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Resumo

Os carcinomas da mama (CaM), da bexiga (CaB) e da prostata (CaP) sao trés dos tipos
de neoplasias sélidas mais comuns a nivel mundial, europeu e nacional, correspondendo a
cerca de 22% dos casos de neoplasias solidas malignas diagnosticadas no mundo, em 2020. Os
tratamentos de primeira linha para estes cancros, tais como cirurgia ou quimioterapia, sao
geralmente invasivos e frequentemente associados a efeitos secundarios graves, resultando na
diminuicao da qualidade de vida dos doentes. Além disso, a quimioterapia, ao longo do tempo,
esta associada a elevada resisténcia. Consequentemente, sao necessarias novas abordagens
que permitam a diminuicao dos efeitos adversos induzidos pelos agentes terapéuticos e, por
conseguinte, permitam uma melhor tolerancia aos tratamentos, mantendo ou melhorando a
sua eficacia.

Estudos recentes sugerem que os anestésicos locais, comummente utilizados em
abordagens clinicas de diagnostico e terapéutica, apresentam efeitos anti-tumorais e que
podem atuar em sinergia com outras terapéuticas convencionais oncologicas, além de
promover a redugao da dor do doente. Contudo, a escassez de informagao relativa a
sensibilidade e a especificidade destes farmacos, bem como o seu efeito na toxicidade de
agentes quimioterapéuticos, impedem a extrapolagao de uma conclusao mais definitiva sobre
o efeito dos anestésicos locais em células tumorais.

Perante estes factos e a relativa auséncia de informagao, neste trabalho, pretendeu-se
estudar o potencial de anestésicos locais como a lidocaina, ropivacaina e levobupivacaina no
tratamento do CaM, CaB e CaP. Para tal, o efeito dos anestésicos locais na proliferacao das
linhas celulares de CaM (MCF-7), CaB (TCCSUP e HT1376) e de CaP (PC3 e LNCaP) foi
avaliada através do ensaio de MTT, apos 48h de incubagao. A seletividade da atividade anti-
tumoral dos anestésicos foi avaliada com recurso a células normais de mama (MCF-12A), de
prostata (RWPE-1) e em queratinocitos (HaCaT) pelo mesmo método. Adicionalmente,
pretendeu-se averiguar o efeito quimiossensibilizante destes farmacos in vitro, com a
implementagao de um modelo de associagao de farmacos baseado num desenho experimental
proposto por Chou e Talalay (1984). Alteragoes de viabilidade e do perfil de morte celular e
da migragao celular foram avaliados por citometria de fluxo e pelo wound hedling assay,
respetivamente.

Todos os anestésicos locais demonstraram atividade anti-proliferativa seletiva

dependente da concentragao em que estao presentes. Além disso, a levobupivacaina mostrou
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ser o anestésico mais promissor e a linha celular tumoral MCF-7 apresentou maior
sensibilidade ao efeito dos trés anestésicos locais estudados.

O modelo de associagao de farmacos mostrou que a concentragao inibitéria média de
anestésico local sensibiliza as células de cancro da préstata ao efeito do docetaxel,
demontrando um efeito sinérgico. A associacao de levobupivacaina com docetaxel revelou ser
a mais promissora na redugao da proliferagao, da migragao e da viabilidade celulares sobretudo
através da inducao de necrose celular.

Os resultados obtidos apontam o uso de anestésicos locais em associagao com o
docetaxel como uma mais-valia no tratamento de doentes com carcinoma da prostata. A
avaliagido dos anestésicos locais em associagao com outros agentes de terapéutica
convencional, noutros tipos de tumores malignos e em linhas celulares nao tumorais, bem
como a sua avaliagao em modelos in vivo constituem algumas perspetivas futuras. Em curso,
estd um estudo observacional para avaliar a potencial relagao entre a toma de opioides e a
progressao tumoral, a sobrevivéncia e a qualidade de vida de individuos com carcinoma da

prostata nao localizado.

Palavras-Chave: Cancro da mama, Cancro da bexiga, Cancro da proéstata, Anti-algicos,

Docetaxel
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Abstract

Breast (CaM), bladder (CaB), and prostate (CaP) carcinomas are three of the most
common types of solid neoplasms worldwide, European, and nationally, accounting for about
22% of cases diagnosed worldwide in 2020. First-line treatments for these cancers such as
surgery or chemotherapy are generally invasive and often associated with severe side effects,
resulting in decreased quality of life for patients. In addition, chemotherapy over time is
associated with high resistance. Consequently, new approaches that allow the reduction of
the adverse effects induced by conventional therapeutic agents are needed to allow for better
tolerance of treatments while maintaining or improving their efficacy.

Recent studies suggest that local anesthetics, commonly used in diagnostic and
therapeutic clinical approaches, present anti-tumor effects and may act in synergy with other
conventional oncological therapies, besides promoting pain reduction. However, information
regarding the sensitivity and specificity of these drugs, as well as their effect on the toxicity of
chemotherapeutic agents is scarce, which preventing the extrapolation of a more definitive
conclusions on the effect of local anesthetics against tumor cells.

Given these facts and the relative absence of information, in this work, we aimed to
study the potential effect of the local anesthetics, such as lidocaine, ropivacaine and
levobupivacaine in the therapeutic response of breast, bladder and prostate cancer. For this
purpose, the effect of local anesthetics on the proliferation of CaM (MCF-7), CaB (TCCSUP
and HT1376) and CaP (PC3 and LNCaP) cell lines was evaluated by MTT assay after 48h of
incubation. The selectivity of the anesthetics' anti-tumoral activity was evaluated recurring to
normal breast (MCF-12A), prostate (RWPE-1) and keratinocyte (HaCaT) cells by the same
method. Additionally, we aimed to investigate the chemosensitizing effect of these drugs in
vitro by implementing a drug combination model based on the experimental design proposed
by Chou and Talalay (1984). Changes in cell viability and cell death and migration profiles were
evaluated by flow cytometry and wound healing assay, respectively.

All local anesthetics showed selective anti-proliferative activity dependent on the
concentration in which they were present. Furthermore, levobupivacaine showed to be the
most promising anesthetic and the MCF-7 tumor cell line showed the highest sensitivity to the
effect of the three local anesthetics studied.

The drug combination model showed that the mean inhibitory concentration of local

anesthetic sensitizes prostate cancer cells to the effect of docetaxel, demonstrating a
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synergistic effect. The combination of levobupivacaine with docetaxel was the most promissing
in reducing cell proliferation, migration, and viability mainly by inducing cell necrosis.

Thus, the results achieved, point out the use of local anesthetics in association with
docetaxel as an added value in the treatment of prostate carcinoma patients. The evaluation
of local anesthetics with other conventional therapeutic agents in these, and other tumor types
and in non-tumor cell lines, as well as their evaluation in in vivo models are future perspectives.
Currently ongoing is an observational study to assess the potential relation between opioid
use and tumor progression, survival, and quality of life of patients with non-localized prostate

carcinoma.

