam a evolu¢do do esferoide ao longo dos dias

referidos.

Figura 28: Imagens representativas da forma e crescimento dos esferoides de células PC3 apds irradiagao
com 40 mGy de radio-223. As imagens foram obtidas imediatamente apds a irradiacéo (dia 2) e ao longo
dos dias 3, 4, 5, 6 e 9, depois da irradiagdo. As imagens foram recolhidas recorrendo a um microscépio

invertido com uma ampliagdo de 40X, com apresentacéo da escala correspondente a 1 mm.

A Figura 28 evidencia a desintegracdo dos esferoides de células PC3 como
consequéncia da irradiagdo com radio-223. Ao longo dos dias verificou-se 0 aumento
gradual da desintegracdo dos esferoides, até se verificarem apenas pequenos
agregados de células e células dispersas, como € visivel na imagem do dia 9 da Figura
28. A Figura 29 representa a evolucao da area do esferoide.

Carolina Silva



Ra-223 no tratamento do carcinoma da prostata metastatico

* KKK
KKK
_—
—_ * KK
& 2.0 KKK
€
E *k 3% 3k Kk Kk
@ 1.5- T o
-g 3% 3k %k Kk
IS
Q@ 1.0
H
i $
@) ol
S 0.5
©
o
.

Figura 29: Curva de evolugéo da area dos esferoides de células PC3, durante 7 dias apés irradiagdo com
40 mGy de radio-223. Os resultados sdo expressos pela média e desvio-padrao (DP), com n=3. ANOVA de
1 fator (**** p<0,0001; *** p<0,001; ** p<0,01).

Os resultados evidenciados na Figura 29, mostram que a area dos esferoides — aqui
definidos como a parte intacta, ou seja, o nucleo (core) deste - vai diminuindo ao longo
do tempo. Apés 24 h da irradiacao (dia 3), a sua area diminuiu 30+4,8% (p<0,0001), em
comparagdo com a area do mesmo ao dia 2. No 7° dia apos a irradiagdo (dia 9),
verificou-se que o esferoide se fragmentou em pequenos agregados de células, sendo
que neste dia jA ndo é possivel observar um nicleo, mas sim agregados dispersos.
Assim, a area calculada no dia 9 é a soma das areas desses pequenos agregados de

células, correspondente a 50+4,5% (p<0,0001) da area inicial do esferoide.

A Figura 30 apresenta a comparagdo entre as curvas de evolugdo dos esferoides

controlo e irradiados com 40 mGy de radio-223.
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Figura 30: Curvas de evolugdo da area dos esferoides de células PC3, durante 7 dias apds irradiacéo:
controlo e irradiados com 40 mGy de radio-223. Os resultados s@o expressos pela média e desvio-padrao
(DP), com n=3. O dia 0 representa o dia da formacao do esferoide. ANOVA de 1 fator (**** p<0,0001).

A area dos esferoides controlo aumentou para 1,80+0,05 mm? no dia 3 em
comparacéo com o dia 2, onde este media 1,54+0,02 mm?. Em contraste, no dia 3, 0s
esferoides irradiados com 40 mGy diminuiram a sua area para 1,15+0,10 mm?, em
comparacédo com a area de 1,44+0,02 mm? verificada no dia 2. Assim, os esferoides
controlo apresentaram uma area significativamente maior (p<0,0001) no dia 3 que o0s
esferoides irradiados com 40 mGy. No dia 9, a diferenca entre as areas dos esferoides
manteve-se significativa (p<0,0001), sendo que os esferoides controlo apresentaram

uma area de 1,40+0,04 mm? e os esferoides irradiados uma area de 0,67+0,05 mm?.

4.3.2. Proliferacéo celular

A exposicao a radiacao ionizante pode afetar a proliferacao celular, o que permite a
utilizacao deste indicador para avaliar os efeitos radiobiolégicos do radio-223.

Deste modo, para estudar os efeitos da irradiacdo nas células que compdem o
esferoide foram realizados os ensaios de XTT e de imunohistoquimica com o marcador
Ki-67. Os resultados relativos a avaliacdo da proliferacao celular, medida indiretamente

pelo ensaio de XTT, estdo apresentados na Figura 31.
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Figura 31: Avaliacdo da atividade metabdlica celular pelo ensaio XTT em esferoides de células PC3,
realizado 8 dias apés a irradiagdo com radio-223, com doses de 0, 10, 20, 30 e 40 mGy. Os resultados
estdo normalizados ao controlo, expressos como média e erro-padrdo (EP), com pelo menos 4
experiéncias independentes realizadas em quadruplicado. ANOVA de 2 fatores (** p<0,01).

Em geral, verificou-se uma tendéncia para a diminuigdo da atividade metabdlica em
comparagdo com o controlo nédo irradiado, contudo, ndo se verificaram diferencas em
fung&o do aumento da dose até 40 mGy. Esta diminui¢cdo da percentagem de atividade
metabdlica foi estatisticamente significativa para a dose de 20 mGy, sendo que quando
o esferoide foi exposto a 20 mGy de radio-223 ocorreu uma diminuigéo significativa para
87,0+2,3% (p<0,01 em comparagdo com o controlo). Para as doses de 30 mGy e de

40 mGy, verificou-se que a atividade metabdlica diminuiu para 91,0+3,3% e 91,7+3,3%.

Para caracterizar qualitativamente a expressdo de um marcador de proliferagéo
celular, o Ki-67, foi realizada imunohistoquimica. A Figura 32 apresenta imagens
representativas da marcacdo com Ki-67 de esferoides controlo e de esferoides
irradiados com 40 mGy de radio-223, 8 dias apos tratamento. A coloracdo a azul é

hematoxilina para visualizacao do nucleo e a coloracdo a castanho é o marcador.
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Controlo

Figura 32: Imunohistoquimica em esferoides, com marcacdo com Ki-67. A imagem a) corresponde a
marcacdo no esferoide controlo e a imagem b) & marcacgdo no esferoide irradiado com uma dose de 40
mGy de radio-223. A coloragédo a azul € hematoxilina para visualizagdo do nucleo e a coloragdo a castanho
€ o marcador. As imagens foram recolhidas recorrendo a um microscépio 6tico com ampliagdo 20X e
100X.

