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“Science is more than a body of knowledge. It is a way of thinking; a way of skeptically interrogating
the universe with a fine understanding of human fallibility.”
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Resumo

O cancro da préstata é o quinto cancro mais mortal e o segundo mais frequentemente
diagnosticado no sexo masculino, a nivel mundial. Desde 2006, a incidéncia de cancro da prdstata
sofreu um aumento global de 40%, em parte devido ao envelhecimento da populacao, ja que a idade
é um dos fatores de risco mais correlacionado com esta esta patologia. A terapia de privacdo de
androgénios é um dos tratamentos standard, particularmente para o cancro da préstata avancado. No
entanto, apds um certo periodo, o tumor pode tornar-se resistente a esta terapéutica, progredindo
para cancro da prdstata resistente a castracdo. Uma grande percentagem dos doentes neste estadio
da doenca acaba por desenvolver metastases, sendo as mais frequentes as metdstases dsseas,
passando a designar-se cancro da préstata metastatico resistente a castracdo. Esta fase mais avancada
de cancro da prdstata estd associada a um progndéstico muito desfavoravel, devido a escassez de
opcOes de tratamento. Foi, assim, necessdrio desenvolver novas estratégias terapéuticas, tais como o
uso do radiofarmaco dicloreto de radio-223 (Xofigo®, Bayer Pharma), o primeiro emissor alfa aprovado
para uso clinico. O radio-223 atua como um andlogo do cdlcio, pelo que, apds administracdo
intravenosa, se vai depositar na superficie dos ossos e é particularmente absorvido em zonas de maior
renovacdo 6ssea, caracteristicas das metastases 6sseas, onde substitui o calcio e incorpora os
complexos de hidroxiapatite. Contudo, os mecanismos moleculares e os alvos envolvidos no modo de
acdo do radio-223 ainda ndo sdo totalmente conhecidos, o que é apontado como uma limitacdo na

sua aplicabilidade clinica.

Assim, o principal objetivo deste projeto consistiu na avaliagdo dos efeitos radiobioldgicos do
radio-223 em modelos celulares de cancro da prdstata, com foco nas culturas 3D. Este tipo de culturas
permite uma mimetizacdo mais realista do microambiente tumoral in vivo. Para alcancar este objetivo,
foi desenvolvido e otimizado um modelo celular 3D homotipico de cancro da préstata, usando a
técnica de cultura de sobreposicao liquida em placas de baixa aderéncia especificas para a formagao
de esferoides. De seguida, os efeitos do radiofarmaco, ao nivel da proliferacdo e da sobrevivéncia
celular, foram estudados em duas linhas celulares de cancro da préstata metastatico, apds exposicdo
de células PC3 e LNCaP, cultivadas em 2D, a diferentes atividades volumicas (55-7 040 Bg/mL) e
diferentes tempos de exposicdo. Os efeitos da exposi¢ao ao radio-223 foram também avaliados em
culturas 3D, mais especificamente em esferoides homotipicos de células PC3, ao nivel da estrutura dos

esferoides, da viabilidade, da morte e da morfologia celular.

De um modo geral, a irradiacdo das células PC3 e das células LNCaP, em cultura 2D, provocou uma
diminuicdo da proliferacdo e da sobrevivéncia celular, acentuando-se com o aumento da atividade
volUmica inicial de radio-223 e com o aumento da dura¢do da exposi¢cdo a este radiofarmaco. Para
além disso, as células LNCaP apresentaram uma maior radiossensibilidade ao radio-223, em
comparac¢do com as células PC3, o que podera estar relacionado com as diferentes origens das duas

linhas celulares.



O modelo celular 3D de cancro da prdstata, otimizado ao longo deste projeto, permitiu a rapida
obtencdo de esferoides de células PC3 coesos, compactos e reproduziveis, os quais se mantiveram em
cultura sem se desintegrarem por varios dias, possibilitando a realizacdo de ensaios de radiobiologia a
longo prazo. Porém, a utilizagdo da mesma metodologia com a linha celular LNCaP ndo permitiu formar
esferoides consistentes, pois as células ficaram dispersas nos pocos em pequenos agregados. A
exposicao dos esferoides de células PC3 ao radio-223 levou a progressiva desintegracao dos esferoides
ao longo do tempo e, consequentemente, a diminuicdo do seu tamanho. A desintegracdo dos
esferoides observou-se, principalmente, na regido periférica e foi tanto maior quanto maior a atividade
volumica inicial de radio-223 adicionada. Verificou-se, também, o decréscimo da viabilidade celular e
o aumento da morte celular, especialmente por apoptose, com o aumento da atividade volimica inicial
de radio-223. Corroborando estes resultados, observou-se um maior numero de alteracdes
morfoldgicas nas células dos esferoides irradiados, principalmente caracteristicas de morte celular por

apoptose.

Concluindo, os resultados obtidos mostraram que o radio-223 teve um efeito citotéxico em ambos
os modelos celulares de cancro da prdstata (2D e 3D), nomeadamente a diminuicdo da proliferagao,
da sobrevivéncia e da viabilidade celular, associadas ao aumento da morte celular essencialmente por
apoptose. Estes resultados reforcam a potencialidade do uso deste radiofarmaco no tratamento de
doentes em estadio avancado da doenga, especialmente com cancro da préstata metastdtico
resistente a castracdo. Comparando os efeitos do radio-223 entre os modelos celulares 2D e 3D,
observaram-se menos efeitos radiobioldgicos nos esferoides de células PC3, para a mesma atividade
volumica, o que se traduz numa melhor reprodugao do microambiente in vivo. Deste modo, o modelo
celular 3D desenvolvido neste projeto poderd, no futuro, ser utilizado e adaptado para desenvolver
estruturas celulares tridimensionais mais complexas e mais semelhantes ao nicho metastatico do
cancro da préstata, para assim compreender melhor o mecanismo de agao do radio-223 e maximizar

a sua aplicabilidade.

Palavras-chave: Cancro da prdstata metastdtico resistente a castragdo; Terapia alfa dirigida; Radio-
223; Cultura celular 3D; Esferoides.



Abstract

Prostate cancer is the fifth deadliest cancer and the second most frequently diagnosed in males
worldwide. Since 2006, the incidence of prostate cancer has increased overall by 40%, partly due to
the ageing of the population, as age is one of the risk factors most correlated with this pathology.
Androgen deprivation therapy is one of the standard treatments, particularly for advanced prostate
cancer. However, after a certain period, the tumor may become resistant to this therapy, progressing
to castration-resistant prostate cancer. A large percentage of patients at this stage of the disease
develop metastases, the most frequent being bone metastases, reaching the worst stage of the
disease, the metastatic castration-resistant prostate cancer. This more advanced stage of prostate
cancer is associated with a very unfavorable prognosis due to the lack of treatment options. Therefore,
it was necessary to develop new therapeutic strategies, such as the use of the radiopharmaceutical
radium-223 dichloride (Xofigo®, Bayer Pharma), the first alpha emitter approved for clinical use.
Radium-223 acts as a calcium mimic, with natural deposition on the surface of the bones, particularly
in areas of greater bone renewal, characteristic of bone metastases, where it substitutes for calcium
in hydroxyapatite complexes. However, the molecular mechanisms and targets involved in the mode
of action of radium-223 are not yet fully known, which is pointed out as a limitation in its clinical

applicability.

Thus, the main goal of this project was to evaluate the radiobiological effects of radium-223 in
cellular models of prostate cancer, focusing on 3D cultures. This type of cultures allows a more realistic
mimetization of the in vivo tumor microenvironment. To achieve this goal, a homotypic 3D cellular
model of prostate cancer was developed and optimized, using the liquid overlay technique on ultra-
low attachment plates specific for the formation of spheroids. Then, the radiobiological effects of the
radiopharmaceutical, at the level of cell proliferation and survival, were studied in two cell lines of
metastatic prostate cancer, after exposure of PC3 and LNCaP cells, cultivated in 2D, to different
volumic activities (55-7 040 Bg/mL) and different exposure times. The effects of radium-223 exposure
were also evaluated in 3D cultures, more specifically in homotypic PC3 spheroids, at the level of the

spheroids structure and morphology as well as regarding to cell viability and types of death.

In general, irradiation of PC3 and LNCaP cells in 2D culture induced a decrease in cell proliferation
and survival, increasing with increasing initial volumic activity of radium-223 and duration of exposure
to this radiopharmaceutical. Furthermore, LNCaP cells showed a higher radiosensitivity to radium-223

compared to PC3 cells, which may be related to the different origins of the two cell lines.

The 3D cell model of prostate cancer, optimized throughout this project, allowed the fast
production of cohesive, compact, and reproducible PC3 spheroids, which remained in culture without
disintegrating for several days, enabling long-term radiobiology assays. However, the use of the same

methodology with the LNCaP cell line did not form consistent spheroids, because the cells were
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dispersed in the wells in small aggregates. Exposure of PC3 spheroids to radium-223 led to their
progressive disintegration over time and, consequently, to the decrease in their size. The disintegration
of the spheroids was observed mainly in the peripheral region, increasing the greater the initial volumic
activity of radium-223. There was also a decrease in cell viability and an increase in cell death,
especially by apoptosis, with the increase of the initial volumic activity of radium-223. Corroborating
these results, it was observed a higher number of morphological changes in cells from irradiated

spheroids, mainly features of cell death by apoptosis.

In conclusion, the results showed that radium-223 had a cytotoxic effect in both cell models of
prostate cancer (2D and 3D), in particular a decrease in proliferation, survival, and cell viability,
associated with increased cell death mainly by apoptosis. These results reinforce the potential use of
this radiopharmaceutical in the treatment of patients at an advanced stage of the disease, especially
with metastatic castration-resistant prostate cancer. Comparing the effects of radium-223 between
the 2D and 3D cell models, less radiobiological effects were observed in PC3 spheroids, for the same
volumic activity, which means a better reproduction of the in vivo microenvironment. Thus, the 3D cell
model developed in this project may be used and adapted to develop more complex three-dimensional
cell structures, with more similarities to the metastatic niche of prostate cancer, in order to better

understand the mechanism of action of radium-223 and maximize its applicability.

Keywords: Metastatic castration-resistant prostate cancer; Targeted alpha therapy; Radium-223; 3D

cell culture; Spheroids.
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Figura 35: Andlise do conteldo proteico celular das células PC3 apds irradiacao com atividades iniciais
entre 0 e 7040 Bg/mL, durante 4, 24 ou 48 horas. Os resultados estdo agrupados segundo o tempo
apos a irradiacdo em que os efeitos foram avaliados, nomeadamente aos 5 dias (a) ou 7 dias (b). Os
resultados foram normalizados ao controlo ndo irradiado e sdo apresentados como a médiaterro
padrdo da percentagem de contetdo proteico de, pelo menos, 5 experiéncias independentes
realizadas em triplicado. ANOVA de dois fatores e teste de Tukey (*p<0,05; **p<0,01). ....cccverrerernne 97

Figura 36: Analise do conteldo proteico celular das células LNCaP através do ensaio de SRB, realizado
5 ou 7 dias ap0s irradiagdo com as atividades iniciais de 0, 55, 3 520 ou 7 040 Bg/mL de radio-223
durante 24 horas. Os resultados foram normalizados ao controlo ndo irradiado e sdo apresentados
como a médiaterro padrdao da percentagem de conteudo proteico de, pelo menos, 4 experiéncias
independentes realizadas em sextuplicado. ANOVA de dois fatores e teste de Tukey (**p<0,01,
b IS0 1000 1 ) RS 99

Figura 37: Sobrevivéncia celular da linha celular PC3, medida através do ensaio clonogénico, apds
irradiacdo com atividades iniciais entre 0 e 7 040 Bg/mL de radio-223 durante 4 (a) ou 24 (b) horas. Os
resultados sdo apresentados como a médiaterro padrao do FS de 5 experiéncias independentes
realizadas em duplicado. ANOVA de 1 fator e teste de Holm-Sidak (*p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001).

Figura 38: Comparacdo entre os resultados obtidos no ensaio clonogénico para as 4 horas (preto) e as
24 horas (cinzento) de irradiacdo. Os resultados sdo apresentados como a médiaterro padrdo do fator
de sobrevivéncia celular (FS) de 5 experiéncias independentes realizadas em duplicado. ANOVA de 2
fatores e teste de Sidak (*p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001). ..veeeeevrereerirereeeireeeeeeieeeeeerreeeeeeneen 101

Figura 39: Painel de evolucdo dos esferoides de células PC3, com imagens adquiridas nos dias 2,4, 7 e
10, em que o dia 2 corresponde ao dia em que os esferoides foram irradiados com as atividades iniciais
indicadas na figura (0-7 040 Bg/mL). Para obtencdo destas imagens, recorreu-se a um microscopio
Otico invertido, com uma ampliacdo de 40X. A escala apresentada corresponde a 1 mm, igual para
Lo F- I T 0 0 F= Y o{=] 1SRRI 103

Figura 40: Evolucdo da a) area, b) perimetro e c) circularidade dos esferoides de células PC3, durante
os 10 dias em que foram mantidos em cultura. Os esferoides analisados foram expostos durante 24
horas a atividades iniciais de radio-223 entre 0 e 7 040 Bg/mL. Os resultados sdo apresentados como
a médiazerro padrdo de 4 experiéncias independentes realizadas em triplicado. A analise estatistica
corresponde a comparacdo entre os dias 1 e 10, para todas as condicOes de irradiacdo.................. 105

Figura 41: Evolugdo da a) area, b) perimetro, c) didametro equivalente, d) circularidade, e) esfericidade
e f) compacidade dos esferoides de células PC3, durante os 10 dias em que foram mantidos em cultura.
Os esferoides analisados foram expostos durante 24 horas a atividades iniciais de radio-223 entre 0 e
7 040 Bg/mL. Os resultados sdo apresentados como a médiaterro padrdo de 4 experiéncias
independentes realizadas em triplicado. A andlise estatistica corresponde a comparagdo entre os dias
1 e 10, para todas as condigBes de irradiagado. .....cueeeieiieeeieiiie e ccieee e e e 108

Figura 42: Andlise da viabilidade celular relativa (%) das células PC3 constituintes dos esferoides, obtida
através do ensaio CellTiter-Glo® 3D, realizado 7 dias apds irradiagdo com as atividades volimicas
iniciais entre 0 e 7 040 Bg/mL. Os resultados sdo apresentados como a médiaterro padrdo de 3
experiéncias independentes realizadas em triplicado. ANOVA de 1 fator e teste de Tukey (**p<0,01;
*E*0<0,001; *¥F*¥FP<0,0001). c.eviireerieerieeireeieere et e st e st et e sttt e et e e ta e teesaaesaaeenbeenbe e reenes 110

Figura 43: Imagens representativas de planos Z de esferoides de células PC3, irradiados com 0, 55,
3520 e 7040 Bg/mL, marcados com AnV/IP 7 dias apds irradiacdo. As imagens foram adquiridas
recorrendo a um microscépio confocal com uma ampliagdo de 10X. A escala apresentada corresponde
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Figura 44: Reconstrugdo 3D de esferoides de células PC3, irradiados com 0, 55, 3 520 e 7 040 Bg/mL e
marcados com AnV/IP 7 dias apds irradiacdo, a partir das imagens dos planos Z. As imagens foram
adquiridas recorrendo a um microscépio confocal com uma ampliagdo de 10X. ......cccecvvveeerciieennnns 113

Figura 45: Analise morfoldgica de células PC3 de esferoides, através da coloragdo por Giemsa, realizada
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Introdugao

A descoberta dos raios-X, em 1895, por Konrad Von Roentgen, constituiu um ponto de
viragem no diagndstico médico. Com esta descoberta tornou-se possivel a avaliacdo precisa de
drgdos internos que antes eram inacessiveis, sendo umas das primeiras aplicacdes dos raios-X a
visualizacdo de ossos, do trato gastrointestinal, das vias biliares e de vasos sanguineos. Esta
técnica permanece até a atualidade, tendo, no entanto, surgido métodos mais precisos e
sofisticados, como a Tomografia Computorizada (TC) e a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
(Kutakowski, 2011; Mazeron & Gerbaulet, 1999).

A descoberta deste novo tipo de radiagcdo impulsionou a investigacdo na area da radiacdo e,
em 1896, Henri Becquerel descreveu, pela primeira vez, a existéncia de uns raios invisiveis
emitidos pelo urdnio enquanto estudava as propriedades de fosforescéncia de cristais deste
elemento. Esta descoberta comecou com a exposi¢cdo de uma amostra de pecheblenda, minério
gue contém cristais de uranio, a luz solar, durante varias horas, colocando-a, de seguida, sobre
uma placa fotografica protegida da luz por papel preto. Quando revelou a placa, reparou que
esta estava escurecida, concluindo que a fosforescéncia da pecheblenda estaria provavelmente
associada a emissdo de radiacdo semelhante aos raios-X. No entanto, quando quis repetir esta
experiéncia, o céu nublado obrigou-o a adiar a sua realizacdo e arrumou a amostra numa gaveta
junto a uma placa fotografica. Passado alguns dias, acabou por revelar a placa e notou que esta
se encontrava novamente escurecida, apesar da amostra de pecheblenda ndo ter sido exposta
a luz solar (Figura 1). Assim, concluiu que o minério de uranio tinha a capacidade de emitir
radiacdo espontanea, de natureza desconhecida e que ndo estava ligada a sua fosforescéncia, a

qual designou por “raios uranicos” (F. P. Carvalho, 2011; Jonsson, 2021).

“wh

(a ey TS

Figura 1: Radiografia da amostra de pecheblenda obtida por Becquerel, em 1 de margo de 1896, representando a
descoberta da radioatividade. Retirado de (Jonsson, 2021)
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Esta descoberta deixou Marie e Pierre Curie curiosos e interessados nestes “raios uranicos”,
posteriormente denominados de radioatividade, incentivando a investigacao da origem deste
fenémeno, assim como a descoberta de novas substancias radioativas. Deste modo, comegaram
a trabalhar num laboratério em Paris onde, tal como Henri Becquerel, realizaram experiéncias
com a pecheblenda (Mazeron & Gerbaulet, 1999). Marie e Pierre Curie, ao realizarem varias
medicdes com um eletrometro, verificaram que a pecheblenda era cerca de 2,5 vezes mais
radioativa do que o uranio metdlico, o que indicava a presenca de uma ou mais substancias
responsdveis por essa elevada radioatividade. Ao separarem o uranio da pecheblenda,
repararam que a fracdo que continha o bismuto possuia uma elevada radioatividade,
proveniente de uma substancia radioativa ainda desconhecida. Em 1898, com o objetivo de
identificar esta substancia, procederam a sua separacao quimica e depois, pela analise espectral,
confirmou-se a existéncia de picos deste novo elemento, que denominaram por polénio. Nesse
mesmo ano, apods a descoberta do poldnio, mediram ainda uma intensa radioatividade na fragao
do bdrio e a andlise espetroscdpica revelou picos que ndo correspondiam a nenhum elemento
conhecido, o que significava a existéncia de outro elemento radioativo presente na
pecheblenda, mais radioativo do que o uranio e o poldnio, o qual denominaram por radio. No
seguimento desta descoberta, estes cientistas empenharam-se em tentar isolar o radio na forma
pura e determinar as suas propriedades fisico-quimicas. Em 1902, separaram uma pequena
amostra de cloreto de radio e determinaram a sua massa atémica e, em 1910, Marie Curie
conseguiu isolar o radio metalico puro. Naquela altura, o radio era o elemento mais radioativo
gue se conhecia (F. P. Carvalho, 2011; Jonsson, 2021; Mazeron & Gerbaulet, 1999).

A descoberta do radio foi acolhida com grande entusiasmo e a sua utilizacdo foi amplamente
diversificada através da adi¢ao de radio a varios produtos que prometiam o rejuvenescimento
da pele e até a cura de algumas doengas como, por exemplo, cosméticos, sabdes, farmacos,
ténicos, pastas de dentes, dgua e outros alimentos. A data, sendo a radioatividade uma
descoberta recente, ndo se conheciam os efeitos nocivos da radiacdo emitida pelo radio, logo,
as pessoas utilizavam estes produtos sem qualquer tipo de protecao. Decorrente da sua
utilizacdo generalizada, foram aparecendo queimaduras e irritagdes na pele, o que levou os
cientistas a concluir que a radioatividade poderia ter graves consequéncias para 0 Nnosso
organismo. Como o radio brilhava espontaneamente no escuro, foi também usado em tintas
para pintar mostradores de relégios e outros instrumentos, durante a Primeira Guerra Mundial.
Para este trabalho, foram contratadas milhares de mulheres, as quais afilavam com os |abios a
ponta do pincel, de modo a este ficar mais fino e aumentar a precisdo da pintura, ingerindo
diariamente rddio. Estas mulheres, que ficaram conhecidas como “Radium Girls”, foram as
primeiras trabalhadoras americanas vitimas de envenenamento por exposi¢do a radiacdo,
desenvolvendo mais tarde doencgas que, em alguns casos, levaram a morte. A histdria das
“Radium Girls” teve um grande impacto no campo da fisica médica e levou ao desenvolvimento
do conceito de dose, com o aparecimento de dosimetros para a medicdo quantitativa da
exposicao a radiacdo (Clark, 1987; Gunderman & Gonda, 2015; Mazeron & Gerbaulet, 1999).
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1.1. Radioatividade na medicina

ApOds a descoberta da radioatividade, alguns cientistas verificaram que ao transportarem um
tubo com radio nos seus casacos durante alguns dias levava ao aparecimento de queimaduras
na pele, permitindo-lhes concluir que a exposicdo ou o contacto de substancias radioativas com
tecidos vivos tinha efeitos adversos, os quais dependiam da duracdo da exposicdo. Esta
observacdo contribuiu para o estudo das propriedades biolégicas das radiacdes, mais
especificamente a sua capacidade de destruir as células, a qual foi explorada para o tratamento
de certas doencas da pele e tumores (Goldsmith, 2020). O dermatologista Henri Danlos foi
pioneiro na utilizagdo do raddio em contexto clinico, tendo tratado com sucesso varios doentes
com llUpus eritematoso e outras doengas dermatoldgicas. Relativamente ao tratamento do
cancro, fontes de radio de baixa atividade eram usadas em braquiterapia, comecando por
colocar o radio diretamente na superficie dos tumores e, mais tarde, profundamente no tumor.
Alguns dos primeiros cancros a serem tratados com este método foram o cancro da vagina, do
colo do utero, da mama, da préstata, do eséfago e do cérebro. Outra das técnicas desenvolvidas
no inicio do século 20 foi a radioterapia externa, para a qual se utilizavam fontes de radio de
maior atividade. Apesar destas técnicas terem sido amplamente usadas durante décadas, eram
bastante perigosas para os médicos que as realizavam, devido a falta de dosimetria adequada e
risco de contacto direto com o material radioativo. A medida que o uso dos raios-X e do radio
aumentava, a comunidade cientifica foi-se apercebendo da necessidade de estabelecer regras
de protec¢do, desenvolvendo métodos de detegdo e otimizagdo do uso da radiagdo (Bruland et
al., 2008; F. P. Carvalho, 2011; Jonsson, 2021; Kutakowski, 2011).

Ao longo dos anos, a investiga¢gdo sobre os radioisdtopos e as suas possiveis aplicagdes
representaram um papel muito importante na evolugdo da radioquimica e do uso clinico da

radiacdo, tanto no diagndstico como na terapéutica médica (Bruland et al., 2008).

1.1.1. Tipos de radiacao

A radiacdo pode ser classificada como ionizante ou ndo ionizante. A radiagdo ndo ionizante
nao tem energia suficiente para ionizar atomos ou moléculas, sendo exemplos deste tipo de
radiacdo as ondas de radio, as microondas e a luz visivel. Pelo contrario, a radiagdo ionizante é
um tipo de radiacdo que, ao interagir com a matéria, forma iGes, pois tem energia suficiente
para remover eletrdes dos atomos ou moléculas, sendo este processo designado ionizacdo. Esta
radiacdo é emitida durante o decaimento radioativo de atomos instaveis, os quais sdo
denominados radionuclideos. A radiagdo ionizante pode ser dividida em duas categorias
principais, os fotGes, nomeadamente os raios-X e os raios gama, e as particulas, em especifico
os protdes, os neutrdes, as particulas beta e as particulas alfa. Uma das principais diferencgas
entre os varios tipos de radiagdao ionizante é o tipo e a quantidade de energia que podem

transportar. Quanto maior for a energia, mais profundamente a radiacdao consegue penetrar nos
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materiais ou nos tecidos bioldgicos. Os radionuclideos sdo identificados pelo tipo de radia¢do
gue emitem, a energia que a radiagdo transporta e o seu tempo de meia-vida. A radiacdo
ionizante possui diversas aplicagdes benéficas, nomeadamente na medicina, na industria, na

agricultura e na investigacdo (American Cancer Society, 2014; World Health Organization, 2016).

Na radiobiologia, as emissdes alfa, beta, gama e de raios-X, e a curto prazo os protdes, sao

as mais relevantes pois sdo as fontes mais utilizadas na medicina de diagnéstico ou terapéutica.

Comecando pelas particulas alfa, estas tém dupla carga positiva e sdo constituidas por dois
protdes e dois neutrdes, tendo a mesma estrutura de um nucleo de hélio. Sdo normalmente
emitidas por nucleos radioativos pesados, como por exemplo nucleos de uranio, de actinio e de
radio. Apesar de serem muito energéticas, sdo pesadas e, por isso, deslocam-se a uma
relativamente baixa velocidade, o que leva a perda de energia num curto percurso, bastando
uma folha de papel ou a pele humana para travar estas particulas. Esta caracteristica esta
relacionada com a transferéncia linear de energia (LET, do inglés linear energy tranfer), que
consiste na quantidade de energia que uma particula ionizante transfere para um material por
unidade de comprimento de percurso, expressa normalmente em keV/um (Donya et al., 2014;
Flowers et al., 2015). Deste modo, as particulas alfa sdo consideradas radiacdo de elevada LET,
na ordem dos 80-100 keV/um, o que significa que depositam uma grande quantidade de energia

numa curta distancia, pelo que sdo pouco penetrantes (Marques et al., 2018).

As particulas beta, que podem ser eletrdes (8~) ou positrdes (%), sdo particulas pequenas
e que se movimentam com elevada velocidade. O decaimento por emissdo ™ ocorre quando a
razdo neutrBes/protdes é elevada, o que significa que ha excesso de neutrdes. Assim, um
neutrdo é convertido num protdo com emissdo de um eletrdo de elevada energia e de um
antineutrino. O decaimento B ocorre quando a razdo protdes/neutrdes é elevada, havendo
conversao de um protdao num neutrdao com emissao de um positrao e de um neutrino. Ao
contrario das particulas alfa, as particulas beta sdo consideradas radiacdo de baixo LET, ou seja,
depositam a sua energia ao longo de uma distancia maior e, por isso, sdo mais penetrantes do

que as particulas alfa (Donya et al., 2014; Flowers et al., 2015).

Os raios-X e os raios gama sao ambos ondas eletromagnéticas que se distinguem através da
sua frequéncia, ou seja, da sua energia. Relativamente ao poder de penetracgdo, os raios-X sdo
menos penetrantes do que os raios gama, devido a sua menor energia. Em contrapartida, os
raios gama sdo altamente energéticos e, consequentemente, conseguem atravessar mais
facilmente o corpo humano. Assim, para atenuar e proteger desta radiagcdo sao necessarios
elementos densos e de elevado nimero atdomico, tais como o chumbo. No que se refere a
capacidade de ionizagdao dos raios gama, é 20 vezes menor do que a capacidade das particulas
alfa (Donya et al., 2014).

No dia-a-dia, estamos expostos a baixas doses de radia¢do ionizante proveniente de fontes
naturais, nomeadamente de radionuclideos presentes na dgua, no solo e na vegetagdo. Além

das fontes naturais, existem também fontes de radiacdo desenvolvidas pelo Homem, tais como
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a geracao de energia nuclear e as aplicacdes na medicina, tanto para diagndstico como para
tratamento. Algumas das fontes médicas mais comuns sdo a radiologia convencional, a TC, os
procedimentos de medicina nuclear e a radioterapia. (Donya et al.,, 2014; World Health
Organization, 2016).

1.1.2. Aplicagoes médicas da radia¢ao ionizante

Nos ultimos anos, o uso da radiacdo ionizante no diagndstico e no tratamento de diversas
patologias aumentou drasticamente. Apesar de ter varias vantagens, este aumento significa
também uma maior exposicdo a radiacao, levando ao aumento dos riscos para a saude. Por este
motivo, a exposi¢do a radiacdo ionizante deve ser controlada e a relacdo risco/beneficio deve
estar sempre na base da tomada de decisdes clinicas (Donya et al., 2014). Os danos nos tecidos
e nos drgaos provocados por este tipo de radiacdo dependem da dose absorvida, expressa em
gray (Gy), assim como do tipo de radiacdo e da radiossensibilidade dos diferentes tecidos e
orgdos e consequente dose efetiva, expressa em sievert (Sv). Como consequéncia dos danos,
aparecem os efeitos bioldgicos, alguns dos quais s6é surgem quando as doses de radiacdo
excedem certos valores, denominados dose limiar. Ultrapassada essa dose, surgem os efeitos
agudos da radiagdo, tais como a vermelhiddo na pele, a perda de cabelo, as queimaduras e as
sindromes agudas da radiacdo. Quanto maior for a dose, mais graves sdo estes efeitos. Por outro
lado, quando sdo administradas baixas doses de radiacdo durante um longo periodo de tempo,
os riscos sdo menores, no imediato, pois hd uma maior probabilidade de repara¢do dos danos.
No entanto, existe um maior risco de desenvolver efeitos a longo prazo, como por exemplo
cancro, os quais podem aparecer anos ou mesmo décadas mais tarde. A probabilidade destes

efeitos ocorrerem é proporcional a dose de radiacdo (World Health Organization, 2016).

A radiagdo ionizante tem vindo a desempenhar um papel muito importante no
desenvolvimento e no aperfeicoamento do diagndstico médico, estando envolvida em diversas
técnicas de obtengao de imagens radioldgicas, tais como a radiografia planar, a TC, a angiografia,
a Single-Photon Emission Computerized Tomography (SPECT) e a Positron Emission Tomography
(PET) (P. Morris & Perkins, 2012). No entanto, tendo em conta os objetivos deste projeto, apenas

serd aprofundada a aplicacdo da radiagdo ionizante na terapéutica médica.

1.1.2.1. Terapéutica

A radiac¢do ionizante é largamente utilizada como arma terapéutica, nomeadamente no
ambito do tratamento de doengas oncolégicas, devido a capacidade em interagir com as células
cancerigenas e de bloquear o seu crescimento e proliferacdo, acabando por provocar morte
celular e a regressao do tumor. Assim, os principais objetivos do uso da radiacao ionizante, no

contexto terapéutico, sdo o tratamento de cancros num estadio inicial, a inibicdo da recorréncia
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dos tumores e o tratamento paliativo de sintomas causados por cancros em estadios avangados.
A radiacdo ionizante pode ser aplicada na forma de radioterapia de fonte externa, de
radioterapia de fonte interna, também designada por braquiterapia, ou através da

administracdo de radiofarmacos (American Cancer Society, 2014).

A radioterapia de fonte externa é a mais utilizada na pratica clinica e, tal como o nome
indica, a fonte de emissdo de radiacao é externa ao doente. O feixe de radiacdo é geralmente
de raios-X ou de eletrdes de alta energia, produzidos por aceleradores lineares, que apesar de
ser focado no tumor, na maioria dos casos também afeta os tecidos saudaveis que atravessa
durante o percurso do feixe (American Cancer Society, 2014; Tobias & Silverman, n.d.). Ao longo
dos anos, foram desenvolvidas variantes da radioterapia externa, com diferentes métodos de
administracdo da radia¢do, como por exemplo a radioterapia conformacional tridimensional, a
radioterapia de intensidade modulada e a radioterapia estereotaxica (American Cancer Society,
2014; Minniti et al., 2012).