Keywords: Breast cancer, Bladder cancer, Prostate Cancer, Anti-algics, Docetaxel
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Anti-algicos na resposta terapéutica dos carcinomas da mama, bexiga e prostata

As neoplasias malignas caraterizam-se pela sua capacidade de proliferagao celular
anormal bem como da sua aptidao para invadir as células e metastizar (Hanahan e Weinberg,
201 1). Ainda assim, este € um processo complexo denominado de carcinogénese e na qual as
diversas células envolvidas sofrem alteragoes metabdlicas e comportamentais (Leitao Costa,

2020).

I.1. Epidemiologia

Em todo o mundo, no ano de 2020, foram detetados aproximadamente 19,3 milhces
de novos casos de cancro e cerca de 10,0 milhdes de mortes por cancro, como indicado na
Figura 1-A (Sung et al, 2021). No mesmo periodo de 2018, detetaram-se 18,1 milhdes de
novos casos e ocorreram cerca de 9,6 milhoes de mortes por cancro (Bray et al, 2018). Este
aumento deveu-se a diversos fatores, destacando-se o crescimento e envelhecimento da
populagao, causas genéticas, estilos de vida pouco saudaveis e melhorias associadas as técnicas
de diagnostico. Pode ainda contribuir a prevaléncia de certas causas de cancro associadas ao
desenvolvimento social e econémico, sobretudo evidente em paises de alto rendimento
(Leitao Costa, 2020). Na Europa, em 2020, como visivel na Figura |-B, foram diagnosticados
cerca de 4,4 milhoes de novos casos por cancro e cerca de 2 milhdes de mortes por este

grupo de doengas (Sung et al,, 2021).
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Figura |: Distribuicdo dos casos e das mortes para os tipos de cancros mais comuns em 2020, para ambos os
sexos, a nivel (A) Mundial e (B) Europeu. A area do grafico reflete a propor¢ao do nimero total de casos ou

mortes. [Fonte: (Sung et al., 2021)].

Em 2020, tanto na Europa como a nivel global, o cancro da mama (CaM) foi
considerado o tipo de cancro mais diagnosticado, ultrapassando o cancro do pulmao. De facto,
foram diagnosticados cerca de 2,3 milhoes de novos casos de CaM e mais de 680 milhares de
mortes por esta patologia em todo o mundo (Figura I). No sexo feminino, este tipo de cancro
foi inclusive considerado a maior causa de mortalidade por cancro como observado na Figura

2-A (Sung et al,, 2021).

No sexo masculino, o carcinoma da proéstata (CaP) é o segundo tipo de neoplasia mais
frequentemente diagnosticado assim como a quinta causa de morte a nivel mundial (Figura 2-
B). Em 2020, o CaP foi responsavel por mais de |,4 milhdes de novos casos nos homens em
todo o mundo estando apenas atras dos numeros apresentados para o cancro do pulmao. No
mesmo ano registaram-se 375 milhares de mortes por esta patologia como observado na

(Figura 2-B) (Sung et al,, 2021).

O cancro da bexiga (CaB) é um dos |0 tipos de cancro mais comummente
diagnosticados a nivel mundial, responsavel por cerca de 573 milhares de novos casos e 213
milhares de mortes (Figura 1). E mais comum no sexo masculino, tanto a nivel europeu como
a nivel mundial, sendo inclusive a sexta causa mais comum de cancro e a nona principal causa

de morte entre os homens (Figura 2-B) (Sung et al,, 2021).
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Figura 2: Distribuicao dos casos e das mortes para os tipos de cancros mais comuns em 2020, a nivel mundial
para o sexo (A) Feminino e (B) Masculino. A area do grafico reflete a propor¢ao do nimero total de casos ou

mortes. [Fonte: (Sung et al., 2021)].

Durante o ano de 2020, em Portugal, registaram-se cerca de 60,5 milhares de novos
casos de cancro e 30,2 milhares de mortes por cancro (Figura 3-A), sendo que o CaM, o CaB
e o CaP seguem o padrao da Europa e do Mundo para ambos os sexos. De facto, as estatisticas
indicam que o CaM foi o tipo de cancro mais incidente (26,4%) e o mais mortal (15,6%) entre
o sexo feminino (Figura 3-B). O CaP foi o tipo de neoplasia com maior incidéncia e a terceira
causa de morte oncologica em homens (Figura 3-C). Em 2020, a incidéncia desta patologia
ascendeu a 6759 casos (20%), sendo atribuidas cerca de 1917 mortes (10,5%) a este tumor.

O CaB foi o oitavo tipo de cancro mais comummente diagnosticado em Portugal para ambos
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os sexos, sendo mais incidente no sexo masculino. Além disso, o CaB foi a oitava causa de

morte por cancro (Figura 3 — A). (The Global Cancer Observatory, 2021).
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Figura 3: Distribuicdo dos casos e das mortes para os tipos de cancros mais comuns em 2020, a nivel nacional,
para (A) Ambos os sexos, (B) Sexo feminino e (C) Sexo masculino. A area do grafico reflete a proporgao do

numero total de casos ou mortes. [Fonte: (The Global Cancer Observatory, 2021)].
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1.2. Cancro da Mama

1.2.1.Mama, Carcinogénese e Fatores de Risco

A mama é constituida pela glandula mamaria, tecido fibroso e gordura. Por sua vez, a
glandula mamaria divide-se em quadrantes e o quadrante superior externo concentra a maioria

do volume da mama, sendo este a localizagao mais comum de CaM (Pandya e Moore, 201 1).

O tecido mamario feminino envolve elementos parenquimatosos epiteliais, que tomam
cerca de 10-15% do volume total da mama e o estroma, que toma o restante volume (Pandya
e Moore, 201 1). Os elementos epiteliais sio compostos por 15 a 20 lobos que se subdividem
em |obulos. Os ductos secretores convergem no mamilo. Cerca de 40 a 75% dos casos de
CaM diagnosticados provém das células que formam os lobulos e os ductos terminais

(Bombonati e Sgroi, 201 |; Johns Hopkins Pathology, 2021).

Pectoralis muscle

oA Axillary
S J 7 Low-axillary
! Al

Terminal Ductal
Lobular Unit (TOLU)

Figura 4: Imagem ilustrativa da anatomia da mama e nédulos linfaticos. [Fonte: (Johns Hopkins Pathology, 2022)].

O CaM pode ser classificado como lobular ou ductal consoante a localizagao do
nodulo, isto, se se formar no lobulo ou ducto da glandula mamaria, respetivamente. Além
disso, pode ser considerado nao invasivo se nao houver invasao dos tecidos envolventes e sao
exemplos o carcinoma ductal in situ e o carcinoma lobular in situ. A progressao e crescimento

do tumor leva ao aparecimento do CaM invasivo (Akram et al,, 2017; Harbeck et al,, 2019).

O CaM pode ainda ser classificado segundo a presenca de recetores, nomeadamente
recetores de estrogénio (RE), de progesterona (RP) e HER2 (do inglés, human epidermal growth
factor receptor 2). Estes permitem que as células recebam sinais através da ligacao de
mensageiros quimicos e, consequentemente, estimulam o crescimento tumoral (Cardoso et
al, 2019). As caracteristicas moleculares e manifestagoes clinicas dos diferentes subtipos de

CaM estao indicadas na Tabela |I.
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Tabela I: Subtipos de CaM e suas caracteristicas moleculares e manifestagoes clinicas. Abaixo estio as

percentagens de incidéncia de cada subtipo [Adaptado de (Cardoso et al,, 2019)].