Comparando qualitativamente os esferoides controlo com os esferoides irradiados
(Figura 32), é visivel uma diminuig&do da expressao de Ki-67. Para além disso, pode-se
observar que o esferoide irradiado se encontra mais desintegrado que o esferoide
controlo. O esferoide controlo exibe, ainda, uma marcacdo mais intensa no centro do

esferoide pois, devido a maior compactagéo, o numero de células é maior.

4.3.3. Morfologia celular

Para avaliar os efeitos do radio-223 na morfologia celular, foi realizada, também, a
caracterizacdo morfolégica das células que constituem os esferoides. A caracterizacao
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incluiu quer os esferoides controlo como os esferoides irradiados com 40 mGy de radio-

223, recorrendo a coloracdo por May-Grunwald-Giemsa. Na Figura 33 podem ser

observadas 4 imagens representativas de cada condicao.

a) Controlo

b) 40 mGy
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Figura 33: Imagens representativas de caracteristicas morfoldgicas das células de esferoides PC3, com

coloragdo por May-Griinwald-Giemsa. O conjunto de imagens a) corresponde a células de esferoides

controlo ndo irradiados e o conjunto de imagens b) corresponde a células de esferoides apods a irradiagao

com 40 mGy de radio-223. As setas indicam evidéncias morfolégicas compativeis com a morte celular

do tipo apoptose e necrose. A seta azul corresponde a fragmentacdo do nucleo, a seta verde

corresponde a vacuolizagdo citoplasmética, a seta vermelha a blebbing, a seta preta a células

multinucleadas e a célula amarela a extravasamento do citoplasma. As imagens foram obtidas

recorrendo a um microscopio 6tico com uma ampliagéo de 400X.
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Observa-se que as células irradiadas apresentam mais evidéncias morfoldgicas
compativeis com a morte celular do que as células controlo, que sao mais arredondadas.
As células controlo apresentam uma membrana integra, sem evidéncias de
fragmentacdo nuclear, compativel com células vidveis. Pontualmente, nas células
controlo, é possivel observar algumas células com blebbing. Em contraste, nas células
irradiadas é possivel observar eventos compativeis com apoptose, como o blebbing,
fragmentag&o do nucleo e células multinucleadas, mas também € possivel observar

células em necrose, com vacuolizacao citoplasmatica e extravasamento do citoplasma.

4.3.4. Sobrevivéncia celular

Para avaliar a sobrevivéncia celular, foi realizado o ensaio mais amplamente
utilizado para estudar a sobrevivéncia celular em resposta a irradiacdo, 0 ensaio
clonogénico. Para a realizagdo deste ensaio, utilizaram-se ceélulas de esferoides
cultivados ap0s irradiagdo. Em concordancia com as experiéncias anteriores, foi
utilizada apenas a dose de 40 mGy.

A eficiéncia da placa foi calculada para cada uma das experiéncias realizadas,
sendo o resultado, para n=3, de 10,2+0,5%. O fator de sobrevivéncia nao foi calculado
pois ndo ocorreu formacdo de colénias em nenhuma das experiéncias realizadas. A
Figura 34 mostra uma imagem representativa de uma placa do ensaio clonogénico,
onde € possivel observar as colonias formadas para 0os pogos controlo e nenhuma
colénia formada para os pocos onde se semearam células expostas ao radio-223. De
modo semelhante, ndo se observou formacao de colénias em nenhuma das outras duas

placas referentes as restantes experiéncias independentes.
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Figura 34: Imagem representativa de uma placa onde foi realizado ensaio clonogénico. Os 3 pogos de cima
correspondem ao controlo e os 3 pocos de baixo correspondem aos pocos de células irradiadas com 40 mGy
de radio-223.

4.3.5. Viabilidade e morte celular

Por dltimo, a viabilidade celular e as vias de morte celular foram avaliadas
gualitativamente por microscopia de fluorescéncia, através da marcacgéo tripla com
Anexina V, lodeto de Propidio e DAPI (AnV/IP/DAPI). A Figura 35 apresenta imagens
representativas obtidas para a condi¢éo controlo e para a condi¢ao de irradiacdo com
40 mGy de radio-223, sendo que a coloragdo azul representa a marcacao com DAPI e
a coloracdo verde representa a marcagcdo com Anexina V. Nao se obteve qualquer
marcacao com lodeto de Propidio.
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Figura 35: Imagens representativas de esferoides de células PC3, marcados com Anexina V, lodeto de
Propidio e DAPI. As imagens representam uma fuséo das duas técnicas e foram obtidas com recurso a um
microscopio de fluorescéncia com ampliagdo 100X. A coloracdo azul representa a marcacdo com DAPI e
a coloracao verde representa a marcacdo com Anexina V. Ndo se obteve qualquer marcagédo com lodeto
de Propidio.

E possivel observar partes intactas dos esferoides, quer na condi¢do controlo quer
na condicdo de irradiacdo. Em ambas as condi¢cdes, observou-se a marcacdo com
DAPI, a azul, que marca o ADN das células. Nos esferoides irradiados observou-se
também a marcacao com Anexina V, que esta representada a verde. A Anexina V é um
marcador de apoptose, logo, a imagem do esferoide irradiado sugere perda de
viabilidade e inducédo de morte celular por apoptose. Observou-se, também, alguma

marcacao inespecifica.
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O CaP continua a ser uma das principais causas de morte em todo o mundo e torna-
se urgente o estudo dos mecanismos subjacentes a esta patologia e o desenvolvimento
de novas terapias. O CaP resistente a castracéo é considerado um estado incuravel da
doenca, sendo que uma grande percentagem de doentes neste estado letal desenvolve
metastases 0Osseas, alcancando o estadio designado por carcinoma da prostata
metastatico resistente a castracdo (MCRPC). Um estudo realizado com 1712 doentes
entre 2003 e 2015 revelou que o tempo médio de sobrevivéncia apds a evolucdo para
CRPC para doentes, com e sem metastases, foi de 13,2 meses e 23,2 meses,
respetivamente (Aly et al., 2020).