A radioterapia de fonte interna, ou braquiterapia, baseia-se na colocacdo de fontes de
radiacdo na zona do tumor ou na area circundante. A radiagdo apenas percorre distancias curtas,
pelo que hd um menor risco de danos nos tecidos normais. Logo, é principalmente util no caso
de tumores que sejam acessiveis, que necessitem de doses elevadas ou que se encontrem perto
de tecidos normais de elevada radiossensibilidade (American Cancer Society, 2014). Os
principais tipos de braquiterapia sdo a braquiterapia intersticial e a braquiterapia intracavitdria
(Bortfeld & Jeraj, 2011).

Por fim, outra das terapias para o cancro com recurso a radiacdo ionizante é a administracdo
de radiofarmacos, que consistem em radionuclideos ligados a moléculas especificas (moléculas
simples, hormonas, anticorpos, entre outros). Dependendo do tipo de radiofarmaco e das suas
caracteristicas, apds a administracdo, este direciona-se para o local onde os tumores estdo
localizados, onde emite radiagdo capaz de destruir as células tumorais. Comparando com os
exames de diagndstico, sdo usadas doses de radiagdo mais elevadas com o intuito de induzir a
morte nos tecidos tumorais (Moreira, 2020). Uma das aplicagdes mais importantes dos
radiofarmacos é a terapia dirigida, que consiste na introdugdo de um agente terapéutico (o
radiofdrmaco) no organismo, o qual se vai localizar numa zona especifica do tumor devido a
especificidades fisioldgicas ou bioquimicas, como, por exemplo, a afinidade por um recetor, uma
enzima ou um antigénio. Os radiofarmacos mais comumente utilizados na radioterapia dirigida

sdo os emissores beta ou alfa (Goldsmith, 2020).
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1.1.3. Terapia alfa dirigida: da fisica aos efeitos bioldgicos

No caso da terapia alfa dirigida, sdo usados radiofarmacos emissores de particulas alfa,
direcionados para uma determinada zona tumoral. Nos ultimos anos, o uso clinico desta terapia
tem assumido um papel cada vez mais importante, principalmente devido a potencial

diminuicdo dos efeitos adversos da radiagdo nos tecidos normais (Marques et al., 2018).

Quando a radiac¢do ionizante é depositada no material bioldgico e interage com as células,
provoca, em primeiro lugar, efeitos fisico-quimicos nos dtomos ou moléculas das células,
seguindo-se os efeitos bioldgicos que afetam as fungbes celulares (Kelsey et al., 2014).
Relativamente aos efeitos fisicos, estes consistem nas vdrias excitacdes e ionizacdes provocadas
pela deposicdo da energia transportada pela radiacdo. No caso das particulas carregadas, como
as particulas alfa ou as particulas beta, a medida que atravessam os tecidos vao colidindo com
os eletrdes e os nucleos atdmicos, depositando energia. Comparando com as particulas beta, as
particulas alfa sdo muito mais pesadas e possuem o dobro da carga, o que faz com que ndo
sejam tdo facilmente desviadas do seu percurso e, consequentemente, descrevam uma
trajetdria aproximadamente reta, representada na Figura 2. A ionizagdo especifica das particulas
carregadas é o numero de pares de ides que se forma por unidade de comprimento de percurso.
Como as particulas alfa sdo altamente energéticas (4 a 10 MeV), tém carga dupla e a sua
velocidade é relativamente pequena, estdo associadas a uma elevada ionizagdo especifica,
sendo capazes de produzir milhares de pares de iGes por milimetro, enquanto as particulas beta
apenas produzem entre 50 e 100 pares de ides por milimetro, cujos percursos se apresentam
na Figura 2 (Kelsey et al., 2014; Marques, 2016; Moreira, 2020; Silva, 2021).

a) b)

Alpha-particle

® Energy loss /Aw/‘\ Ect::-parn’cllc .
== Path Leng nergy 10ss '

f == Path Length

Figura 2: Percurso das particulas alfa (a) e das particulas beta (b) ao atravessarem as células. Adaptado de (Naskar
& Lahiri, 2021)

Quando se abordam os efeitos biolégicos da radiacdo ionizante, varias sdo as possibilidades
de classificacdo. Uma delas é classificar os efeitos bioldgicos resultantes da exposi¢do a radiagdo

ionizante em diretos e indiretos. Os efeitos diretos ocorrem quando a radiagdo interage
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diretamente com as moléculas bioldgicas constituintes das células, tais como o ADN, o ARN, as
proteinas, os fosfolipidos membranares, entre outras. Esta interacdo direta resulta na ionizagdo
ou excitacdo destas moléculas e na quebra de algumas das suas ligacdes quimicas, o que leva a
alteracdo da sua estrutura e funcao, provocando danos bioldgicos nas células. O alvo mais critico
nas células é o ADN, visto que se as lesdes nestas moléculas ndo forem reparadas podem resultar
em mutacgdes, altera¢do da funcdo fisioldgica e, eventualmente, em morte celular (Flowers et
al., 2015; Marques, 2016). A elevada LET das particulas alfa resulta numa ionizagdo muito
localizada que pode causar danos severos diretamente em estruturas celulares cruciais, como
quebras na cadeia dupla de ADN, que levam ao bloqueio da divisdo e da proliferacdo celular.
Consequentemente, sdo ativados mecanismos de reparagao de danos ou, se a célula for incapaz
de os reparar, é induzida a morte celular. Além disso, como as particulas alfa perdem
rapidamente a sua energia ao atravessar as células, apresentam um baixo alcance, cerca de 100
pum nos tecidos biolégicos, minimizando os tecidos sauddveis afetados pela radiacdo. Estas
propriedades resultam numa elevada eficdcia biolégica e citotoxicidade localizada muito
agressiva, dotando as particulas alfa de um grande potencial anti-tumoral. Em contraste, as
particulas beta, devido a baixa LET, possuem um maior alcance nos tecidos bioldgicos, logo, uma
ionizacdo e citotoxicidade menos localizadas e um efeito biolégico menos destrutivo. Por
conseguinte, existe uma maior probabilidade destas particulas provocarem danos nos tecidos
sauddveis (Marques, 2016; Marques et al., 2018; Pandit-Taskar et al., 2014; Shore, 2015;

Suominen et al., 2019).

Apesar das particulas alfa serem frequentemente associadas a danos diretos, devido a
elevada LET, estas também podem provocar efeitos indiretos. Estes efeitos estdo relacionados
com a interag¢do da radiagdo com as moléculas de agua, as moléculas mais abundantes nos
organismos vivos, provocando a radidlise da dgua que, por sua vez, leva a formagdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species), principalmente iGes altamente
reativos e radicais livres. Um exemplo é o radical hidroxilo (OH®) que, como possui um eletrdo
desemparelhado, é extremamente reativo e vai interagir com os dtomos e moléculas bioldgicas
constituintes das células, causando lesdes moleculares e interrompendo os processos
fisiolégicos. Outra das ROS produzida na radidlise da agua é o perdxido de hidrogénio (H.0,),
responsavel por grande parte das lesdes indiretas da radiacdo provocadas pelo stresse oxidativo,
podendo levar a morte celular (Flowers et al., 2015; Kelsey et al., 2014; Marques, 2016; Marques

et al., 2018). Na Figura 3 estdo representados os efeitos diretos e indiretos da radiagdo ionizante.

Existem mais de 100 radionuclideos emissores de particulas alfa, mas quase todos decaem
com periodos de semi-desintegracdo desadequados para poderem ser Uteis na terapia dirigida.
Atualmente, os cinco emissores alfa mais estudados, com possibilidades de uso clinico, sdo o
astato-211, o bismuto-212, o bismuto-213, o radio-223 e o actinio-225. Estes radionuclideos tém
tempos de meia-vida entre 1 e 12 dias, o que, em conjunto com as propriedades das particulas
alfa referidas anteriormente, os torna adequados para uso terapéutico (Bruland et al., 2008;
Jadvar & Quinn, 2013; Marques et al., 2018).
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Figura 3: Efeitos diretos (a) e indiretos (b) da radiagdo ionizante (RI). Adaptado de (Flowers et al., 2015)

O potencial da terapia alfa dirigida tem vindo a aumentar ao longo dos anos, principalmente
no tratamento paliativo de metdstases dsseas, derivadas de cancro da mama, da prostata, do
pulmao ou mieloma, usando radionuclideos emissores de particulas alfa e com afinidade para o
osso (Moreira, 2020). Contudo, ainda ha muito por descobrir sobre os efeitos anti-tumorais, a
radiossensibilidade e a radiobiologia dos emissores alfa, assim como os mecanismos
moleculares subjacentes ao seu mecanismo de acdo. Ja foi demonstrado que a inibicdo dos
mecanismos de repara¢do das quebras da cadeia dupla de ADN leva a um aumento da
vulnerabilidade das células tumorais a tratamentos com emissores alfa, sugerindo que o
genoma dos tumores poderd regular a sua radiossensibilidade. Assim, uma melhor
compreensdo da relagdo entre a sensibilidade dos tumores as particulas alfa e as suas
caracteristicas celulares e genéticas permitira estudar futuras aplicagdes desta radiagdo (Yard et
al., 2019).

1.1.4. Beneficios da terapia alfa dirigida: 5 R’s da radiobiologia e as

hallmarks do cancro

Os efeitos radiobioldgicos resultantes da interagdo da radiacdo ionizante com as células
tumorais sdo influenciados por fatores bioldgicos, normalmente designados 5 R’s da
radiobiologia: a reparacdo, a reoxigenacdao, a redistribuicdo, a repopulacdo e a
radiossensibilidade. Os 5R’s da radiobiologia podem ser correlacionados com as hallmarks do
cancro, no sentido de melhorar a resposta terapéutica a terapia alfa dirigida (Marques et al.,
2018).

A reparacdo refere-se a capacidade que algumas células tém em reparar as quebras na
cadeia dupla de ADN. Como as células tumorais se replicam indefinidamente e rapidamente, o

processo de reparagdo dos danos é mais eficiente em tecidos normais do que em tecidos
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tumorais, conferindo maior sensibilidade dos tecidos tumorais a radiacdo ionizante. Esta
caracteristica esta relacionada com duas das hallmarks do cancro, a imortalidade replicativa e a
resisténcia a morte celular. Desta forma, a terapia alfa dirigida permite melhor reparacao das
células nos tecidos normais enquanto tenta superar a replicacdo descontrolada das células
tumorais. A capacidade de reparacdo das células é um dos motivos porque a dose de radiacao
se administra fracionada, pois permite que as células saudaveis tenham tempo para recuperar
dos danos (Good & Harrington, 2013; Marques et al., 2018).

Relativamente a reoxigenacao, esta é uma caracteristica importante para o aumento da
eficacia da terapia alfa dirigida. O oxigénio é necessdrio para a formacao das ROS durante a
radidlise da agua pelo que, na auséncia de oxigénio, se formam menos ROS, o que leva a menos
efeitos indiretos e danos celulares. Devido ao crescimento rapido dos tumores, estes
desenvolvem zonas intratumorais ndo vascularizadas e pouco oxigenadas, resultando no
desenvolvimento de células hipdxicas e que sdo, consequentemente, menos radiossensiveis. Por
esta razdo, as regifes de hipoxia dos tumores sdo consideradas uma das razées da falha da
radioterapia no tratamento de certos cancros (Forshier, 2009; Silva, 2021). Assim, o facto de na
terapia alfa dirigida a dose de radiacdo ser administrada em fragcdes promove, primeiramente,
a morte das células tumorais mais oxigenadas e permite a reparacdo dos vasos sanguineos, que
vao oxigenar as células tumorais hipdxicas, tornando-as mais sensiveis a radia¢do alfa (Marques
et al., 2018). Apesar da reoxigenagdo aumentar a eficacia desta terapia, como a radia¢do alfa
provoca principalmente efeitos diretos, a presenca de oxigénio nao é imprescindivel para a sua
atuacdo, o que torna a terapia alfa dirigida adequada no tratamento de tumores hipdxicos
(Pouget & Constanzo, 2021).

ApOs a irradiacdo, as células podem interromper o ciclo celular e ativar mecanismos de
reparagao. As células nas fases M e G2 sdo as mais radiossensiveis, enquanto as células na fase
S sdo as mais radiorresistentes e tendem a redistribuir-se para fases mais radiossensiveis. Ao
longo do tempo, as células que vao sobrevivendo vao ficando cada vez mais sensiveis a doses
posteriores, o que é vantajoso na terapia alfa dirigida pois a dose é, normalmente, fracionada
ao longo do tempo. Deste modo, a redistribuicao das células apds irradiagdo desempenha um
papel importante na morte das células tumorais, o que é explicado através de duas hallmarks
do cancro, a sinalizacdo proliferativa anormal e a resisténcia a morte celular (Forshier, 2009;
Marques et al., 2018; Silva, 2021).

A repopulacdo consiste no aumento da divisdo celular, tanto das células normais como das
células tumorais, apds exposicao prolongada a radia¢cdo. Esta caracteristica € um obstdculo
principalmente no tratamento dos tumores, pois significa um aumento da proliferacao das
células tumorais sobreviventes e, consequentemente, a diminuicdo da eficacia terapéutica da
terapia alfa dirigida (Silva, 2021). Contudo, o aumento da repopulacdo pode resultar em

sucessivas mitoses com danos no ADN que ndo foram reparados, tornando as células tumorais
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mais radiossensiveis e aumentando o potencial anti-tumoral desta terapia (Good & Harrington,
2013).

Por fim, a radiossensibilidade foi o ultimo R da radiobiologia a ser estabelecido com o
objetivo de explicar as diferentes respostas observadas em varios tipos de células, a um
determinado tratamento, assim como a diminuicdo da radiossensibilidade das células tumorais
ao longo do tratamento. A explicagao baseia-se na Lei de Bergonie e Tribondeau, que afirma que
guanto mais indiferenciadas e maior a taxa de proliferacdo das células, mais radiossensiveis elas
sdo (Forshier, 2009). Este R mais recente pode ser associado a diversas hallmarks do cancro, tais
como a inflamagao promovida pelo tumor, o impedimento da destruicao pelo sistema imune e
a sinalizacdo proliferativa anormal, que se correlacionam entre eles para desencadear uma

resposta sistémica a radiac¢do alfa (Marques et al., 2018).

1.1.5. Oradio-223

O radio-223 é um radioisétopo com um tempo de meia-vida de 11,4 dias que foi descoberto
em 1905 pelo quimico T. Godlewski. O radio-223 decai para isétopos-filho de tempos de meia-
vida curtos até se formar o isdtopo estavel chumbo-207, libertando, no total, 28,2 MeV (Figura
4). Durante o decaimento, este radioisétopo emite, sobretudo, particulas alfa que representam
95,3 % de toda a energia envolvida no seu decaimento e possuem um intervalo de energia entre
0s 5,78 e os 7,53 MeV. Além das particulas alfa, sdo também emitidas particulas beta (3,6%),
com energias entre 0,445 e 0,492 MeV, e radiagdo gama (1,1%), com um intervalo de energia
de 0,01 a 1,27 MeV (Jadvar & Quinn, 2013; Marques et al., 2021; Pandit-Taskar et al., 2014).

223Ra
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219Rn
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Figura 4: Representagdo esquematica do decaimento do rddio-223, com as energias de cada particula alfa emitida.
Adaptado de (Abou et al., 2015)
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O radio-223 pode ser encontrado na natureza, no entanto é pouco comum. Apesar deste
radioisdtopo se formar naturalmente como produto de decaimento do uranio-235, presente na
pecheblenda, ele é normalmente produzido artificialmente e em larga escala através do sistema
gerador actinio-227 —tério-227 (**’Ac/*?’Th) (Figura 5). O actinio-227 possui um tempo de meia-
vida de 21,8 anos e decai para o tério-227, cujo tempo de meia-vida é de 18,7 dias. Por fim, o
tério-227 decai para o radio-223, pelo que este sistema 2’Ac/?*’Th pode ser usado como um
gerador de longa duracdo de radio-223 (Bruland et al., 2008; Jadvar & Quinn, 2013; Marques et
al., 2018).

227 227 223
89AC — 90Th - 88Ra

Figura 5: Esquema do gerador 227Ac/227Th.

O radio-223 é um elemento alcalino-terroso, pelo que apresenta propriedades quimicas
semelhantes ao cdlcio. Deste modo, o radio-223 comporta-se como um mimico do calcio, sendo
preferencialmente absorvido pelas células ésseas. Tirando partido desta caracteristica que
permite que o radiofdrmaco penetre na regido cortical do osso, onde as metastases dsseas sdo
comumente detetadas, e também do facto das particulas alfa depositarem uma grande
qguantidade de energia numa curta distancia, o radio-223 apresenta potencial no tratamento de
cancros com metastases osseas (Marques, 2016; Marques et al., 2018; Moreira et al., 2019).
Este radioisotopo foi, na verdade, o primeiro emissor alfa aprovado para uso clinico, em
especifico para o tratamento de doentes de cancro da prdstata metastatico resistente a
castracdo (CPMRC), com presenca de metdastases dsseas e sem metastases viscerais conhecidas
(Henriques, 2018; M. Morris et al., 2019; Shore, 2015; Yard et al., 2019).

1.2. Cancro da prdstata

1.2.1. A prostata

A prdstata é um 6rgdo musculo-glandular em forma de piramide invertida e constitui a maior
glandula acessoéria do sistema genital masculino (Beyzadeoglu et al., 2010; Marques, 2016;
Tavares, 2019). A sua fungdo primaria é secretar um fluido branco alcalino que depois se junta
ao esperma durante a ejaculacdo, contribuindo para a mobilidade, a nutricdo e a manutenc¢ao
da viabilidade dos espermatozoides. Esta localizada na parte inferior da pélvis, imediatamente
abaixo da bexiga e envolve o inicio da uretra (Aaron et al., 2016; Dunn & Kazer, 2011; Tavares,
2019).
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Em 1988, John E. McNeal propés um modelo anatdmico da prdstata que ainda hoje é aceite
e usado na pratica clinica. Neste modelo, a prdstata encontra-se dividida em quatro regides,
representadas na Figura 6: a zona periférica, a zona central, a zona de transicdo e a zona
fibromuscular anterior ou estroma (Dunn & Kazer, 2011; Marques, 2016; Rebello et al., 2021).
As trés primeiras correspondem a zonas glandulares e a zona fibromuscular anterior
corresponde a uma zona ndo glandular. O epitélio glandular prostatico é constituido por trés
tipos principais de células: as células secretoras, as células basais e as células neuroenddcrinas
(Ittmann, 2018).

A zona periférica é a maior regido anatémica da prdstata, representa mais de 70% do seu
tecido glandular e é a que mais contribui para a fungdo normal deste 6rgdo. Esta zona é de
origem endodérmica e estd associada ao desenvolvimento de cerca de 75-80% dos cancros da
prostata (Beyzadeoglu et al., 2010; Rebello et al., 2021; Sauer et al., 2020). A zona central
representa entre 20 e 25% da porcao glandular da prostata e é atravessada pelos canais
ejaculatdrios. E uma regido em forma de cone, com a porg¢do mais larga na base da préstata e o
apex no coliculo seminal a rodear os canais ejaculatorios. Apesar de nado constituir o local de
origem da maioria das doencas, pode estar envolvida secundariamente em processos de
carcinogénese (Ittmann, 2018; Sauer et al., 2020; Silva, 2021). A zona de transi¢cdo representa
apenas cerca de 5% da porgdo glandular da préstata e localiza-se perto da uretra prostatica. E
de origem mesodérmica e é composta por dois pequenos lobulos. Uma das patologias mais
frequentes na glandula prostatica, e que surge normalmente na zona de transicdo, é a
Hiperplasia Benigna Prostatica (HBP), caracterizada por um aumento da proliferacdo e do
volume da préstata. O cancro da préstata (CaP) também pode surgir nesta zona, constituindo
cerca de 20% dos casos totais de CaP (Dunn & Kazer, 2011; Ittmann, 2018; Sauer et al., 2020;
Tavares, 2019). Por fim, a zona fibromuscular anterior é composta por tecido conjuntivo e por
tecido muscular compacto e cobre toda a superficie anterior da préstata, ocupando cerca de um

terco do volume total da prdstata (Sauer et al., 2020).
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Figura 6: (A) Representacdo esquematica da localizagdo da prostata (a vermelho) no sistema urogenital masculino.
(B) Localizagdo das quatro zonas da préstata. Retirado de (Sauer et al., 2020)
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Assim, a préstata humana pode estar associada a uma variedade de alterag¢des, tanto no
epitélio glandular como no estroma. Algumas das mais comuns sdo a atrofia do epitélio, a
hiperplasia basocelular, a inflamagdo crdnica e a HBP (Ittmann, 2018). No caso de patologias
malignas, o CaP é das mais comuns e estd também associado a modificacdes histoldgicas, tais
como a rutura da organizacdo epitelial e o aumento da producdo do antigénio prostatico
especifico (PSA, do inglés prostate specific antigen). No entanto, a evolu¢do do epitélio normal
até ao desenvolvimento do CaP ndo é imediata e segue um processo constituido por varias
etapas, correspondentes aos estadios da doenca (Rebello et al., 2021; Silva, 2021; Tavares,
2019).

1.2.2. Epidemiologia

O CaP afeta milhdes de homens todos anos, sendo o segundo cancro masculino mais comum
no mundo, como se pode observar na Figura 7. Tendo em conta os dados do GLOBOCAN 2020,
houve 19 292 789 novos casos de cancro e 9 958 133 mortes por cancro, em 2020, em todo o
mundo. Dos 19 292 789 novos casos, 1 414 259 correspondem aos casos de CaP diagnosticados
nesse ano, o que equivale a 7,3% de todos os diagndsticos de cancro e a 14,1% dos diagndsticos
de cancro masculino. Relativamente a mortalidade, morreram no total 375 304 homens de CaP,
em 2020, o que equivale a 3,8% de todas as mortes por cancro. Assim, esta patologia constitui
uma das principais causas de morte por cancro nos homens (GLOBOCAN, 2020c, 2020b; Rebello
etal., 2021; Sung et al., 2021).

Em Portugal, o CaP é o tumor maligno com maior incidéncia e o quarto com maior taxa de
mortalidade nos homens (Figura 7). De acordo com os ultimos dados do Global Cancer
Observatory, em Portugal diagnosticaram-se 6759 novos casos e registaram-se 1917 mortes por
CaP, no ano de 2020 (Sung et al., 2021). Dados de 2021 permitem estimar uma incidéncia de 82
casos por 100 000 habitantes e uma mortalidade de 33 mortes por 100 000 habitantes.

W!_Esﬁgimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2020, males, all ages (excl. NMSC)
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Figura 7: Estimativa e comparagdo das taxas de incidéncia e mortalidade por tipo de cancro, no mundo e em Portugal,
em 2020, no sexo masculino e para todas as idades. Adaptado de (GLOBOCAN, 2020a)
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A incidéncia mundial de CaP esta correlacionada com o indice de Desenvolvimento Humano
(IDH) e varia de regido para regido, verificando-se, no geral, uma maior incidéncia nos paises
desenvolvidos e uma menor incidéncia nos paises em desenvolvimento e sub-desenvolvidos.
Uma das possiveis razdes para estas diferencas entre regides é a desigualdade nas técnicas e na
frequéncia do diagndstico precoce. Algumas das zonas com taxa de incidéncia de CaP elevada
sdo a Austrdlia e Nova Zelandia, a América do Norte e a Europa, o que se deve ao grande
incentivo a realizagdo frequente de exames, bem como a existéncia de técnicas de diagndstico

mais avancadas (Rawla, 2019; Rebello et al., 2021; Siegel et al., 2021).

A mortalidade associada ao CaP tem vindo a diminuir em diversos paises, nomeadamente
na América do Norte, Oceania, Europa Ocidental e nos paises mais desenvolvidos da Asia. No
caso de Portugal, a taxa de mortes por este tipo de cancro também tem vindo a decrescer desde
1996, a um ritmo aproximadamente constante, provavelmente devido a melhoria dos cuidados
de saude e avangos no diagndstico, estadiamento e tratamento (Bray et al., 2018; Rawla, 2019;
Sung et al., 2021).

1.2.2.1. Fatores de risco

A andlise detalhada da epidemiologia do CaP e uma melhor compreensao da sua etiologia e
fatores de risco associados permitem identificar individuos com um maior risco de desenvolver
esta doenca e elaborar métodos preventivos mais eficientes. Apesar dos fatores de risco do CaP
ndo serem totalmente conhecidos, sabe-se que a idade, a histdria familiar e algumas mutacgdes
genéticas se correlacionam com o desenvolvimento desta patologia (Bahl, 2013; Rawla, 2019).
Entre eles, a idade avancada é o fator mais significativo, com o risco a aumentar
consideravelmente com o avango da idade. De facto, mais de 85% dos individuos diagnosticados
com CaP tém idades superiores a 60 anos (Rebello et al., 2021; Shen & Abate-Shen, 2010).

Ademais, multiplos estudos epidemioldgicos e estudos de gémeos permitiram concluir que
uma histdria familiar de CaP aumenta significativamente o risco de desenvolver este tipo de
cancro. Aproximadamente 9% dos individuos diagnosticados com CaP tém parentes que ja
tiveram, ou tém, esta doenca e, no caso de os parentes serem diretos, o risco aumenta para o
dobro. Este risco é ainda maior se os parentes forem diagnosticados antes dos 60 anos,
passando de um risco de duas vezes para quatro vezes superior, em compara¢ao com a

populagdo em geral (Dunn & Kazer, 2011; Rebello et al., 2021; Wang et al., 2018).

A histdria familiar de CaP pode estar relacionada com a existéncia de mutag¢des genéticas,
as quais sao passadas a descendéncia e aumentam o risco de desenvolver esta patologia (Rawla,
2019). Por exemplo, mutacdes em genes envolvidos na reparacdo do ADN e na sinaliza¢do dos
recetores de androgénios podem contribuir para o aumento do risco do aparecimento precoce
de CaP. As mutagGes que mais contribuem para o risco elevado de CaP sdo as que ocorrem no

gene de supressdo tumoral BRCA2 (do inglés breast cancer 2) e no gene HOXB13 (do inglés
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homeobox B13), que interage com os recetores de androgénios, aumentando o risco em 7-8
vezes e 3 vezes, respetivamente. A maioria dos casos de cancro da prdstata que evoluem para
o estadio metastatico corresponde a homens portadores destas mutacdes, tendo sido revelado
em estudos gendmicos que 15 a 35% dos doentes com CPMRC possuiam mutacdes nestes genes
(Rebello et al., 2021; Sathianathen et al., 2018). A descoberta de muta¢des que aumentam o
risco de CaP podera ser (til na detecdo precoce desta patologia em grandes popula¢des e

também no desenvolvimento de novas terapias (Wang et al., 2018).

1.2.3. Evolugao do cancro da prdstata

O cancro da prostata (CaP) é um tipo de cancro particularmente dificil de mimetizar na
investigagdo pré-clinica e clinica, devido & sua complexa patogénese. E uma patologia
progressiva e que evolui por varias etapas (Figura 8), que apresentam diferencas a nivel das
caracteristicas moleculares, da resposta a farmacos e, também, dos mecanismos de resisténcia
(Barbeau, 2018).
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Figura 8: Etapas da transformagdo maligna da prostata, comegando pela neoplasia intraepitelial e podendo progredir
até ao CaP metastatico. Adaptado de (Barbeau, 2018)

Atualmente, considera-se que a lesdao mais frequentemente precursora do CaP é a neoplasia
intraepitelial prostatica, com base em evidéncias patoldgicas, epidemioldgicas e citogenéticas.
Por exemplo, a neoplasia intraepitelial e o cancro da préstata demonstram semelhangas nas
anomalias cromossdmicas, na localizagdo preferencial na zona periférica, nas transi¢bes
morfoldgicas e também semelhangas moleculares e fenotipicas. Existem ainda indicios de que a
maioria das alteragdes na expressdo génica, relacionadas com a progressao do CaP, ocorre na
transi¢do do epitélio normal para a neoplasia intraepitelial prostatica e ndo na transigdo desta
para o CaP (Cardoso, 2013; Joshua et al., 2008; Marques, 2016; Packer & Maitland, 2016).
Histologicamente, a neoplasia intraepitelial prostatica é caracterizada pelo aparecimento de
hiperplasia epitelial luminal, com diminui¢do das células basais, aumento dos nucleos e dos

nucléolos, hipercromasia citoplasmatica, entre outros. Para além destas caracteristicas, as
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lesGes neoplasia intraepitelial prostatica apresentam geralmente um aumento dos marcadores
de proliferagdo celular (Joshua et al., 2008; Packer & Maitland, 2016; Shen & Abate-Shen, 2010).
A neoplasia intraepitelial prostatica pode ser classificada em lesdo de baixo grau ou de alto grau,

associadas a 20% e 80% dos casos de CaP, respetivamente (Beyzadeoglu et al., 2010).

A neoplasia intraepitelial prostatica provoca lesdes no tecido normal da prostata e, se ndo
for tratada, progride para um estado localizado de CaP. O CaP localizado é, na maioria das vezes,
morfologicamente heterogéneo e possui multiplos focos tumorais na préstata, podendo estes
focos apresentar diferencas genéticas entre eles. Mais de 95% dos casos de CaP sdo classificados
como adenocarcinomas, os quais possuem um fendtipo luminal e expressam recetores de
androgénios (Beyzadeoglu et al., 2010; Rebello et al., 2021; Shen & Abate-Shen, 2010; Tavares,
2019).

1.2.3.1. Importancia dos recetores de androgénios

A compreensdo da acdo dos androgénios na prostata e dos mecanismos de sinalizacao
associados aos seus recetores é essencial para entender a progressdo do CaP e o surgimento da
resisténcia a castracdo, contribuindo para a necessidade de aperfeicoamento e

desenvolvimento de novas terapias (Chandrasekar et al., 2015).

Os androgénios sdo os principais ligandos dos recetores de androgénios, sendo a
testosterona o androgénio circulante mais abundante. Estes sdo produzidos principalmente
pelas células de Leydig presentes nos testiculos (= 90%) e uma pequena parte pelo cortex da
glandula suprarrenal (= 10%), estando a sintese regulada pela hormona luteinizante (LH, do
inglés luteinizing hormone). No entanto, a testosterona circula principalmente ligada a globulina
transportadora de hormonas sexuais e a albumina e, apenas 3%, circula livre e esta
funcionalmente ativa. E a testosterona livre que penetra nas células da préstata e se difunde no
citoplasma, onde é convertida em 5a-dihidrotestosterona, pela enzima 5a-redutase, a qual esta
associada a uma elevada afinidade pelo dominio de ligacdo dos recetores de androgénios, 5
vezes superior a da testosterona livre (Chandrasekar et al., 2015; Fujita & Nonomura, 2019;
Harris et al., 2009; Marques, 2016; Tan et al., 2015).

Os recetores de androgénios sdo recetores nucleares codificados por um gene localizado no
cromossoma Xq11-12 e constituidos por quatro dominios funcionais: o dominio N-terminal, o
dominio central de interacdo com o ADN, o dominio curto de conexdo e o dominio C-terminal
(ou dominio de ligagdo), que é responsavel pelo reconhecimento e interagdo com o ligando. No
estado inativo, ou seja, quando ndo estd ligado a nenhum composto, localiza-se
predominantemente no citoplasma, ligado as proteinas de choque térmico (HSP, do inglés heat-
shock proteins) (Chandrasekar et al., 2015; Fujita & Nonomura, 2019; Shafi et al., 2013). A
conexdao da 5a-dihidrotestosterona ao dominio de ligacdo dos recetores de androgénios

provoca alteragdes conformacionais que levam a sua fosforilacdo e translocagéo para o nucleo,
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onde se ligam a regido promotora dos genes regulados por androgénios. Assim, ao ligar-se aos
recetores de androgénios, a 5a-dihidrotestosterona promove a sobrevivéncia, o crescimento, a
proliferacdo e a diferenciacdo das células da prdstata e estimula ainda a producdao do PSA
(Chandrasekar et al., 2015; Harris et al., 2009; Shafi et al., 2013; Tan et al., 2015).