Stfbflp(! Carateristicas Moleculares Manifestacées Clinicas
(Incidéncia)
" Positivo para RE e RP Crescimento lento e menos agressivo
Luminal A " Negativo para HER2 Baixa recorréncia e melhor prognéstico
(60-70%) = Baixo grau

Ki67" reduzido

Responde a terapia endécrina

Luminal B HER2*
(13-15%)

Positivo para RE ou RP
Positivo para HER2
Grau elevado
Qualquer valor Ki67"

Luminal B HER2"

Positivo para RE
Negativo para HER2

Elevadas taxas de proliferagao
Pior prognostico que o subtipo Luminal A
Maior sensibilidade a quimioterapia

(10-20%) = Grau elevado
» Ki67") elevado ou RP positivo
" Negativo para RE e RP Crescimento mais agressivo
HER?2’ " Positivo para HER2 Baixa sobrevivéncia a curto prazo
(13-15%) =  Grau elevado

Ki67" elevado

Existem terapias especificas

Triplo negativo
(10-15%)

Negativo para RE, RP e HER2
Grau elevado
Ki67" elevado

Idade mais jovem no diagnostico
Mau prognéstico a curto prazo
Opgoes de terapéutica escassas

() Ki67, Marcador de proliferacio.

Os tumores que expressam RE ou RP sao descritos como CaM hormonodependentes
(luminal-A e luminal-B). Por outro lado, os tumores que nao expressam RE, RP ou HER2 sao
designados como tumores triplo-negativos. Este Ultimo subtipo, traduz-se por uma doenga
heterogénea que apresenta subtipos, geralmente observado em mulheres em pré-menopausa

e apresenta o pior prognostico (Akram et al., 2017).

O desenvolvimento de CaM pode estar associado a diversos fatores, destacando-se o
papel dos estrogénios e a predisposigao genética. O | 7B-estradiol (E;) € o esteroide do ovario
mais predominante em circulagao e a hormona biologicamente mais ativa no tecido mamario.
Na menopausa, os niveis plasmaticos de E, diminuem cerca de 90% (Russo e Russo, 2006).
Durante os ciclos menstruais, um desequilibrio entre os niveis de estrogénio e os niveis de
progesterona conduzem ao aumento da proliferagio celular e podem provocar uma
acumulagao de DNA (do inglés, deoxyribonucleic acid) danificado. Com a repeticao deste
processo em cada ciclo menstrual, pode ocorrer um processo de reparagao defeituoso,
levando a mutagoes malignas. O estrogénio liga-se ao RE localizado no nucleo, que é um fator
de transcrigao nuclear que regula a expressao génica e permite interagir diretamente com
proteinas, tais como recetores de fatores de crescimento, a fim de promover a proliferagao e

a sobrevivéncia celulares. Assim, o estrogénio atua como promotor de CaM, através da
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suplementacao endogena e exdgena (ie. contracetivos orais e terapia hormonal de
substituicao). Estilos de vida poucos saudaveis, tais como o consumo excessivo de alcool, uma
dieta rica em gordura e o excesso de peso, podem acelerar este processo, elevando o nivel

de hormonas relacionadas com estrogénios no sangue (Harbeck et al,, 2019).

Os genes mais frequentemente mutados nas células tumorais de CaM sao TP53 (41%
dos tumores), PIK3CA (30%) e ERBB2 (13%). Estes genes codificam moduladores do ciclo
celular que podem ser reprimidos (por exemplo, P53) ou ativados (por exemplo, ciclina D1),
promovendo a proliferagao ou inibindo a apoptose. Os tumores do tipo luminal A tém uma
alta prevaléncia de mutagoes no gene PIK3CA (49%), enquanto os tumores triplo-negativo
apresentam uma alta prevaléncia de muta¢oes no gene TP53 (84%) (Harbeck et al, 2019). O
gene ERBB2 amplificado conduz a ativagao da via de HER2 que, por sua vez, ativa a proliferagao
e a sobrevivéncia celulares e a metastizacao, através de diversas vias, tais como as vias RAS e

PI3K/AKT/MAPK (Harbeck et al., 2019).

O CaM hereditario constitui cerca de 5 a 10% dos casos diagnosticados e deve-se a
uma mutagao nos genes BRCA| e BRCA2, que em condigoes ideais, funcionam como genes
supressores tumorais. Quando ocorre uma mutagao nestes genes, o crescimento anormal da
célula deixa de ser suprimido e pode desenvolver-se um tumor. Esta alteragao pode ser
transmitida de pais para filhos e individuos portadores de muta¢ao nestes genes tém um risco

superior para CaM em relagao a populagao em geral (Sun et al, 2017).

Para além dos fatores de risco acima mencionados, o sexo feminino, o envelhecimento
e a historia reprodutiva como a menarca precoce, a menopausa tardia, a idade tardia na
primeira gravidez e nunca ter tido uma gravidez estao também associados com esta doenga,

observando-se o aumento o risco de CaM (Cardoso et al.,, 2019; Sun et al, 2017).

1.2.2.Diagnostico e Estadiamento

O diagnostico precoce e o tratamento atempado e adequado possibilitam ao doente
uma maior probabilidade de cura e um melhor prognostico, uma vez que possibilita a
intervengao nas fases mais precoces da doenga, verificando-se uma maior eficicia do

tratamento na maioria dos casos (Direcg¢ao-Geral de Saude, 2003).

Os exames de diagndstico precoce utilizados sao o exame clinico da mama, exames
imagiologicos e a biopsia. No exame clinico, o médico procede a palpagao das mamas para

procurar alteragoes e/ou nédulos ou outros sinais da doenga (Ginsburg et al,, 2020). No que
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respeita a exames imagiologicos, estes permitem revelar a presenca e a localizagao de um
tumor. Destaca-se a mamografia que é o método imagioldgico mais importante no rastreio e
no diagnostico de CaM, o qual utiliza raios-X em baixas doses. Além disso, pode ser realizada
uma ecografia que possibilita a avaliagdo da mama e dos ganglios linfaticos, especialmente os
da zona axilar. Este método permite distinguir um quisto de uma massa sélida que pode, ou
nao, ser maligna. Por fim, a ressonancia magnética (MRI, do inglés Magnetic resonance imaging)
€ o método mais sensivel para a detegao de CaM, mas apresenta muitos falsos positivos, sendo
recomendado apenas em doentes de alto risco. Se o resultado dos exames acima identificados
apresentar qualquer anomalia, pode estar indicada a realizagao de uma bidpsia que consiste na
remoc¢ao de amostras de tecido ou de fluido para analise histologica, na qual se avalia a

expressao dos recetores hormonais e da proteina HER2 (Cardoso et al, 2019).