As metastases 0sseas causam dor intensa e eventos esqueléticos sintomaticos,
como a compressao da medula espinhal e fraturas. No ambiente 6sseo, os osteoblastos
promovem o crescimento das células do CaP (Cha et al., 2017). Assim, a atividade e
proliferacdo dos osteoblastos aumenta, resultando na formacdo de metastases
osteoblasticas, que sdo o alvo do radio-223 (Cha et al., 2017).

A absorcdo do dicloreto de radio (***RaCly), ap6s administracdo intravenosa,
assemelha-se a absorcao de calcio, a nivel 6sseo. Assim, a sua biodistribuicdo ocorre
para locais dentro do esqueleto que normalmente metabolizam o calcio durante a
remodelacdo do osso e, consequentemente, tém como alvo as metastases 6sseas
(Gallicchio et al., 2019). Ap6s um tratamento de seis administragfes com 0,05 MBg/kg
de ?2RaCl,, a dose de radiagdo a absorvida no enddsteo é de cerca de 16 Gy e a dose
absorvida correspondente na medula dssea é de aproximadamente 1,5 Gy (Knut & Ajit,
2016).

O réadio-223 tem alta eficiéncia biologica devido a sua curta distancia de penetracao,
minimizando os danos celulares no tecido saudavel circundante. No entanto, o efeito
relativo a eliminagéo do tumor esté limitado a uma distancia muito curta no osso. A morte
celular devida ao efeito deste radiois6topo esta relacionada com as quebras irreparaveis
na cadeia dupla de ADN devido ao seu elevado LET - 100 keV/um (Gallicchio et al.,
2019; Knut & Ajit, 2016).

O radio-223 foi, entdo, o quinto farmaco a ser aprovado para mMCRPC desde 2010 e
€ uma das terapias contra 0 mMCRPC que estende a sobrevivéncia global, tendo como
alvo exclusivamente as metastases 0sseas (Cha et al., 2017; Gross-Goupil et al., 2020).
Contudo, os efeitos do radio-223 nas metdstases Osseas ainda ndo estdo
completamente compreendidos. Num pequeno estudo (n = 14), com doentes que
realizaram seis ciclos mensais de terapia com radio-223 (50 kBg/kg de massa corporal),

83% dos doentes com mCRPC tiveram uma captacdo reduzida do radio-223 pos-
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tratamento em lesbes com captacao inicial elevada. 91% dos doentes desenvolveram
novas metastases ou agravamento das mesmas, com uma grande proliferacéo,
sugerindo um efeito reduzido em zonas do tumor que ndo estdo cercadas por
osteoblastos (Cha et al., 2017; Nome et al.,, 2015). Em outro estudo (n = 51), com
doentes sob as mesmas condicbes do estudo anterior, a resposta 6ssea (nimero de
lesBes metastaticas) apos 3 meses (apos 3 ciclos) de tratamento foi melhor em 22%
dos doentes, tendo estabilizado em 53% dos doentes e tendo sofrido agravamento em
25% dos doentes. Em relacdo a dor causada pelas metastases Osseas, 67% dos
doentes apresentaram beneficio clinico (Cha et al., 2017; Keizman et al., 2016).

Numa tentativa de perceber melhor os mecanismos subjacentes ao efeito
antitumoral do radio-223, um estudo recente conduzido no Instituto de Biofisica da
FMUC pela nossa equipa, avaliou o perfil cinético e os efeitos do radio-223 nas linhas
celulares PC3 e LNCaP. Os resultados sugerem uma internalizacado do radio-223 em
ambas as linhas celulares, conduzindo a uma diminuicdo da sobrevivéncia e da
proliferacdo celulares e a um aumento das lesbes no ADN (Margues et al., 2021). Este
estudo foi realizado em culturas celulares bidimensionais (2D) como prova de conceito,
para fazer face a escassez de estudos pré-clinicos disponiveis na literatura até a data.
Contudo, posteriormente pretendeu-se avaliar o efeito do radio-223 num modelo mais
complexo que possa vir a ser representativo do microambiente do nicho metastatico.
Embora as culturas de células em 2D sejam muitas vezes suficientes para analisar as
mudangas no comportamento celular em resposta a radiagéo, as conexdes entre as
células e entre as células e a MEC nao sao tidas em conta, ndo permitindo criar o
ambiente de nicho metastatico (Kapatczynska et al., 2018).

Assim, a cultura de células tumorais em esferoide serve como ferramenta
predominante para investigar os reguladores do microambiente do tumor e a capacidade
de resposta da terapéutica associada com gradientes metabdlicos e proliferativos.
Contudo, apesar do progresso tecnoldgico que simplificou significativamente a producéo
e analise de esferoides, a aparente complexidade da abordagem tridimensional atrasou
a sua adocao em muitos laboratérios (Mittler et al., 2017).

Desta forma, com este estudo, pretendeu-se criar e otimizar um modelo 3D de CaP
e, depois de este estar estabelecido e caracterizado, irradiar os esferoides com radio-
223 para avaliar a sua citotoxicidade.