Deste modo, os androgénios e a sua interacdo com os recetores de androgénios sdo
fundamentais para o desenvolvimento e o funcionamento normal da préstata, pois
desencadeiam diversas respostas biolégicas que asseguram a manutencdo das células. No
entanto, em situa¢cdes anormais, estdao também envolvidos no processo de carcinogénese do
CaP e contribuem para a sua evolugdo (Joshua et al., 2008; Silva, 2021). Esta comprovado que a
progressdo do CaP é acompanhada pelo aumento dos niveis séricos de PSA, o que significa uma
atividade elevada dos recetores de androgénios (Rebello et al., 2021; Shafi et al., 2013; Tan et
al., 2015).

Em suma, as células do CaP, a semelhanca das células normais da préstata, necessitam de
androgénios para crescer e sobreviver. Esta dependéncia androgénica foi descoberta em 1941,
por Charles Huggins e Clarence Hodges, que observaram uma regressdo dos tumores em
doentes com CaP apds castragdo (Huggins & Hodges, 1941; Wang et al., 2018). Por conseguinte,
a terapia de privacdo androgénica (ADT, do inglés androgen deprivation therapy), que consiste
na remocdo dos androgénios testiculares através de castracdo cirdrgica ou quimica, é
considerada a terapéutica de eleicdo de doentes com CaP avangado dependente de androgénios
(Calais da Silva, 2013; Harris et al., 2009; Wang et al., 2018).

1.2.3.2. Resisténcia a castragao

A terapéutica com ADT demonstra uma resposta inicial favoravel, com o decréscimo dos
niveis séricos de PSA em 80 a 90% dos doentes, contudo a regressdao do tumor é apenas
temporaria. Em 10 a 20% dos doentes com CaP verifica-se que 12 a 18 meses apds o inicio da
ADT, as células cancerigenas se tornam resistentes a esta terapia hormonal e o tumor reincide,
passando a designar-se por cancro da prostata resistente a castragdo (CPRC). Os doentes neste
estadio da doenca deixam de responder a ADT como primeira linha. A resisténcia a castra¢do
caracteriza-se pela progressao da doen¢ca em doentes com uma concentra¢ao de testosterona
circulante inferior a 50 ng/dL (Bahl, 2013; Chandrasekar et al., 2015; Rodrigues et al., 2014; Tan
etal., 2015).

Os mecanismos responsaveis pela resisténcia a castracdo ainda ndo se conhecem na
totalidade. No entanto, foram definidas possiveis razGes para a evolugdo para o CPRC,
salientando o aumento da expressdo dos recetores de androgénios nas células tumorais, as
mutacles nos genes dos recetores de androgénios e a ativacdo destes recetores por vias
independentes dos seus ligandos. O aumento da expressao dos recetores de androgénios nas

células tumorais confere maior sensibilidade aos seus agonistas (androgénios), assim como o
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aumento da sintese intratumoral da 5a-dihidrotestosterona, elevando os seus niveis para
valores capazes de ativar os recetores de androgénios. As mutacdes nos genes dos recetores de
androgénios levam a substituicdes nos aminoacidos dos dominios de ligacao, o que provoca uma
diminuicdo da sua especificidade e seletividade que, por sua vez, torna os recetores de
androgénios sensiveis a outros tipos de ligandos ndo-androgénicos. A ativacdo dos recetores de
androgénios pode também ser efetivada por vias independentes dos ligandos, tais como o IGF-
1 (do inglés insulin-like growth-factor-1), o KGF (do inglés keratinocyte growth factor) e o EGF
(do inglés epidermal growth factor) (Chandrasekar et al., 2015; Harris et al., 2009; Katsogiannou
etal., 2015; Tan et al., 2015). Todos estes mecanismos operam em conjunto, com o objetivo de
aumentar a atividade dos recetores de androgénios, promovendo uma sinalizagdo anormal
destes recetores e, consequentemente, o desenvolvimento da resisténcia a castragdo (Silva,
2021; Tan et al., 2015).

1.2.3.3. Cancro da prdstata metastatico resistente a castragao

Cerca de 10 a 20% dos doentes com CaP apresentam metdstases aquando do diagndstico e,
dos que sdo diagnosticados com CaP localizado, entre 20 e 30% irdo desenvolver metastases no
futuro (Bahl, 2013). Relativamente aos doentes com CPRC, aproximadamente 90% desenvolvem
metastases, o que se deve principalmente ao facto das células que desenvolvem resisténcia a
castracdo se tornarem altamente invasivas. O CPRC, ao evoluir para doenga metastatica, passa
a denominar-se cancro da préstata metastatico resistente a castracdo (CPMRC) e constitui a
principal causa das mortes por CaP, estando associado a uma taxa de sobrevida muito baixa
(Marques, 2016; Silva, 2021; Wang et al., 2018).

Normalmente, o CaP metastiza primeiro para os ganglios linfaticos adjacentes aos tumores
primarios e depois para 6rgdos mais distantes, como o figado, os pulmses, a pleura e,
principalmente, os ossos (Shen & Abate-Shen, 2010; Wang et al., 2018). A metastizacdo é um
processo complexo e que pode ser dividido em cinco passos principais constituintes da cascata
metastdtica (Figura 9). Esses passos sdo a migracdo das células tumorais através da membrana
basal e do estroma do tumor primario, a intravasdo das células tumorais para a circulagido
sanguinea e/ou linfatica, a sobrevivéncia das células tumorais na circulacdo, caracterizada pela
resisténcia destas células ao ataque pelo sistema imune, o extravasamento das células dos vasos
sanguineos para o local metastatico, atravessando a barreira endotelial e, por fim, a colonizacdo
dos orgdos-alvo onde se irdo desenvolver os tumores secunddrios. No entanto, apds o
extravasamento das células tumorais para o local metastatico, estas podem permanecer num
periodo de dorméncia e, passado algum tempo, retomarem o seu crescimento e proliferagao
(Hapach et al., 2019; Marques, 2016; Suhail et al., 2019).
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Figura 9: Esquema representativo das etapas principais da cascata metastatica. Retirado de (Hapach et al., 2019)
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As metdstases dsseas sao as mais comuns no CPMRC, estando presentes em mais de 80%
dos doentes neste estadio da doenca (Rebello et al., 2021). As regies mais frequentemente
afetadas no processo de metastizacdo dssea sdo os 0ssos do esqueleto axial, que contém a
medula dssea (M. Morris et al., 2019). As metastases dsseas podem levar ao aparecimento de
diversos sintomas e sinais, como dores fortes na regido dorso-lombo-sagrada e na pélvis, assim
como fraturas dsseas frequentes, falta de mobilidade, compressdao da medula espinhal,
hipercalcemia, entre outros. Todos estes sintomas afetam negativamente a qualidade de vida
dos doentes e contribuem para a diminui¢do do tempo de sobrevida (Bahl, 2013; Marques,
2016; Chris Parker et al., 2018; Rebello et al., 2021).

Para uma melhor compreensdo da evolugdo das metastases dsseas a partir de células de
CaP, é util comecar pela andlise da composicdo do osso. O osso € um material natural e muito
heterogéneo, constituido por uma parte organica e uma parte inorganica. A parte organica é
composta essencialmente por colagénio do tipo | (90%) e também por proteinas ndo colagénicas
(5%) e lipidos (2%). O componente principal da parte inorganica sdo os cristais de hidroxiapatite,
constituidos por calcio e fosfato. A concentragdo de cada um destes constituintes no 0sso varia
com a idade, o género, a etnia e o estado de saude, pelo que variagdes na composicdo mineral
do osso podem ser indicativas de doenca (Boskey, 2013; Silva, 2021; Von Euw et al., 2019).
Assim, a integridade dssea é mantida e controlada através de um ciclo continuo de reabsor¢do
Ossea e formacdo de novo osso ao longo da vida. A reabsorcdo dssea é realizada unicamente
pelos osteoclastos, cuja formacdo é controlada pelo RANKL (do inglés receptor activator of

nuclear factor-kB ligand) e pelo M-CSF (do inglés macrophage colony-stimulating factor). Por

46



Introducao

outro lado, a formacgao de novo osso é realizada pelos osteoblastos e resulta da prolifera¢do das
SSCs (do inglés primitive skeletal stem cells), da sua diferenciagio em precursores dos
osteoblastos (osteoprogenitores e pré-osteoblastos), maturacdo desses precursores em
osteoblastos, formacdo de matriz dssea e, por fim, mineralizacdo. E a acdo coordenada e
equilibrada destes dois tipos de células que assegura a homeostasia dssea, o equilibrio e a saude
do esqueleto, mas pode também influenciar o comportamento das células tumorais (Body et
al., 2015; Croucher et al., 2016).

Assim que as células do CaP colonizam a medula dssea, vao interagir com os diferentes
componentes do microambiente dsseo através das vias de sinalizagdao. Deste modo, as
metdstases &sseas sdo estabelecidas através de mecanismos complexos que envolvem
interacGes das células cancerigenas com os osteoblastos, os ostedcitos, os osteoclastos, as
células estaminais da medula dssea e as células hematopoiéticas. Ou seja, as células do CaP
libertam fatores de crescimento que, por sua vez, induzem a desregulacdo do ciclo de formacao
e renovacdo 6ssea normal e levam a um aumento, sobretudo, da atividade osteoblastica. Este
aumento, por sua vez, estimula a atividade osteoclastica através da secrecdao de RANKL pelos
osteoblastos. Consequentemente, os osteoblastos e os osteoclastos expressam também fatores
de crescimento que promovem a proliferacdo e a sobrevivéncia das células do CaP. Este
mecanismo de feedback positivo entre as células tumorais, os osteoblastos e os osteoclastos
constitui um “ciclo vicioso” (Figura 10) de formacdo e reabsorcdo dsseas, o qual suporta o
crescimento e a progressao das metastases (Body et al., 2015; Furesi et al., 2021; M. Morris et
al., 2019; Suominen et al., 2019; Wang et al., 2018).
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Figura 10: “Ciclo vicioso” das metastases dsseas. Retirado de (Furesi et al., 2021)
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1.2.4. Diagnéstico

O cancro da prostata em estadio inicial € normalmente assintomatico, ja que o tumor,
devido ao seu pequeno tamanho, ndo exerce pressao na uretra (Bahl, 2013). Quando o tumor
progride, o doente comeca entdo a manifestar alguns sinais e sintomas, tais como um fluxo fraco
de urina, a vontade constante de urinar, a dificuldade em esvaziar completamente a bexiga, a

dor ao urinar e sangue na urina e/ou no sémen (National Cancer Institute, 2021).

O diagnéstico do CaP tem sofrido mudancgas radicais ao longo dos anos, tendo aumentado
a preocupacdo com a detecdo da doenga numa fase precoce, enquanto o tumor estd localizado
apenas na prostata e é potencialmente curavel. Nos ultimos anos, o CaP passou de uma doencga
encontrada num estadio avancado e/ou metastizado para uma doenca que é frequentemente
identificada em exames de rastreio, num estddio inicial. O diagndstico precoce resulta numa
taxa de sobrevida em 5 anos de aproximadamente 100%, enquanto a presenga de metdastases
leva a uma diminuicdo drastica desta taxa. Daqui resulta a grande importancia da detecdo
precoce do CaP, tanto para o aumento da probabilidade de sobrevivéncia, como para a aplicacdo
de terapias eficientes, havendo um maior nimero de op¢des terapéuticas disponiveis (Borley &
Feneley, 2009; Haberkorn et al., 2016; Schatten, 2018; Sp, 2013).

Os exames de rastreio sdo, normalmente, o primeiro recurso para detetar o CaP em
individuos assintomaticos, com o objetivo de melhorar a discriminacdo progndstica dos tumores
gue requerem uma terapia inicial ou que devem ser monitorizados através de uma vigilancia
ativa (Rebello et al., 2021). O principal exame de diagndstico consiste na medicdo do nivel do
PSA no sangue, um exame acessivel e ndo-invasivo. Este antigénio atua como biomarcador e, tal
como o nome indica, é secretado pelo epitélio prostatico. De acordo com a American Cancer
Society, um nivel sérico de PSA acima dos 4 ng/mL é considerado anormal. De acordo com os
dados disponiveis, os niveis séricos de PSA estdo acima do valor de referéncia em cerca de 50%
dos homens num estadio inicial da doenga e em mais de 80% dos homens num estadio mais
avang¢ado. No entanto, como é um biomarcador ndo especifico do tumor maligno, mas sim do
orgdo, este liga-se tanto aos tecidos malignos como benignos da préstata, o que faz com que os
valores do PSA possam, também, estar elevados mesmo na auséncia de CaP (Borley & Feneley,
2009; Sp, 2013). Por estes motivos, este método de diagndstico é considerado incerto e
duvidoso, o que levou ao desenvolvimento de exames de diagndstico mais precisos e especificos
do cancro da préstata, como a medicdo do antigénio da membrana especifica da proéstata
(PSMA, do inglés prostate-specific membrane antigen). Contudo, o teste do PSA continua a ser

o mais amplamente utilizado (Haberkorn et al., 2016).

Outro exame de rastreio muito utilizado, juntamente com o teste do PSA, é o toque retal,
que consiste na palpacdo fisica da préstata através do reto para avaliar as dimensdes, o volume,
a consisténcia e a sensibilidade da préstata (National Cancer Institute, 2021; Rebello et al.,
2021). As diretrizes da Sociedade Americana do Cancro para a deteg¢do precoce do CaP incluem

o rastreio anual através do teste dos niveis séricos de PSA e do toque retal, para homens acima
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dos 50 anos (Pallwein et al., 2008). Tendo em conta os resultados destes exames e outros
fatores, como a idade, a histéria familiar de CaP e/ou de mutag¢des associadas a esta patologia,
o médico decide se sdo necessdrios métodos de diagndstico complementares, nomeadamente
a ecografia transretal, a ressonancia magnética multiparamétrica ou a tomografia
computorizada. Nos ultimos anos, as técnicas de imagem tém desempenhado um papel cada

vez mais importante na detecao do CaP (Rebello et al., 2021; Sarkar & Das, 2016).

Quando os resultados dos exames de rastreio estdo fora do normal e levantam suspeitas, é
indicada a realizacdo de uma bidpsia prostdtica, a qual é determinante para a confirmacao do
diagndstico. O método mais comum é a bidpsia transretal, que consiste na remocao de amostras
de tecido da prdstata, da zona periférica e especialmente de regidGes suspeitas, através da
insercdo de uma agulha fina pelo reto. Este procedimento é geralmente guiado por ecografia,
que ajuda a localizar com precisdo o local de onde se pretende retirar as amostras (Dunn &
Kazer, 2011; Rebello et al., 2021; Sathianathen et al., 2018). De um ponto de vista cirurgico, a
bidpsia prostdtica é um procedimento invasivo que pode ter vdrias complicacbes pos-
operatdrias. Para ultrapassar estes obstaculos, tem-se desenvolvido e avaliado o potencial da
utilizacdo dos fluidos corporais, como o sangue e a urina, na detecdo precoce do CaP como
método minimamente invasivo. Estes fluidos contém diversos biomarcadores que podem ser
Uteis no diagndstico e no progndstico do CaP, tais como células tumorais circulantes, vesiculas

extracelulares, ARN e microARNSs circulantes (Munteanu et al., 2020).

No caso de as amostras recolhidas confirmarem a presenca de CaP, a agressividade do
tumor é classificada usando o sistema de Gleason, desenvolvido por Donald Gleason em 1966 e
que continua a ser utilizado na prética clinica até aos dias de hoje. E um sistema de classificagdo
histopatoldgico que se baseia nas caracteristicas histoldgicas das células de CaP, nomeadamente
a extensdo da diferenciagdo glandular e o padrdo de crescimento no estroma (Sathianathen et
al., 2018). A escala de Gleason esta dividida em cinco graus, em que o grau 1 corresponde a uma
elevada diferenciacdo e o grau 5 a uma baixa diferenciacdo (Bahl, 2013; Rebello et al., 2021;
Sehn, 2018). Quanto maior o grau, maior a agressividade do tumor e, consequentemente, maior
a rapidez com que o tumor pode crescer e disseminar para outras regides (Beyzadeoglu et al.,
2010). Esta escala foi sofrendo algumas alteragdes ao longo dos anos (Sehn, 2018) e a Figura 11
ilustra a comparacdo entre o sistema de classificacdo original proposto por Gleason e o sistema

atual.
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Figura 11: Evolugdo da escala de Gleason. a) Escala original, b) Escala atual, estabelecida pela International Society of
Urological Pathology (ISUP), em 2014. Adaptado de (Paner et al., 2019)

1.2.4.1. Estadiamento

Apds o diagnodstico de CaP e considerando os resultados dos exames referidos no tépico
anterior, sdo realizados testes complementares para verificar se as células tumorais estdo
confinadas exclusivamente a préstata ou se ja se disseminaram para outras partes do corpo,
sendo este processo denominado estadiamento. No caso do CaP, estes testes so se realizam se
o doente apresentar sintomas ou sinais de que o tumor se espalhou para outros locais, mais
especificamente dores nos 0ssos, uma concentragdo sérica elevada de PSA e/ou um elevado
score de Gleason. A determinac¢do do estddio da doenca é essencial para escolher a melhor

terapia e prever a resposta do doente ao tratamento (National Cancer Institute, 2021).

Os exames de imagem médica permitem avaliar a extensdo da doenga, sendo os mais
comuns a Ressonancia Magnética (RM), a tomografia computorizada (TC), a tomografia por
emissdo de positroes (PET) e a cintigrafia dssea. A RM ¢é utilizada, especialmente, em casos de
doenca localizada. A TC é recomendada para doentes com niveis séricos elevados de PSA,
principalmente para verificar se o tumor se disseminou para os ganglios linfaticos préximos. No
que toca a PET, tem crescido o interesse no uso desta técnica de imagiologia no estadiamento
do CaP, com a utilizacdo de varios radiotracadores com afinidade pelas células de CaP, tais como
a 1C-colina, a *®F-fluorocolina, a ®F-fluciclovina e o F-fluoreto de sddio. A cintigrafia dssea com
derivados dos fosfonatos marcados pelo ™Tc é principalmente usada na dete¢do de metéstases
dsseas, bastante comuns no CPMRC (Ghafoor et al., 2019; Litwin & Tan, 2017; Marques, 2016;
National Cancer Institute, 2021).
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O sistema de estadiamento do CaP mais comum baseia-se na classificagdo TNM (do inglés
tumour-node-metastasis), desenvolvida inicialmente pelo American Joint Committee on Cancer
em 1978, e mais recentemente atualizada com novos parametros tumorais (Sathianathen et al.,
2018). O sistema TNM classifica o tumor tendo em conta a sua extensdo pelo organismo,
nomeadamente o tumor primdrio (categoria T), a extensdo para os ganglios linfaticos regionais
(categoria N) e a existéncia de metastases a distancia (categoria M), sendo que cada categoria é
ainda dividida em subcategorias (Bahl, 2013; Dunn & Kazer, 2011; Schatten, 2018).

Com base no nivel sérico de PSA, nos resultados do toque retal e da bidpsia prostatica, no
grau de Gleason atribuido ao tumor e na classificacgdo TNM, os doentes com cancro da préstata
sdo estratificados em categorias de risco baixo, de risco intermédio ou de risco elevado (Dunn
& Kazer, 2011).

1.2.5. Terapéutica

Existem diferentes op¢Oes terapéuticas para os doentes com cancro da préstata, pelo que é
necessario ter em conta certos fatores a fim de escolher o melhor plano de tratamento. Alguns
desses fatores sdo o estadio e grau do tumor, a idade, a expectativa de vida, o estado de saude,
a probabilidade de cura e os possiveis efeitos secundarios de cada terapia (American Cancer
Society, 2022; Rebello et al., 2021).

Os homens diagnosticados com CaP localizado tém trés opg¢des terapéuticas principais, a
vigilancia ativa, a prostatectomia radical e a radioterapia. A vigilancia ativa consiste na
monitorizagdo da progressao do CaP sem realizagdo de nenhum tratamento e inclui a realizagao
do teste do PSA a cada 6 meses, do toque retal pelo menos uma vez por ano, da bidpsia
prostatica e de exames de imagem a cada 1-3 anos. Quando se observam alteragdes nos
resultados dos exames e/ou o tumor comega a evoluir, sdo entdo consideradas opgbes de
tratamento (Litwin & Tan, 2017; National Cancer Institute, 2021). A prostatectomia radical é
indicada quando o CaP se encontra, ainda, confinado a préstata e consiste num procedimento
cirdrgico para remocdo de todo o 6rgdo e também de algum tecido circundante, incluindo as
vesiculas seminais e, em alguns casos, os ganglios linfaticos préximos (Schatten, 2018; Silva,
2021). A radioterapia é cada vez mais comum como tratamento do CaP localizado,
nomeadamente a radioterapia externa e a interna, a braquiterapia, podendo também ser usada
apods a remogao da prostata, no caso do tumor ndo ter sido removido na totalidade ou em caso

de reincidéncia (American Cancer Society, 2022).

Tal como ja foi referido, devido a dependéncia androgénica do CaP avancado, o tratamento
standard para os doentes neste estddio da doenga é a ADT, também denominada terapia
hormonal (Calais da Silva, 2013). E um tratamento cujo objetivo é reduzir os niveis de
androgénios ou bloquear a sua atividade e, consequentemente, impedir que estes continuem a

estimular a prolifera¢do das células de CaP, levando a diminui¢do do tamanho do tumor e ao
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abrandamento da velocidade da sua progressdo. Existem dois tipos principais de terapia

hormonal, a castragdo cirurgica e a castracao médica (American Cancer Society, 2022).

A castracgdo cirurgica, ou orquiectomia, € um procedimento cirdrgico para remover um ou
os dois testiculos, que sdo a principal fonte de androgénios e, assim, reduzir a quantidade de
hormonas produzidas. Como resultado, a maioria dos tumores deixa de crescer e regride

durante algum tempo (National Cancer Institute, 2021; Sathianathen et al., 2018).

A castracdo médica, ou quimica, consiste na administracdo de medicamentos que levam a
diminuicdo dos niveis de androgénios no sangue, tais como os estrogénios, os agonistas da
hormona libertadora da LH (LHRH, do inglés luteinizing hormone-releasing hormone) e os
antagonistas da LHRH. Os estrogénios tém um efeito de feedback negativo sobre o hipotalamo
pois diminuem a producdo de LHRH e, como consequéncia, hda um decréscimo da secre¢do da
LH e os testiculos deixam de ser estimulados a produzir testosterona. Os agonistas da LHRH tém
a capacidade de diminuir a quantidade de testosterona produzida pelos testiculos, através da
inibicdo enddécrina completa deste 6rgdo. Os antagonistas da LHRH promovem a supressdo da
LH, através de um mecanismo de inibicdo competitiva pelos recetores da GnRH (do inglés
gonadotropin-releasing hormone), provocando uma diminuicdo mais rdpida dos niveis de

testosterona (American Cancer Society, 2022; Calais da Silva, 2013; Marques, 2016).

Atualmente, os doentes com cancro da prdstata metastatico resistente a castragcdo (CPMRC)
continuam sem nenhuma opgdo terapéutica curativa e a maioria delas sdo apenas paliativas.
Um dos tratamentos standard de 12 linha do CPMRC é a quimioterapia com docetaxel. Quando
o tumor progride, sdo recomendados, como terapéutica de 22 linha, outros agentes
quimioterapéuticos, como o cabazitaxel (Calais da Silva, 2013). Na ultima década, as opg¢des para
o tratamento deste estddio avancado do CaP tém sofrido alteragBes significativas,
nomeadamente no que toca ao aumento da taxa de sobrevida. Desde 2010, foram aprovados
pela FDA (do inglés Food and Drug Administration) novos agentes terapéuticos para o CPMRC,
tais como o acetato de abiraterona, a enzalutamida, o sipuleucel-T, o denosumab e o dicloreto
de radio-223 (Bahl, 2013; Frieling et al., 2015; Rebello et al., 2021). Estas terapias, e outras que

se encontram em desenvolvimento, podem ser observadas na Figura 12.

As metdstases Osseas sdo frequentes em casos de CPMRC, ja que quase todos os homens
gue morrem de cancro da prdstata apresentam eventos esqueléticos. Por este motivo, a saude
dssea tem sido um dos focos terapéuticos adicionais no tratamento deste estadio da doenca,
com o surgimento de novas terapias, tais como o denosumab, os bisfosfonatos e os
radiofarmacos dirigidos para o osso (Frieling et al., 2015; Litwin & Tan, 2017). Estes ultimos
permitem depositar uma grande dose de radiagdao nas metastases dsseas, evitando danos nos
tecidos sauddveis proximos (American Cancer Society, 2022). Entre os radiofarmacos aprovados
para terapéutica do CPMRC existem os emissores de particulas beta ou alfa. Os emissores beta
mais usados no tratamento paliativo das dores dsseas s30 o estroncio-89 (5°Sr) (Metastron®) e o

4cido etilenodiaminatetrametileno fosfénico marcado com samario-153 (**3Sm-EDTMP)
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(Quadramet’). Embora os ensaios clinicos demonstrem uma diminui¢do da dor e uma melhoria
da qualidade de vida dos doentes de CPMRC tratados com estes radiofdarmacos, nao se verificou
nem o prolongamento da sobrevida, nem o decréscimo da frequéncia dos eventos esqueléticos.
Com o objetivo de colmatar estas falhas, investigou-se o potencial terapéutico do emissor
predominantemente alfa radio-223 (Body et al., 2015; Ingrosso et al., 2018; Marques, 2016;
Silva, 2021).
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Figura 12: Terapias do CPMRC, aprovadas e em desenvolvimento, e respetivos alvos. Retirado de (Frieling et al., 2015)

1.3. Radio-223 no tratamento do CPMRC

O radioisotopo radio-223, ao ligar-se ao ido cloreto, forma o dicloreto de radio-223
(23RaCl,), que constitui o radiofdrmaco usado no tratamento de metastases ésseas em doentes
com CPMRC, mas que ndo apresentam metdstases viscerais. Este radiofarmaco é comercializado
pela empresa farmacéutica Bayer com o nome comercial Xofigo" (Bayer Pharma), sendo
comumente designado apenas por radio-223. O radio-223 foi o primeiro emissor alfa aprovado
pela FDA e pela EMA (do inglés European Medicines Agency) para fins terapéuticos (European
Medicines Agency, 2013; M. Morris et al., 2019).

A aprovagdo do radio-223 baseou-se principalmente no ensaio ALSYMPCA (do inglés
Alpharadin in SYMPtomatic Prostate CAncer), um ensaio clinico de fase Ill realizado com o
objetivo de investigar a biodistribuicdo, a dosimetria, a eficdcia e a seguranca do uso deste
radiofarmaco. Neste ensaio, 921 doentes com CPMRC e metastases dsseas sintomaticas, mas

sem metastases viscerais, foram distribuidos aleatoriamente por dois grupos. O primeiro grupo
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recebeu 6 injecBes de radio-223 a uma dose de 50 kBqg/kg, em intervalos de 4 semanas. O
segundo grupo recebeu placebo e, para além disso, alguns cuidados standard, que incluiram
terapias hormonais, bisfosfonatos e radioterapia externa. Quando comparados os dois grupos,
verificou-se uma resposta positiva dos doentes ao radiofdrmaco, tendo aumentado o tempo de
sobrevida em 3,6 meses. Para além destes resultados, observou-se ainda um atraso no
aparecimento dos primeiros eventos esqueléticos sintomdticos, um alivio significativo da dor e
uma melhoria na qualidade de vida dos doentes (Lewis et al., 2015; Liepe & Shinto, 2016; C.
Parker et al., 2013). Apesar de promissor, em 2018, a EMA restringiu o uso do radio-223 devido
ao aumento da mortalidade e de fraturas dsseas observadas no ensaio ERA-223. Neste sentido,
a EMA recomendou o seu uso exclusivamente a doentes que tenham sido submetidos a, pelo
menos, duas terapias prévias e que ja ndo possam receber mais nenhuma (M. Morris et al.,
2019).

1.3.1. Administracao, farmacocinética e dosimetria

O radio-223 apresenta-se em frascos-ampola na forma de solucdo injetavel isotdnica
limpida, incolor e com pH entre 6,0 e 8,0. Cada frasco-ampola contém 6 mL de solucdo de
223RaCl, com uma atividade especifica inicial de 1100 kBg/mL, aquando da sua producdo
(European Medicines Agency, 2013). O tempo de meia-vida do radio-223 é de 11,4 dias, o que
permite uma fécil preparacdo, distribuicdo e administracdo do radiofarmaco (Marques et al.,
2018).

Relativamente a administracdo do radio-223, este é administrado no doente por via
intravenosa, uma vez a cada 4 semanas, num total de 6 injecGes. A atividade recomendada é de
55 kBg/kg em cada inje¢do. Durante a realizacdo do tratamento, é monitorizado o perfil
bioquimico do doente de modo a assegurar a continuidade do tratamento (Pandit-Taskar et al.,
2014; Shore, 2015). Apesar da dose administrada ao doente ser baixa em compara¢do com
outros radiofarmacos, recomenda-se a adog¢do do principio ALARA (do inglés As Low As
Reasonably Achievable), ou seja, a minimizagdo do tempo passado nas areas de radiagdo, a
maximizacdo da distancia em relacdo as fontes de radiagdo e a utilizacdo de protecdo adequada

(European Medicines Agency, 2013).

Depois de injetado, o radio-223 é absorvido preferencialmente no osso e nas metastases
Osseas, devido ao facto de ser um mimico do calcio. De acordo com alguns estudos
farmacocinéticos, concluiu-se que cerca de 60% da atividade administrada é incorporada nos
0ssos e a restante no intestino, nas primeiras 4 horas apds a inje¢do, ndo se observando
captacdo significativa nos outros érgdos (European Medicines Agency, 2013; Liepe & Shinto,
2016; Marques et al., 2018). A Tabela 1 mostra a dosimetria do radio-223 para alguns érgdos. O
radiofarmaco é excretado, principalmente, através das fezes e uma percentagem muito menor,

cerca de 5%, através da urina (Pandit-Taskar et al., 2014).
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Tabela 1: Dosimetria do radio-223 no corpo humano. Adaptado de (Pandit-Taskar et al., 2014)

Superficie 6ssea 4262,60
Medula éssea vermelha 513,51
Parede inferior do intestino 171,88
Parede da bexiga 14,9
Rins 11,86
Ovarios 1,8
Parede uterina 0,94
Testiculos 0,31

Um estudo mais detalhado da farmacocinética do radio-223 e das doses de radiacdo
absorvidas nos tecidos normais e tumorais pode contribuir para a otimiza¢cdo dos planos de
tratamento, a maximizacao dos efeitos anti-tumorais deste medicamento e a minimizacao das

lesGes nos tecidos saudaveis (M. Morris et al., 2019).

1.3.2. Mecanismo de a¢ao do radio-223

O rddio-223 é um mimico do calcio e é incorporado em regides de elevada renovagdo dssea
e atividade osteobldstica, como é o caso das metdstases dsseas de CaP, onde se liga
seletivamente a superficie dos ossos e substitui o calcio nos complexos de hidroxiapatite, sendo
também ativamente incorporado pelos osteoblastos (Shore, 2015; Suominen et al., 2019). Apds
a sua deposicao na matriz éssea, o radio-223 emite particulas de elevada energia e que possuem
um modo de acdo dupla. Por um lado, as particulas alfa emitidas atuam diretamente nas células
tumorais, induzindo lesGes e morte celular. Por outro lado, estas particulas também interagem
com o “ciclo vicioso” entre os osteoblastos e os osteoclastos e, consequentemente, induzem a
interrup¢do do mecanismo de feedback positivo entre estas células e as células tumorais, o que
leva a supressdo da formacgédo e progressdo das metastases dsseas e a estabilizacdo da estrutura
normal do osso (Marques et al., 2021; M. Morris et al., 2019; Suominen et al., 2017). O

mecanismo de ac¢ao do rddio-223 encontra-se representado na Figura 13.
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Figura 13: Mecanismo de agdo do radio-223 nas metdstases dsseas. Retirado de (Suominen et al., 2019)

Tal como referido anteriormente, o reduzido poder de penetracdo e a elevada LET das
particulas alfa permitem a deposicdo de uma grande quantidade de energia nas células
tumorais, enquanto as células saudaveis circundantes recebem uma dose de radiacdo baixa ou
mesmo nula, o que resulta numa toxicidade hematolégica limitada e poucos efeitos secundarios
associados a este radiofarmaco. Por estas razées, o radio-223 tem-se tornado numa escolha

apelativa para o tratamento de lesGes dsseas em doentes com CPMRC (Suominen et al., 2019).