As pessoas com CaM podem ter diferentes prognosticos e tém acesso a um vasto
leque de opgoes terapéuticas que depende de um conjunto de fatores, incluindo o estadio de
desenvolvimento do tumor, o tipo de tumor e a avaliagao de risco. A classificagago TNM (do
inglés, tumor-node-metastasis) € o sistema de estadiamento mais commumente utilizado, além
de ser considerado o mais consistente, tendo sido desevolvido por diversas entidades,
nomeadamente, pela American Joint Committee on Cancer (AJCC), Union for International
Cancer Control (UICC) e pelo TNM Prognostic Factors Committee. Este sistema permite dar
informagdes sobre o tumor, os ganglios linfiticos e as metastases, bem como agrupar os
doentes em grupos de prognostico semelhante. Tal como evidenciado em detalhe na Figura 5,
o critério T é definido pelo tamanho do tumor primario, o envolvimento de ganglios linfaticos
regionais define o critério N e a presenca de metastases a distancia define o critério M (Koh

e Kim, 2019).
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Tumor primdrio (T)

Invasio ganglionar regional (N)

>

Tumor primario niao pode ser avaliado

NX Os ganglios linfaticos regionais nio podem ser avaliados

TO

Tis

TI

Nao ha evidéncia de tumor primario

Carcinoma in situ

Tis (CDIS): Carcinoma ductal in situ

Tis (LCI): Carcinoma lobular in situ

Tis (Paget): Doenca de Paget do mamilo nio associada com
carcinoma invasivo e/ ou carcinoma in situ

Tumor £ 2 cm de maior diametro

TImi: Tumor £ 0,lcm

Tla: Tumor> 0,1 cm, mas < 0,5cm

TIb: Tumor> 0,5 cm, mas < lcm

Tle: Tumor> | cm, mas € 2cm

NO

NI

Nao ha evidéncia de metastases nos ganglios linfaticos regionais
Micrometastases ou metastases em | a 3 ganglios linfaticos axilares
NImi: Micrometastases >0,2 mm ou mais do que 200 células com
tamanho <2 mm)

Nla: Metastases em | a 3 ganglios linfaticos axilares, incluindo pelo
menos um <2 mm

NIb: Ganglios linfaticos da cadeia mamaria intema

Nlc: Metastases em | a 3 ganglios linfaticos axilares e ganglios da

cadeia mamania interna

T2

Tumor> 2cm, mas € 5 cm

T3

T4

Tumor >5cm

Tumor de qualquer tamanho com extensao direta para a parede do
torax ou pele (ulceracio ou nodulos na pele)

T4a: Extensdo para a parede toracica (nao inclui invasiao muscular
peitoral)

T4b: Ulceracdo, nodulos cutaneos homolaterais, ou edema cutineo
T4c: Ambos T4a e T4b

T4d: Carcinoma inflamatorio

Metdstases a distincia (M)

MO

Sem metastases a distancia

MI

Presenca de metastases a distancia

» L w
.
. 9
- :'id‘. |
Stage 0 Suge | Stage Il

N2

N3

Metastases em 4 a 9 ganglios linfaticos axilares

N2a: Metastases em 4 a 9 ganglios linfaticos axilares, incluindo pelo
menos um <2 mm

N2b: Metastases nos ganglios linfaticos da cadeia mamaria intema
N3a: Metastases em |0 ou mais ganglios linfaticos axilares (pelo
menos um <2 mm

N3b: Metastases nos ganglios da cadeia mamaria interna na
presenca de ganglios linfaticos axilares

N3c: Metastizacdo dos ganglios linfaticos homolaterais

supraclaviculares

at e
“ »
Stage IV
Stage B

Figura 5: Representagao do sistema de classificagdo TNM de 2017 para CaM, com imagem ilustrativa da evolugao

da patologia. [Adaptado de (Koh e Kim, 2019) e (Johns Hopkins Pathology, 2022)].

Os trés critérios que estabelecem a classificagagio TNM permitem categorizar

globalmente o CaM em cinco estadios, de 0 a IV. De acordo com este sistema, o CaM de

estadio 0 (também designado de CaM in situ) é caracterizado pela presencga de células malignas

confinadas apenas ao tecido mamario, enquanto os estadios I, I, Il e IV ja envolvem a

disseminagao para outros tecidos, isto €, o desenvolvimento de extensao locorregional e de

metastases a distancia (Cardoso et al,, 2019).

1.2.3.Carcinoma da Mama Avancado

Em termos gerais, em doentes com CaM nao metastastico, a taxa de sobrevivéncia

global aos cinco anos (SV5) é superior a 90%, mas esta nao é considerada cura. Por outro

lado, tem sido reportado que cerca de 30% destes doentes podem desenvolver metastases
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apo6s o diagnostico e tratamento do tumor primario, levando a que a SV5 diminua para 40-
80% quando ha envolvimento de metastases regionais e para 20% quando ha envolvimento de
metastases a distancia (Allemani et al, 2018; Liang et al,, 2020). No momento do diagnostico
do CaM, estima-se que um ter¢o dos doentes ja apresente doenga metastatica (Martins, 2017).

O CaM metastiza para diversos 6rgaos, essencialmente para o osso em cerca de 80%
dos casos e, neste caso, apresenta uma SV5 de cerca de 30%. Alternativamente, cerca 20 a
50% dos doentes apresentam metastases pulmonares e um SV5 de aproximadamente |7%.
Cerca de 2-12% dos doentes apresentam metastases hepaticas, contudo, tem um SV5 de cerca
de 9%. Cerca de |5 a 30% dos doentes apresentam metastases (Fernandes e Cortes, 2020;
Liang et al, 2020). As metastases viscerais, nomeadamente hepaticas e pulmonares, sao
normalmente assintomaticas, no entanto podem provocar nauseas, perda de peso e dores no
peito e abdémen entre outros (American Cancer Society, 2020).

As lesoes Osseas podem conduzir a complicagdes como a hipercalcemia e a anemia,
que induzem alteragdes na estrutura e na integridade 6ssea, resultando em fragilidade 6ssea.
Esta, por sua vez, pode resultar no surgimento de eventos relacionados com o esqueleto
(SREs, do inglés skeletal-related events), como o aumento de fraturas patologicas e da
compressao na medula espinhal, que promovem dores severas, diminuicao da qualidade de
vida (QdV) e aumento da mortalidade (Liang et al., 2020). Cerca de 50 a 90% dos doentes com
metastases Osseas apresentam dor intensa, particularmente na zona lombar (Li, Wong e

Pavlakis, 2014).

1.2.4.0p¢oes Terapéuticas

O objetivo dos tratamentos &, no caso de estadios mais iniciais, a cura e a prevengao
da recorréncia metastatica. No caso de estddios mais avangados (possivelmente com
metastases) o objetivo passa pelo prolongamento da vida do doente, atenuagao de sintomas
e, por consequéncia, a melhoria da QdV (Direccao-Geral de Saide, 2003). Na Tabela 2
apresentam-se os diversos estadios existentes de CaM com uma breve descricao geral, de

acordo com os critérios TNM, e suas opgoes terapéuticas (Cardoso et al., 2019).

Tabela 2: Descricao dos estadios de CaM de acordo com os critérios TNM e opgoes terapéuticas. [Adaptado de

(Cardoso et al., 2019)].