Os esferoides de CaP foram estabelecidos através da utilizagdo de um protocolo
otimizado a partir de duas metodologias amplamente utilizadas, a técnica de hanging

drop e o modelo de levitagdo magnética. Estas duas técnicas combinam campos
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magnéticos com gravidade, dois conceitos fisicos que permitiram o desenvolvimento de
um protocolo que se destacou pela sua eficacia. Através do protocolo desenvolvido,
criaram-se esferoides com as condi¢cdes necessarias para a sua manutencao, irradiacdo
e transferéncia. O uso de nanoparticulas facilita a fixacdo do esferoide e a manipulacao
do mesmo e impede que este se desintegre com facilidade. Paralelamente, 0 método
de formacdo do esferoide em gota permite produzir rapidamente e com uma grande taxa
de sucesso um esferoide compacto, passivel de ser observado ao microscépio. Para
além disso, o numero de células utilizado no método hanging drop corresponde a 20%
do numero de células utilizado no método magnetic levitation, permitindo criar
esferoides mais pequenos. A necessidade de criar esferoides pequenos sem zonas
necroticas foi reportada anteriormente pela nossa equipa e é conseguida através deste
método (Tavares, 2019).

Esse mesmo estudo reportou que as nanoparticulas adicionadas as células nao
alteram a atividade metabdlica nem a proliferagéo celular ao fim de 8 dias, comparando
com o controlo (Tavares, 2019). Foi também demonstrado que a exposi¢cdo ao campo
magneético (30-500 Gauss) ndo tem efeito na proliferagcéo celular e metabolismo (Haisler
et al., 2013). Assim, as nanoparticulas sdo passiveis de ser utilizadas na otimizacao da
técnica de formacdo dos esferoides, sem interferir com o metabolismo normal das
células.

Em comparagdo com as células em cultura tradicional 2D, os esferoides tém uma
vantagem importante, o seu tamanho maior. Assim, frequentemente, a citotoxicidade
pode ser facilmente acompanhada ao longo do tempo, através da medicao do tamanho
e da forma dos esferoides (Mittler et al., 2017).

Comparando a forma e a estrutura dos esferoides das linhas celulares PC3 e
LNCaP, verificou-se que estas formam esferoides com um formato muito distinto. As
células LNCaP, derivadas de uma metastase linfatica de CaP, produziram esferoides
estrelados irregulares, que se foram tornando mais compactos ao longo dos dias, tal
como descrito noutro estudo (Eder et al., 2016). Em contraste, as células PC3, derivadas
de uma metastase 6ssea de CaP, formaram esferoides arredondados e compactos logo
48 h apés semear as células. Estas diferencas podem ser derivadas do préprio formato
das células, uma vez que as células PC3 apresentam uma forma arredondada e mais
pequena, enquanto as células LNCaP tém um formato estrelado e maior. Para além
disso, o0 estudo conduzido por Eder e pela sua equipa, mostrou que os esferoides de
células LNCaP eram positivos para a E-caderina e negativos para a vimentina (Eder et

al., 2016). Estudos anteriores sugeriram que a acumulacao de E-caderina na superficie
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celular inibe a formacdo de esferoides morfologicamente compactos (Mayer et al.,
2001). A E-caderina funciona como uma proteina de adeséao célula-célula e a perda da
sua expressado facilita a dissociacdo das células do nicho tumoral, promovendo a
formacdo da metastase (Putzke et al., 2011). Relativamente a vimentina, a bibliografia
reporta uma diminuicdo da sua expressdo em esferoides estrelados irregulares, como
os de células LNCaP (Gunay et al., 2020). Os estudos publicados com esferoides de
células PC3 ndo sdo concordantes quanto a compactacédo e formato dos esferoides.
Dependendo da técnica utilizada para a sua formacao, os esferoides PC3 podem
permanecer sem compactacdo (Jantti et al., 2018) ou assumir um fenotipo compacto
(Harma et al., 2010). Assim, a técnica otimizada neste estudo para a formacdo de
esferoides pode ser uma mais-valia para futuros estudos com esferoides de células
PC3.

Em relacdo a area dos esferoides, as duas linhas celulares exibiram um perfil
distinto, também. Os resultados mostram que os esferoides de células PC3 aumentaram
a sua area até ao 3° dia de cultura. Este crescimento podera ser devido a proliferacéo
celular normal que ocorre também em culturas bidimensionais e que foi previamente
reportado pela nossa equipa (Tavares, 2019). Depois do 5° dia, os esferoides foram
exibindo um decrescimento da sua area, que pode ser devido a processos de morte
celular, como foi observado na microscopia. Os esferoides de células LNCaP exibiram
um comportamento muito distinto entre si, comecando pelo facto de a area obtida ao 2°
dia de formacao ser diferente para os varios esferoides estudados. Para além disso, a
variagdo da area do 2° para o 3° dia e do 8° para o 9° dia também néo foi constante,
constatando aumentos e diminui¢cdes na area, consoante o esferoide. O Unico aspeto
comum que se verificou em todos os esferoides estudados foi o facto de os esferoides
manterem sempre um perfil de crescimento do 3° dia de formagéo até ao 7° dia. Uma
hipotese possivel para tal facto é a sua baixa compactacdo nos primeiros dias, que
facilita a proliferagéo celular. A medida que um esferoide vai aumentando de tamanho,
0s niveis de nutrientes no centro vao diminuindo e, a certa altura, vao ser insuficientes
para suportar a proliferacao celular (Bull et al., 2020), o que podera ser uma justificacdo
para a estagnacdo no seu crescimento ou mesmo para a sua diminuicdo. Tendo em
conta os dados adquiridos, as experiéncias futuras deveréo ser conduzidas no periodo
de crescimento do esferoide, entre 0 3° e o 7° dia. Caso as experiéncias sejam
realizadas depois desse periodo, comecar-se-a a verificar falta de nutrientes, que

podera conduzir a morte celular.
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As células LNCaP ndo foram incluidas nas restantes etapas do estudo devido a
dificuldade em estabelecer esferoides reprodutiveis.

O radio-223 e os seus produtos de decaimento causam quebras de cadeia dupla no
ADN, conduzindo a morte celular. O ?2°RaCl, tem como alvo as areas de grande
remodelacdo Ossea, como as metastases Osseas. Estudos farmacolbgicos
demonstraram que o ?2?RaCl, induziu citotoxicidade, com paragem no ciclo celular em
linhas celulares tumorais de CaP e inibicdo da diferenciacdo dos osteoclastos e da
atividade dos osteoblastos in vitro (Leighton, 2013). As lesbes provocadas no ADN
podem ser provocadas pela ionizacao direta da molécula de ADN — efeitos diretos — ou
pela interacdo de espécies radicalares com o ADN ou outras biomoléculas essenciais
para a célula — efeitos indiretos.