Apesar dos avangos na compreensdo deste mecanismo, existem ainda certos aspetos que é
necessario investigar e esclarecer, nomeadamente a nivel molecular, tais como a localizacdo do
radiofdrmaco no interior das células tumorais, o modo de interagdo com os outros constituintes
da metastase e o modo de intercalagdo do radio-223 na estrutura cristalina do osso (Marques
etal., 2021).

1.4. Culturas celulares tridimensionais (3D)

1.4.1. Evolugao das culturas celulares: do 2D ao 3D

Os estudos pré-clinicos, tanto em modelos animais como em culturas celulares, sao
extremamente importantes para a investigacdo biomédica e desenvolvimento de novas
terapéuticas para o cancro e outras doengas, precedendo os ensaios clinicos. No entanto, as
experiéncias com animais tém certas limitag¢des, incluindo o facto dos animais responderem aos
agentes patogénicos de forma diferente dos humanos, assim como as controversas questées

éticas relacionadas (Sakalem et al., 2021). Por sua vez, as culturas celulares tradicionalmente
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utilizadas, que consistem em crescer as células em monocamada (2D), permitem uma rapida
replicacdo e o estabelecimento de culturas de longo prazo, além de que sao de baixo custo, facil
manipulagdo e manutengdo simples. Contudo, nas culturas 2D, todas as células estdao expostas
aos mesmos niveis de nutrientes, oxigénio, fatores de crescimento, citoquinas, entre outros, o
gue ndo mimetiza corretamente o ambiente in vivo tridimensional dos tecidos e tumores. Outras
limitagOes das culturas 2D sdo as reduzidas intera¢des célula-célula e célula-matriz extracelular,
baixa diferenciacao celular, proliferacdao mais rapida do que nos tumores in vivo e perfil genético

modificado quando comparado com o tecido in vivo (Caleffi et al., 2021; B. Pinto et al., 2020).

Com o objetivo de ultrapassar estas limitacdes, a cultura celular tem sofrido avancos
significativos com o desenvolvimento de modelos celulares 3D. No geral, as culturas 3D, em
comparag¢do com as 2D, constituem uma representagdo mais precisa e real do microambiente
celular in vivo, principalmente em termos da comunicacdo entre as células e a matriz
extracelular, mas também da expressdao génica, da morfologia, da proliferacdo e da
diferenciacdo celular, da polaridade, das vias de sinalizacao, dos mecanismos moleculares e dos
gradientes de nutrientes e de oxigénio. Assim, as culturas celulares 3D estabelecem uma ligacdo
entre as culturas 2D e os ensaios clinicos, reduzindo as experiéncias in vivo em modelos animais
(Sebdk et al., 2021; Silva, 2021; Suckert et al., 2021).

1.4.2. Tipos de culturas celulares 3D

Existem varios modelos celulares 3D, sendo os mais comuns os esferoides e os organoides.
Os esferoides sdo culturas celulares, geralmente, com uma forma aproximadamente esférica,
constituidos ou por um Unico tipo de células (culturas homotipicas) ou por varios tipos de células
(culturas heterotipicas) que se agregam para formar uma estrutura tridimensional capaz de

melhor mimetizar um determinado tecido ou 6rgdo. O tamanho dos esferoides varia

dependendo do nimero de células cultivadas e do ou dos tipos de células. Estes fatores podem
ainda influenciar a capacidade de estabelecer ligagdes célula-célula e célula-matriz extracelular,
refletindo-se na morfologia dos esferoides, que podem ser mais ou menos irregulares. E
importante ter em conta que quanto maior for o tamanho dos esferoides, maior a probabilidade
de desenvolverem um core necrdtico e hipdxico, o que deve ser controlado na pratica

experimental (Caleffi et al., 2021; Sakalem et al., 2021; ThermoFisher, 2020a).

Os organoides sao estruturas mais complexas do que os esferoides, como se pode observar
na Figura 14, constituidas por pelo menos um tipo de células epiteliais e um tipo de células
mesenquimais. Os organoides diferenciam-se dos esferoides essencialmente pela capacidade
de replicarem funcdes fisioldgicas do tecido que mimetizam. Representam multiplos tecidos que
formam um determinado 6rgao, ou um fragmento de um 6rgao, necessitando de mais tempo
para se formarem. A possibilidade de usar diferentes tipos de células no mesmo organoide

permite uma representacdao mais real da funcionalidade e diferenciacdo dos tecidos. Alguns
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exemplos de organoides ja produzidos sdo “mini pulmdes”, “mini cora¢des” e “mini cérebros”.
Tanto nos esferoides como nos organoides, as células apresentam a capacidade de se
organizarem espontaneamente, depositarem matriz extracelular e formarem microambientes

especificos (Sakalem et al., 2021; Suckert et al., 2021).

Monolayer Organoid

(plastic flask surface)

Figura 14: Representagdo de culturas 2D, esferoides e organoides. Adaptado de (Sakalem et al., 2021)

Nos ultimos anos, tém sido propostos varios modelos para a formacdo de culturas 3D, tais
como a técnica hanging drop, a cultura de sobreposi¢do liquida (do inglés liquid overlay

technique), o uso de scaffolds, os hidrogéis e os modelos magnéticos.

A técnica hanging drop consiste no cultivo de células em gotas suspensas que, devido a agdo
conjunta da tensdo superficial e da for¢a gravitacional, promove a agregacdo espontanea das
células em esferoides. Embora seja uma técnica de baixo-custo e ndo necessite de
equipamentos especificos, possui algumas limitagdes, tais como a dificuldade na sua execugdo

e na transferéncia dos esferoides para outra superficie (Caleffi et al., 2021).

Na cultura de sobreposicdo liquida, as células sdo cultivadas numa superficie ndo-aderente
que as repele e promove a agregacdo umas as outras em esferoides. As plataformas de cultura
mais utilizadas nesta técnica sdo as placas ultra-low attachment (ULA), que englobam as placas
revestidas com biomateriais repelentes como, por exemplo, a agarose e o agar, e as placas feitas
de materiais com propriedades anti-adesivas, promovendo a formacado de esferoides no centro
dos pocos, que podem ser de fundo plano ou redondo. A superficie deve ser ndo citotdxica,
biologicamente inerte e ndo degradavel. E uma das técnicas mais utilizadas recentemente na
producdo de agregados celulares 3D, devido a sua simplicidade, facilidade de execucgdo e
possibilidade de produzir esferoides em larga-escala e de os manter em cultura a longo-prazo
(Costa et al., 2014, 2018; Metzger et al., 2011).

Os modelos magnéticos baseiam-se na magnetizacdo das células com nanoparticulas
magnéticas de ouro, oxido de ferro e poli-L-lisina, designadas NanoShuttle™-PL, que se ligam as
células em monocamada, através de interagOes eletrostaticas com a membrana celular. Apds

magnetizac¢do, as células sdo semeadas em placas ndo aderentes ou de baixa aderéncia e, em
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seguida, sujeitas a um campo magnético, normalmente proveniente de um magnete, que induz
a agregacao das células em estruturas 3D ao estabelecerem interagdes célula-célula (Haisler et
al., 2013). Existem 3 modelos magnéticos principais: a levitacdo magnética, em que o magnete
é colocado sobre a placa com as células; o bioprinting, em que a placa com as células é colocada
sobre o magnete; e a formacgao de anéis, que usa magnetes em forma de anéis colocados sobre
a placa onde se encontram as células. Esta técnica é facil de implementar e permite a formacao
rapida de esferoides consistentes, o controlo do movimento e da agregacdo celular e a
manutencdo dos esferoides em cultura por longos periodos de tempo, para além de que nao
necessita de uma matriz extracelular artificial (Caleffi et al., 2021). Estas vantagens tém
despertado cada vez mais atencdo para os modelos magnéticos, tendo aumentado

significativamente a sua utilizacdo para produzir culturas 3D (Souza-Araujo et al., 2020).

1.4.3. Importancia das culturas celulares 3D na representacdao do

microambiente tumoral

O microambiente tumoral é composto por uma populagcdo heterogénea de células tumorais,
matriz extracelular e células do estroma associadas ao tumor, como fibroblastos, células
endoteliais, adipdcitos e células do sistema imunitario. A matriz extracelular é responsavel pelo
suporte estrutural destas células e pela regulacdo de diversos processos, incluindo a migracao,
a proliferacao e a diferenciacdo celular e a comunicagdo entre as células (ThermoFisher, 2020a).
A organizagdo celular dos tumores é bastante complexa e as interagdes entre os diversos
componentes desempenham um papel essencial no crescimento e na progressao do tumor,
assim como no desenvolvimento de metastases. Por este motivo, tém-se desenvolvido novas
estratégias terapéuticas que bloqueiam a interacdo entre as células tumorais e o microambiente
tumoral que as rodeia (B. Pinto et al., 2020). Outra das caracteristicas deste ambiente é a divisao
descontrolada das células, que promove o aumento do tamanho do tumor e resulta num
fornecimento insuficiente de oxigénio e de nutrientes as células tumorais no core do tumor,
levando ao aparecimento de hipoxia nessa regido. A hipoxia constitui uma das principais
caracteristicas dos tumores, contribuindo para o seu desenvolvimento e resisténcia as
terapéuticas. Deste modo, a investigacdo de novos tratamentos contra o cancro requerem
modelos pré-clinicos capazes de reproduzir a complexa arquitetura multicelular do
microambiente tumoral e as suas barreiras bioldgicas, pelo que as culturas 2D convencionais

sdo demasiado simples para este propdsito (Fontana et al., 2021; B. Pinto et al., 2020).

Os avancgos tecnoldgicos permitiram a evolugdo das culturas 2D para as culturas 3D, nas
quais as células tumorais tém a capacidade de estabelecer interagdes célula-célula e célula-
matriz extracelular e de se agregarem espontaneamente em esferoides, o que resulta numa
estrutura 3D com uma organizag¢do espacial semelhante a dos tumores. Os esferoides tumorais

sdo geralmente compostos por 3 zonas concéntricas (Figura 15), uma zona mais externa de
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elevada proliferacdo e migracao celular, uma zona intermédia de células quiescentes e uma zona
interna de células hipdxicas e necrdticas (Fontana et al., 2021; B. Pinto et al., 2020;
ThermoFisher, 2020a). O desenvolvimento de hipoxia e de necrose deve-se aos gradientes de
nutrientes e de oxigénio e a maior dificuldade de estes alcangarem o interior dos esferoides,
juntamente com a acumulagdo de residuos metabdlicos. Como a camada periférica esta exposta
a grandes concentragdes de oxigénio, nutrientes e fatores de crescimento presentes no meio, a

sua proliferacdo é estimulada (Caleffi et al., 2021; Leek et al., 2016).
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Figura 15: Estrutura tipica de um esferoide tumoral multicelular. Retirado de (B. Pinto et al., 2020)

Varios estudos pré-clinicos demonstraram que enquanto células tumorais em monocamada
eram sensiveis a a¢cdo de determinados agentes quimioterapéuticos, as mesmas células, mas em
esferoides, tornavam-se resistentes a estes agentes. Noutros casos, os farmacos apenas eram
eficazes quando as células eram cultivadas em ambiente 3D. Estes resultados demonstram a
importancia e a potencialidade da cultura celular 3D na investigacdo oncoldgica, mais
concretamente no estudo da biologia de diversos tipos de cancro, desde o estudo da iniciacdo
da carcinogénese, aos processos de invasdo e de metastizagdo e a previsdo dos efeitos e eficacia

de certos farmacos (Leenhardt et al., 2019; Sakalem et al., 2021).
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1.4.4. Culturas celulares 3D como modelos pré-clinicos do CaP

Apesar de existirem vdrias linhas celulares de diferentes estadios desta patologia, quando
cultivadas em 2D ndo representam de uma forma realista o microambiente e a resposta
terapéutica do cancro da prdstata in vivo. Ao longo dos ultimos anos, foram aplicados varios
métodos e tecnologias na producao de culturas celulares 3D de CaP, com o objetivo comum de
colmatar as falhas das culturas 2D e mimetizar com maior precisdo a estrutura in vivo deste
tumor, permitindo a investigacdo e a analise da resposta a medicamentos e o desenvolvimento

de novas terapéuticas (Fontana et al., 2020).

Sao varios os modelos de cultura 3D ja utilizados no estudo do CaP , tais como a cultura de
sobreposicao liquida, a técnica hanging drop, a tecnologia organ-on-chip, os hidrogéis ou outros
scaffolds que mimetizam a matriz extracelular e os explantes derivados de doentes (Fontana et
al., 2020; B. Pinto et al.,, 2020). Recorrendo a cultura de sobreposi¢cdo liquida, foram
desenvolvidos esferoides homotipicos de duas linhas celulares de CaP, a PC3 e a LNCaP, com o
objetivo de avaliar os efeitos anti-tumorais de diversos compostos, tais como a alvespimicina, o
elesclomol, o olaparib e o rucaparib (Costa et al., 2018). Fitzgerald e colaboradores (Fitzgerald
et al., 2015) produziram esferoides, também de células PC3 e LNCaP, em scaffolds de colagénio
para avaliar a sensibilidade ao tratamento com o agente quimioterapéutico docetaxel. Noutro
estudo realizado por Camus e colaboradores (Camus et al., 2016) foi utilizada a técnica hanging
drop para obter esferoides da linha celular PC3, os quais foram expostos a 12 Gy de raios-X, em
doses fracionadas e, posteriormente, os efeitos da radiagdo foram monitorizados através da
Surface Enhanced Raman Spectroscopy. Os efeitos do agente terandstico cobre-64 foram
recentemente avaliados em esferoides homotipicos de trés linhas celulares de CaP,
nomeadamente constituidos por células 22RV1, DU145 ou LNCaP, gerados com a cultura de

sobreposicdo liquida em placas ULA de 96 pogos (C. Pinto et al., 2020).

O uso de esferoides para a avaliagdo dos efeitos radiobioldgicos de emissores beta ou alfa é
muito reduzido ou praticamente inexistente. Contudo, pode apresentar uma abordagem de
extrema relevancia para o estudo do efeito de radiofdrmacos, em concreto do radio-223,

considerando as vantagens do uso de modelos celulares 3D face as culturas tradicionais.
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Objetivos

O cancro da prdstata (CaP) continua a ser o segundo tipo de cancro mais frequentemente
diagnosticado e a quinta causa de morte global relacionada com o cancro, em homens (Sung et
al., 2021). O estadio mais avancado desta doenca designa-se cancro da prdstata metastatico
resistente a castracdo (CPMRC) e esta associado a um progndstico critico. Apesar dos avangos
recentes nos tratamentos, atualmente ainda ndo existe cura para o CPMRC, sendo as op¢des
terapéuticas disponiveis apenas paliativas (Marques et al., 2021). Com uma populagdo cada vez
mais envelhecida torna-se, assim, fundamental desenvolver novos tratamentos que melhorem

a sobrevida global dos doentes.

Uma das opgbes terapéuticas é o radio-223, um radionuclideo que emite
predominantemente particulas alfa e foi aprovado pela FDA e pela EMA para o tratamento de
doentes com CPMRC que apresentem metastases dsseas e sem metastases viscerais. O uso
deste radiofdrmaco demonstrou, em ensaios clinicos, um aumento do tempo de sobrevida e
uma melhoria da qualidade de vida dos doentes, principalmente devido a diminuicdo da
ocorréncia de eventos dsseos. Este radionuclideo é um andlogo do célcio, logo, é principalmente
absorvido a nivel dos o0ssos, mais especificamente em zonas de elevada renovacdo dssea, como
€ o caso das metastases 6sseas (Abou et al., 2015; M. Morris et al., 2019). Apesar de promissor,
os resultados clinicos associados ao uso do radio-223 ndo correspondem as expectativas e ainda
existem duvidas acerca do seu mecanismo de ag¢do, especialmente sobre a sua localizagdo nas
metastases e nas células tumorais, os seus alvos moleculares e a forma especifica como interage
com os elementos constituintes do nicho metastatico (Marques et al., 2018, 2021). Uma melhor
compreensdo do modo de atuagdo do radio-223 poderd levar a um aumento da eficdcia
terapéutica deste radiofarmaco e ao desenvolvimento de possiveis combina¢gdes com outros
agentes anticancerigenos, ndo sé para o tratamento do CPMRC, mas também de outros cancros

gue metastizam frequentemente para os ossos (M. Morris et al., 2019).

Deste modo, o principal objetivo deste projeto, “Efeitos do Radio-223 em modelos celulares
de cancro da prostata metastatico”, consistiu em avaliar os efeitos radiobiolégicos do radio-223
em modelos celulares 3D de CaP, permitindo uma melhor representacdo do microambiente

tumoral in vivo. Para alcangar este objetivo, foram definidas as seguintes metas:

e Estabelecer e otimizar modelos 3D homotipicos de CaP metastatico, constituidos pela
linha celular PC3 ou pela LNCaP;

e Avaliar os efeitos radiobiolégicos do radio-223 em esferoides de CaP, em termos de
sobrevivéncia, proliferacdo, viabilidade, morte e morfologia celular;

e Comparar a radiossensibilidade das células irradiadas em esferoides (3D) com as células

irradiadas em cultura 2D.
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Materiais e Métodos

Neste capitulo estdo apresentadas as varias técnicas, materiais e reagentes utilizados para

o desenvolvimento deste projeto.

A primeira fase deste projeto consistiu no estabelecimento de culturas 2D de duas linhas
celulares de cancro da préstata (CaP) e no desenvolvimento e otimizacdo de culturas 3D
homotipicas de CaP, mais especificamente esferoides. Foram usadas quatro metodologias
diferentes para a obtencdo de esferoides: a técnica hanging drop, o método de levitacdo
magnética, a juncdo dos métodos hanging drop e levitagdo magnética e a cultura de

sobreposicao liquida.

A segunda fase deste projeto consistiu em estudar os efeitos radiobioldgicos do dicloreto de
radio-223 (**3RaCly), designado como radio-223 nestas seccdes, em ambos os modelos celulares
de CaP, quando expostos a diferentes atividades volumicas (55-7040 Bg/mL). Os efeitos
induzidos pela exposi¢do ao radio-223, durante diferentes tempos, foram avaliados inicialmente
em culturas celulares 2D, em termos de proliferacdo e de sobrevivéncia celular. Foram, também,
avaliados os efeitos da exposi¢do ao radio-223 em culturas celulares 3D (esferoides) de CaP, em
termos de viabilidade e de morte celular, assim como da estrutura e da morfologia dos

esferoides.
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3.1. Cultura celular

A cultura celular consiste na remogdo de células de um animal ou planta e no seu cultivo in
vitro num ambiente artificial adequado, em monocamada, se as células crescerem em cultura
aderente, ou em suspensdo. As primeiras técnicas de cultura celular foram desenvolvidas ha
mais de cem anos e desde entdo tém contribuido para grandes avancos na ciéncia. Hoje em dia,
é uma ferramenta fundamental nos laboratdrios de todo o mundo para estudar a fisiologia e a
morfologia das células, sendo aplicada em diversas areas, tais como o estudo de mecanismos
moleculares de doencas, o potencial terapéutico de medicamentos e outros compostos, o
desenvolvimento de novos farmacos, a producdao em grande escala de vacinas, entre outros
(Bleloch, 2021).

Apesar das condicbes de cultura celular variarem de acordo com o tipo de células, todas
necessitam de um recipiente adequado contendo meio de cultura que fornece os nutrientes
(aminoacidos, hidratos de carbono, vitaminas, sais minerais, entre outros), os fatores de
crescimento e as hormonas essenciais para as células, assim como da presenca de gases
(oxigénio e didxido de carbono) que, em conjunto, regulam as condi¢des fisico-quimicas,
nomeadamente o pH, a pressdo osmoética e a temperatura, adequados a propagacgdo celular.
Para além dos procedimentos basicos de cultura celular, é também muito importante manter as
células num ambiente assético e estéril, para prevenir contaminacdes (Bleloch, 2021;
ThermoFisher, 2020b).

3.1.1. Culturas celulares 2D de CaP

Para a realizacdo deste projeto foram utilizadas duas linhas celulares humanas de cancro da
préstata (CaP), a PC3 (ATCC® CRL-1435™) e a LNCaP (ATCC® CRL-1740™), adquiridas & ATCC (do
inglés American Type Culture Collection). A linha celular PC3 foi isolada em 1979 a partir de uma
metastase 6ssea localizada nas vértebras lombares de um homem caucasiano de 62 anos com
adenocarcinoma da préstata de grau IV. As células PC3 possuem uma morfologia do tipo
epitelial e ndo expressam recetores de androgénios, pelo que o seu crescimento é independente
destas hormonas (ATCC, 2021b; Namekawa et al., 2019). A linha celular LNCaP foi estabelecida
em 1977 através de uma bidpsia de uma lesdo metastatica num ganglio linfatico supraclavicular
de um homem caucasiano de 50 anos, com diagndstico de CaP metastatico. Tal como as PC3, as
células LNCaP também apresentam uma morfologia do tipo epitelial. No entanto, tendo em
conta as diferentes origens das duas linhas celulares, as células LNCaP possuem um crescimento
mais lento, um menor potencial metastatico e dependéncia androgénica, ja que expressam
recetores de androgénios e PSA (ATCC, 2021a; Namekawa et al., 2019). Na Figura 16 é possivel

observar a morfologia destas duas linhas celulares.
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Figura 16: Imagens de células PC3 (esquerda) e de células LNCaP (direita), adquiridas num microscépio ético invertido,
com uma ampliagdo de 100X.

Tanto as células PC3 como as LNCaP foram descongeladas e propagadas em cultura
aderente e, tendo em conta o recomendado pela ATCC, foram mantidas numa atmosfera
himida com 95% de ar e 5% de CO; e a uma temperatura de 37°C, dentro de uma incubadora
(Binder®, Alemanha). Ambas as linhas celulares foram cultivadas em meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI-1640, Sigma 4130), suplementado com 5 g/L de glucose (Scharlab
GL01271000), 100 uM de piruvato de sédio (Sigma S8636), 5% de FBS (do inglés fetal bovine
serum) (Gibco 10270-106) e 1% de antibidtico (Sigma A5955), a um pH de 7,4. Durante o periodo
em que estas células se mantiveram em cultura, foram feitos testes, de duas em duas semanas,
para detetar a presenga de Mycoplasma, microorganismos com um tamanho muito reduzido,
ndo visiveis ao microscopio e que tém impacto no crescimento e no desenvolvimento das
culturas de células (Uphoff & Drexler, 2014).

Como as células foram propagadas em cultura aderente, para a realizacdo dos ensaios e
formacao das culturas 3D foi necessario destaca-las da superficie aderente e preparar
suspensdes celulares. Primeiro, os frascos foram observados ao microscopio e apenas se
procedeu ao destacamento das células quando a confluéncia era cerca de 80/90%. Nestes casos,
o meio de cultura foi aspirado e as células foram lavadas com 4 mL de PBS (do inglés phosphate
buffered saline), que é uma solugdo tampao fosfato-salina e com pH de 7,4. De seguida, aspirou-
se o PBS e as células PC3 foram incubadas com 2 mL da solugdo tripsina-EDTA a 0,25% (Gibco
25200-072) e as células LNCaP com 2 mL de TrypLE™ Express (Gibco 12605-028). A funcdo do
PBS é lavar vestigios de meio que possam ter ficado no frasco, pois este contém FBS que pode
inativar a fungdo das solu¢des de dissociagdo. Ao fim de 3 a 5 minutos na incubadora,
observaram-se os frascos ao microscépio para confirmar o destacamento das células e
inativaram-se as solugbes adicionando 5 mL de meio de cultura por frasco. Apds
homogeneizagdo, foi determinada a concentragao celular. A homogeneizagao é particularmente
importante no caso das células LNCaP, pois formam muitos agregados, como se pode ver na

Figura 16.
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Para a determinac¢do da concentracdo celular, recorreu-se ao método de exclusdo de azul
tripano. Este é um dos métodos tradicionais de andlise da viabilidade celular, permitindo contar
o numero de células vidveis numa suspensao celular. As células vidveis possuem uma membrana
celular intacta e impermeavel ao azul tripano, enquanto as células ndo vidveis possuem uma
membrana celular danificada e disfuncional e, consequentemente, permeavel ao mesmo
corante. Deste modo, quando observadas ao microscépio, as células coradas de azul
correspondem a células nao viaveis e as células “brilhantes” correspondem a células vidveis
(Louis & Siegel, 2011). Adicionaram-se 20 uL da suspenséo celular e 20 pyL de azul tripano (Aldrich
30,264-3), na diluicdo de 1:20 em d&gua ultra-pura e, utilizando um hemocitometro e um
microscépio 6tico invertido (Motic AE31), com ampliacdo de 100X, contaram-se as células em
cada quadrante e calculou-se a concentracdo celular, com base na Equacdo 1. A suspensao
celular foi posteriormente ajustada para a concentracdo celular pretendida, de acordo com o

ensaio a realizar.

células o ) o
[Celular] (T) = média do n® células vidveis x 2 x 10000

Equagdo 1: Calculo da concentragdo celular através do método de exclusdo de azul tripano.

3.1.2. Culturas celulares 3D de CaP

A cultura celular em 2D é, ainda, a mais amplamente utilizada na descoberta e estudo de
agentes terapéuticos anticancerigenos. Contudo, este tipo de cultura ndo é capaz de reproduzir
a arquitetura e a estrutura dos tumores malignos na sua totalidade, o que leva a uma previsdo
pouco precisa da resposta das células tumorais aos farmacos. Por outro lado, é também
necessario reduzir a utilizagdao de animais em laboratdrios, devido aos problemas econémicos e
éticos associados. Para ultrapassar estas limitacGes e obter uma melhor representacdo do
microambiente tumoral in vivo, foram desenvolvidos os modelos celulares 3D (M. Carvalho,
2016). Tal como referido no topico 1.3.2, existem diversas técnicas para a formacgdo de
agregados celulares tridimensionais, as quais necessitam de ser otimizadas tendo em conta as
caracteristicas das células utilizadas, de modo a aumentar a sua robustez, a eficacia e a
reprodutibilidade (Costa et al., 2014).

Assim, para além das culturas 2D e de modo a estudar os efeitos do radio-223 num
microambiente mais semelhante ao in vivo, realizaram-se experiéncias em culturas 3D, com
esferoides homotipicos. O nosso grupo de investigagdo ja desenvolveu anteriormente este tipo
de esferoides homotipicos de CaP, constituidos por células LNCaP ou PC3, ambas linhas celulares
de CaP metastatico. Contudo, os esferoides desenvolvidos previamente apresentavam um
tamanho muito grande e, além disso, desintegravam-se facilmente dificultando a realiza¢do dos

estudos de radiobiologia e a reprodutibilidade dos mesmos. Deste modo, esta fase do projeto
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teve inicio com a otimizacdo da cultura 3D para obtencdo de esferoides homotipicos
constituidos por células PC3 ou LNCaP, de modo a ultrapassar as limitagGes anteriores. O
estabelecimento dos primeiros esferoides foi realizado com recurso a técnica hanging drop. De
acordo com estudos realizados anteriormente, o tamanho e a densidade dos esferoides sdo
influenciados tanto pelo tipo de linha celular como pelo nimero inicial de células. Foram, entao,
preparadas suspensoes celulares com diferentes concentragdes iniciais e colocaram-se, com a
ajuda de uma micropipeta, gotas de 10 plL no centro de cada poco (1 gota por poco) em placas
de 24 pogos ndo aderentes. Considerando que se forma um esferoide em cada gota, as
suspensodes celulares foram preparadas de forma a obter as seguintes concentrag¢des: 2 500,
5000, 10 000, 12 500, 15 000 e 20 000 células/esferoide. Foram também formadas gotas de 100
pL de PBS na tampa da placa, como exemplificado na Figura 17, para manter uma atmosfera

himida e evitar que as gotas secassem.

Figura 17: Gotas de PBS na tampa da placa de 24 pogos ndo aderente.

De seguida, a placa foi colocada sobre a tampa (Figura 18) e incubada durante 48 horas

para permitir a formagdo dos esferoides.

Figura 18: Placa de 24 pogos ndo aderente com uma gota de suspensdo celular em cada pogo, colocada sobre a tampa
com as gotas de PBS.
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Em seguida, o PBS foi aspirado e foram adicionados 500 pL de meio de cultura a cada pogo,
de modo a garantir o acesso necessario a oxigénio e nutrientes. Colocou-se novamente a placa
na incubadora para os esferoides continuarem o seu crescimento e desenvolvimento durante 8
dias. A formacdo, o tamanho e a estrutura de cada esferoide foram monitorizados ao longo do

tempo. A Figura 19 corresponde a um esquema representativo desta metodologia.

Placa de 24 pogos nao aderente Y 48 horas
PBS &

a___— . ’ ,‘Ué i —

. x "Tripsinizagdo’, contagem
Linhas CE:\T(I:?;S‘ PC3e e preparagao de 6 falcons

com diferentes Colocagédo de uma gota de 10 pL no Colocag&o da placa na

concentragoes centro de cada pogo e PBS na incubadora, durante 48 horas,
tampa, para garantir uma atmosfera para formagao dos esferoides
humida
w m % ‘7 > > s =
\/ X s dias
Adicao de 500 pL de meio a
Observagao dos esferoides ao longo de 8 Colocacé&o da placa na incubadora e cada pogo

dias de cultura continuagao da formacao dos esferoides

Figura 19: Esquema do processo de formagao dos esferoides, com diferentes concentragdes, através da técnica
hanging drop. (Esquema criado no BioRender)

Contudo, os esferoides obtidos com a técnica hanging drop, acima descrita, apresentaram
uma baixa coesdo, o que iria dificultar a sua transferéncia e manipulagdo durante o processo de
irradiacdo e a execucdo dos ensaios. Assim, foram avaliados outros 3 métodos para o
estabelecimento de esferoides menos frageis e mais coesos: o modelo de levitagdo magnética,
a juncao das técnicas hanging drop e levitagdo magnética e a cultura de sobreposicao liquida.
Nesta etapa, apenas foi utilizada a linha celular PC3 devido a maior facilidade na propagacao e

na manutencdo destas células, assim como na de se agregarem em estruturas 3D.

Para o desenvolvimento do modelo de levitacdo magnética, as células PC3 foram semeadas
num frasco de 25 cm? e incubadas durante aproximadamente 24 horas, possibilitando a sua
aderéncia. A fim de magnetizar as células, foram adicionados 80 pL da solu¢do de nanoparticulas
(NanoShuttle™-PL, Greiner Bio-One 657841), tendo o cuidado de homogeneizar bem a solugdo
antes de a adicionar ao frasco. De seguida, as células foram incubadas por 24 horas para permitir
a internalizacdo das nanoparticulas pelas células. Apds este tempo, foi preparada uma
suspensdo celular com a concentracgdo de 25 000 células/mL, da qual foram transferidos 400 pL

para cada poco de uma placa de 24 pogos ndo aderente de modo a obter 10 000 células/poco.
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Logo em seguida, foi colocada sobre os pogos uma placa de levitacdo constituida por magnetes,
como se encontra representado na Figura 20, de modo a induzir a levitagdo das células

magnetizadas e sua agregac¢do em estruturas 3D.

Figura 20: Placa de levitagao colocada sobre a placa de 24 pogos ndo aderente.

Outra abordagem foi a juncdo das técnicas hanging drop e levitagdo magnética, uma
abordagem experimental que o nosso grupo conduziu de modo a tentar ultrapassar as
limitacGes observadas quando as metodologias eram desenvolvidas em separado, mais
concretamente, a dificuldade em manipular esferoides produzidos por hanging drop e a
dificuldade em obter esferoides de menor dimensdo e mais coesos por levitagdo magnética. As
primeiras etapas coincidem com o modelo de levitagdo magnética, de modo a magnetizar as
células. No entanto, apds destacar as células magnetizadas do frasco de 25 cm?, foi preparada
uma suspens3do celular com a concentra¢do de 1 x 10° células/mL. De seguida, formaram-se
gotas de 10 plL da suspensao celular segundo a mesma metodologia utilizada na técnica hanging
drop, como representado na Figura 17 e Figura 18. Apds 24 horas de incubacgdo, a placa com as
gotas foi colocada sobre uma placa magnética de concentracdo (Figura 21), com o objetivo de
atrair as células que incorporaram as nanoparticulas e evitar a sua dispersdo pelo meio,
assegurando a manutengao da coesao dos esferoides durante a adigdo dos 500 pL de meio a
cada poco. Passados 15 minutos, a placa magnética foi retirada e os esferoides ficaram
suspensos no fundo dos pocos, sendo depois colocados na incubadora para continuarem o seu

desenvolvimento (Silva, 2021).
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Figura 21: Placa magnética de concentragdo.