Estadio TO N® M® Opcdes terapéuticas
0 Tis® NO MO Cirurgia com possivel radioterapia
I 1A TI NO MO Cirurgia e Radioterapia
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IB TO-TI NImi® MO Tratamento adjuvante ou neoajuvante
TO-TI NI MO sistémico

Il A T2-T3 NO MO

1B T2 NI MO

1A To-T2 N2 MO Tratamento neoadjuvante sistémico
1] T3 N1-N2 Mo Cirurgia com possivel radioterapia

1B T4 NO-N2 MO

1nc Qualquer T N3 MO

Tratamento adjuvante sistémico

v Qualquer T Qualquer N M| Radioterapia e Cirurgia

T, tumor primario; @ N, ginglios linfiticos regionais; ® M, metastases a distincia; “ Tis, in situ; © mi,

micrometastase

A quimioterapia (QT) neoadjuvante visa o controlo da doenga e cerca de 80% dos
doentes cuja doenga € considerada inoperavel ao diagnostico sao candidatas a cirurgia apos a
realizagao de QT (Coudert et al, 2006). Por outro lado, a QT adjuvante, a mais comum na
terapéutica de CaM, é usada como uma medida de profilaxia para prevenir o crescimento de
células neoplasicas remanescentes, apds cirurgia ou radioterapia, e como terapéutica paliativa,
quando ja nao é possivel controlar o curso natural da doenga. A QT esta assim associada a
menor recorréncia local, morbilidade e mortalidade assim como a um melhor prognéstico.
Em tumores com sobreexpressao de HER2 geralmente administra-se terapia especifica e
dirigida ao HER2. Os doentes com CaM triplo-negativo nao sao candidatos a terapia hormonal
nem a terapia dirigida ao HER2, sendo a QT a Unica opgao terapéutica antes ou depois da

radioterapia (Cardoso et al, 2019).

No que concerne a terapéutica sistémica para CaM, destacam-se os regimes
terapéuticos baseados nas antraciclinas, como a doxorrubicina e a epirrubicina, seja em
monoterapia ou em associagao a ciclofosfamida, o 5-fluorouracil ou o docetaxel (Fernandes e

Cortes, 2020).

1.2.4.1.  Antraciclinas: Doxorrubicina e Epirrubicina

As antraciclinas fazem parte do grupo dos antibiéticos antitumorais. Este grupo
pertence aos agentes antineoplasicos mais importantes (Anampa, Makower e Sparano, 2015).
O seu mecanismo de agao passa pela indugao da apoptose celular devido a sua capacidade de
intercalarem o DNA, afetando diretamente a transcricao e a replicagao. As antraciclinas
reagem com a topoisomerase ll, a enzima responsavel pela quebra das ligagoes de hidrogénio

entre os pares de bases do DNA antes da sua replicagao. A inexisténcia das quebras das
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ligagoes, impossibilita a transcrigao celular, o que acaba por induzir a apoptose das células. A
doxorrubicina e a epirrubicina sao compostos quinona que permitem ainda aumentar a
formacao de espécies reativas de oxigénio através de ciclos redox na qual estas quinonas sao
reduzidas a semiquinonas, contribuindo para a sua citotoxicidade. Deste modo, por inibirem
a sintese de DNA por uma série complexa de agoes, as antraciclinas nao sao especificas para

o ciclo celular (Singh Yadav et al, 2014; Westbrook e Stearns, 2013).

A doxorrubicina € um composto sintetizado a partir de um fungo denominado de
Streptococcus peucetius variante caesius. E um dos firmacos quimioterapéuticos mais eficazes
utilizado para tratar o CaM e é administrado através de injecao intravenosa ou por infusao
continua (Anampa, Makower e Sparano, 2015). No entanto, este farmaco esta associado ao
aumento do risco de infecoes devido a diminuicio abrupta de globulos brancos e a
cardiotoxicidade, originada pela inibicao da topoisomerase-1IB nos cardiomiodcitos, pela
formacao de espécies reativas de oxigénio e pela acumulagao de produtos metabolicos
(McGowan et al, 2017). A doxorrubicina pode levar a uma disfungao ventricular, que pode
evoluir para cardiomiopatia grave, para a insuficiéncia cardiaca congestiva e, inclusivamente,
ser fatal. Ainda assim, o aparecimento de cardiomiopatia depende da dose cumulativa de
doxorrubicina, com uma incidéncia de cerca de 4% quando a dose total de doxorrubicina
atinge os 500-550 mg/m? de 18% quando atinge os 551- 600 mg/m* e 36% quando a dose
excede os 600 mg/m” (Chatterjee et al, 2010).

Como forma de ultrapassar a limitagao do uso da doxorrubicina, surgiu a epirrubicina
que é um estereoisomero da doxorrubicina e a diferenga entre estes compostos reside na
epimerizagao do grupo hidroxilo na posicao C-4’ do anel de daunosamina (Khasraw, Bell e
Dang, 2012). Esta alteragao tem pouca interferéncia no espetro de agao bem como no
mecanismo de agao, mas induz importantes alteragcoes nas propriedades fisico-quimicas e
farmacocinéticas. Em particular, a epirrubicina € uma base mais fraca e mais lipofilica que a
doxorrubicina. Consequentemente, a epirrubicina apresenta, em comparagao com a
doxorrubicina, uma glucuronidagao exclusiva pela UDP-glucuronosiltransferase 2B7 e,
consequentemente, uma semi-vida mais curta. Assim, estas modificagoes, alteram a atividade
anti-proliferativa relacionada com a dose de epirrubicina, bem como apresentam
cardiotoxicidade significativamente menor, em comparagao com a doxorrubicina, quando
administrada em doses que resultam em niveis idénticos de mielossupressao (Khasraw, Bell e

Dang, 2012; Mordente et al,, 2009).
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1.3. Cancro da Bexiga

1.3.1.Bexiga, Carcinogénese e Fatores de Risco

A bexiga é um orgao oco, situado na parte inferior do abdomen, capaz de expandir e
contrair para armazenar ou expulsar a urina produzida pelos rins, conforme necessario
(American Society of Clinical Oncology, 2020). Tal como descrito na Figura 6, a sua parede é
constituida por diversas camadas: o urotélio ou camada mucosa (camada mais interna da
bexiga formada por células epiteliais), a camada submucosa ou lamina proépria (composta por
tecido conjuntivo estromal, vasos sanguineos e a muscularis mucosae), a muscular propria ou
musculo detrusor (composto por trés camadas de musculo liso) e mais externamente, a
camada serosa. Esta camada é constituida por tecido adiposo, tecido fibroso e vasos

sanguineos (Hickling, Sun e Wu, 2015).

T
F /AL
Au\bl.u. N\

.

Urothelium

Lamina

propria Peritoneum

Perivesical
fat

Figura 6: Imagem ilustrativa da anatomia da bexiga. [Adaptado de (Urology Care Foundation, 2020)].

O CaB pode desenvolver-se quando as células da bexiga proliferam de forma
descontrolada. Consoante o tipo histolégico que origina o tumor, pode classificar-se os

diversos tipos de CaB. (Lenis, Lec e Chamie, 2020).