A irradiacdo dos esferoides foi realizada através da exposicdo do esferoide ao
22%RaCl,. Para efetuar a translacdo do modelo 2D para o 3D, foi necessario validar o
calculo de dose apresentado na Equacao 2 para os modelos 3D. Na irradiagdo dos
modelos 3D, a massa da amostra submetida a irradiacdo aumentou para mais do dobro
e houve ainda a necessidade de ter tempos de exposicdo maiores e atividades
diferentes, para atingir a dose pretendida. Assim, quisemos verificar se a variagdo da
atividade inicial da fonte emissora ou do tempo de irradiacdo, para a mesma dose,
produzia resultados biolégicos semelhantes.

Para este estudo de validag&o, procedeu-se a irradiagcdo de células PC3, no formato
de cultura tradicional 2D, segundo duas abordagens. Na primeira abordagem fixou-se o
t em 8 minutos e variou-se a Ao, enguanto na segunda abordagem fixou-se a Ao da fonte
em 0,8 uCi e fez-se variar o t. Em seguida, avaliou-se o efeito da irradiagdo com o radio-
223 na proliferagdo celular, medida indiretamente através do ensaio SRB. O ensaio SRB
baseia-se na andlise do contelido proteico celular total e € independente de condi¢des
metabdlicas da linha celular (Keta et al., 2014). Verificou-se que, para cada dose — 0
mGy, 4 mGy, 10 mGy e 20 mGy, determinada através da Equagédo 2, mesmo variando
a atividade inicial da fonte e o tempo de exposicdo, o efeito biolégico observado era
semelhante, sem diferencas estatisticamente significativas na proliferacédo celular entre
as duas abordagens (Figura 26).

Para verificar se o mesmo efeito na dose (variando o Ay ou 0 t) era obtido em
modelos celulares 3D, avaliou-se também a proliferacao celular nestes modelos. Desta
vez, a proliferagdo celular foi medida através do ensaio XTT, devido as limitag6es do

ensaio SRB para modelos 3D, pois 0 ensaio SRB pressupde que as células estejam em
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monocamada. Como o esferoide € uma estrutura tridimensional, optou-se por uma
técnica que nao tivesse como requisito a fixacdo deste.

Os resultados obtidos corroboraram o que tinha sido previamente verificado no
ensaio SRB, em relacdo a diferenca entre as duas abordagens, pois ndo se verificaram
diferencas estatisticamente significativas entre as duas abordagens, para a mesma
dose (Figura 27). Concluiu-se, deste modo, que o célculo de dose apresentado na
Equacéo 2 pode, entéo, ser utilizado nos modelos 3D de CaP.

Procedeu-se, entdo, a avaliacdo dos efeitos do radio-223 nos esferoides. Os
resultados obtidos nos ensaios anteriores, que foram realizados com o objetivo de
validar o calculo de dose do radio-223, também revelam alguns aspetos relacionados
com o efeito bioldgico do radio-223 nas varias doses estudadas.

No ensaio XTT realizado na parte da validacdo, ndo se verificou uma diminuicédo da
proliferacdo significativa com o progressivo aumento da dose. Assim, com o objetivo de
tentar compreender os efeitos medidos pelo ensaio XTT, avaliou-se a atividade
metabdlica celular pelo mesmo ensaio com doses de 0 mGy, de 10 mGy, de 20 mGy,
de 30 mGy e de 40 mGy. Os resultados obtidos ndo revelaram diferencas significativas
entre as doses avaliadas nem uma diminui¢&o significativa em relagédo ao controlo.

Uma desvantagem do ensaio XTT é o facto de ndo ser muito sensivel para detetar o
efeito de grandes doses absorvidas. Isto deve-se ao facto dos ensaios baseados em
tetrazélio superestimarem as células viadveis para doses absorvidas que excedem,
aproximadamente, os 8-10 Gy (Elgqvist et al., 2016). Jayakumar e a sua equipa
mostraram, em 2014, que as células PC3 apresentavam elevados niveis de ROS (do
inglés, reactive oxygen species), tanto citosdlicos como mitocondriais, quando expostas
a uma dose de 4 Gy de radiagao y. Contudo, os ROS também estavam presentes no
controlo. Seria expectavel que a acumulacao de ROS levasse a um aumento de lesbes
no ADN e a outras respostas celulares, incluindo paragem do ciclo celular, senescéncia
e apoptose (Jayakumar et al.,, 2014) e, consequentemente, a uma diminuicdo da
proliferagéo celular. Contudo, a acumulacéo de ROS podera ter resultado no aumento
da reducédo de XTT e esta podera ser uma das explicacdes para a atividade metabdlica
celular ndo reduzir significativamente, quando as células sdo expostas a radiacao.

Outro dado importante para a interpretacao dos resultados do ensaio XTT é que as
células senescentes permanecem metabolicamente ativas. Como a senescéncia celular
€ um mecanismo importante, induzido pela radiacdo, para inibir o crescimento de células
tumorais, e que se acredita que podera ser um dos principais caminhos para a regressao

dos tumores de cancro de préstata, podera ser também uma das hipoteses para a
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atividade metabdlica estar aumentada nas doses mais elevadas (Elgqvist et al., 2016;
Eriksson & Stigbrand, 2010).