Por fim, foi testada a cultura de sobreposi¢do liquida, comegando pela preparagdo de uma
suspensdo celular com a concentragdo de 25 000 células/mL, da qual se transferiram 200 uL
para cada pogo de uma placa de 96 pogos de fundo redondo e baixa aderéncia, de forma a obter
5 000 células/esferoide. Esta concentragdo inicial foi escolhida com base nos resultados obtidos
na primeira etapa de otimizacdo do tamanho dos esferoides. Foram usadas placas de 2 marcas
diferentes: a BIOFLOAT™ 96-well plate (faCellitate F202001) e a Corning® 96-well Black/Clear
Round Bottom Ultra-Low Attachment (ULA) Spheroid Microplate (Corning 4515) (Figura 22).
Ambas as placas possuem uma superficie com propriedades anti-adesivas que repelem as
células e promovem a sua aglomeracdo no centro dos pogos, mas com revestimentos e
configuracGes geométricas dos pocos distintos. As placas foram incubadas durante 10 dias,
sendo os esferoides formados em cada uma das placas observados e analisados ao microscépio

6tico ao longo do tempo.

Figura 22: Corning°® 96-well Black/Clear Round Bottom ULA Spheroid Microplate.
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Tendo em conta as vantagens e desvantagens de cada técnica, a cultura de sobreposicdo
liqguida foi a escolhida para estabelecer as culturas celulares 3D de CaP. Comparando as duas
placas, concluiu-se que a Corning’ era a que permitia produzir esferoides mais coesos, uniformes
e reprodutiveis, pelo que se escolheu esta placa para a formacao dos esferoides e realizacdo das
restantes experiéncias. Esta técnica foi ainda testada com a linha celular LNCaP, seguindo o
mesmo protocolo estabelecido para a linha celular PC3. No entanto, ndo se observou a formacgao
de esferoides, pelo que as experiéncias seguintes foram realizadas apenas em esferoides de

células PC3.

3.2. Irradiagao das culturas celulares de CaP com radio-223

Com o objetivo de avaliar os efeitos biolégicos do radio-223 nas células de cancro da
prostata (CaP) e no nicho metastatico, procedeu-se a irradiacdo das culturas celulares em 2D e
em 3D. Em ambas as culturas, o processo de irradiacdo consistiu na exposicdo das culturas
celulares a uma gama crescente de atividades volimicas (Bg/mL) de radio-223, existindo sempre
condig¢des controlo ndo irradiadas (0 Bg/mL). As atividades volUmicas utilizadas e referidas ao
longo deste projeto correspondem as atividades volumicas iniciais. O radiofarmaco foi cedido
gentilmente pelo Servigo de Medicina Nuclear do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra.
A atividade inicial do radio-223 foi medida numa cdmara de ionizagdo (Capintec CRC-25W),
seguindo as medidas de radioprotecdao adequadas. Sempre que necessario, o radio-223 foi
diluido em soro fisioldgico e, de seguida, tendo em conta a atividade volumica pretendida e o
volume dos pocos, foram calculados os respetivos volumes de radiofarmaco a adicionar a cada
pogo. Antes da adi¢do do radio-223, o mesmo volume de meio de cultura foi retirado dos pogos
para manter o volume igual. O protocolo de irradiagao e a gestdo dos residuos foram realizados

seguindo as normas de radioprotec¢ao adequadas ao tipo de radiagao ionizante usada.

Relativamente as culturas 2D, as células PC3 foram expostas as atividades volimicas de 55,
440, 880, 1 760, 3 520, 5 280 e 7 040 Bg/mL e as células LNCaP apenas foram expostas as
atividades volumicas de 55, 3 520 e 7 040 Bg/mL, devido a dificuldade em manter estas células
em cultura. As placas foram irradiadas como esta representado na Figura 23 e incubadas durante
4, 24 ou 48 horas, no caso das células PC3, e durante 24 horas, no caso das células LNCaP. O
tempo de exposicdo de 24 horas, para a linha celular LNCaP, foi selecionado tendo em conta
que a diminuicdo do conteudo proteico das células PC3 foi mais acentuada apds exposicao
durante 24 e 48 horas e ainda outros estudos encontrados na literatura que utilizaram este
tempo. Apds os tempos de exposicdo, também designados tempos de irradiacdo, o meio dos
pocos foi renovado e colocaram-se as placas na incubadora durante 5 ou 7 dias, para posterior

realizacdo do ensaio de sulforodamina B.
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Figura 23: Esquema da irradiagdo das células a) PC3 e b) LNCaP, em placas de 24 pogos, para a realizagdo do ensaio
de SRB. (Esquema criado no BioRender)

Para o ensaio clonogénico, as células PC3 semeadas em placas de 6 pocos, com 3 mL de
meio por poco, foram irradiadas com as atividades volimicas de 55, 440, 880, 1 760, 5 280 e
7 040 Bg/mL e, depois, colocadas na incubadora durante 4 ou 24 horas. Passado o tempo de
irradiagdo, o meio com atividade foi substituido por novo meio frio e as células foram incubadas

durante 8 dias, com renovag¢do do meio de cultura ao quinto dia.

Como mencionado no estabelecimento das culturas 3D, foram desenvolvidos esferoides de
células PC3, inicialmente com 5 000 células, os quais foram mantidos em 200 uL de meio por
poco, em placas ULA de 96 pocos. As placas foram incubadas durante 48 horas para permitir a
formacao dos esferoides, seguindo-se a sua irradiagdo com a seguinte gama de atividades: 55,
440, 880, 1 760, 3 520, 5 280 e 7 040 Bg/mL. Apds 24 horas de irradiacdo, o meio com atividade
foi aspirado e adicionaram-se primeiro 100 pL de novo meio e, 3 dias depois, mais 100 pL para
renovacdo do meio. Os esferoides foram mantidos em cultura durante 7 dias apds irradiagao,
ao fim dos quais foram retirados da incubadora para a realizacdo de ensaios e avaliagdo dos
efeitos radiobioldgicos do rddio-223. A Figura 24 esquematiza todo este processo, desde a

formacdo dos esferoides a realizagdo dos ensaios descritos nos topicos seguintes.
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Realizagao dos

ensaios
Irradiagao dos esferoides
5000 células/esferoide com ?*RaCl, (Xofigo®)
> Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 10
Esferoides visiveis Substituicao do
macroscopicamente meio

Figura 24: Linha temporal do estabelecimento e irradiagdo de culturas 3D de CaP. O dia 0 corresponde a colocagdo
de 200 pL de uma suspensdo celular com 25 000 células/mL em cada po¢o de uma placa de 96 pocos. No dia 1 foi
possivel visualizar os esferoides macroscopicamente. No dia 2 procedeu-se a sua irradiagdo com 7 atividades
volumicas de radio-223. No dia 3 substituiu-se o meio e os esferoides foram mantidos numa incubadora a 37°C até
ao dia 10, para a realizagdo de ensaios e avaliagdo dos efeitos do radio-223. (Esquema criado no BioRender)

3.3. Estudo dos efeitos radiobiolégicos do radio-223

3.3.3. Em culturas celulares 2D de CaP

3.3.3.1. Andlise do conteudo proteico celular através do ensaio de

sulforodamina B

O ensaio de sulforodamina B foi desenvolvido em 1990 e continua a ser um dos métodos
mais usados para avaliar a citotoxicidade de compostos em estudos in vitro. A sulforodamina B
(SRB) é um corante rosa que se liga aos componentes proteicos das células em ambiente acido,
podendo depois dissociar-se e ser extraido em ambiente bdsico. A ligacdo do SRB aos
aminodcidos é estequiométrica, pelo que a quantidade de corante extraido das células é
diretamente proporcional ao conteldo proteico celular e pode, posteriormente, ser extrapolado
para medir indiretamente a proliferacdo celular (Orellana & Kasinski, 2016; Vichai & Kirtikara,
2006). Esta técnica possui uma elevada sensibilidade, eficacia, reprodutibilidade e baixo custo
(Kuete et al., 2017).
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O ensaio de SRB foi executado para ambas as linhas celulares de cancro da préstata (CaP),
PC3 e LNCaP. Foi preparada uma suspensdo celular com a concentragdo de 60 000 células/mL e
foram colocados 500 pL desta suspensdo em cada poco (30 000 células/pogo), em placas de 24
pocos (SPL 30024). As placas foram colocadas na incubadora durante 24 horas, para garantir a
aderéncia das células aos pogos, e apds este periodo foram irradiadas com radio-223, de acordo

com o protocolo descrito no tdpico 3.2.

Ao fim de 5 ou 7 dias apés irradiacdo, realizou-se o ensaio de SRB. Para tal, o meio foi
descartado e os pogos lavados com PBS gelado (4°C) com o intuito de parar a atividade
metabdlica. De seguida, fixaram-se as células adicionando 200 uL de acido acético a 1% em
metanol por poco, incubando as placas a 4°C durante 45 minutos. Apés fixagdo, o acido acético
foi descartado e as placas foram deixadas a temperatura ambiente para secarem. Apds secagem
das placas, adicionaram-se 400 uL de SRB (0,05%) a cada poco, deixando as placas a corar por
30 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, o SRB foi descartado e lavaram-se as placas
vdrias vezes com agua para remover o corante em excesso, ou seja, o que ndo se ligou as
proteinas. Apds nova secagem, adicionaram-se 400 pL de Tris-NaOH (10 mM, pH=10) e
agitaram-se as placas até dissolucdo do corante. Por fim, foram lidas as absorvancias num
espetrofotémetro (Perkin Elmer Enspire 2300) no comprimento de onda de 540 nm, com um
filtro de referéncia de 690 nm. Importa salientar que foram feitas pequenas alteracbes ao
protocolo aguando da realizacdo do ensaio de SRB com as células LNCaP, pois como estas células
sdo semi-aderentes, é necessaria maior sensibilidade na troca de solugdes para evitar

descolamento e perda de células, assim como um maior tempo de fixacdo (1 hora).

Apds aquisicdo dos dados, o conteudo proteico celular foi calculado usando a Equagao 2 e
foram tracados graficos da percentagem de conteudo proteico celular das células irradiadas,

normalizada aos controlos.

(Abs 540 — Abs 690) Irradiadas

Conteudo proteico celular (%) = (Abs 540 — Abs 690) Controlo x 100

Equacdo 2: Equagdo do célculo do conteudo proteico celular, com base nas absorvancias medidas no
espetrofotémetro.

3.3.3.2. Avalia¢ao da sobrevivéncia celular através do ensaio clonogénico

O ensaio clonogénico é um ensaio in vitro que permite avaliar a sobrevivéncia celular, tendo
em conta a capacidade de células individuais se reproduzirem e formarem colénias, ou seja,
aglomerados de, pelo menos, 50 células. Este ensaio foi inicialmente desenvolvido para estudar
os efeitos da radiagdo na sobrevivéncia e no crescimento de células cancerigenas, tendo vindo

a desempenhar um papel essencial na radiobiologia (Bleloch, 2020). Hoje em dia, é considerada
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a técnica mais adequada na avaliagdo da radiossensibilidade de diferentes linhas celulares e é
usada com o objetivo de analisar as diferencas na capacidade reprodutiva entre células controlo,
ou seja, ndo tratadas e células que foram sujeitas a algum tipo de tratamento, ndo sé a exposicao
a radiacdo ionizante, mas também a compostos quimicos e manipulagdo genética (Munshi et
al., 2005; Rafehi et al., 2011).

Deste modo, recorreu-se ao ensaio clonogénico para estudar os efeitos do Radio-223 em
células de CaP, mais especificamente na linha celular PC3. Para comecar, foi preparada uma
suspensdo celular com a concentracdo de 100 000 células/mL, da qual se retirou o volume
correspondente ao numero de células que se pretendia colocar em cada poco. As células foram
semeadas em placas de 6 pocos aderentes (Corning Costar 3516), de acordo com a Tabela 2,
juntamente com 3 mL de meio de cultura por poco. Os valores apresentados na Tabela 2
resultaram da otimizacdo do numero de células a semear em cada poco, tendo em conta a
atividade administrada e o tempo de irradiacdo. Tal como para o ensaio de SRB, as placas foram
colocadas na incubadora durante 24 horas e, apds este periodo, foram irradiadas com radio-

223, de acordo com o protocolo descrito no tdpico 3.2.

Tabela 2: Nimero de células semeadas por pogo para o ensaio clonogénico, com base na atividade e no tempo de
irradiacdo.

0 55 440 880 1760 5280 7 040
4 horas 1000 1500 1500 1500 1500 1500 1500
24 horas 1000 1500 1500 1500 1500 2 000 2 000

Ao fim de 8 dias apds irradiagdo, as placas foram retiradas da incubadora para a coloragao
das coldnias formadas. Para tal, foi removido o meio de cultura e lavaram-se os pogos com cerca
de 4 mL de PBS por pogo. Seguiu-se a fixagdo das coldénias com adicdo de 4 mL de metanol a
cada poco, deixando atuar durante 20 minutos. Descartou-se o metanol e as placas foram
deixadas a secar a temperatura ambiente. Posteriormente, adicionaram-se 4 mL de uma solu¢do
de violeta de cristal a 0,5% em metanol e as coldnias foram deixadas a corar durante 10 minutos.
Por fim, retirou-se o corante em excesso e lavaram-se as placas, mergulhando-as em agua.
Depois das placas secarem, foi possivel contar o nimero de coldnias e determinar a eficiéncia
das placas (EP) e o fator de sobrevivéncia celular (FS), com base na Equac¢do 3 e na Equagao 4,
respetivamente (Bleloch, 2020). Por ultimo, foram tracados gréaficos do FS em funcdo da

atividade volumica.
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Eficiéncia da pl %) = n?de coldnias contadas < 100
ficiencia da placa (%) = n? de células semeadas

Equacdo 3: Calculo da eficiéncia da placa.

EP das células irradiadas

Fator de sobrevivéncia = ,
EP das células controlo

Equacdo 4: Calculo do fator de sobrevivéncia celular.

3.3.4. Em culturas celulares 3D de CaP

3.3.4.1. Avaliagao da estrutura dos esferoides

O crescimento e o desenvolvimento dos esferoides, apds irradiacdo com radio-223, foram
monitorizados a partir do dia 1 até ao dia 10, usando o software Motic Images Plus 2.0 ML que
estd associado ao microscépio otico invertido (Motic AE31) com uma cadmara acoplada, através
do qual foram obtidas imagens dos esferoides, com uma ampliacao de 40X. Posteriormente, as
imagens foram analisadas no software Image) (Rasband, W.S., U. S. National Institutes of
Health), onde foi medida a area e o perimetro dos esferoides, tal como se encontra
esquematizado na Figura 25.
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Figura 25: Exemplo de delimitacdo de um esferoide (amarelo) no programa Image) e medigdo da respetiva area
(verde) e perimetro (laranja), em mm.
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Foi também determinada a circularidade dos esferoides, que consiste numa medida da sua
simetria, a partir da distancia entre o centro do esferoide e qualquer ponto na sua superficie,
recorrendo a Equacao 5.

41 X Area

Circularidade = —
Perimetro

Equagdo 5: Calculo da circularidade dos esferoides. A area e o perimetro foram medidos com o software ImageJ (C.
Pinto et al., 2020).

Além do software Imagel, recorreu-se também ao software AnaSP, um programa muito
recente desenvolvido especificamente para andlise de imagens de esferoides e extracdo
automadtica de parametros que permitem caracteriza-los. Cada imagem deve conter apenas um
esferoide e este deve estar bem contrastado e focado (Piccinini, 2015). Primeiro, as imagens dos
esferoides foram segmentadas, o que consistiu na sua conversdo em niveis de cinzento e
estabelecimento de um threshold. Quando a segmentacdo automatica falhou, realizou-se a
segmentacdo manual dos esferoides, semelhante ao que estd exemplificado na Figura 25. Da
segmentacdo resultaram imagens bindrias, ou seja, com apenas duas cores (preto e branco). A
partir das imagens bindrias foi possivel extrair os seguintes parametros: area, circularidade,
compacidade, diametro equivalente, perimetro e esfericidade. A compacidade estd relacionada
com o grau de compactacdo dos esferoides. O diametro equivalente corresponde ao diametro
do circulo com a mesma area da seccdo transversal do esferoide que foi analisada. A esfericidade
é calculada com base na equagdo proposta por (Kelm et al., 2003). A Figura 26 representa um

fluxograma com as etapas deste processo.
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Figura 26: Interface e fluxograma do software AnaSP. Foram retirados os parametros rodeados a vermelho.
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3.3.4.2. Analise da viabilidade celular através do ensaio de viabilidade
CellTiter-Glo® 3D

O ensaio de viabilidade CellTiter-Glo® 3D é usado para determinar indiretamente o nimero
de células vidveis em culturas celulares 3D, permitindo avaliar os danos citotdxicos induzidos
por tratamentos quimicos ou fisicos, tais como a exposicdo a radiacdo ionizante. Este ensaio
baseia-se na quantidade de ATP presente na cultura 3D, visto que o ATP é um marcador da
presenca de células metabolicamente ativas (Promega, 2015; Zanoni et al., 2016). A reagdo de
bioluminescéncia subjacente a este ensaio encontra-se representada na Figura 27. De acordo
com estudos anteriores, o sinal de luminescéncia gerado é proporcional a quantidade de ATP e
esta, por sua vez, é diretamente proporcional a viabilidade celular da cultura 3D (Crouch et al.,
1993).

Lyse Cell
\ Ultra-Glo™

rLuciferase

HO .
S N._- COOH Light
\@ T ' Mg’ -
N S + O,

Luciferin

Figura 27: Principio do ensaio CellTiter-Glo® 3D. Retirado de (Promega, 2015)

As principais vantagens desta técnica sdo a rapidez na aquisicdo dos dados, a elevada
sensibilidade, a flexibilidade, pois pode ser aplicada em diferentes tipos de placas, e a
estabilidade do sinal de luminescéncia, que tem um tempo de meia vida superior a 3 horas, o
gue permite o processamento consecutivo de multiplas placas (Promega, 2015). Além destas
vantagens, este ensaio apresenta uma boa performance em experiéncias com esferoides, sendo
o método mais adequado e reprodutivel para determinar a viabilidade de esferoides de grande
tamanho, comparativamente a ensaios como o Alamar Blue, o XTT, o SRB, o método de exclusdo

de azul tripano, o ensaio Perfecta3D, entre outros (Zanoni et al., 2016).

Deste modo, recorreu-se ao ensaio de viabilidade CellTiter-Glo® 3D para avaliar os efeitos do
radio-223 na viabilidade dos esferoides de CaP. Para tal, comegou-se por retirar 100 uL do meio
de cultura de cada pog¢o da placa ULA de 96 pogos e adicionaram-se, em seguida, 40 uL do
reagente CellTiter-Glo® 3D (Promega G9681) a cada poco, ressuspendendo varias vezes. Este
passo é muito importante pois garante a extracdo eficaz do ATP das células constituintes dos
esferoides e a ocorréncia da reacdo esquematizada na Figura 27. De seguida, a placa foi
incubada a temperatura ambiente e protegida da luz durante 25 minutos, com o intuito de

estabilizar o sinal de luminescéncia. Ao fim dos 25 minutos, foram transferidos 100 uL de cada
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pogo para uma placa branca de 96 pocgos (Thermo Scientific 136101) e foi lida a luminescéncia

num espetrofotdmetro (Perkin Elmer Enspire 2300).

3.3.4.3. Andlise dos esferoides de CaP através de microscopia confocal

A principal vantagem da microscopia confocal é a capacidade de obter imagens de alta-
resolucdo dos varios planos de uma amostra e posteriormente realizar a sua reconstrucao 3D
(Elliott, 2020). Para auxiliar a reconstrucdo 3D, sdo, por vezes, utilizados marcadores
fluorescentes que marcam certas estruturas das células. Um dos marcadores utilizado foi o DAPI
(4',6-diamidino-2-fenilindol), um marcador que emite fluorescéncia azul e tem grande afinidade
pelo ADN, ligando-se preferencialmente a regides ricas em adenina-timina (Chazotte, 2011).
Assim, através da marcacdo com DAPI, marcaram-se os nucleos das células de modo a obter
imagens dos esferoides de CaP, o que levou a uma melhor perce¢do do seu tamanho, estrutura
e organizacao interna. Foi também analisada a viabilidade e as vias de morte celular ao longo da
estrutura dos esferoides, usando a marcagdo dupla com anexina V (AnV) e iodeto de propidio
(IP). A AnV é uma proteina com grande afinidade pelo fosfolipido aniénico fosfatidilserina que,
em células saudaveis, se encontra no folheto interno da membrana plasmatica. No entanto, em
caso de apoptose, a membrana plasmdtica sofre mudancas estruturais que expdem a
fosfatidilserina ao meio extracelular, pelo que a marcacao com AnV permite a identificacdo de
células apoptéticas. Por outro lado, as células necrdticas podem ser distinguidas através da
marcacdo com IP, pois este é capaz de se ligar ao ADN, mas ndo consegue atravessar a
membrana plasmatica, logo, apenas marca as células quando ocorre rutura da membrana, que
é um sinal de necrose. Em sintese, a dupla marcacdo permite classificar as células em quatro
populagdes, nomeadamente em células vidveis, células em apoptose, células em necrose e

células em apoptose tardia/necrose (Crowley et al., 2016).

Na marcacdo com DAPI, comecou-se por aspirar o meio dos pocos e realizou-se uma
lavagem dos esferoides com PBS, cuidadosamente para ndo os desintegrar. De seguida,
adicionaram-se 10 L da solucdo de DAPI (Invitrogen D1306) diluida em PBS (1:5000) e incubou-
se a placa, protegida da luz, durante 30 minutos. Por fim, aspirou-se o DAPI e acrescentaram-se
200 pL de meio a cada pogo. Na marcacdo dupla com AnV/IP, apds aspirar o meio dos pogos,
adicionaram-se 100 uL de tampdo de ligagdo (Immunostep BB10X), 1 pL da solugdo de AnV
(Immunostep ANXVF-200T) e 0,5 uL da solugéo de IP (KIT Immunotech) a cada poco, deixando a
incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente, protegido da luz. Passado este tempo, o
conteldo dos pocos foi aspirado e acrescentaram-se 200 uL de meio a cada pogo. Como as
paredes da placa de 96 pogos eram pretas e opacas, foi possivel observar os esferoides
diretamente na placa sem a necessidade de os transferir para outro suporte, evitando a sua
desintegracdo. As imagens foram adquiridas num microscépio confocal de varrimento a laser
(LSM 710 Axio Observer Z1 microscope, Carl Zeiss), usando as objetivas de amplia¢do EC Plan-

Neofluar 10%/0.3 e Plan-Apochromat 20%X/0.8 e tendo o cuidado de selecionar os lasers
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correspondentes as sondas que se pretendia visualizar. As imagens dos varios planos dos
esferoides, designadas Z-stacks, foram obtidas com intervalos de 203 um, na marca¢do com
DAPI, e de 310 um, na marcag¢do com AnV/IP. Como alguns dos esferoides tinham um tamanho
superior a janela do microscopio, foi ainda necessario recorrer ao tile scanning, que consiste na
aquisicdo das imagens “bloco a bloco”, de modo a obter uma imagem do esferoide completo.
No final, procedeu-se a reconstrugao 3D dos esferoides de CaP no programa Zen 3.6 Blue Edition

(ZEISS Microscopy), cuja interface esta representada na Figura 28.

m - ZEN 3.6 (ZEN lite)

cquisition  Graphics  Tool
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= Macro
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Channels ~

Range Indicator Quick Color Setup

Figura 28: Interface do programa Zen 3.6 Blue Edition, com o exemplo de um dos esferoides obtidos e que foi marcado
com DAPI (marcagdo azul). As imagens da galeria (verde) correspondem a varios planos do esferoide, a partir dos
quais é possivel obter a reconstrugdo 3D (laranja).

3.3.4.4. Estudo da morfologia celular através do método de coloragao

Giemsa

A analise da morfologia das células constituintes dos esferoides de CaP foi conduzida para
avaliar caracteristicas representativas dos tipos de morte celular por apoptose ou por necrose
que podiam ter sido induzidos pela irradiagdo com radio-223. Para tal, utilizou-se a coloragdo de
Giemsa, um corante azul do tipo Romanowsky. Este tipo de corante é composto por um corante
basico e um corante acido, que vao corar as estruturas acidas e basicas das células,
respetivamente, garantindo que todos os componentes celulares ficam corados. Esta técnica é
amplamente utilizada em laboratério, por exemplo, na colora¢do de esfregacos hematoldgicos,
amostras de medula éssea e sec¢Oes de tecido, mas com aplicabilidade, também, em linhas
celulares (Barcia, 2007; Piaton et al., 2016).
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Em primeiro lugar, 3 esferoides de cada condicdo testada foram dissociados e agrupados no
mesmo tubo de centrifugacao, tendo sido depois centrifugados a 1 300 xG, durante 5 minutos.
Descartou-se o sobrenadante e cada pellet foi ressuspendido em 1 mL de PBS e novamente
centrifugado a 1300 xG, durante 5 minutos. O sobrenadante foi uma vez mais descartado e
cada pellet ressuspendido em 10 pL de FBS. Em seguida, foi colocada uma gota de cada
suspensdo celular numa lamina de vidro (Normax 1.5470117C) e procedeu-se a realizacdo de
um esfregaco. As laminas foram deixadas a secar durante aproximadamente 30 minutos, a
temperatura ambiente. Apds secagem, as células foram fixadas em metanol, durante 5 minutos
e, depois das laminas estarem completamente secas, foram cobertas por uma solugdo de
Giemsa (Merck 9204) diluida a 5% em PBS. Passados 15 minutos, as laminas foram lavadas com
agua, para retirar o excesso de corante e ficaram a secar a temperatura ambiente. Por fim, para
observar as laminas, utilizou-se o microscépio vertical ECLIPSE Ni (Nikon) com uma ampliagdo
de 500x.

3.4. Anadlise estatistica

Os resultados obtidos foram processados no software GraphPad Prism (versdo 9.2.0 para
Windows, GraphPad Software), de modo a obter os graficos que serdo apresentados no capitulo
seguinte. Os resultados foram todos apresentados como a médiaterro-padrdao. A analise
estatistica foi também realizada no mesmo software. Em primeiro lugar verificou-se se a
distribuicdo dos dados era normal, através do teste de normalidade Shapiro-Wilk. No caso de os
dados seguirem uma distribuicdo normal, foram utilizados testes paramétricos, enquanto para
os dados que ndo seguiam uma distribuicdao normal, foram utilizados testes ndo paramétricos.
O teste ANOVA de 2 fatores, juntamente com o teste de Tukey para as comparagdes multiplas,
foi usado no ensaio de SRB para comparar entre os diferentes tempos de irradiacdo e entre as
atividades volumicas, tanto para a linha celular PC3 como para a LNCaP, considerando a
presenca de 2 varidveis independentes. No ensaio clonogénico, recorreu-se ao teste ANOVA de
1 fator e ao teste de Holm-Sidak para as comparagdes multiplas entre as diferentes atividades
e, para comparar entre os 2 tempos de irradiacdo, foi usado o teste ANOVA de 2 fatores com o
teste de Sidak para as comparacGes multiplas. Na analise da estrutura dos esferoides apds
irradiacdo, foi utilizado o teste ANOVA de 2 fatores e os testes de Dunnett e de Tukey para as
comparagdes multiplas. Por fim, para a analise dos dados obtidos no ensaio CellTiterGlo-3D°,
aplicou-se o teste ANOVA de 1 fator em conjunto com o teste de Tukey para as comparacoes
multiplas entre as atividades. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas

sempre que valor-p<0,05.
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4. Resultados?

10s resultados descritos ao longo deste capitulo foram obtidos em coautoria com a Mestre Inés

Alexandra Marques.






Resultados

4.1. Estabelecimento de culturas celulares 3D de CaP

Um dos passos crucias deste trabalho foi o desenvolvimento de um modelo celular 3D de
cancro da prostata (CaP). A primeira abordagem consistiu em estabelecer esferoides através da
técnica hanging drop, testando varias concentragdes iniciais de células PC3 por esferoide. A
cultura de esferoides foi monitorizada macroscdpica e microscopicamente ao longo do tempo.
De um modo geral, verificou-se a formacao de esferoides com todas as concentragcbes de
células, sendo os esferoides formados com 5 000 e 10 000 células/esferoide os mais uniformes
e com volume menor. Contudo, a incubacdo durante 24 horas nao foi suficiente para que os
esferoides de 2500 e de 5000 células se formassem e ficassem coesos, verificando-se a
desintegracdo dos mesmos apds a adicdo de 500 uL de meio de cultura, pelo que houve a
necessidade de incubac¢do durante 48 horas até a adicdo do meio de cultura. Apesar de os
esferoides se manterem em cultura apds a adicdo do meio, 0s mesmos ndo eram resistentes a
manipulagdes da cultura, necessarias ao longo do tempo. Assim, foram testadas outras 3

metodologias para otimizar o processo de formacao dos esferoides, com a linha celular PC3.

A cultura de esferoides, constituidos inicialmente por 10 000 células, através do modelo de
levitacdo magnética foi monitorizada ao microscépio depois de 24 horas e de 48 horas do inicio
do protocolo de cultura previamente descrito. Verificou-se que as células semeadas nao se
agregaram em estruturas 3D, optando por juntar as técnicas de hanging drop e de levitacao
magnética, uma abordagem desenvolvida previamente pelo nosso grupo. Através desta nova
metodologia, foi possivel obter esferoides, a partir de 10000 células, visiveis
macroscopicamente 24 horas depois da formagdo das gotas, como se encontra apresentado na

Figura 29.

> Dia 1 Dia 2 Dia 5 Dia 6

Figura 29: Esquema e imagens representativas da evolugdo dos esferoides produzidos através da jungdo das técnicas
de hanging drop e de levitagdo magnética, ao longo de 6 dias, com uma concentragdo inicial de 10 000
células/esferoide. O dia 1 corresponde a 24 horas depois da adigdo do meio aos pogos. As imagens foram adquiridas
recorrendo a um microscépio invertido com uma ampliagdo de 40X. A escala apresentada corresponde a 1 mm.
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Observou-se que a maioria dos esferoides estava localizada na periferia dos pocgos, o que
acaba por ser uma desvantagem pois poderia influenciar o seu crescimento e o processo de
irradiacdo a realizar. Além disso, apesar de se terem formado esferoides aparentemente coesos,
verificou-se a sua progressiva desintegracdo a partir do segundo dia e a formacdo de outros
agregados celulares irregulares, como estd visivel na imagem do quinto dia da Figura 29. Estes
resultados demonstraram que esta metodologia também ndo seria a mais apropriada para a
producdo de esferoides uniformes, reproduziveis e capazes de serem mantidos em cultura

durante, pelo menos, uma semana.

O ultimo método de formacao de esferoides testado foi a cultura de sobreposicao liquida,
usando a concentragdo inicial de 5000 células/esferoide, através da utilizacdo das placas
BIOFLOAT™ 96-well plate e das Corning” 96-well Black/Clear Round Bottom Ultra-Low
Attachment (ULA) Spheroid Microplate. A evolugdo dos esferoides nas duas placas, ao longo de

10 dias, encontra-se representada na Figura 30 e na Figura 31, respetivamente.

B

> Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 7 Dia 9 Dia 10

®, @

Figura 30: Esquema e imagens representativas da evolu¢do de esferoides de 5000 células PC3 produzidos na placa
ULA da BIOFLOAT™, ao longo de 10 dias. O dia 1 corresponde a 24 horas depois de semear as células nos pogos. As
imagens foram adquiridas recorrendo a um microscépio invertido com uma ampliagdo de 40X. A escala apresentada
corresponde a 1 mm.