O carcinoma urotelial ou carcinoma de células de transigao (TCC, do inglés transitional
cell carcinoma) é o tipo mais comum de CaB, correspondendo a cerca de 90% dos casos
diagnosticados e tem origem nas células da camada interna denominadas por células de
transicao (American Cancer Society, 2019). Pode ser classificado de acordo com o grau de
invasao da parede da bexiga, como cancro nao-musculo invasivo da bexiga (NMIBC, do inglés
non-muscle invasive bladder cancer) ou cancro musculo invasivo da bexiga (MIBC, do inglés

muscle invasive bladder cancer). No primeiro tipo, o tumor permanece cirscunscrito na camada
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mais interna do epitélio de transigao, sem atingir as camadas mais profundas. Quando o tumor
atinge as camadas mais profundas da bexiga denomina-se de MIBC, em que o tumor afeta a
lamina propria ou penetra a musculatura. Esta Gltima subforma é potencialmente mais agressiva
e propaga-se frequentemente para outros tecidos ou o6rgaos, formando metastases. Sao
exemplos de CaB invasivos o adenocarcinoma, que tem origem nas células das glandulas do
revestimento que produzem muco, e o carcinoma de células escamosas, que tem origem nas
células finas e planas do revestimento da bexiga (American Cancer Society, 2019; National

Cancer Institute, 2016).

O desenvolvimento de CaB esta associado a diversos fatores de risco, dos quais se
destaca o tabagismo e a exposi¢ao a determinados carcinogéneos. Os individuos fumadores,
cerca de 50% dos casos diagnosticados, apresentam um risco trés vezes superior de vir a
desenvolver CaB em comparagao com nao fumadores uma vez que o fumo do tabaco contém
substancias que, processadas endogenamente, chegam a bexiga através da urina (Powles et al,
2022). No entanto, outros fatores de risco podem ser considerados, como infe¢oes cronicas
das vias urinarias, polimorfismos genéticos de alguns genes, como os genes RBI e
PTEN/MMACI, antecedentes familiares, sexo masculino e envelhecimento (American Cancer

Society, 2019).

1.3.2.Diagnostico e Estadiamento

O diagnostico de CaB é feito através de uma avaliagao clinica completa do doente com
o intuitivo de averiguar o estado de saude geral e eventuais sinais ou sintomas. Em casos de
suspeita de CaB, o diagnostico final é feito recorrendo a analises de urina para detetar a
presenca de sangue ou células tumorais e a citoscopia com o objetivo de visualizar a bexiga e
detetar a presenca de tumores (American Cancer Society, 2019). Pode ainda recorrer-se a
exames como a tomografia computorizada (TC), a MRI, atomografia por emissao de positroes
(PET, do inglés positron emission tomography) e a ecografia para identificar infiltragoes nos
tecidos e propagagao para orgaos adjacentes (American Society of Clinical Oncology, 2020;

Powles et al, 2022).

O estadiamento de CaB é feita de acordo com o sistema TNM descrito no Figura 7,
onde o critério T diz respeito ao tamanho do tumor, o envolvimento dos ganglios linfaticos
define o critério N e a existéncia de metastases a distancia define o critério M. A combinacao

dos diferentes parametros de avaliagdo da classificagago TNM permite uma avaliagdo mais
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cuidada das decisGes terapéuticas, o agrupamento dos doentes pelos diferentes estadios da
doenga e a avaliagao do prognostico para cada doente (Babjuk et al, 2022; Sanguedolce et dl.,

2015).

Tumor primario (T)

1D O tumor primario nao pode ser avaliado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Ta Carcinoma papilar nio invasivo

Tis Carcinoma in situ: “tumor plano”

Tl Tumor que invade o tecido conjuntivo sub-epitelial
T2 O tumor invade o musculo

T2a: O tumor invade o musculo superficial (metade interna)

T2b: O tumor invade o musculo profundo (metade externa)

T3 Tumor que invade o tecido perivesical:
T3a: Invasdao microscopica

T3b: Invasdao macroscopica (massa extravesical) Mucosa

Muscle layers
Fat layer

T4 Tumor que invade qualquer uma das seguintes estruturas:
prostata, utero, vagina, parede pélvica, parede abdominal
T4a: O tumor invade a prostata, o Utero ou a vagina

T4b: O tumor invade a parede pélvica ou a parede abdominal
Invasdo ganglionar regional (N)

NX Nodulos linfaticos regionais nao acessiveis

NO Nao ha envolvimento de nodulos linfaticos regionais

NI Metastases num unico ganglio linfatico

N2 Metastases em dois ou mais nodulos na cavidade pélvica
N3 Envolvimento de qualquer nodulo nas arténas iliacas

Metastases a distancia (M)

MO Sem metastases a distancia

Mi Mla: Metastases em nodulos linfaticos distantes

MIb: Presenca de outras metastases a distancia tais como nos

ossos, pulmbes e figado

Figura 7: Representagio do sistema de classificagio TNM de 2017 para o CaB, com imagem ilustrativa da evolugao

da patologia. [Adaptado de (Babjuk et al., 2022) e (European association of urology, 2021)].

1.3.3.Carcinoma da Bexiga Avancado

Em estadios de doenga mais precoces, a hematdria macroscopia indolor é o sinal mais
comum (85%) entre os doentes diagnosticados com CaB (Rebola, 2019). Neste tipo de CaB,
a SV5 é de 96%. Contudo, estes tumores, geralmente removidos por cirurgia, tendem a
reincidir em cerca de 40-70% dos casos ao fim de dois anos, e a progredir para a invasao
muscular em aproximadamente 20% dos casos. Ainda assim, 30% dos casos diagnosticados ja
apresentam invasao do musculo detrusor (Martini et al,, 2020; Yang et al,, 2018).

O CaB pode propagar-se a outras regioes além da bexiga como os ganglios linfaticos
(25,4%), diminuindo a SV5 para 40% ou para locais a distancia como os ossos (24,7%), o trato
urinario (23,5%), o figado (19,4%), os pulmoes (18,1%) e o cérebro (3,1%), diminuindo a SV5
para 10%. Aproximadamente 10-15% dos casos diagnosticados com CaB ja apresentam

metastases a quando do diagndstico (American Society of Clinical Oncology, 2022; Mushtagq,
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Thurairaja e Nair, 2019). Particularmente, as metastases Osseas localizam-se mais
frequentemente nos ossos da bacia (68%), na coluna vertebral (cervical 12%, toracica 38% e
lombar 34%), nas costelas (24%) e no fémur (22%) (Stellato et al, 2021). Esta localizagao das
metastases promovem o aparecimento de dor severa, além de fraturas patologicas devido a
fragilidade ossea. A disseminagao linfatica, por sua vez, manifesta-se sobretudo por
insuficiéncia renal, hidronefrose e dor abdominal. As metastases viscerais, nomeadamente
hepaticas e pulmonares, podem provocar nauseas, perda de peso e dores no térax e no
abdomen, entre outros. Estas lesdes culminam na diminuicao da QdV do doente (Chin,

Siddiqui e Tran, 2017).