No futuro, para avaliar a proliferacdo celular em esferoides, deveria ser usado um
ensaio nao baseado em tetrazélio, como por exemplo o CellTiter-Glo® 3D Cell Viability
Assay, que mede ATP como indicador de viabilidade. Esta técnica é mais sensivel que
0s métodos colorimétricos ou baseados em fluorescéncia, pois recorre a leitura por
luminescéncia. Para além disso, este ensaio é especifico para esferoides e o protocolo
€ simples e rapido, demorando apenas 30 minutos (Promega Global, 2021)

Conhecendo as particularidades e as limitagbes associadas ao XTT, tornou-se
imprescindivel a realizacao de técnicas complementares para avaliacao do efeito do
radio-223 nos esferoides de células PC3. Com base nos resultados obtidos neste
ensaio, optou-se por selecionar a dose mais alta em estudo para a realizacdo dos
ensaios seguintes.

Assim, foi necessario verificar se a diminuicdo ligeira de proliferagdo celular
correspondia a uma subestimacdo do efeito associada a técnica ou se nas doses
maiores haveria um mecanismo celular de resisténcia a radiacdo. Estudou-se, entdo,
gualitativamente, a proliferagéo celular através da expressdo de um marcador, o Ki-67.

O antigénio Ki-67 € um marcador de proliferagédo celular, sendo expresso em todas
as fases do ciclo celular (G1, G2, S e mitose), exceto na fase de néo crescimento (GO0)
(Fontana et al., 2019; Li et al., 2015).

Ambos os esferoides representados na Figura 32 sofreram um processo de
desintegracdo, pelo que ndo se visualizou uma zona que represente o nucleo do
esferoide, mas sim fragcbes do esferoide. A marcacdo homogénea e abundante da
Figura 32a é representativa de uma condi¢éo controlo e de um esferoide de tamanho
pequeno, sem zonas hipoxicas e/ou necréticas. Num estudo efetuado por Laurent et al.,
€ sugerida uma resposta dependente do tamanho dos esferoides e foi demonstrado que
os esferoides mais pequenos exibem um padrdo homogéneo de distribuicao de células
marcadas com Ki-67, enquanto nos esferoides maiores a marcagdo com Ki-67 foi
restrita as camadas de células mais externas.(Laurent et al., 2013) A auséncia de
marcacao do Ki-67 na Figura 32b podera ser devida a exposicao do esferoide a uma
dose de 40 mGy. A bibliografia reporta uma diminuicdo da expressado deste marcador
em esferoides, como resposta a radiagao y (Petterson et al., 2016). De facto, tanto a
desintegracao do esferoide como a auséncia de marcacao de Ki-67, ambos visiveis na
Figura 32b, sugerem morte celular. No entanto, a técnica também tem algumas

limitacBes pois a imagem resultante é a sobreposi¢édo de varias fatias do esferoide.
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O diametro dos esferoides € um dos principais parametros que afeta a distribuicdo
de oxigénio e de nutrientes dentro do esferoide. Experiéncias efetuadas por Curcio et
al. com esferoides de hepatdcitos demonstraram que a concentracdo de oxigénio e a
viabilidade das células diminui com o tamanho do esferoide (Curcio et al., 2007). Mais
tarde, os resultados obtidos por Grimes et al. mostraram que as zonas hipoxicas e
necréticas se tornam maiores com o aumento do didmetro do esferoide (Grimes et al.,
2014).

A perda da capacidade de sobrevivéncia celular pode ser quantificada pelo ensaio
clonogénico que se baseia na capacidade de uma Unica célula sobreviver e originar uma
coldnia (Balcer-Kubiczek, 2012; Franken et al., 2006). Os nossos resultados do ensaio
clonogénico evidenciaram uma perda total de capacidade clonogénica a longo prazo
pois as células irradiadas com 40 mGy n&o formaram qualquer colonia.

A morte celular pode acontecer em horas ou em dias ap6s exposi¢ao a radiacao,
quando as células danificadas se tentam dividir. Uma célula que foi exposta a radiagéo
pode estar aparentemente intacta, pode sintetizar proteina/ADN, e pode mesmo realizar
varios ciclos de mitose. Contudo, se ndo pode realizar replicacdo sustentada e originar
colénias a partir dela, entdo ndo sobreviveu (Podgorsak, 2005; Van Der Kogel, 2009).
Assim, os resultados do ensaio clonogénico sdo importantes pois avaliam a morte
celular a longo prazo, onde sédo visiveis os efeitos de sucessivas divisbes com
acumulacéo de erros.

Paralelamente ao ensaio clonogénico, no qual se verificou perda total da capacidade
de sobrevivéncia, revelou-se importante avaliar o perfil de morte celular e as vias
associadas a esta.

A morte celular também se manifesta com altera¢cdes microscopicas da morfologia
(Galluzzi & Vitale, 2018), como a presenca de mudanc¢as no ndcleo e na membrana
celular. As células em apoptose exibem caracteristicas como blebbing (projecdes da
membrana para o exterior), fragmentacao do nucleo e células multinucleadas, enquanto
as células em necrose perdem a integridade da membrana celular e sofrem
vacuolizacdo citoplasmatica. Os resultados obtidos evidenciam um maior niumero de
alteracdes morfoldgicas nas células sujeitas a uma dose de 40 mGy, comparando com
as células controlo. Os resultados de um estudo recente realizado pela nossa equipa
confirmam que a diminuicdo da proliferacdo das células de CaP quando sujeitas a
radiacdo com radio-223 esta associada a presenca de alteracbes morfolégicas,
caracteristicas de morte celular por apoptose (Marques et al., 2021). A apoptose

representa uma via de morte celular altamente regulada onde a célula é autodestruida,
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em resposta a um determinado estimulo (Sia et al., 2020; Tavares, 2019). Em contraste,
a necrose é uma forma de morte celular onde ocorre desintegracdo dos varios
compartimentos da célula (Mattson & Bazan, 2012). E desencadeada por condicdes
desfavoraveis, como mudancas extremas no pH, perda de energia e desequilibrio de
ides dentro da célula e no seu microambiente apos a irradiacdo (Sia et al., 2020).