Em ambas as placas, houve uma rapida formacdo dos esferoides, Vvisiveis
macroscopicamente 24 horas depois de semear as células nos pocos. No geral, a forma dos
esferoides permaneceu aproximadamente constante e circular, com um aumento do tamanho
nos primeiros dias, estabilizando a partir do dia 6. As imagens apresentadas demonstram que
os esferoides ndo se desintegraram com o passar do tempo, constatando-se que a cultura de
sobreposicao liquida é um método pratico que permite produzir esferoides uniformes e manté-
los em cultura durante o tempo necessario para a realizagdo dos ensaios de avaliagao de efeitos
a longo prazo. Além disso, ao contrario da juncdo das técnicas de hanging drop e de levitacdo

magnética, ndo se verificou a formacgdo de outros agregados celulares irregulares.
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> Dia 1 Dia2 Dia3 Dia 4 Dia7 Dia 9 Dia 10

Figura 31: Esquema e imagens representativas da evolugdo de esferoides de 5000 células PC3 produzidos na placa
ULA da Corning®, ao longo de 10 dias. O dia 1 corresponde a 24 horas depois de semear as células nos pocos. As
imagens foram adquiridas recorrendo a um microscépio invertido com uma ampliagdo de 40X. A escala apresentada
corresponde a 1 mm.

Porém, comparando a estrutura dos varios esferoides produzidos nos dois tipos de placas,
estes apresentaram diferencas entre eles. Os esferoides produzidos na placa ULA da Corning®
permaneceram mais coesos, compactos e uniformes, ao longo dos 10 dias. Na renovag¢do do
meio, foi mais dificil aspirar o meio dos pocos na placa BIOFLOAT™, tendo-se aspirado algumas
vezes também o esferoide, o que condicionou a continuagao das experiéncias. A placa ULA da
Corning® possui ainda a vantagem de as paredes dos pogos serem pretas opacas, hdo sendo
necessaria a transferéncia dos esferoides para outro suporte para a realizacdo de ensaios de
fluorescéncia, como a microscopia confocal, entre outros, que constitui um passo favorecedor
da desagregacdo. Tendo em conta todos estes aspetos, decidiu-se escolher a cultura de
sobreposic¢do liquida, em placas ULA da Corning®, para o estabelecimento das culturas celulares
3D de CaP.

Recorreu-se também a microscopia confocal para analisar e visualizar, com maior detalhe,
a estrutura interna e externa dos esferoides de PC3, através da marca¢do com DAPI, o qual se
liga ao ADN das células e adquire uma coloragdao azul. As imagens obtidas encontram-se na
Figura 32, as quais evidenciam a forma esferoidal e circular dos esferoides. A marca¢do com
DAPI permitiu também assegurar a possibilidade de visualizar os esferoides no microscopio
confocal, fulcral para avaliar, posteriormente, os efeitos do radio-223 na viabilidade e na morte

celular dos esferoides.
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Brightfield
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Figura 32: Imagens de varios planos de um esferoide de células PC3, mantido em cultura durante 10 dias e depois
marcado com DAPI. Asimagens foram adquiridas recorrendo a um microscépio confocal com uma ampliagdao de 200X.
A escala apresentada nas imagens corresponde a 500 um.

De seguida, esta técnica de cultura 3D foi também utilizada para desenvolver esferoides da
linha celular LNCaP, cujos resultados se encontram representados na Figura 33. Esta linha celular
exibiu um comportamento muito distinto da linha celular PC3. No primeiro dia, ou seja, 24 horas
depois de se terem semeado as células nos pogos, as células LNCaP ainda se encontravam
dispersas, observando-se apenas pequenos agregados no centro. Nos dois dias seguintes, as
células ndo se aglomeraram para formar os esferoides, antes continuaram dispersas em
pequenos agregados. Como ndo foi possivel desenvolver modelos celulares 3D de células LNCaP,

os ensaios de radiobiologia apenas foram realizados com a linha celular PC3.
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Figura 33: Esquema e imagens representativas da evolugdo de esferoides de 5 000 células LNCaP produzidos na placa
Corning®, ao longo de 3 dias. O dia 1 corresponde a 24 horas depois de semear as células nos pogos. As imagens foram
adquiridas recorrendo a um microscépio invertido com uma ampliagdo de 40X. A escala apresentada corresponde a
1mm.

4.2. Estudo dos efeitos radiobioldgicos do radio-223

4.2.1. Em culturas celulares 2D de CaP

A realizacdo de estudos de radiobiologia permitiu avaliar o efeito da exposi¢do ao rddio-223
na proliferagdo e na sobrevivéncia de culturas celulares de cancro da préstata, nomeadamente
em células PC3 e LNCaP. Estes estudos foram realizados, em primeiro, em cultura 2D, para
posterior comparagdao com os efeitos observados quando avaliados em estruturas 3D, mais

semelhantes a estrutura in vivo.

4.2.1.1. Conteudo proteico celular

O efeito do radio-223 no conteldo proteico celular foi avaliado com recurso ao ensaio de
SRB. Para este ensaio, as células PC3 foram expostas a varias atividades volimicas iniciais do
radiofarmaco, em especifico de 0, de 55, de 440, de 880, de 1 760, de 3 520, de 5 280 ou de
7 040 Bg/mL, durante trés tempos de exposicdo, 4, 24 ou 48 horas, também designados por
tempos de irradiacdo. O ensaio de SRB foi realizado ao fim de 5 ou de 7 dias e os resultados

obtidos encontram-se representados na Figura 34 e na Figura 35.

A Figura 34 apresenta os resultados do conteudo proteico de células PC3, 5 ou 7 dias apds
exposicdo ao radiofarmaco radio-223 durante 4 h (a), 24 h (b) ou 48 h (c). Com base nos
resultados obtidos, pode-se afirmar que, de um modo geral, a exposi¢cdo das células ao radio-
223 induziu uma diminuicdo do conteudo proteico celular dependente do aumento da atividade
adicionada ao meio, sendo esta diminuicdo estatisticamente significativa a partir dos 3 520
Bg/mL até aos 7 040 Bg/mL, para os trés tempos de exposi¢do. Contudo, verificou-se que 7 dias
apds exposicdo durante 4 horas, apenas houve uma diminuicdo significativa do conteldo

proteico a partir dos 5 280 Bg/mL.
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Figura 34: Analise do conteudo proteico celular das células PC3 através do ensaio de SRB, realizado 5 ou 7 dias apds
irradiagdo com atividades iniciais entre 0 e 7 040 Bg/mL. Os resultados estdo agrupados pelos tempos de exposi¢do
ao radio-223 de 4 (a), 24 (b) ou 48 (c) horas. Os resultados foram normalizados ao controlo ndo irradiado e sdo
apresentados como a médiaterro padrdao da percentagem de conteldo proteico de, pelo menos, 5 experiéncias
independentes realizadas em triplicado. ANOVA de dois fatores e teste de Tukey (*p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001).

Verificou-se que 5 dias ap0s a irradiagdo das células PC3 com 3 520, com 5 280 e com 7 040
Bg/mL, durante 4 horas, ocorreu diminuicdo significativa do conteldo proteico para 48,7+11,7%
(p=0,0219), para 41,5+9,7% (p=0,0034) e para 42,919,8% (p=0,0049), respetivamente. A
irradiagdo com as mesmas trés atividades, durante 24 horas, levou a uma diminuicdo
significativa do conteldo proteico para 30,4+5,2% (p<0,0001), para 24,0+2,9% (p<0,0001) e para
24,2+2,9% (p<0,0001), respetivamente, e durante 48 horas para 19,6+2,2% (p<0,0001), para
12,8+1,1% (p<0,0001) e para 9,2+0,4% (p<0,0001), respetivamente. Quando analisado 7 dias
apos irradiacdo, verificou-se que a exposicdo a atividades de 3 520, de 5 280 e de 7 040 Bg/mlL,
durante 24 horas, diminuiu significativamente o conteudo proteico para 56,8+9,6% (p<0,0001),
para 40,6+7,8% (p<0,0001) e para 35,3+9,0% (p<0,0001), respetivamente, e durante 48 horas
para 24,4+3,6% (p<0,0001), para 16,0£2,5% (p<0,0001) e para 15,1+4,2% (p<0,0001),
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respetivamente. A irradiacdo com 5280 e com 7 040 Bg/mL, durante 4 horas, levou a um
decréscimo do conteldo proteico para 53,5+9,6% (p=0,0121) e para 49,0+7,8% (p=0,0031),
respetivamente. Comparando os efeitos observados no contelddo proteico das células PC3
expostas ao rddio-223 durante os trés diferentes tempos, concluiu-se que houve uma
diminuicdo mais acentuada quando irradiadas durante 24 e 48 horas. Além disso, verificou-se
que os efeitos observados a nivel do conteudo proteico das células PC3, quando avaliado apds
5 ou 7 dias, eram semelhantes, sem diferencas estatisticamente significativas,

independentemente do tempo de irradiacao.

A Figura 35 mostra a comparacdo entre os efeitos dos diferentes tempos de exposi¢ao ao

radio-223, avaliados 5 (a) ou 7 (b) dias ap6s a irradiagao.
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Figura 35: Andlise do conteldo proteico celular das células PC3 apés irradiagdo com atividades iniciais entre 0 e 7040
Bg/mL, durante 4, 24 ou 48 horas. Os resultados estdo agrupados segundo o tempo apds a irradiagdo em que os
efeitos foram avaliados, nomeadamente aos 5 dias (a) ou 7 dias (b). Os resultados foram normalizados ao controlo
nao irradiado e sdo apresentados como a médiaterro padrdo da percentagem de conteudo proteico de, pelo menos,
5 experiéncias independentes realizadas em triplicado. ANOVA de dois fatores e teste de Tukey (*p<0,05; **p<0,01).

97



Resultados

Tendo em conta os resultados obtidos, tanto para 5 dias como para 7 dias apds a irradiagao,
verificou-se que, no geral, houve uma tendéncia para a diminui¢do do conteudo proteico celular
com o aumento do tempo de irradiacao, principalmente para as atividades de 3 520, de 5 280 e
de 7 040 Bg/mL. No entanto, quando avaliado 5 dias apds irradiacdo, somente a exposicdo a
atividade volumica de 7 040 Bg/mL de radio-223, durante 4 ou 48 horas, mostrou induzir
diferengas estatisticamente significativas (p=0,0255) na diminuicdo do conteudo proteico,
tendo-se verificado um decréscimo de 42,9+9,8% para 9,2+0,4%. Esta diminuicdo significativa
do conteudo proteico jd ndo se verificou entre as 4 e as 24 horas de exposicao das células a
mesma atividade volumica de radiofarmaco, nem entre as 24 e as 48 horas. Por outro lado,
observando a Figura 35b, quando os efeitos foram avaliados 7 dias apés irradiacdo, o decréscimo
no conteudo proteico celular foi estatisticamente significativo logo para a atividade volumica de
1 760 Bg/mL, entre as 4 e as 24 horas de irradia¢do (p=0,0337), tendo diminuido de 103,9+7,1%
para 77,5%5,6%. O aumento do tempo de exposicdo ao radio-223 provocou também
decréscimos significativos no contetdo proteico durante a irradiacdo com 3 520 Bg/mL, quer
entre as 4 e as 48 horas (p=0,0028), quer entre as 24 e as 48 horas (p=0,0062), sendo a Unica
atividade para a qual foram observadas diferencgas significativas no conteudo proteico entre
estes dois ultimos tempos. Também se observaram diferencas significativas na diminui¢do do
conteudo proteico entre as 4 e as 48 horas para as células PC3 expostas a atividades de 5 280
Bg/mL (p=0,0012) e de 7 040 Bg/mL (p=0,0039).

As células LNCaP, em cultura 2D, foram expostas a atividades volumicas de radio-223 de 0,
de 55, de 3 520 ou de 7 040 Bg/mL, durante 24 horas. Os efeitos induzidos pelo radio-223, a
nivel do conteldo proteico foram, também, avaliados através do ensaio de SRB, 5 ou 7 dias apds

a irradiagdo, e os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 36.

Através da analise destes resultados, verificou-se que houve uma diminui¢ao do contetdo
proteico celular com o aumento da atividade volumica inicial de radio-223, a qual foi
estatisticamente significativa para as atividades de 55, de 3 520 e de 7 040 Bg/mL. Os resultados
obtidos 5 dias apds a irradiagdo das células LNCaP com estas trés atividades, durante 24 horas,
mostraram uma diminuicdo significativa do conteudo proteico para 85,4+5,8% (p=0,0048), para
28,5+3,5% (p<0,0001) e parall,9+0,8% (p<0,0001), respetivamente. Considerando agora os
resultados obtidos 7 dias apds a irradiacdo das células LNCaP com as mesmas trés atividades,
durante 24 horas, houve uma diminuigdo significativa do contelddo proteico para 66,4+2,5%
(p<0,0001), para 18,1+2,3% (p<0,0001) e para 9,9+1,1% (p<0,0001), respetivamente.
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Figura 36: Analise do conteldo proteico celular das células LNCaP através do ensaio de SRB, realizado 5 ou 7 dias apds
irradiacdo com as atividades iniciais de 0, 55, 3 520 ou 7 040 Bg/mL de radio-223 durante 24 horas. Os resultados
foram normalizados ao controlo ndo irradiado e sdo apresentados como a médiaterro padrdo da percentagem de
conteuldo proteico de, pelo menos, 4 experiéncias independentes realizadas em sextuplicado. ANOVA de dois fatores
e teste de Tukey (**p<0,01, ****p<0,0001).

Apesar de em ambas as linhas celulares a exposi¢do ao radio-223 levar a um decréscimo do
conteldo proteico celular com o aumento da atividade volUmica, observaram-se algumas
diferencas entre elas. Considerando as 24 horas de irradiagdo com 55 Bg/mL, verificou-se que,
apos 5 dias, o conteudo proteico das células LNCaP (85,415,8%) foi maior do que o das células
PC3 (75,619,6%). No entanto, 5 dias apds a irradiagdo com 3 520 e com 7 040 Bg/mL, o contelido
proteico das células LNCaP (28,5+3,5% e 11,940,8%, respetivamente) foi inferior em
comparagdo com as células PC3 (30,415,2% e 24,4+2,9%, respetivamente). J4 quando avaliado
apos 7 dias, verificou-se que o conteldo proteico das células LNCaP apés administra¢do de 55,
de 3520 e de 7040 Bg/mL (66,4+2,5%, 18,1+2,3% e 9,9+1,1%, respetivamente) foi sempre
inferior comparativamente ao das células PC3 (97,2+1,5%, 56,8+9,6% e 35,3+9,0%,
respetivamente). Assim, verificou-se que os efeitos do radio-223 nas células LNCaP conduziram
a uma maior diminui¢cdo do conteudo proteico, permitindo inferir que as células LNCaP foram
mais radiossensiveis do que as células PC3. Para além disso, ao contrario do que aconteceu com
as células PC3, observaram-se diferencas estatisticamente significativas aquando da avaliagdo
do conteldo proteico das células LNCaP, apds 5 ou 7 dias, quando irradiadas com 55 Bg/mlL,
diminuindo de 85,4+5,8% para 66,4+2,5% (p<0,0001). Ou seja, para a atividade mais baixa, a
diminuicdo do conteudo proteico na linha celular LNCaP acentuou-se significativamente ao

longo do tempo apds irradiagao.
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4.2.1.2. Sobrevivéncia celular

A analise da sobrevivéncia celular das células PC3, em resposta a irradiagdo durante 4 ou 24
horas com o radio-223, foi avaliada através do ensaio clonogénico. Os resultados obtidos
encontram-se representados na Figura 37, que correlaciona o fator de sobrevivéncia celular (FS)

e a atividade voluimica inicial, apds 4 (a) ou 24 (b) horas de irradiagao.

a) b)
PC3 - 4h PC3 - 24h

ke 2k ok ok
1.5 — 1.5 *ﬁ*

* %k k%

0.0-—T—T—T—T—T1T T 0.0 —T—T—TTT
VD H O D D OO0 VD H O O D DO
Atividade (Bq/mL) Atividade (Bq/mL)

Figura 37: Sobrevivéncia celular da linha celular PC3, medida através do ensaio clonogénico, apds irradiagdo com
atividades iniciais entre 0 e 7 040 Bqg/mL de radio-223 durante 4 (a) ou 24 (b) horas. Os resultados sdo apresentados
como a médiaterro padrdo do FS de 5 experiéncias independentes realizadas em duplicado. ANOVA de 1 fator e teste
de Holm-Sidak (*p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001).

Observou-se que, de um modo geral e independentemente do tempo de irradia¢do, quanto
maior a atividade volUmica inicial, menor a sobrevivéncia celular. Em relacdo ao controlo, a
irradiacdo das células PC3 com 55, com 440, com 880, com 1 760, com 5 280 e com 7 040 Bg/mlL,
durante 4 horas, diminuiu significativamente o FS para 0,78+0,04 (p<0,0001), para 0,71+0,04
(p<0,0001), para 0,67+0,04 (p<0,0001), para 0,55+0,02 (p<0,0001), para 0,25+0,01 (p<0,0001) e
para 0,16%0,01 (p<0,0001), respetivamente. Também se verificaram diminuicGes
estatisticamente significativas no FS das células entre as atividades volimicas de 880 e de 1 760
Bg/mL (p=0,0379) e entre 1 760 e 5 280 Bg/mL (p<0,0001).

Também a irradiagao das células PC3 com 55, com 440, com 880, com 1 760, com 5280 e

com 7040 Bg/mlL, durante 24 horas, diminuiu significativamente o FS para 0,67+0,02
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(p<0,0001), para 0,53+0,03 (p<0,0001), para 0,50+0,04 (p<0,0001), para 0,36+0,05 (p<0,0001),
para 0,09+0,01 (p<0,0001) e para 0,04+0,01 (p<0,0001), respetivamente. Verificaram-se, ainda,
diminuigOes estatisticamente significativas no FS das células entre as atividades de 55 e de 440
Bg/mL (p=0,0018), entre 880 e 1 760 Bg/mL (p=0,0027) e, também, entre 1 760 e 5 280 Bg/mL
(p<0,0001).

A comparacdo entre os resultados obtidos para as 4 horas e as 24 horas de irradiagao

encontra-se representada na Figura 38.
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Figura 38: Comparacgdo entre os resultados obtidos no ensaio clonogénico para as 4 horas (preto) e as 24 horas
(cinzento) de irradiagdo. Os resultados sdo apresentados como a médiaterro padrdo do fator de sobrevivéncia celular
(FS) de 5 experiéncias independentes realizadas em duplicado. ANOVA de 2 fatores e teste de Sidak (*p<0,05;
**%*p<0,001; ****p<0,0001).

A andlise da Figura 38 permitiu aferir que a exposi¢ao das células PC3 ao radiofarmaco,
durante diferentes tempos, induziu diferengas estatisticamente significativas na sobrevivéncia
celular, independentemente da atividade volimica. Tendo em conta o periodo de irradiacdo de
4 horas, foi necessaria uma atividade entre 1 760 e 5 280 Bg/mL para que o FS diminuisse pelo
menos 50%, enquanto para as 24 horas de irradiacdo apenas foi necessaria uma atividade de
aproximadamente 880 Bg/mL para induzir o mesmo efeito. A radiossensibilidade das células
PC3 foi particularmente elevada quando expostas a 5 280 e a 7 040 Bg/mL, durante 24 horas,
pois verificou-se uma diminuicdo do FS para valores inferiores a 0,1. Em suma, o aumento do
tempo de exposi¢do das células PC3 ao radio-223 levou a um decréscimo na sua capacidade de

sobrevivéncia.

101



Resultados

4.2.2. Em culturas celulares 3D de CaP

Por fim, os efeitos radiobioldgicos do radio-223 foram avaliados em esferoides de cancro da
prostata, constituidos por células PC3, a nivel da estrutura, da viabilidade, da morte e da

morfologia celular.

4.2.2.1. Estrutura dos esferoides

Com recurso a um microscépio 6tico invertido, foram obtidas imagens dos esferoides de
CaP, ao longo de 10 dias, desde a sua formacgdo (Dia 1) até 7 dias apds a sua irradiagdo com
diferentes atividades volumicas (Dia 10). A Figura 39 mostra imagens representativas da
evolucdo dos esferoides produzidos e os efeitos do rddio-223 no seu crescimento, tamanho e

estrutura ao longo do tempo.

As imagens dos esferoides revelam que a exposicdo a radiacdo emitida pelo radio-223 teve
impacto no crescimento, na morfologia e na integridade dos esferoides. Nos dias 7 e 10, foi
visivel a desagregacdo das células da superficie dos esferoides, principalmente a partir dos 1 760
Bg/mL. Avaliando a evolucdo dos esferoides ao longo dos dias e comparando com as imagens
dos esferoides controlo, verificou-se que quanto maior a atividade administrada, maior a

desintegracdo dos esferoides e, consequentemente, menor o seu crescimento e o seu tamanho.
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5280Bq/mL 3520Bq/mL 1760Bq/mL  880Bq/mL 440 Bq/mL 55 Bqg/mL 0Bg/mL

7040 Bq/mL

Figura 39: Painel de evolugdo dos esferoides de células PC3, com imagens adquiridas nos dias 2, 4, 7 e 10, em que o
dia 2 corresponde ao dia em que os esferoides foram irradiados com as atividades iniciais indicadas na figura (0-7 040
Bg/mL). Para obtenc¢3o destas imagens, recorreu-se a um microscépio 6tico invertido, com uma ampliagdo de 40X. A
escala apresentada corresponde a 1 mm, igual para todas as imagens.
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Além das observagbes qualitativas, usaram-se dois softwares, o Imagel) e o AnaSP, para
analisar quantitativamente a progressao dos esferoides em termos da area, do perimetro e da
circularidade. Com o software AnaSP foram ainda estimados o didmetro equivalente, a

esfericidade e a compacidade.

Imagel

A Figura 40 mostra a evolucdo da area (a), do perimetro (b) e da circularidade (c) dos
esferoides ao longo de 10 dias. A analise estatistica destes gréficos foi realizada com recurso ao

teste ANOVA de 2 fatores, cujos valores-p se encontram nos proprios graficos e na Tabela 3.

Observando o grafico apresentado na Figura 40a, constatou-se que no dia 1, ou seja, 24
horas depois das células serem semeadas nos pocos, os esferoides tinham todos praticamente
0 mesmo tamanho (area=0,74+0,01 mm?). Ao longo do tempo, a &rea foi aumentando de forma
semelhante para todos os esferoides até ao quarto dia (1 dia apds irradiagdo). No sexto dia (3
dias apés irradiagdo), ja eram bem visiveis as diferengas na area dos esferoides expostos as
varias atividades volumicas de radiofarmaco, a qual se manteve aproximadamente constante
até ao décimo dia (7 dias apds irradiacdo). Apds o sexto dia, verificou-se um aumento ligeiro da
area nos esferoides controlo e irradiados com 55 e com 440 Bg/mL e uma diminui¢cdo nos
esferoides irradiados com 880, com 1760, com 3 520, com 5280 e com 7 040 Bg/mL. No
entanto, apenas a irradiagdo com 5280 e com 7040 Bg/mL levou a um decréscimo
estatisticamente significativo da drea dos esferoides do sexto dia para o décimo dia, diminuindo
de 1,81+0,05 mm? para 1,39+0,04 mm? (p=0,0016) e de 1,39+0,11 mm? para 1,01+0,06 mm?
(p=0,0064). A area final dos esferoides (dia 10) foi maior do que a area inicial (dia 1) em todas
as condigdes de irradiagdo, com diferengas estatisticamente significativas. No décimo dia, a
diferenca entre a area dos esferoides controlo e dos esferoides irradiados apenas foi
estatisticamente significativa a partir da irradiacdo com 880 Bg/mL, sendo que os esferoides
controlo alcancaram uma drea de 2,66+0,11 mm? e os esferoides irradiados com 880, com 1 760,
com 3 520, com 5 280 e com 7 040 Bg/mL alcancaram uma &rea de 2,21+0,10 mm? (p<0,0001),
de 1,89+0,06 mm? (p<0,0001), de 1,77+0,06mm? (p<0,0001), de 1,39+0,04 mm? (p<0,0001) e de
1,01+0,06 mm? (p<0,0001), respetivamente.
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Figura 40: Evolugdo da a) area, b) perimetro e c) circularidade dos esferoides de células PC3, durante os 10 dias em
que foram mantidos em cultura. Os esferoides analisados foram expostos durante 24 horas a atividades iniciais de
radio-223 entre 0 e 7 040 Bg/mL. Os resultados sdo apresentados como a médiaterro padrdo de 4 experiéncias
independentes realizadas em triplicado. A andlise estatistica corresponde a comparagdo entre os dias 1 e 10, para
todas as condigdes de irradiagao.
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Tabela 3: Analise estatistica da Figura 40, através do teste ANOVA de 2 fatores e respetivos valores-p, em termos da
comparagdo entre os esferoides controlo e os irradiados com as vérias atividades, no dia 10, ou seja, 7 dias apds
irradiacdo (*p<0,05; **p<0.001; ***p<0.0001).

880 Bg/mL <0,0001 *rkk
1760 Bg/mL <0,0001 ok
®  0Bg/mL  3520Bg/mL <0,0001 hkk
<
5280 Bg/mL <0,0001 ok
7040 Bg/mL <0,0001 kK
440 Bg/mL 0,0165 *
880 Bg/mL <0,0001 kK
(]
8 1760 Bg/mL <0,0001 okokok
£ 0Bg/mL
s 3520 Bg/mL <0,0001 S
(-9
5280 Bg/mL <0,0001 ok
7040 Bg/mL <0,0001 ok
440 Bg/mL 0,0464 *
3 880 Bg/mL 0,0290 *
3 1760 Bg/mL 0,0001 ok
= 0 Bg/mL
3 3520 Bg/mL 0,0005 *hk
(S) 5280 Bg/mL 0,0102 *
7040 Bg/mL 0,0111 *

Como era de esperar, a evolucado do perimetro dos esferoides (Figura 40b) foi semelhante a
da drea. No primeiro dia, o perimetro era aproximadamente de 3,35+0,05 mm, aumentando
uniformemente até ao quarto dia. No sexto dia, ja se observavam diferengas no perimetro entre
as varias atividades. Desde o sexto dia até ao décimo dia, o perimetro dos esferoides controlo e
dos irradiados com 55 e com 440 Bg/mL manteve-se praticamente estavel, enquanto o
perimetro dos esferoides irradiados com 880, com 1 760, com 3 520, com 5 280 e com 7 040
Bg/mL diminuiu significativamente de 6,39+0,14 mm para 5,78+0,17 mm, de 6,05+0,08 mm para
5,22+0,09 mm, de 5,89+0,05 mm para 5,08+0,09 mm, de 5,51+0,13 mm para 4,56+0,11 mm e
de 4,68+0,23 mm para 3,86+0,10 mm, respetivamente. O perimetro final dos esferoides (dia 10)
também foi maior do que o perimetro inicial (dia 1) em todas as condi¢Ges de irradiagao, com
diferengas estatisticamente significativas. No décimo dia, a diferenga entre o perimetro dos
esferoides controlo e dos esferoides irradiados foi significativa logo a partir da irradiacdo com
440 Bg/mL, sendo que os esferoides controlo alcancaram um perimetro de 6,65+0,18 mm e os
esferoides irradiados com 440, com 880, com 1 760, com 3 520, com 5 280 e com 7 040 Bg/mL
alcangaram um perimetro de 6,17+0,14 mm (p=0,0165), de 5,78+0,16 mm (p<0,0001), de
5,224+0,09mm (p<0,0001), de 5,08+0,09 mm (p<0,0001), de 4,56%0,11 mm (p<0,0001) e de
3,86+0,10 mm (p<0,0001), respetivamente. Apesar de, no décimo dia, a drea e o perimetro dos

esferoides irradiados com 55 Bg/mL terem sido superiores aos esferoides controlo, as diferencas
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nao foram estatisticamente significativas. Em resumo, a exposicdo dos esferoides ao rddio-223

provocou uma diminuigdo tanto da area como do perimetro.

Em termos da forma dos esferoides, a evolugdo da circularidade (Figura 40c) foi totalmente
diferente da evolucdo da drea e do perimetro. Inicialmente, a circularidade dos esferoides variou
entre 0,8 e 0,9, com uma média de 0,83+0,02, indicando que os esferoides eram
aproximadamente circulares. Até ao sétimo dia, observou-se, no geral, uma diminui¢cdo da
circularidade em todas as condig¢Bes, a qual foi mais acentuada nos esferoides controlo do que
nos irradiados. Desde o sétimo dia até ao décimo dia, a circularidade voltou a aumentar para
valores préximos dos valores iniciais, ndo se tendo verificado diferencas significativas entre o
inicio e o fim do periodo de cultura. No décimo dia, os esferoides controlo e os esferoides
irradiados com 55, com 440, com 880, com 1 760, com 3 520, com 5 280 e com 7 040 Bg/mL
apresentaram valores de circularidade de 0,76+0,02, de 0,78+0,01, de 0,83+0,01 (p=0,0464), de
0,83%0,01 (p=0,0290), de 0,87+0,01 (p=0,0001), de 0,86+0,02 (p=0,0005), de 0,84+0,02
(p=0,0102) e de 0,84+0,02 (p=0,0111), respetivamente. Analisando estes resultados, concluiu-

se que o tratamento com radio-223 induziu um aumento da circularidade.

AnaSP

A Figura 41 mostra a evolu¢do da area, do perimetro, do diametro equivalente, da
circularidade, da esfericidade e da compacidade dos esferoides ao longo de 10 dias. A analise
estatistica destes graficos foi realizada com recurso ao teste ANOVA de 2 fatores, cujos valores-

p se encontram nos proprios graficos e na Tabela 4.

Relativamente ao tamanho dos esferoides, a evolucdo da area e do diametro equivalente
foram semelhantes. No primeiro dia, os esferoides tinham todos praticamente o mesmo
tamanho, com uma area média de 0,71+0,03 mm? e um didmetro equivalente médio de
0,95+0,02 mm?2. Até ao quarto dia ambos aumentaram de igual modo para todas as condi¢bes
de irradiacdo. Contudo, do quarto dia até ao sexto dia, o comportamento destes dois
parametros variou em funcdo da atividade administrada. A partir do sexto dia, mantiveram-se
aproximadamente estdveis, com diferengas estatisticamente significativas entre o sexto e o
décimo dias apenas para a irradiacdo com 5 280 Bg/mL, que provocou o decréscimo da area de
1,64+0,05 mm? para 1,27+0,04 mm? (p=0,0150) e o decréscimo do didmetro equivalente de
1,45+0,02 mm para 1,28+0,02 mm (p=0,0135). A area e o didmetro equivalente final (dia 10)
foram superiores aos valores iniciais (dia 1) em todas as condi¢des de irradiagdo, com diferencas
estatisticamente significativas, exceto entre os esferoides irradiados com 7 040 Bg/mL. No dia
10, as diferencas na drea e no diametro equivalente entre os esferoides controlo e os esferoides
irradiados foram significativas a partir da irradiacdo com 880 Bg/mL. Os esferoides controlo
obtiveram uma area e um didmetro equivalente de 2,74+0,09 mm? e de 1,87+0,03 mm,

respetivamente, enquanto que os esferoides irradiados com 880, com 1 760, com 3 520, com
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5280 e com 7 040 Bg/mL alcancaram uma &rea e um didmetro equivalente de 2,100,015 mm?