1.3.4.0p¢oes Terapéuticas

Cerca de 75% dos doentes apresentam NMIBC que se manifesta essencialmente a nivel
da mucosa (Ta e Tis ou Cis) ou sub-mucosa (T|). Apesar destes tumores apresentarem um
prognostico favoravel, tém uma elevada taxa de recidiva. Aproximadamente 15% dos doentes
sao diagnosticados com MIBC, classificado com T2, T3 e T4, visto que apresentam invasao do
tecido muscular da bexiga. Os tumores do tipo T4 apresentam também extensao para os
orgaos e para as regioes envolventes da bexiga (Babjuk et al, 2022; Sanguedolce et al., 2015).
Na Tabela 3 encontram-se os estadios de CaB, de acordo com os critérios TNM, e suas

opgoOes terapéuticas (Babjuk et al,, 2022).

Tabela 3: Descricao dos estadios de CaB, de acordo com os critérios TNM, e suas opgbes terapéuticas.

[Adaptado de (Babjuk et al, 2022) .

Estadio TO N® M® Opcdes terapéuticas
Ressecao transuretal
0 Ta-Tis NO MO QT
Imunoterapia
| Tl NO MO Cistectomia
| T2a-T2b NO MO0 Cistectomia radical
m T3a-T3b NO MO QT neoadjuvante
T4a NO MO Radioterapia
T4b NO MO OT ad .
0\ Qualquer T NI-N3 MO acjtivante
Imunoterapia
Qualquer T Qualquer N MI

T, tumor primério; @ N, ganglios linfiticos regionais; ®) M, metastases a distincia

Em estadios da doenga mais precoces (estadios 0 e I), o objetivo principal do

tratamento € a cura, PE|O que se recorre a ressegio transuretal para remover completamente
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o tumor e adicionalmente a terapia intravesical adjuvante (QT ou a imunoterapia), de modo a
minizar a possibilidade de recidiva. No caso de nao existir resposta aos tratamentos anteriores
recorre-se a cistectomia. No entanto, em estadios mais avangados desta patologia (estadios
e Ill), nos quais ja nao é medicamente recomendavel ou possivel a excisao do tumor por
completo, a terapéutica visa, principalmente, atacar as células tumorais através de terapéuticas
adjuvantes. Deste modo, a terapéutica associada ao controlo do CaB pode incluir a cirurgia
apds quimioterapia nos casos em que haja diminuicao do tumor, ou pode recorrer-se a
cistectomia radical ou a radioterapia. Ainda assim, o tratamento de CaB metastizado (estadio
IV) é feito essencialmente por quimioterapia ou por imunoterapia. O tipo de tratamento eleito
dependera de diversos fatores, tais como o estado geral do doente, a idade, o estadio do

tumor, a preferéncia do doente e os possiveis efeitos secundarios (Babjuk et al,, 2022).

As op¢oes quimioterapéuticas convencionais para o CaB incluem, essencialmente, o
antimetabolito gemcitabina e o composto de platina, cisplatina, em monoterapia ou em

associagao, nos casos mais avan¢ados (Chin, Siddiqui e Tran, 2017).

1.3.4.1. Gemcitabina

A gemcitabina ou dFdC (2,2'-difluorodesoxicitidina) é um antimetabolito analogo da
citidina. Durante o processo de replicagaio do DNA, a molécula de gemcitabina liga-se a
guanosina, ao invés da citidina, impedindo a sintese de DNA (terminagao da cadeia mascarada)
e induzindo a morte por apoptose. Além disso, a gemcitabina € um pro-farmaco que, por agao
de desoxicitidina cinases gera anabolitos ativos, nomeadamente o dFdC difosfato e o dFdC
trifosfato. O dFAC disfodato inibe a ribonucleotideo redutase responsavel pela catilise de
reagoes que originam os desoxinucleotidos-trifosfatos para a sintese do DNA. Por outro lado,
o dFdC trifosfato integra-se na cadeia de DNA provocando a terminagao desta (Cavalcante e

Monteiro, 2014; Toschi et al., 2005).

A administragao de gemcitabina é feita por perfusao intravenosa durante 30 minutos e
a sua agao citotoxica, in vitro, demonstrou ser especifica para a fase S do ciclo celular e de
forma dependente da concentragao e do tempo. Em monoterapia é um farmaco geralmente
bem tolerado pelos doentes e o seu perfil de toxicidade pode variar de acordo com o regime
de administragao. O regime em que as administragoes sao proximas esta associado a uma
elevada resposta ao tratamento e, por outro lado, os regimes em que as administragoes sao

feitas com uma diferenca de 4 ou 5 dias tém associada uma baixa resposta a terapéutica.
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Apresenta como efeitos adversos neutropenia, trombocitopenia, anemia, dispneia, cefaleia e
o aumento das transaminases hepaticas, da fosfatase alcalina e da bilirrubina (Cavalcante e

Monteiro, 2014; Toschi et al., 2005).

1.3.4.2. Cisplatina

A cisplatina é um composto inorganico que contém um atomo metalico [Cis-
diaminedicloridoplatina (Il)] e atua, sobretudo, através da inibicdo da sintese de DNA. A
cisplatina ao entrar nas células tumorais, liga-se ao DNA nuclear. Este composto de platina,
pouco sollvel em 4gua e estavel a temperatura e pressao normais, € composto por um atomo
de platina ligado a dois ides cloreto (CI") e a dois grupos amonia (NH;), ambos na posigao Cis
como observado na Figura 8. Os ligandos de cloro sao substituidos por agua, formando-se
aductos de cisplatina com carga positiva, que se ligam irreversivelmente as bases nucleotidicas
do DNA formando aductos de platina-DNA. Este processo leva a inibicao da replicagao e da

transcricao de DNA, levando a indugao da apoptose das células tumorais (Kenny et al,, 2017).

cl,  NH;
“pe”
Cl/ \NH3

Figura 8: Estrutura do isémero Cis do complexo diaminocloroplatina (ll), cisplatina. [Adaptado de (Kenny et dl,
2017)].

No que respeita ao tratamento do cancro, a cisplatina é administrada por via
intravenosa. Ainda assim, a sua utilizagdo continua apresenta varias limitagoes, tais como a
resisténcia por parte de diversos tipos de cancro e ainda diversos efeitos indesejaveis e graves,
tais como a nefrotoxicidade, a ototoxicidade, a neurotoxicidade, a cardiotoxicidade e a

supressao mieloide (Silva, 2012; Tchounwou et al., 2021).

1.3.4.3. Associacao de Gemcitabina e Cisplatina

Em doentes com CaB avangado é comum recorrer-se a associagao de gemcitabina com
cisplatina para controlo da doenca. Estudos in vitro tém demonstrado interagoes sinérgicas
entre estes dois farmacos, possivelmente devido ao aumento da formagao de aductos de
cisplatina-DNA. Ainda assim, foi demonstrado que quando a gemcitabina é administrada em
associagao com derivados de platina, o risco de neutropenia e de trombocitopenia é maior

(Chin, Siddiqui e Tran, 2017; Moorsel, Van et al, 1999; Toschi et al, 2005).
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1.4. Cancro da Prostata

|.4.1.Prostata e Carcinogénese

A prostata € um 6rgao musculo-glandular localizado no compartimento subperitoneal,
entre o diafragma pélvico e a cavidade peritoneal, imediatamente por baixo da bexiga (Lee,
Akin-Olugbade e Kirschenbaum, 2011). A sua fungao principal como glandula acessoria da
reprodugao é segregar um fluido alcalino, parte do ejaculado e que auxilia na motilidade e na
nutricao dos espermatozoides (Drudge-Coates e Turner, 2012).