As células mortas por apoptose sao reconhecidas e absorvidas por fagocitos. Os
fagocitos reconhecem essas células porque algumas mudangas ocorreram na sua
membrana, como a exposicdo do fosfolipido fosfatidilserina (PS, do inglés
Phosphatidylserine). A AnV, pertencente a uma familia de proteinas com propriedades
anticoagulantes, liga-se preferencialmente a fosfolipidos carregados negativamente,
como a PS, na presenca de Ca?'. Esta proteina provou ser uma ferramenta Util para
detetar células apoptéticas, pois a AnV liga-se a PS, exposta na membrana celular
destas (Kiani et al., 2015). Os resultados obtidos mostram um aumento significativo de
células marcadas com AnV quando sujeitas a uma dose de 40 mGy. Os resultados deste
ensaio sugerem, entdo, um aumento da morte nas células irradiadas, corroborando o
observado no ensaio de morfologia.

O IP é um marcador fluorescente de morte celular que é excluido das células vivas
com membranas intactas, mas penetra nas células mortas ou lesadas, ligando-se ao
ADN e ao ARN. No ensaio de microscopia ndo foi observada nenhuma marcagéo por
IP, nem nas células controlo nem nas irradiadas. A explicacdo mais plausivel para a
auséncia de marcacdo € a auséncia de células em necrose, contudo, no ensaio de
morfologia foram visiveis células em necrose, embora em nimero reduzido. Assim, uma
possivel explicagdo para a auséncia de marcagéo por IP é o facto de poder ter ocorrido
falhas na técnica, como exposi¢cdo a uma quantidade muito reduzida de marcador ou
perda da capacidade de fluorescéncia.

Em resposta a radiacé@o, os resultados mostraram um aumento de eventos como
apoptose e necrose e uma perda total de capacidade clonogénica a longo prazo. Em
suma, os Vvarios ensaios de morfologia e de sobrevivéncia mostraram que, apos serem
expostas a uma dose de 40 mGy de radio-223, as células perdem a capacidade total de
sobrevivéncia apos 8 dias.

Um evento comum a todos 0s ensaios realizados com uma dose de 40 mGy foi a
progressiva desintegracdo dos esferoides ao longo dos dias. Esta caracteristica
verificou-se, pois as células da periferia vao-se separando do esferoide, ficando este
cada vez mais pequeno e com menos células. As células da periferia sdo as células do

esferoide mais expostas a radiacdo devido a sua maior superficie de contacto com o
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meio e, consequentemente, mais expostas as interacdes das particulas o. Estas células
sofrem processos de morte celular, perdendo as interacdes célula-célula e célula-MEC.
Em resposta a radiacdo, os esferoides retiveram uma estrutura densa com células que
se iam destacando das camadas celulares externas, resultando numa perda de volume
gradual de fora para dentro, como também foi descrito por Bruningk (Briningk et al.,
2020). Esta caracteristica dos esferoides irradiados condicionou as experiéncias
seguintes pois, 8 dias apos a irradiacdo, apenas eram visiveis alguns agregados de
células. Para além disso, apds 8 dias da colocagéo das nanoparticulas, foi relatado que
estas se separam das células e ficam retidas no meio de cultura (Haisler et al., 2013).
Sem as nanoparticulas, o esferoide revela uma maior tendéncia para se desintegrar e
existe uma maior dificuldade na sua transferéncia para outros suportes para a realizagao
das diferentes técnicas.

De facto, apesar da desintegragdo ser uma consequéncia propria da irradiagéo dos
esferoides e um resultado obtido neste estudo, revela-se também uma limitacdo para
efetuar as técnicas que requeriam o esferoide integro. Assim, € necessario encontrar
algumas estratégias para minimizar esse efeito. Estudos prévios mostraram que, 48h
apos a radiacédo, os efeitos citotoxicos ndo eram muito visiveis nem passiveis de serem
gquantitativamente determinados. Isto justifica-se pelo facto de os efeitos serem
maioritariamente a longo prazo, como observado no ensaio clonogénico. Contudo, ap6s
8 dias, os esferoides estavam desintegrados e a realizacdo dos ensaios dificultou-se
devido a perda das nanoparticulas pelas células. Assim, é necessario um compromisso
para determinar o tempo ideal para a realizacdo dos ensaios. Tendo em conta a
eliminacdo das nanoparticulas apés 8 dias, o periodo de crescimento/estagnacao dos
esferoides, a progressiva desintegracéo do esferoide ao longo do tempo e os efeitos da
radiacdo a longo prazo, o ideal seria realizar os ensaios entre 0 4° e 5° dia, apés
irradiacéo.

Para contornar o problema da transferéncia dos esferoides e da sua desintegracéo,
existe outra solucdo atualmente disponivel, Corning® spheroid microplate. Esta
microplaca permite realizar ensaios de fluorescéncia e de luminescéncia sem manipular
ou transferir os esferoides. Para além disso, constitui uma ferramenta para a formacéao
de esferoides uniformes em todos os pogos com um protocolo simples e facil de usar.
A geometria do pogo (redonda no fundo e com baixa aderéncia) auxilia a formacgéo dos

esferoides no centro do poco (Corning, n.d.).
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O objetivo principal deste projeto foi 0 estudo dos efeitos do radio-223 em modelos
celulares tridimensionais e homotipicos de CaP. Para o atingir, realizou-se a otimizacao
e a caracterizacdo de modelos celulares tridimensionais homotipicos de CaP,
nomeadamente esferoides constituidos por células LNCaP e esferoides constituidos por
células PC3, representativos de diferentes tipos de metastases de cancro da préstata.
De seguida, realizou-se a translacéo e validacdo do modelo de irradiagcdo com radio-
223 para os modelos 3D. Por fim, avaliaram-se os efeitos radiobiologicos do radio-223
nos modelos tridimensionais utilizando diversas técnicas de biologia celular e molecular.