(p<0,0001) e de 1,64+0,06 mm (p<0,0001), de 1,85+0,08mm? (p<0,0001) e de 1,54+0,03 mm
(p<0,0001), de 1,66+0,01 mm? (p<0,0001) e de 1,46+0,01 mm (p<0,0001), de 1,27+0,04 mm?
(p<0,0001) e de 1,28+0,02 mm (p<0,0001), de 0,98+0,09 mm? (p<0,0001) e de 1,12+0,05 mm
(p<0,0001), respetivamente. Em resumo, a exposicao dos esferoides ao rddio-223 provocou uma

diminuicdo tanto da drea como do diametro equivalente.
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Figura 41: Evolugdo da a) area, b) perimetro, c) didametro equivalente, d) circularidade, e) esfericidade e f)
compacidade dos esferoides de células PC3, durante os 10 dias em que foram mantidos em cultura. Os esferoides
analisados foram expostos durante 24 horas a atividades iniciais de radio-223 entre 0 e 7 040 Bg/mL. Os resultados
sdo apresentados como a médiaterro padrdo de 4 experiéncias independentes realizadas em triplicado. A analise
estatistica corresponde a comparagado entre os dias 1 e 10, para todas as condig¢Ges de irradiagdo.
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Tabela 4: Analise estatistica da Figura 41, através do teste ANOVA de 2 fatores e respetivos valores-p, em termos da
comparagdo entre os esferoides controlo e os irradiados com as vdrias atividades, no dia 10, ou seja, 7 dias apds
irradiagdo (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).

880 Bg/mL <0,0001 .
1760 Bg/mL <0,0001 Hokkk
®  0Bg/mL 3520 Bg/mL <0,0001 .
.
5280 Bg/mL <0,0001 ok
7040 Bg/mL <0,0001 .
e 880 Bg/mL <0,0001 ok
c
(7]
T 1760 Bg/mL <0,0001 .
5
T 0Bg/mL  3520Bg/mL <0,0001 .
o
g 5280 Bg/mL <0,0001 —
= 7040 Bg/mL <0,0001 *rk
(]
el
]
] 0Bg/mL 7040 Bg/mL 0.0025 R
8
]
§ 3520 Bg/mL 0.0286 *
o
8  0Ba/m.  5280Bq/ml 0.0009 hk
§ 7040 Bg/mL <0.0001 Ak k

Inicialmente, o perimetro também foi idéntico para todos os esferoides, com uma média de
3,80£0,16 mm, aumentando uniformemente até ao quarto dia. Todavia, a partir do sexto dia, a
sua evolugao foi irregular, sem relagdo aparente com a atividade administrada. No décimo dia,
nao se verificaram diferengas estatisticamente significativas entre os esferoides controlo e os

esferoides irradiados, para nenhuma das condi¢bes de irradiagao.

Em termos da forma dos esferoides, o comportamento da circularidade e da esfericidade
foram equivalentes. Inicialmente, a circularidade dos esferoides variou entre 0,85 e 0,95, com
uma média de 0,89+0,02, e a esfericidade variou entre 0,75 e 0,80, com uma média de
0,79+0,03, indicando que os esferoides eram sensivelmente circulares e esféricos. Ao longo dos
10 dias, apenas se observaram alteracdes ligeiras na circularidade dos esferoides, mais
acentuadas na irradiacdo com 7 040 Bg/mL, mas sem diferencas estatisticamente significativas
entre o primeiro e o décimo dias. No décimo dia, também ndo houve diferencas significativas
entre a circularidade dos esferoides controlo e dos esferoides irradiados. Em contrapartida,
houve uma diminuicdo estatisticamente significativa da esfericidade dos esferoides irradiados
com 5280 e com 7 040 Bg/mL de 0,80+0,06 para 0,54+0,02 (p=0,0011) e de 0,78+0,04 para
0,47+0,03 (p<0,0001), respetivamente. No décimo dia, apenas houve alterac¢Ges significativas

entre a esfericidade dos esferoides controlo e dos esferoides irradiados com 7 040 Bg/mL
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(p=0,0025). Resumidamente, a irradiacdo com radio-223 levou ao decréscimo da circularidade
e da esfericidade dos esferoides irradiados com as atividades mais elevadas, ao passo que a

forma dos restantes esferoides permaneceu aproximadamente circular e esférica.

Para finalizar, a compacidade inicial dos esferoides foi em média 0,6210,05 e, até ao oitavo
dia houve, no geral, uma tendéncia a diminuir. A partir do oitavo dia até ao décimo dia, a
compacidade aumentou para as atividades mais pequenas e diminuiu para as atividades mais
elevadas. Assim, em comparacdo com o primeiro dia, apenas houve uma diminuicdo
estatisticamente significativa da esfericidade para os 5 280 Bg/mL, de 0,64+0,09 para 0,29+0,02
(p=0,0021), e para os 7 040 Bg/mL, de 0,60+0,06 para 0,22+0,02 (p=0,0005). No décimo dia,
observaram-se alteragGes significativas entre os esferoides controlo e os esferoides irradiados
com 3520 Bg/mL (p=0,0286), com 5280 Bg/mL (p=0,0009) e com 7 040 Bg/mL (p<0,0001).
Deste modo, pode-se afirmar que quanto maior a atividade volumica inicial adicionada, menos

compactos os esferoides.

4.2.2.2. Viabilidade celular

Ensaio de viabilidade CellTiter-Glo® 3D

O ensaio de viabilidade CellTiter-Glo® 3D permitiu medir, indiretamente, a viabilidade celular
dos esferoides de células PC3 apds irradiagdo com radio-223. Os resultados obtidos encontram-
se representados na Figura 42, que corresponde a normalizagdo dos valores de luminescéncia
dos sinais medidos no espetrofotdmetro ao controlo, a qual se designou por viabilidade celular

relativa.
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Figura 42: Andlise da viabilidade celular relativa (%) das células PC3 constituintes dos esferoides, obtida através do
ensaio CellTiter-Glo® 3D, realizado 7 dias apds irradiagdo com as atividades volUmicas iniciais entre 0 e 7 040 Bg/mL.
Os resultados sdo apresentados como a médiazerro padrdo de 3 experiéncias independentes realizadas em triplicado.
ANOVA de 1 fator e teste de Tukey (**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001).
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Os resultados evidenciam uma diminuicdo progressiva da viabilidade celular com o aumento
da atividade volUmica inicial de radio-223, a qual foi estatisticamente significativa para todas as
atividades, exceto para os 55 Bg/mL. Deste modo, a irradiacdo com 440, com 880, com 1 760,
com 3520, com 5280 e com 7 040 Bg/mL levou ao decréscimo significativo da viabilidade
celular para 83,1+2,5% (p<0,0001), para 69,7+2,4% (p<0,0001), para 53,5+1,1% (p<0,0001), para
48,9+1,1% (p<0,0001), para 32,2+1,7% (p<0,0001) e para 23,1+1,8% (p<0,0001),
respetivamente. Comparando entre atividades volumicas consecutivas, sé6 ndao houve uma
diminuigdo significativa da viabilidade celular entre os esferoides irradiados com 1 760 e com
3 520 Bg/mL. Importa ainda realgar que foi necessario irradiar os esferoides com 3 520 Bg/mL
para que a viabilidade celular reduzisse para aproximadamente metade. Como este ensaio mede
a quantidade de ATP presente nos esferoides, significa que a irradiacdo com radio-223 provocou
um decréscimo da producdo de ATP, ou seja, da atividade metabdlica das células PC3

constituintes dos esferoides.

Microscopia confocal

Para além do ensaio CellTiter-Glo® 3D, recorreu-se a microscopia confocal para avaliar
gualitativamente a viabilidade e a morte celular dos esferoides de células PC3 depois de
irradiados, através da marcacdo dupla com AnV e IP, que correspondem a coloracdo verde e
vermelha, respetivamente. Na Figura 43 apresentam-se imagens sequenciais do plano Z e na
Figura 44 a reconstrucdo 3D de esferoides controlo (0 Bg/mL) e de esferoides irradiados com
55, com 3 520 e com 7 040 Bg/mL de radio-223.

Tendo em conta que a AnV se liga a células em apoptose e o IP se liga a células em necrose,
foi possivel, através da observa¢do das imagens adquiridas no microscépio confocal, estudar a
viabilidade e tipos de morte celular presentes nos esferoides. Comparando as trés atividades
volUmicas iniciais, verificou-se que quanto maior a atividade administrada, maior a marcagao
tanto com AnV como com IP, ou seja, maior a inducdo de morte celular por apoptose e/ou
necrose e, como consequéncia, maior a perda de viabilidade celular. Constatou-se ainda que
houve uma maior marcacdo dos esferoides com AnV do que com IP, sugerindo que a irradiagdo
com radio-223 provoca a ativacdo de vias de morte celular, nomeadamente por apoptose. Nos
esferoides controlo, apesar destes ndao terem sido irradiados, também se observou alguma

marcag¢ao com AnV e com IP.
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0Bq/mL 55 Bq/mL 3520Bq/mL 7040 Bq/m

Brightfield

AnV

P

Fusdao

Figura 43: Imagens representativas de planos Z de esferoides de células PC3, irradiados com 0, 55, 3520 e 7040 Bg/mL,
marcados com AnV/IP 7 dias ap0s irradiagdo. As imagens foram adquiridas recorrendo a um microscépio confocal
com uma ampliagdo de 10X. A escala apresentada corresponde a 500 pum.

112



Resultados

0Bqg/mL 55 Bq/mL 3520 Bg/mL

7040 Bg/mL

Figura 44: Reconstrugdo 3D de esferoides de células PC3, irradiados com 0, 55, 3 520 e 7 040 Bg/mL e marcados com
AnV/IP 7 dias ap0s irradiagdo, a partir das imagens dos planos Z. As imagens foram adquiridas recorrendo a um
microscépio confocal com uma ampliagdo de 10X.

AnV
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As imagens sequenciais de alguns planos Z dos esferoides também permitiram visualizar,
mais pormenorizadamente, a desintegra¢do dos esferoides irradiados, que foram ficando cada
vez menos compactos, e a desagregacao das células, principalmente na periferia, mais evidentes
na irradiacdo com 3 520 e com 7 040 Bg/mL. As células na periferia dos esferoides ficaram
marcadas principalmente com AnV, ou seja, eram maioritariamente células apoptéticas. Como
resultado da desintegracdo dos esferoides expostos ao rddio-223, as imagens obtidas
evidenciaram, também, a consequente diminuicdo do seu tamanho com o aumento da
atividade, pelo que no caso dos esferoides controlo e dos esferoides irradiados com 55 Bg/mL,
por serem maiores, ndo couberam no campo de visdo do microscdpio e nao foi possivel obter

imagens completas.

4.2.2.3. Morfologia celular

Também a caracterizacdao morfoldgica das células constituintes dos esferoides, irradiados e
ndo irradiados, foi realizada, com o objetivo de estudar os efeitos da irradiacdo com radio-223
na morfologia celular. A andlise morfolégica foi feita com recurso a coloragdo com o corante
Giemsa. A Figura 45 mostra quatro imagens representativas da condicdo controlo e das

condic¢des de irradiagcdo com 55, com 880, com 3 520 e com 7 040 Bg/mL.

Existem vdrias alteracdes morfoldgicas que permitem distinguir células apoptdticas de
células necréticas. Por exemplo, a condensagao da cromatina, os blebbings, a fragmentacgao
nuclear e a vacuolizagdo citoplasmatica sdo caracteristicas da apoptose. Por outro lado, a rotura
da membrana plasmdtica e o extravasamento do citoplasma sdo indicativos de necrose
(Marques et al., 2021).

Analisando as imagens, verificou-se a presenga de um grande numero de células
binucleadas, ja que estas sdo caracteristicas de células tumorais. Em geral, as células controlo
apresentaram uma morfologia arredondada e uma membrana plasmatica intacta, sem
evidéncias de rutura, correspondendo a células vidveis. No entanto, em algumas células controlo
observou-se a condensagao da cromatina e a formacgao de blebbings, ambos sinais precoces de
apoptose. Comparando com as diferentes condi¢des de irradiagado, as células dos esferoides que
foram irradiados apresentaram mais alteragdes na sua morfologia, muitas delas com indicios de
morte celular por apoptose ou necrose. Em contraste com as células controlo, as células
irradiadas exibiram uma forma mais irregular e nucleos de tamanho aumentado, designados
nucleos gigantes. A transformacdo morfologica mais comum foi ao nivel da membrana
plasmatica, com o aparecimento de blebbings, pelo que se concluiu que existiam mais células
apoptéticas do que necréticas. Além destes eventos, observou-se vacuolizagcdo citoplasmatica e
fragmentagdo nuclear, ambos sinais de apoptose e, em algumas células irradiadas com

atividades mais elevadas (3520 e 7 040 Bg/mL), a rutura da membrana e o consequente

114



Resultados

extravasamento do citoplasma, caracteristicos de necrose. Por ultimo, foram detetados

micronucleos em células que tinham sido expostas a radiagao ionizante.
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Figura 45: Andlise morfoldgica de células PC3 de esferoides, através da coloragdo por Giemsa, realizada 7 dias apds
irradiagdo com 0, 55, 880, 3 520 e 7 040 Bg/mL de radio-223 durante 24 horas. S3o apresentadas 4 imagens representativas
de cada condigdo. As setas correspondem a caracteristicas morfoldgicas que podem indicar apoptose ou necrose. A seta
amarela corresponde a condensag¢do da cromatina. A seta azul corresponde a blebbings. A seta verde corresponde a células
binucleadas. A seta vermelha corresponde a vacuolizagdo citoplasmatica. A seta laranja corresponde a fragmentagdo
nuclear. A seta rosa corresponde ao extravasamento do citoplasma. A preto estdo rodeados microntcleos. Para obtengdo
destas imagens, recorreu-se a um microscépio 6tico, com uma ampliagdo de 400X.
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Discussao

Apesar de nos ultimos anos ter havido grandes avangos no diagndstico e no tratamento do
cancro da prdstata (CaP), esta neoplasia continua a ser das mais incidentes e diagnosticadas no
sexo masculino. O cancro da prostata metastatico resistente a castracdo (CPMRC) é o que
apresenta pior progndstico e, atualmente, as estratégias terapéuticas sao apenas paliativas. Por
estas razbes, o estudo aprofundado dos mecanismos responsaveis pelo aparecimento do CaP e
evolugdo até ao CPMRC e o desenvolvimento de novas terapias sdo cruciais para melhorar o
panorama mundial (M. Morris et al., 2019). Devido a elevada prevaléncia de metdastases dsseas
em doentes com CPMRC, surgiram terapias dirigidas para o osso, como, por exemplo, o
denosumab, os bisfosfonatos e, mais recentemente, o radiofarmaco dicloreto de radio-223
(Wilson & Parker, 2016).

O radio-223 foi o primeiro emissor de particulas alfa aprovado para fins terapéuticos pela
FDA e pela EMA, em especifico para o tratamento de doentes com CPMRC e metastases dsseas
e que ndo apresentem metastases viscerais (Marques et al., 2021). Contudo, apesar de estar
comprovada a sua eficacia clinica, com o aumento do tempo de sobrevida dos doentes, ainda
existem duvidas sobre a localizagdo do rddio-223 no interior das células tumorais e a forma
como este interage com as respetivas vias moleculares, bem como sobre o processo da sua
intercalacdo entre os vdrios componentes do nicho metastatico. Consequentemente, ainda nao
se sabe ao certo se os efeitos biolégicos observados sdo induzidos pelas particulas alfa emitidas
pelo radio-223 que foi incorporado na matriz éssea, pelo radio-223 que foi internalizado pelas
células do CaP presentes nas metdstases dsseas ou por ambos (Marques et al., 2021; S. Nilsson,
2016; Wilson & Parker, 2016). Estas duvidas acerca dos mecanismos moleculares e alvos
envolvidos na a¢do do radio-223 e na resposta a terapia sdo associadas a eficacia clinica estar

aquém do expectavel para este radiofarmaco (Marques et al., 2021).

Estudos prévios realizados pelo nosso grupo, com a finalidade de avaliar o perfil cinético do
radio-223 em duas linhas celulares de CaP metastatico, a linha PC3 e a linha LNCaP, mostraram
haver internalizacdo do radiofarmaco por ambas as linhas celulares, inclusive no nucleo, ficando
retido ao longo do tempo. Foram também caracterizados, nestas culturas, os efeitos
radiobioldgicos induzidos pelo radio-223, tendo-se verificado a diminuigdo da sobrevivéncia e
da proliferagado celular apés irradiagao, assim como alteragdes morfoldgicas caracteristicas de
apoptose e um aumento dos danos no ADN (Marques et al., 2021). No entanto, estes ensaios
foram realizados em culturas celulares 2D que ndo mimetizam por completo o microambiente
tumoral in vivo, pelo que se decidiu explorar os efeitos do radio-223 em estruturas 3D. As
culturas celulares 3D permitem o estabelecimento de um maior niumero de interagées célula-
célula, assim como de gradientes metabdlicos e proliferativos, constituindo uma representacao
mais realista dos tumores in vivo e da resposta das células tumorais aos varios tipos de
terapéutica (Caleffi et al., 2021; Sakalem et al., 2021).

Deste modo, o nosso grupo desenvolveu anteriormente esferoides de CaP utilizando o

modelo de levitagdo magnética (Tavares, 2019) e a junc¢do das técnicas de hanging drop e de
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levitacdo magnética (Silva, 2021). Contudo, foram reportadas algumas limitagGes, tais como a
coloragdo castanha das nanoparticulas magnéticas, que pode, por exemplo, dificultar a analise
dos resultados de ensaios de imunohistoquimica (Tavares, 2019), a eliminacdo das
nanoparticulas ao fim de oito dias em cultura, assim como a desintegracdo dos esferoides
quando se utilizou a MagPen (Greiner Bio-One) para os transferir para outra superficie para a
realizacdo de microscopia de fluorescéncia (Silva, 2021). Outra das necessidades reportadas pela
nossa equipa foi a diminui¢do do tamanho dos esferoides para minimizar a regidao necrética, ja
que, de acordo com Souza-Araljo e seus colaboradores (Souza-Araujo et al., 2020), quanto
maior o tamanho do esferoide, maior a dificuldade de difusdo dos nutrientes e de oxigénio
através do esferoide, fazendo com que as células do seu interior comecem a entrar em hipoxia
e em necrose. De acordo com Leek e seus colaboradores (Leek et al., 2016), esferoides com um
didametro superior a 160 pm comeg¢am a desenvolver um nucleo hipdxico e com um diametro
entre 400 e 500 um o nucleo torna-se necrdtico. Numa das experiéncias realizadas pela nossa
equipa, utilizou-se uma concentracdo inicial de 200 000 células/esferoide, tendo-se obtido
esferoides com um didmetro superior a 2 mm e uma area por volta dos 4 mm? (Tavares, 2019).
Num estudo mais recente, foi utilizada uma menor concentracdo inicial, 20 000
células/esferoide, permitindo obter esferoides mais pequenos, com didmetros entre 1 e 1,5 mm
e uma drea de cerca de 1,5 mm? (Silva, 2021). Tendo em conta o que foi descrito por Leek e
colaboradores (Leek et al., 2016), os esferoides deste tamanho podem, com grande
probabilidade, desenvolver uma grande regido necrdtica, a qual pode influenciar a resposta dos

esferoides tumorais aos tratamentos e levar a resultados pouco precisos.

Por estas razGes, este projeto teve como um dos objetivos otimizar e estabelecer um
modelo 3D de CaP que colmatasse as varias lacunas observadas nos modelos anteriores. No
sentido de diminuir o tamanho dos esferoides, foram testadas varias concentragdes iniciais,
entre as 2 500 e as 20 000 células/esferoide, recorrendo ao método de hanging drop, ja que
este permite uma producdo rapida de agregados celulares a trés dimensdes. No geral, todas as
concentragdes celulares formaram esferoides uniformes 24 horas apds a formagdo das gotas.
Contudo, 24 horas nao foram suficientes para as concentra¢des de 2500 e de 5000
células/esferoide gerarem esferoides coesos, provavelmente devido ao facto de o nimero de
células ser mais reduzido e, por isso, as células ficaram mais dispersas na gota, precisando de

mais tempo para se agregarem e para estabelecerem as interagdes célula-célula.

Como a técnica de hanging drop ndo permitiu manter os esferoides em cultura por um longo
periodo, as duas metodologias previamente utilizadas pela nossa equipa, o modelo de levitagdo
magnética e a jungdo das técnicas de hanging drop e de levitagdo magnética, foram comparadas
com outra metodologia, a cultura de sobreposicdo liquida, que tem tido cada vez mais sucesso

na producdo de esferoides de CaP para o estudo de agentes terapéuticos.

No modelo de levitagdo magnética, as células ndo foram capazes de se agregar nem de

formar esferoides, o que pode ter acontecido como consequéncia da adigdo de um volume
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inadequado da solugdo de nanoparticulas ou por uma ligacdo ineficaz das nanoparticulas as
células, ja que a eficiéncia da ligacdo varia consoante o tipo de células (Haisler et al., 2013).
Como foi utilizada uma placa ndo aderente, ou seja, sem qualquer tratamento, algumas células

podem, mesmo assim, ter aderido ao fundo da placa em vez de se agregarem em estruturas 3D.

Os esferoides produzidos com a juncdo das técnicas de hanging drop e de levitacao
magnética foram visiveis macroscopicamente 24 horas apds a formacgao das gotas, o que esta
em concordancia com o que foi observado por Silva (Silva, 2021). A localiza¢do dos esferoides
na periferia dos pocos podera ter ocorrido devido a adicdo do meio e a ndo aderéncia dos pocos
que facilitaram a sua deslocacdo. Apesar de inicialmente se terem formado esferoides coesos e
compactos, com o passar do tempo foram-se desintegrando. A desintegracdo pode ter ocorrido
devido, também, a ineficaz ligacdo das nanoparticulas as células ou devido ao reduzido tempo
em que a placa magnética de concentracao foi colocada sob os esferoides, podendo nao ter sido
suficiente para assegurar o estabelecimento de conexdes fortes entre as células. No entanto, o
tempo de incubagdo com a placa de concentragdo ndo podia ser aumentado, pois promovia a
aderéncia dos esferoides ao fundo dos pogos das placas ndo aderentes. Sabe-se, ainda, que um
dos fatores que influencia a producdo de esferoides através da cultura de sobreposicao liquida
¢é a plataforma de cultura e o biomaterial que reveste a superficie (Costa et al., 2018). Assim, a
utilizacdo de placas de baixa aderéncia, com um revestimento que promovesse a formacdo de

esferoides, poderia constituir uma alternativa vantajosa.

Apesar de as técnicas anteriores ndo permitirem a realizacdo dos ensaios pretendidos,
devido a desintegracdo dos esferoides ao longo do tempo, permitiram verificar que a
concentragao 6tima para o desenvolvimento de esferoides com o tamanho pretendido, ou seja,
com um didmetro inferior aos obtidos nos trabalhos prévios, era de 5 000 células/esferoide.
Além disso, também permitiram constatar que as células necessitavam de uma incubagao de 48

horas, apds a sua distribuicao pelos pogos, de modo a produzir esferoides coesos.

Com o intuito de colmatar as lacunas encontradas, desenvolveram-se esferoides, a partir de
5000 células, através da técnica de cultura de sobreposicao liquida, em placas de baixa
aderéncia especificas para o desenvolvimento de esferoides. De acordo com um estudo
realizado com células de carcinoma hepatocelular HepG2, verificaram-se diferengas entre os
esferoides cultivados em diferentes placas comercializadas para este efeito, especificamente
entre as Nunclon Sphera 3D plates (ThermoFisher Scientific) e as Corning” 96-well Black/Clear
Round Bottom Ultra-Low Attachment (ULA) Spheroid Microplates (ThermoFisher, 2020a). Assim,
avaliou-se e comparou-se a evolugdo de esferoides de células PC3, ao longo de 10 dias, em dois
tipos de placas especificas para cultura 3D, as BIOFLOAT™ 96-well plates e as Corning® 96-well
Black/Clear Round Bottom ULA Spheroid Microplates, ambas de fundo redondo ja que estd
comprovado que esta configuracdo geométrica leva a formacgdo de agregados celulares com
uma forma mais esférica (Costa et al., 2018). Em geral, os esferoides produzidos nas duas placas

formaram-se rapidamente, sendo possivel visualiza-los macroscopicamente 24 horas depois da
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colocagdo das células nos pogos. Efetivamente, esta rapida agregacdo ja tinha sido verificada,
também, nos esferoides produzidos com o método de hanging drop e com a jungao das técnicas
de hanging drop e de levitagao magnética, evidenciando que uma das caracteristicas das células
PC3 é a sua rdpida agregacao em estruturas 3D. Foi evidente, ao longo do tempo, que os
esferoides produzidos nas placas ULA eram mais coesos, compactos e uniformes,
principalmente os que foram produzidos na placa ULA da Corning®, o que esta de acordo com o
que foi evidenciado por Pinto e colaboradores (B. Pinto et al., 2020), que também verificaram
qgue o uso de placas ULA permitia a obtencdo de esferoides compactos, uniformes e
reproduziveis de longa duragdo, sem a formacdo de agregados celulares irregulares ao seu
redor. O contraste observado entre os esferoides produzidos nas duas placas ULA pode estar
relacionado com os diferentes revestimentos antiaderentes e as ligeiras diferencas entre as

configuracdes geométricas dos pocos.

Em sintese, os resultados evidenciaram que a cultura de sobreposicdo liquida era a técnica
mais vantajosa, com recurso a placa ULA da Corning®, pelo que foi este o modelo escolhido para
o desenvolvimento de esferoides de CaP constituidos por células PC3. A forma arredondada e
circular dos esferoides obtidos estd em concordancia com os estudos realizados por varios
autores (Gottfried et al., 2011; Harma et al., 2010; Uwada et al., 2021), que também obtiveram
esferoides de células PC3 com uma estrutura arredondada. Segundo Harma e colaboradores
(Harma et al., 2010), a exibicdo de uma estrutura mais redonda pode indicar a presenca de
contactos célula-célula muito robustos, devido a presenga de proteinas responsaveis por tight
junctions, pelo que poderad ser relevante estudar estes marcadores em estudos futuros. Porém,
os esferoides obtidos a partir de células PC3 apresentaram uma superficie mais irregular do que
os descritos em (ThermoFisher, 2020a) e (Harma et al., 2010), o que se podera dever ao facto
destes terem adicionado ao meio as matrizes extracelulares Geltrex™ (Gibco, ThermoFisher
Scientific) e Matrigel” (Corning), respetivamente, cuja func3o é auxiliar e facilitar a formagdo dos

esferoides.

Os esferoides obtidos tinham, inicialmente, uma area de aproximadamente 1 mm? e um
didmetro de 1 mm, tendo aumentado de tamanho nos primeiros dias e estabilizado a partir do
sexto dia. Este padrdo de crescimento estd em concordancia com o reportado em
(ThermoFisher, 2020a), onde esferoides, inicialmente com 5000 células PC3, foram
aumentando de tamanho até ao sétimo dia, tendo permanecido com um tamanho praticamente
inalterado entre o sétimo e o nono dia. O aumento inicial do tamanho dos esferoides deve-se,
provavelmente, a proliferagdo normal das células PC3, que se vao acumulando e agregando
umas as outras. Porém, a medida que os esferoides vdo crescendo, a capacidade dos nutrientes
e do oxigénio chegarem a zona central do esferoide diminui, levando, consequentemente, ao
desenvolvimento de core necrético e hipdxico associado a uma diminuicdo da proliferacdo
celular. As células da zona central dos esferoides, ao perderem capacidade proliferativa,

juntamente com a sua crescente compactacao, podem resultar na estabilizacao do tamanho dos
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esferoides ou até na sua diminuicdo, esta Ultima observada anteriormente pela nossa equipa
(Silva, 2021; Tavares, 2019).

Em contrapartida, quando o mesmo modelo celular 3D foi aplicado a linha celular LNCaP,
nado foi possivel obter esferoides uniformes e compactos como os que foram obtidos com as
células PC3, o que significa que a forma, a morfologia e a estrutura dos esferoides nao
dependem sé da técnica que é utilizada, mas também da linha celular. De facto, o mesmo ja
tinha sido observado em diversas experiéncias, tais como a realizada por Souza-Araujo e
colaboradores (Souza-Araujo et al., 2020) onde, utilizando o mesmo método de cultura 3D com
diferentes linhas celulares, se obtiveram agregados celulares com diferentes formas e
compacidades. De acordo com Lee e colaboradores (Lee et al., 2013), as culturas 3D permitem
que cada linha celular revele uma certa diferenciacdo histolégica, mesmo depois de serem
cultivadas em cultura 2D durante um longo periodo de tempo, pelo que a estrutura dos
esferoides depende, sobretudo, da capacidade intrinseca das células se organizarem no seu
“arranjo” final. Num outro estudo, a cultura de sobreposic¢ao liquida foi testada em 39 linhas
celulares humanas, das quais apenas 26 foram capazes de gerar esferoides, reforcando que a
capacidade das células se agregarem em estruturas tridimensionais usando esta técnica ndo é a

mesma para todos os tipos de células (Costa et al., 2018).

Apesar de ndo ter sido possivel formar esferoides de células LNCaP com o mesmo modelo
desenvolvido para as células PC3, foram encontrados na literatura alguns estudos em que a sua
formacdo em placas ULA teve sucesso (Eder et al., 2016; Mittler et al., 2017; ThermoFisher,
2020a), sugerindo possiveis ajustes no modelo desenvolvido. As células LNCaP tém uma grande
tendéncia para formar agregados, o que levou a formagdo de pequenos aglomerados dispersos
no meio, logo apds colocacdo das células nos pocos, pelo que uma possivel solugdo seria a
centrifugacdo da placa para juntar as células no centro dos pogos e ajudar a formar um Unico
esferoide por cada pogo. Outro parametro que deve ser otimizado é a concentragdo celular
inicial, visto que ao reduzir o nimero de células que é colocado nos pogos podera diminuir a
probabilidade de se formarem agregados dispersos. Por fim, pode ainda ser testada a adi¢do de
uma matriz extracelular ao meio de cultura, como a Geltrex™ (Gibco, ThermoFisher Scientific) ou
a Matrigel® (Corning), que estimulam o estabelecimento de interacdes fortes entre as células e,

consequentemente, a coesdo e a compactacdo dos esferoides.

Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade do radio-223, as células de CaP foram irradiadas
tanto em cultura 2D como em cultura 3D, permitindo uma melhor correlacdo com os efeitos in
vivo. Os efeitos do radio-223 em culturas de células de metastases ésseas de cancro da mama e
de osteoblastos e osteoclastos ja tinham sido previamente avaliados por Suominen e
colaboradores (Suominen et al., 2013), apds exposi¢do in vitro a atividades volumicas de 400,
de 800 e de 1 600 Bg/mL do mesmo radiofarmaco. Outros dois estudos in vitro avaliaram a
resposta das linhas celulares de CaP C4-2B—-BMP4, Myc-CaP-BMP4 e TRAMP-C2—-BMP4 (Rojo et
al., 2021) e da linha celular PC3 (Paindelli et al., 2019) as concentrag¢des de radio-223 de 0, de
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50, de 100, de 200, de 400, de 800, de 1 600, de 3 200 e de 6 400 Bg/mL. Tendo em consideracdo
estes estudos e experiéncias preliminares realizadas pelo nosso grupo de investiga¢cdo, em que
se testaram vdrias atividades volumicas iniciais, foram escolhidas sete diferentes atividades de
radio-223, compreendidas entre os 55 e os 7 040 Bg/mL, para avaliar os efeitos citotdxicos deste
radiofarmaco em modelos celulares de CaP. De realcar que a atividade de dicloreto de radio-

223 atualmente administrada aos doentes com CPMRC é de 55 kBq por kg de massa corporal.

Os efeitos da irradiacdo com o radio-223 na proliferacdo celular de células PC3 foram
avaliados indiretamente pelo ensaio de SRB, um ensaio que permite medir o contetdo proteico
celular total e aferir, indiretamente, a proliferacdo celular. Foram avaliados os efeitos da
irradiacdo com diferentes tempos de exposicao, nomeadamente de 4, de 24 e de 48 horas. Os
resultados obtidos mostraram, no geral, uma diminuicdo da proliferacdo celular com o aumento
da atividade volumica inicial a qual as culturas foram expostas, para todos os tempos de
irradiacdo. Estes resultados estdo em concordancia com o que estd descrito na literatura sobre
os efeitos citotdxicos provocados pela exposi¢do a radiacdo ionizante, cuja relagdo com a perda
da capacidade de proliferacdo das células ja foi comprovada em outros estudos (Marques, 2016;
Mendes, 2016). Por exemplo, estudos realizados previamente no nosso laboratdrio
demonstraram uma diminuicdo estatisticamente significativa da proliferacdo celular de células
PC3 com o aumento da dose média até aos 20 mGy (Marques et al., 2021; Silva, 2021). Também
Paindelli e colegas (Paindelli et al., 2019) verificaram uma reducdo no nimero de células PC3,
cultivadas em 2D, em 20%, em 45% e em mais de 95% para as atividades de 200, de 400 e de

1 600 Bg/mL, respetivamente.