O modelo estabelecido e otimizado, através da jun¢édo dos métodos hanging drop e
magnetic levitation, permitiu criar esferoides de células PC3 compactos, reprodutiveis e
duradouros, permitindo efetuar experiéncias a longo prazo com o radio-223. Apesar de
0 protocolo permitir também a criagdo de esferoides de células LNCaP compactos e
duradouros, estes obtiveram formas e tamanhos muito distintos entre si. Esta diferenca
de comportamento entre as duas linhas celulares pode ser devida a propria morfologia
e tamanho das células, assim como das particularidades do ambiente metastéatico de
onde cada linha celular é proveniente. Apesar de ter algumas limitagfes, o protocolo
desenvolvido constitui uma mais-valia para estudos futuros, pois revelou-se um método
eficaz, simples e rapido de obtencéo de esferoides.

A equacao para o calculo de dose do radio-223 foi validada para modelos celulares
3D pois a variacdo de mais do que um parametro na equacgéo e nas condi¢cbes de
irradiagcéo ndo induziram alteracdes estatisticamente significativas na resposta biol6gica
obtida para as mesmas doses. Assim, este modelo de irradiacdo para culturas
tridimensionais foi aplicado para estudar os efeitos radiobiol6gicos do radio-223 nos
esferoides homotipicos de células PC3.

Os efeitos do radio na proliferacao celular dos esferoides PC3 sdo controversos,
pois apesar de a analise da atividade metabdlica mostrar que ndo ocorreu uma
diminuicdo proporcional ao aumento da dose até 40 mGy, verificou-se uma diminuigdo
significativa do marcador de proliferacdo Ki-67 nas células dos esferoides, apés a
irradiacdo com a mesma dose. O resultado da atividade metabdlica podera estar a ser
condicionado pela producao de ROS, diminuindo a sensibilidade da técnica.

Verificou-se, também, que a irradiacdo dos esferoides com a dose de 40 mGy
provocou uma progressiva desintegracao do esferoide ao longo do tempo, diminuindo a
sua area. Esta diminuicdo revelou um efeito de morte das células da periferia do
esferoide e também uma diminuigdo da proliferacdo das células que o compdem. A

desintegracéo gradual da periferia para o nucleo sugere que o esferoide ndo é exposto
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aradiacao de forma uniforme, sendo que as células da periferia sdo as primeiras a sofrer
interacdo e, consequentemente, os efeitos de morte celular. Contudo, apesar de serem
estas células as primeiras a sofrer danos, verifica-se que as células em geral perdem a
capacidade de sobrevivéncia a longo prazo, como comprovado também no ensaio
clonogénico. Foi também verificado um aumento de eventos celulares de morte por
apoptose e por necrose nas células irradiadas com 40 mGy.

Estes resultados sugerem que as células perdem a sua capacidade total de
sobrevivéncia ao fim de 8 dias, comprovando o efeito citotoxico do radio-223, mesmo
quando as células se encontram numa estrutura 3D. No futuro, estas experiéncias
devem ser replicadas com mais doses e tempos de incubac¢do apds irradiacao.

Como perspetivas futuras deste projeto, sera necessario arranjar uma estratégia que
colmate as lacunas experimentais associadas a desintegracdo do esferoide e
eliminac@o das nanoparticulas. Uma estratégia possivel é a alteragéo da data de inicio
das experiéncias para o0 4° ou 5° dia apoés a irradiacdo, ou a adocdo de uma tecnologia
gue nao necessite da transferéncia do esferoide e que minimize a sua desintegragao.
Ser4, ainda, pertinente aproximar este modelo ao microambiente tumoral do nicho
metastatico. O préximo passo podera ser o desenvolvimento de um modelo heterotipico
no qual se inclua a linha celular de CaP e outra linha celular representativa do ambiente
metastatico. A linha celular PC3 poderia ser cultivada com uma linha celular de
osteoblastos ou de células endoteliais e a linha celular LNCaP com linfocitos,
aumentando a complexidade do modelo celular.

O CaP metastatico, e principalmente 0 mCRPC, continua a exibir um prognéstico
muito desfavoravel, mas o conhecimento dos seus mecanismos constitui uma das
maiores armas disponiveis. Os progressivos estudos efetuados, passo a passo,
permitem uma melhor compreenséo desta doencga e possibilitam o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas. Embora a terapia com radio-223 permita um aumento
da sobrevivéncia global e uma melhoria da qualidade de vida, sdo necessarios mais
desenvolvimentos para aprofundar as suas potencialidades e maximizar a sua

aplicabilidade no tratamento do CaP.
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Anexo |

Tabela do Sistema de Estadiamento do CaP com base nas categorias TNM.

T — Tumor Priméario

TX Tumor primério ndo avaliavel
T Sem evidéncia de tumor primario

T Tumor clinicamente impercetivel, ndo palpavel ou visivel através de imagem

—

la Tumor por achado histoldgico incidental em 5% ou menos do tecido ressecado

Tumor por achado histolégico incidental mais do que 5% do tecido ressecado

_|
[ERN
(]

—
-
(=

Tumor identificado por bidpsia com agulha (ex. devido a nivel elevado de PSA)

Tumor limitado a prostata

I
N

—
N
<8}

Tumor afeta metade de um l6bulo ou menos

Tumor afeta mais de metade de um l6bulo, mas ndo ambos os l6bulos

—
N
(¢}

Tumor afeta ambos os I6bulos

—
N
(=

Tumor invade para |4 da capsula prostatica

I
w

—
w
3]

Extensédo extracapsular (unilateral ou bilateral)

—
w
o

Tumor estende-se a(s) vesicula(s) seminal(is)

Tumor fixa-se ou invade as estruturas adjacentes que ndo as vesiculas seminais:

I
S

colo vesical, esfincter externo, reto, musculo levantador do anus e/ou parede pélvica
N - Ganglios linfaticos regionais

Ganglios linfaticos regionais nédo avaliaveis

Sem metastases nos ganglios linfaticos regionais

=| O

Metastases nos ganglios linfaticos regionais
M - Metéstases a distancia

Metastases a distancia nao avaliaveis
Sem metastases a distancia

Metastase a distancia

[ X
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