No entanto, é importante salientar que o decréscimo da proliferagdo celular apenas foi
significativo quando as células foram irradiadas com uma atividade igual ou superior a 3 520
Bg/mL, independentemente do tempo de exposicdo. Tal como ja foi referido, a radiagdo alfa,
devido a sua elevada LET, é caracterizada por atuar diretamente nas biomoléculas e induzir
qguebras na dupla cadeia de ADN. A presenca destas lesGes conduz a mecanismos de reparacgao
dos danos que, por sua vez, ativam vias de reparacdo do ADN, o que leva a um aumento da
expressdo de proteinas envolvidas nestas vias (Elgqvist et al., 2016; Marques et al., 2021). Como
o ensaio de SRB mede o conteudo proteico celular, o aumento da expressdao das proteinas
relacionadas com a reparag¢do dos danos no ADN podera ser um dos motivos que explicam os
valores elevados de contelido proteico com as atividades volUimicas iniciais até aos 1 760 Bg/mL.
A partir da irradiagdo com 3 520 Bg/mL, os mecanismos de reparacdo poderdo ter perdido
eficiéncia, devido ao aumento dos danos provocados nas células, o que levou a uma diminui¢do
consideravel do conteludo proteico e, consequentemente, da proliferacdo celular. Por outro
lado, esta tendéncia para o aumento do conteldo proteico, quando as células sdo expostas a
atividades mais baixas, pode estar relacionada com a resposta adaptativa, definida como a
capacidade de as células expostas a baixas doses de radiacdo ionizante desenvolverem
resisténcia aos efeitos da radiagdo, por exemplo, devido a ativacdo das vias de reparag¢do do

ADN e de regulacdo do ciclo celular (Guéguen et al., 2019). Esta resposta adaptativa pode
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justificar a capacidade de as células PC3 conseguirem reparar os danos induzidos pela exposicao
a atividades volumicas inicias até 1 760 Bg/mL, através dos varios mecanismos moleculares que

sdo ativados.

Ademais, sabe-se que os efeitos induzidos pela exposicdo ao radio-223 ndo sao dependentes
sO da radioatividade a que as células sao expostas, mas também da duracdo do periodo de
exposicado ao radio-223 (Bannik et al., 2019). De acordo com Liberal e colaboradores (Liberal et
al., 2022), existe uma maior probabilidade de recuperagao das células apds longa exposi¢do ao
radio-223, o que foi evidenciado pelos resultados obtidos para atividades iguais ou inferiores a
1 760 Bg/mL, em que se observou uma ligeira tendéncia para o aumento da proliferacdo celular
com o aumento do tempo de irradiacdo, nomeadamente entre as 24 e as 48 horas. Em
contrapartida, na irradiagdo com uma atividade igual ou superior a 3 520 Bg/mL, observou-se a
diminuicdo significativa da proliferacdo celular com o aumento do tempo de irradiacao,
principalmente entre as 4 e as 48 horas. Estes resultados podem também ser explicados com
base na resposta adaptativa, ou seja, a longa exposicdo a atividades mais pequenas permite a
reparacao dos danos e o desenvolvimento de uma maior resisténcia a radiacdo ionizante,
levando a um aumento da proliferacao das células. Porém, a longa exposicdo a atividades mais
elevadas provoca um grande numero de lesdes celulares, impedindo as células de ativarem
eficientemente os mecanismos de reparacdo e, consequentemente, de se adaptarem a
exposicdo ao radio-223, levando a uma diminuicdo da proliferacdo celular (Bannik et al., 2019;
Guéguen et al., 2019).

Tal como aconteceu com as células PC3, os resultados obtidos mostraram uma diminuigdo
da proliferagado celular das células LNCaP com o aumento da atividade volUmica inicial, a qual
foi estatisticamente significativa para as trés atividades administradas. Estes resultados sdo
também semelhantes aos obtidos num estudo anteriormente realizado pelo nosso grupo, no
qual se observou uma diminuigao significativa da proliferacao celular de células LNCaP com o
aumento da dose, até aos 10 mGy (Marques et al., 2021). Foi notério que a exposi¢cdo das células
LNCaP ao radio-223 induziu, de um modo geral, uma maior diminuicdo na proliferagao celular,
comparativamente a das células PC3. Estes dados permitiram inferir, indiretamente, uma maior
radiossensibilidade da linha celular LNCaP a este radiofdarmaco. Estes dados vao de encontro
com estudos anteriormente realizados pelo nosso grupo, que determinaram que a dose letal
média (DLso) destas células era inferior a das células PC3, sendo por isso mais radiossensiveis
(Marques, 2016; Marques et al., 2021). A maior radiossensibilidade das células LNCaP podera
estar correlacionada com o facto destas células serem provenientes de ganglios linfaticos o que,
juntamente com a dependéncia androgénica e o crescimento lento, indica que estas células sdo
provavelmente originarias de um estadio mais inicial do CaP metastatico, logo, menos agressivo
e mais radiossensivel. Pelo contrario, as células PC3 provém de uma metastase dssea de CaP
metastdtico de grau IV e ndo possuem dependéncia androgénica, logo, correspondem a um
estadio muito avancado da doencga e, consequentemente, mais agressivo e radiorresistente

(Namekawa et al., 2019). De facto, também Pinto e colaboradores (C. Pinto et al., 2020)
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observaram uma maior radiossensibilidade de duas linhas celulares de CaP dependentes de
androgénios, a LNCaP e a 22RV1, em comparacdao com uma linha celular independente de
androgénios, a DU145. Esta particularidade pode ser importante a nivel da aplicabilidade
terapéutica do radio-223, pois sugere a possibilidade de um melhor efeito antitumoral se este
radiofarmaco for administrado numa fase mais precoce da doenga, aumentando a

probabilidade de maior eficacia clinica (Marques, 2016).

Os efeitos induzidos pela exposicao das células ao radio-223 foram diferentes quando
avaliados 5 ou 7 dias apds a irradiacdo. No caso da linha celular PC3, o contelddo proteico
apresentou valores mais aumentados quando avaliado apés 7 dias, do que os medidos apds 5
dias. Na linha celular LNCaP ocorreu exatamente o oposto, ou seja, o conteudo proteico teve
tendéncia para diminuir ao fim de 7 dias em relagdo aos valores obtidos ao fim de 5 dias. Estas
diferengas poderado ser explicadas com base na radiossensibilidade dos dois tipos de células. As
células LNCaP, como sdo mais radiossensiveis, ndo conseguiram reparar os danos e, como
consequéncia, ao fim dos 7 dias o conteldo proteico diminuiu ainda mais. Em contrapartida, as
células PC3, como sdo mais radiorresistentes, conseguiram recuperar dos danos, levando a um

aumento do conteuldo proteico dos 5 dias para os 7 dias.

Os efeitos a longo prazo da exposicdo da linha celular PC3 ao radio-223 foram também
avaliados através do ensaio clonogénico, o qual permite estudar a capacidade das células
sobreviverem e de formarem coldnias, designada capacidade clonogénica. Corroborando os
resultados obtidos anteriormente pela nossa equipa, verificou-se um decréscimo significativo
na sobrevivéncia celular com o aumento da atividade, para as 4 horas e as 24 horas de
irradiagdo. Tal como aconteceu com os resultados do ensaio de SRB, os do ensaio clonogénico
estdo igualmente em concordancia com o que era expectavel, ja que estd também comprovado
gue a exposicao a radiagdo ionizante induz a perda da capacidade de sobrevivéncia das células
(Marques, 2016; Mendes, 2016). A diminui¢do da sobrevivéncia celular induzida pela exposi¢do
a particulas alfa foi também determinada por vérios autores, para a linha celular PC3 (Elgqvist
et al., 2016; Liberal et al., 2022; J. Nilsson et al., 2015), assim como para outras linhas celulares
de tumores dsseos (Bannik et al., 2019; Liberal et al., 2022). A capacidade de sobrevivéncia das
células demonstrou ser influenciada pelo tempo de exposi¢do ao radio-223, com as células PC3
a apresentarem uma menor capacidade de sobrevivéncia quando expostas durante 24 horas ao

radio-223, comparativamente a exposi¢do durante 4 horas.

Em suma, os resultados dos efeitos radiobioldgicos, avaliados em culturas celulares 2D,
permitiram mostrar que o aumento da atividade inicial de radio-223, assim como do tempo de
exposicdo a este, induziu uma diminui¢cdo da capacidade proliferativa e de sobrevivéncia das
células, o que faz sentido, ja que ao deixarem de ser capazes de proliferar, deixam de conseguir
formar coldnias, levando, consequentemente, a uma reduc¢do da sobrevivéncia celular. Porém,
ao contrdrio do que aconteceu no ensaio de SRB, em que o decréscimo da proliferagdo apenas

foi estatisticamente significativo a partir dos 3 520 Bg/mL, no ensaio clonogénico o decréscimo
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da sobrevivéncia foi significativo logo a partir da irradiagcdo com 55 Bg/mL. Os valores elevados
de conteldo proteico celular até aos 1 760 Bg/mL poderdo ser uma consequéncia da ativacdo
dos mecanismos de reparacao dos danos e aumento da expressao de certas proteinas, o que,
no entanto, podera nao significar que as células estdo a proliferar e a formar coldnias, sendo
uma possivel explicacdo para a diminui¢cdo da sobrevivéncia celular logo a partir da irradiacdo
com 55 Bg/mL.

Os efeitos radiobiolégicos do radio-223 foram, também, avaliados em culturas celulares 3D.
Como os esferoides sdo estruturas tridimensionais, coesas e uniformes, a avaliacdo da
citotoxicidade de agentes antitumorais é frequentemente analisada através das altera¢des no
tamanho e na forma destas estruturas 3D (B. Pinto et al., 2020). As imagens adquiridas mostram
a progressiva desintegracdo e a diminuicao do crescimento e do tamanho dos esferoides com o
aumento da atividade inicial administrada. A desintegracdo ocorreu principalmente na regido
periférica dos esferoides, o que pode ser justificado pelo facto de ser a parte mais exposta a
radiacdo alfa, que devido ao seu baixo poder de penetracdo, depositou grande parte da sua
energia nas células da superficie dos esferoides. Quanto maior a atividade de radio-223, maior
o numero de danos provocados nas células, o que ja tinha sido evidenciado nos estudos em 2D
e, consequentemente, maior perda das conexdes célula-célula, levando a crescente
desagregacao das células (Marques et al., 2018; Silva, 2021). Como as células se vao separando
dos esferoides, estes vao ficando cada vez mais pequenos. A desagregacao das células observou-
se, principalmente, a partir da irradiagdo com 1760 Bg/mL, o que estd de acordo com os
resultados obtidos na irradiagcdo das células PC3 em cultura 2D, que mostraram uma diminuicdo
muito significativa da sua capacidade proliferativa e clonogénica para atividades superiores a
1760 Bg/mL. Este resultado ja tinha sido observado num estudo recente realizado no nosso
laboratério, em que a irradiagao de esferoides de células PC3 com doses de 40 mGy também
levou a sua desintegracdo, nomeadamente na periferia (Silva, 2021). Num outro estudo,
desenvolvido por Briiningk e colaboradores (Briiningk et al., 2020), esferoides de células de
cancro do cdélon foram irradiados com doses de 5 e de 20 Gy e analisados ao longo de 20 dias,
tendo-se observado igualmente a desagregacao das células na superficie dos esferoides e uma

maior desintegracao, quando expostos a maior dose.

Os graficos da area, do perimetro e do diametro equivalente, obtidos com os softwares
Imagel e AnaSP, estdao, de um modo geral, em concordancia com as conclusdes retiradas a partir
das imagens dos esferoides. Observando a sua evolugdo ao longo dos dias, verificou-se que até
ao quarto dia (1 dia apds irradiacdo), todos os esferoides, irradiados e ndo irradiados,
aumentaram de area, de perimetro e de didmetro, ou seja, aumentaram de tamanho ao mesmo
ritmo. Este comportamento dos esferoides foi também observado por Briiningk e colaboradores
(Briiningk et al., 2020) e podera dever-se ao facto de, nos primeiros dias apds irradiagdo, as
células ativarem os mecanismos de reparac¢ao dos danos na tentativa de sobreviverem. Porém,
os danos vao-se acumulando e nem todas as células sdo capazes de recuperar. As que acabam

por morrer, libertam-se da superficie dos esferoides, contribuindo para a sua progressiva
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desintegracdo ao longo do tempo. Este podera ter sido um dos motivos para a diminuicdo do
tamanho dos esferoides irradiados ter sido observada apenas a partir do sexto dia (3 dias apds
irradiacdo). Tal como constatado por Briiningk e colaboradores (Briiningk et al., 2020), a
diminui¢do destes trés parametros foi mais acentuada quanto maior a atividade volimica inicial,

o que também tinha sido observado nas imagens de microscopia dtica.

Como era de esperar, os graficos adquiridos no ImageJ e no AnaSP da area dos esferoides
foram semelhantes, o que valida a utilizacdo do programa de medi¢do automatica AnaSP. Em
contrapartida, os graficos do perimetro foram bastante diferentes, especificamente a partir do
sexto dia, cujo grafico adquirido no AnaSP mostrou uma evolucao irregular do perimetro, sem
qualquer relacdo com a atividade administrada. Esta irregularidade podera estar relacionada
com a etapa da segmentacdo e o estabelecimento incorreto do threshold, pois o programa
AnaSP nado consegue diferenciar entre as partes desintegradas, mais evidentes a partir do sexto
dia, e o core dos esferoides, enquanto no ImageJ se realiza o delineamento manual apenas do

core dos esferoides.

Os graficos da circularidade adquiridos a partir do /mage) e do AnaSP também foram
bastante distintos, o que é justificavel, tendo em conta que a circularidade depende do
perimetro e os graficos deste parametro diferiram entre os dois programas. De acordo com o
grafico do Imagel, a circularidade foi diminuindo ao longo do tempo, até ao sétimo dia,
comecando depois a aumentar, ou seja, a ficar mais regular, até ao décimo dia. Porém, verificou-
se que os esferoides irradiados foram os que apresentaram uma circularidade maior, isto é,
mesmo havendo desintegracdo e perda de integridade, o core dos esferoides permaneceu
aproximadamente circular. O grafico do AnaSP mostrou a manuten¢do de uma forma
praticamente circular de todos os esferoides, ao longo dos 10 dias, tendo havido apenas uma
diminuigdo ligeira da circularidade dos esferoides irradiados com as atividades mais elevadas.
De acordo com estudos ja realizados, a circularidade estd relacionada com a difusao de solutos,
por exemplo, de oxigénio, tendo-se demonstrado que a uniformidade e a forca de um gradiente
de difusdo sdo diretamente proporcionais a circularidade do esferoide (Leung et al., 2015). Deste
modo, seria de esperar que a irradiacdo dos esferoides levasse a uma diminuicao da
circularidade e, consequentemente, a um gradiente de difusdo dos nutrientes e de oxigénio
menos uniforme e mais fraco, provocando a morte das células. Todavia, um estudo realizado
por Pinto e colaboradores (C. Pinto et al., 2020) mostrou que a irradiacdo de esferoides de duas
linhas celulares de CaP (22RV1 e DU145) ndo afetava a sua circularidade, pelo que esta questdo
é ainda controversa e sdo precisos mais estudos para esclarecer a influéncia do rddio-223 na
circularidade dos esferoides. Para além da circularidade, o programa AnaSP estimou ainda a
esfericidade dos esferoides, cujo comportamento foi equivalente ao da circularidade, como era

de esperar.

A compacidade dos esferoides teve, inicialmente, uma tendéncia a diminuir. A partir do

oitavo dia, aumentou nos esferoides controlo e nos irradiados com atividades mais baixas e
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diminuiu nos esferoides irradiados com atividades mais altas. Estes resultados estdo em
concordancia com o que tinha sido anteriormente concluido sobre o aumento da compactacgao
dos esferoides nado irradiados apds uma primeira fase proliferativa, que leva a estabilizacdo do
seu tamanho. Estdo ainda em concordancia com a desintegracdo dos esferoides que foi mais
evidente a partir do sétimo dia e a partir da irradiagdo com 1 760 Bg/mlL, visto que quanto maior

a desagregacao das células, menos compactos ficam os esferoides.

Além do impacto que a exposi¢cdo ao radio-223 teve na estrutura e no crescimento dos
esferoides, avaliou-se, também, se as alteracbes estavam relacionadas com a perda de
viabilidade das células constituintes dos esferoides. Como num estudo anterior o ensaio XTT,
que mede a atividade metabdlica celular, revelou ser pouco sensivel na detecao dos efeitos de
grandes doses absorvidas (Silva, 2021), optou-se por realizar esta medi¢do através do ensaio
CellTiter-Glo® 3D. Este método é o mais adequado, sensivel e reprodutivel para determinar a
viabilidade de esferoides de grande tamanho, como os que se obtiveram neste estudo. Com
base nos resultados obtidos, verificou-se um decréscimo da viabilidade celular com o aumento
da atividade administrada, confirmando a suposic¢do inicial de que as células, ao perderem
viabilidade, perdem a capacidade de intercomunicacdo e de se agregarem umas as outras,
levando a desintegracao dos esferoides. Estes resultados corroboram ainda o que se observou
na irradiacdo das células PC3 em cultura 2D, dado que a perda da capacidade proliferativa e

clonogénica estd correlacionada com a perda da viabilidade.

De acordo com (Gottfried et al., 2011), a inducdo de apoptose é uma das possiveis razes
para a inibicdo do crescimento de esferoides apés um determinado tratamento. Deste modo,
com o objetivo de avaliar as vias de morte celular induzidas pelo radio-223, recorreu-se a
microscopia confocal com marcacdo dupla AnV/IP. As imagens obtidas ndo representam a
estrutura completa dos esferoides, devido a sua elevada densidade que ndo permitiu que o laser
atravessasse toda a sua estrutura. No entanto, considera-se que a anadlise de metade da
estrutura, tal como ja realizado por outros autores, seja representativa do restante esferoide
(Leung et al., 2015). A observacao das imagens permitiu concluir que quanto maior a atividade
inicial de rddio-223, maior o niumero de células apoptodticas e necréticas, logo, maior morte
celular e menor viabilidade celular, corroborando os resultados obtidos no ensaio CellTiter-Glo®
3D. Como houve maior marcag¢do com AnV do que com IP, significa que a irradiagcdo com radio-
223 provocou a ativacdo de vias de morte celular, principalmente, por apoptose. Este tipo de
morte também foi observado por outros autores que verificaram que a exposicdo a este
radiofdrmaco aumenta significativamente os niveis de PARP-1 clivada, que é uma marca da
inducdo de apoptose (Liberal et al., 2022). Apesar dos esferoides controlo ndo terem sido
expostos ao radio-223, foi observada, também, alguma marcacdo tanto de células apoptéticas
como de células necréticas, o que podera dever-se ao seu tamanho e, em consequéncia, ao
desenvolvimento de um core hipdxico e necrdtico. Em sintese, a microscopia confocal
evidenciou, com maior detalhe e resolugdo espacial, a maior desintegracdao e consequente

diminuicdo do tamanho dos esferoides irradiados com as atividades mais elevadas.
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Apesar da maioria das células dos esferoides nao irradiados ndo terem apresentado grandes
alteracbes morfoldgicas quando avaliadas através de coloracdo de Giemsa, observaram-se
alguns sinais de apoptose precoce, o que estd em concordancia com a marcacao de células
apoptadticas observada nas imagens de microscopia confocal de esferoides ndo irradiados. Nas
células de esferoides irradiados, foi observado um maior nimero de alteragcdes morfoldgicas,
comparando com as células controlo, como por exemplo a presenca de nucleos gigantes. Esta
alteracdo morfoldgica corresponde a células paradas na fase G2/M e foi também reportada por
Liberal e colaboradores (Liberal et al., 2022), que verificaram um aumento muito significativo
da percentagem de nucleos gigantes em células PC3 irradiadas com as doses de 0,5, de 1 e de 2
Gy de rdadio-223. Observaram-se, de um modo geral, mais alteracbes morfoldgicas
caracteristicas de apoptose do que de necrose, permitindo concluir que a exposicdo ao radio-
223 provoca um aumento da morte celular, principalmente por apoptose, e a consequente
diminuicdo da viabilidade celular, corroborando os resultados obtidos com a microscopia
confocal e com o ensaio CellTiter-Glo® 3D. Estes resultados, obtidos a partir das culturas 3D,
estdo ainda de acordo com os resultados de um estudo recente, realizado pela nossa equipa,
em que também foi observado um maior nimero de alteracGes morfoldgicas relacionadas com
a apoptose em duas linhas celulares de CaP (PC3 e LNCaP), cultivadas em 2D e irradiadas com
elevadas doses de radio-223 (Marques et al., 2021). Foi ainda detetada a presenca de
micronucleos em células de esferoides irradiados, o que estd em conformidade com os possiveis
efeitos da radiagcdo alfa. Os micronucleos resultam da fragmentacdo dos cromossomas, que
pode ser causada por mutagées, as quais, por sua vez, podem surgir através da interacdo da
radiacdo ionizante com o ADN (Mohr et al., 2021). O radio-223 emite principalmente radiagdo
alfa, que estd associada aos efeitos diretos e, por isso, interage com o ADN das células, podendo
levar a mutacgGes (Marques et al., 2018), logo, era expectavel a producdo dos micronucleos apds

exposicado dos esferoides ao radio-223.

No geral, os resultados obtidos na irradiacdo de culturas 2D e de culturas 3D de CaP estdo
em concordancia, tendo-se observado um aumento dos efeitos citotdxicos com o aumento da

atividade de radio-223. Contudo, o aumento da desintegra¢do e a diminui¢ao da viabilidade

celular dos esferoides de células PC3 ndo foram tdo acentuados como a diminuicdo da
sobrevivéncia celular destas células cultivadas em 2D. Estas diferencas nos efeitos
radiobiolégicos determinados eram, em parte, expectdveis, tendo em conta o que esta descrito
na literatura, nomeadamente o facto de que as mesmas células, quando organizadas em
estruturas 3D, apresentam uma maior resisténcia a terapéutica e uma resposta molecular
diferente. As células PC3 cultivadas em estruturas 3D apresentaram, assim, uma menor
sensibilidade ao radio-223. Isto podera estar também relacionado com o facto das particulas
alfa apenas conseguirem penetrar cerca de 100 um nos tecidos bioldgicos e, como os esferoides
produzidos apresentavam didmetros superiores a 1 mm, as particulas ndo conseguiram alcancgar
todas as células constituintes dos esferoides. Em contraste, as células PC3 cultivadas em

monocamada ficaram todas igualmente expostas ao rddio-223, levando a uma maior
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citotoxicidade. O aumento da radiorresisténcia das células quando em estruturas 3D contribui

para uma mimetizagdo mais realista da resposta in vivo aos radiofarmacos (B. Pinto et al., 2020).
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Este projeto teve como principal objetivo estudar os efeitos radiobioldgicos do radio-223
em modelos celulares de cancro da préstata (CaP), com especial interesse em culturas celulares
3D. Para tal, foi utilizado e otimizado um modelo celular 3D de CaP com recurso a cultura de
sobreposicdo liquida em placas de baixa aderéncia, em especifico em placas ULA (Corning°®),
sendo um método simples de executar e que permitiu a rdpida obtencdo de esferoides
compactos, coesos, uniformes e reproduziveis de células PC3. Os esferoides desenvolvidos por
esta metodologia mantiveram-se em cultura durante 10 dias sem se desintegrarem, permitindo
realizar ensaios a longo prazo com o radiofarmaco rddio-223. Para além disso, apresentaram
uma forma aproximadamente circular, com aumento progressivo do tamanho até ao sexto dia
de formacao, a partir do qual estabilizou. Porém, os esferoides que se formaram tém ainda um
tamanho demasiado grande que pode levar ao desenvolvimento de um core hipdxico e
necrotico, o qual devera ser estudado e aprofundado em estudos futuros para verificar a sua
existéncia. A aplicacdo da mesma metodologia para o desenvolvimento de esferoides
constituidos por células LNCaP nao foi desenvolvida com sucesso, pois ndo se conseguiram
formar esferoides Unicos, tendo as células ficado dispersas nos pocos em pequenos agregados.

Assim, existe a necessidade de, no futuro, otimizar o modelo para esta linha celular.

A avaliacdo dos efeitos radiobioldgicos mostrou que, em geral, a exposicado a atividades de
radio-223 entre 55 e 7 040 Bg/mL induziu uma diminui¢do na proliferagdo, na viabilidade e na
sobrevivéncia celular, induzindo morte celular principalmente por apoptose. Estes efeitos foram
corroborados em ambos os modelos celulares, ou seja, quer quando avaliados em 2D quer em
3D. Em especifico, a irradiacdo de células PC3 e LNCaP, cultivadas em 2D, provocou uma
diminuicdo da proliferacao celular, que se acentuou com o aumento da atividade volimica inicial
de radio-223 e com o aumento do tempo de irradiagdao. No caso da linha celular PC3, esta
diminui¢do apenas foi significativa a partir da irradiacdo com 3 520 Bg/mL, enquanto na linha
celular LNCaP a diminuicdo foi significativa para a irradiagdo com todas as atividades volumicas
de radiofarmaco. Além disso, no geral, a proliferagcdo celular das células LNCaP foi sempre
inferior a das células PC3, quando expostas as mesmas condi¢des de irradiagdo, o que permitiu
concluir que a linha celular LNCaP é a mais radiossensivel ao rddio-223. Estas diferengas na
radiossensibilidade poderao estar relacionadas com a origem das duas linhas celulares, ja que
provém de diferentes metdastases e de diferentes estadios de CaP. Para além das metastases
dsseas, sera relevante estudar a possivel aplicabilidade do rddio-223, também, no tratamento
de metastases linfaticas de cancro da préstata metastatico resistente a castragdo (CPMRC), de

onde derivam as células LNCaP.

Os resultados do ensaio clonogénico com a linha celular PC3, cultivada em 2D, foram
concordantes com os resultados do ensaio de SRB, tendo-se observado também uma diminuicdo
da sobrevivéncia celular com o aumento da atividade de rddio-223 e do tempo de irradiagao.
Assim, a irradiacdo de células PC3 com radio-223 levou a perda da capacidade proliferativa e

clonogénica.
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A avaliacdo em estruturas 3D mostrou que a exposi¢cdo dos esferoides de células PC3 ao
radio-223 provoca a progressiva desintegracdo dos esferoides ao longo do tempo e,
consequentemente, a diminuicdo da compacidade, da area, do perimetro e do diametro
equivalente. Relativamente a circularidade e a esfericidade, ndo houve alteracbes muito
significativas apods irradiacdo com o radio-223, sendo necessario aprofundar o impacto deste
radiofarmaco na forma dos esferoides. A desintegracdo dos esferoides foi tanto maior quanto
maior a atividade volumica inicial de radio-223 adicionada e observou-se, principalmente, na
regido periférica, provavelmente devido a maior exposicao desta regido a radiacdo ionizante
emitida pelo radio-223. Ao avaliar a viabilidade e a morte celular, verificou-se que a
desagregacao dos esferoides e a inibicdo do seu crescimento estavam relacionadas com a perda
de viabilidade e com a morte das células, visto que se observou um decréscimo da viabilidade
celular e um aumento dos eventos celulares de morte por apoptose e por necrose com o
aumento da atividade volumica inicial de radio-223. Efetivamente, foi notdrio um maior nimero
de alteracGes morfoldgicas nas células dos esferoides irradiados, principalmente caracteristicas
de morte celular por apoptose, corroborando os resultados obtidos com a marcacdo dupla
AnV/IP.

Tendo em conta que o tamanho dos esferoides apenas estabilizou a partir do sexto dia de
formacao, seria interessante testar a irradiacdo dos esferoides neste dia em vez de irradiar no
segundo dia de formacdo e depois comparar os resultados e verificar se existem diferencas
significativas entre as duas estratégias. Outra estratégia pertinente seria a administra¢dao do
radio-223 em doses fracionadas ao longo de um periodo temporal, para avaliar a capacidade
das células de CaP repararem os danos e simular de uma forma mais real o plano de tratamento
dos doentes com CPMRC.

Ao comparar os efeitos do radio-223 entre os modelos celulares 2D e 3D de CaP, é possivel
inferir que, de um modo geral, estdo em conformidade. No entanto, os esferoides de células
PC3 foram mais radiorresistentes ao radio-223 do que as células PC3 cultivadas em
monocamada, o que se podera dever ao baixo poder de penetra¢do das particulas alfa, tornando
estas estruturas 3D numa representagdao mais realista do microambiente in vivo que as

particulas alfa percorrem.

Em suma, os resultados obtidos demonstraram que o radio-223 teve um efeito terapéutico
nos esferoides de cancro da préstata, para toda a gama de atividades volumicas, sugerindo que
mesmo usando uma atividade mais baixa, esta pode ser suficiente para alcancar uma boa
eficacia terapéutica, o que podera contribuir para a redugao da atividade de radio-223 que é

administrada aos doentes e, consequentemente, dos efeitos secundarios.

Assim, um dos objetivos futuros serd determinar as doses de radio-223 absorvidas pelas
células com base na atividade volimica inicial adicionada, tendo em conta o volume dos pocos
e o tempo de irradiagdo. Uma das opcbes é o cdlculo da dose absorvida média usando o

formalismo MIRD, desenvolvido pelo Committee on Medical Internal Radiation Dose (Bolch et
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al., 2009) e comparar com os valores de dose calculados pela equacdo do calculo de dose,
desenvolvida anteriormente pelo nosso grupo (Marques et al., 2021). Poderdo também ser
utilizados programas que modelam a distribuicdo dos radiofdarmacos em estruturas 3D
(esferoides, organoides, tecidos, entre outros) e, através de simula¢des de Monte Carlo,
calculam a dose absorvida, tais como o programa TOPAS Monte Carlo, o software MIRDcell e o
software SRIM/TRIM.

Tendo em conta os resultados obtidos até a data, uma das principais perspetivas futuras
deste projeto sera o desenvolvimento de culturas heterotipicas de CaP, constituidas pelas
células tumorais e por um ou mais tipos de células do estroma, cuja fungao é suportar o tecido
tumoral, a fim de alcangar uma organizacdo espacial mais semelhante ao microambiente
tumoral do nicho metastatico de CaP. Por exemplo, a linha celular PC3 podera ser cultivada
juntamente com linhas celulares de osteoblastos, fibroblastos e células endoteliais para
mimetizar o microambiente das metdstases 6sseas de CaP. Contudo, as culturas heterotipicas
sdo muito mais complexas e desafiantes de estabelecer, pois tem de se ter em conta as
particularidades especificas de cada linha celular utilizada, nomeadamente das células nido

tumorais.

Apesar de estar comprovado que a terapia com radio-223 aumenta o tempo de sobrevida e
a qualidade de vida dos doentes com CPMRC, esta patologia estd ainda associada a um
prognéstico muito desfavoravel. Os avangos na compreensdo do CPMRC e do mecanismo de
acdo do radio-223 poderdo levar ao desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas
baseadas na combinag¢do do radio-223 com outros tratamentos, com o objetivo de aumentar a
eficiéncia e a aplicabilidade deste radiofarmaco, tdo promissor. Ja foram propostas algumas
estratégias de combinacdo de tratamentos, mais especificamente a combinac¢do do radio-223
com terapias hormonais, como o acetato de abiraterona e a enzalutamida, com agentes de
guimioterapia, como o docetaxel, com imunoterapias, como o atezolizumab e o sipuleucel-T, e
com inibidores da reparacdo dos danos no ADN, como o niraparib e o olaparib (M. Morris et al.,
2019). Os ensaios atualmente a decorrer com estas combinagGes sdo apenas preliminares, pelo
que, no futuro, serd uma mais valia estudar os seus mecanismos e efeitos em culturas
heterotipicas, ndo sé de cancro da prdstata, mas também de outros cancros que metastizam

frequentemente para 0s 0Ssos.
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