Tal como observado na Figura 9, a glandula prostatica é constituida maioritariamente
por trés zonas glandulares, a zona periférica, a zona central e a zona de transi¢ao, que se
distinguem entre si histologica e biologicamente (McNeal, 1988). A zona periférica
corresponde a cerca de 70% do volume da por¢ao glandular da prostata e constitui o local de
origem de 70-80% do CaP (Sinnott et al, 2015). A zona central constitui 25% do volume da
porcao glandular da proéstata e rodeia os canais ejaculadores, por onde o esperma vai passar
para a uretra. A zona de transi¢ao constitui cerca de 5% do volume e, é normalmente, a zona
onde se desenvolve a hiperplasia benigna da proéstata. Além das zonas glandulares, McNeal
descreve ainda uma zona nao glandular composta por tecido muscular e fibroso denominada

de estroma fibromuscular anterior (McNeal, 1969, 1988).

Transition
zone

_~Central zone

Z

" Peripheral

[~ zone

Prostatic
sphincter

Adult human
(sagittal section)

Figura 9: Imagem representativa da anatomia da glandula prostatica. [Fonte: (Ittmann, 2018)].

O epitélio glandular da préstata humana é constituido, maioritariamente, por trés tipos
de células: as luminais ou secretoras, as basais e as neuroendocrinas. As células luminais sao
responsaveis por segregar diversos produtos para o lumen, e contribuem para a formagao do
liquido seminal. Estes produtos incluem o antigénio especifico da préstata (PSA, do inglés
prostate-specific antigen). As células basais sao adjacentes a membrana basal, e sio menos
abundantes que as anteriores. A auséncia destas células pode ser um marcador determinante

de CaP (Ittmann, 2018). As células neuroendécrinas sao células reguladoras intra-epiteliais que
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segregam serotonina e diversas hormonas peptideas, regulam o crescimento e a diferenciagao
das células prostaticas e estao envolvidas na regulacio da atividade secretora exodcrina
(McNeal, 1969; Sant’agnese, 1998).

A prostata pode ser afetada por diversas patologias de lenta evolugao e manifestagao.
Dentro destas destaca-se a prostatite, a hiperplasia benigna prostatica (HBP) e o CaP. A
prostatite consiste na inflamagao da proéstata. Por sua vez, na HBP verifica-se um aumento do
volume da prostata desencadeado pelo aumento do niumero de células epiteliais e do estroma
da zona de transicao, pelo que esta hiperplasia é mais frequentemente nesta zona. A HBP
depende de androgénios para o seu desenvolvimento (Kruslin et al., 2017; Sciarra et al.,, 2008).

O CaP é marcado por um crescimento descontrolado de células malignas na glandula
prostatica. O seu desenvolvimento estd, frequentemente, associado a neoplasia intra-epitelial
prostatica de alto grau (HGPIN, do inglés high-grade prostatic intraepithelial neoplasia). De facto,
a HGPIN e o CaP apresentam diversas semelhangas como a localizagao preferencial na zona
periférica, as transicoes morfoldgicas e a partilha de varios marcadores genéticos e
moleculares. A neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN), consiste numa displasia das glandulas
prostaticas que revestem o epitélio e esta lesao pode preceder o CaP, em |0 ou mais anos,

acompanhada de diversos processos moleculares (Brawer, 2005; Sciarra et al., 2008).

|.4.2.Fatores de Risco

O desenvolvimento de CaP esta maioritariamente associado a trés principais fatores
de risco, sendo o mais significativo a faixa etaria, seguido da etnia e da predisposigao familiar.
De facto, a taxa de incidéncia aumenta drasticamente com o avanco da idade, verificando-se
que cerca de 75-85% dos casos estao registados em homens com mais de 65 anos. Sao raros
os registos de ocorréncia de CaP antes dos 40 anos de idade (Drudge-Coates e Turner, 2012;

Rawla, 2019).

A etnia é outro fator de risco que faz variar as taxas de incidéncia de CaP. Os individuos
de etnia negra estao associados a um maior risco de CaP avancado e agressivo em idade jovem,
sendo geralmente afetados por esta doenca cerca de 2-3 anos mais cedo que os homens
caucasianos. Esta relagao entre a etnia e o desenvolvimento de CaP podera ser explicada pela
interagao entre fatores epidemioldgicos e genéticos (Hussein, Satturwar e Kwast, van der,
2015). Pressupoe-se que os homens de etnia negra tém acesso a cuidados de saude de menor
qualidade, e consequentemente, sao mais suscetiveis a um diagnostico tardio desta doenga.

Além disso, os individuos com descendéncia africana, com ou sem CaP, apresentaram niveis
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de PSA e de testosterona significativamente mais elevados quando comparado com homens
de etnia caucasiana (Vijayakumar et al, 1998). Deste modo, outra possivel explicagao sao as
alteragoes na expressao de genes associados a manutengao dos niveis de testosterona em
circulagao, tal como o SRD5A2 (Zeigler-Johnson et al, 2008), ou de genes associados a
supressao de tumores como o EphB2 ou de regulagao da apoptose celular como o BCL-2

(Rawla, 2019).

Outro fator que desempenha um papel de destaque na incidéncia de CaP é a
predisposicao genética, responsavel por 5-10% dos casos desta patologia. O CaP hereditario
manifesta-se, geralmente em idades mais jovens e em particular, o risco relativo de
desenvolver CaP aumenta de |,5 para 2,5 em homens cujos familiares de primeiro grau tenham
sido diagnosticados com CaP, antes dos 60 anos em comparagao com a populagao em geral
(Hussein, Satturwar e Kwast, van der, 2015). Esta relagao entre a predisposicao genética e o
aumento da incidéncia de CaP podera ser explicada pela presenga de fatores genéticos bem
como um padrao semelhante de exposicao a certos carcinogéneos ambientais e habitos de
vida comuns (Rawla, 2019). Diversos genes predisponentes tém sido identificados, em varias
regioes cromossomicas. Destacam-se as mutagoes dos genes BRCA| e BRCA2, associadas a
apresentagoes da doenga mais precoces e agressivas e caraterizadas por uma elevada taxa de
metastizacao, bem como uma maior taxa de mortalidade em comparagao com os individuos
nao portadores. As mutagoes nos genes BRCAI e BRCA2 sao responsaveis por 0,9-1,25% e
[,2-5,3% dos casos de CaP hereditario, respetivamente (Hussein, Satturwar e Kwast, van der,
2015; Vietri et al, 2021). O gene HOXBI3 interage com o recetor de androgénios (RA),
promovendo o desenvolvimento e a diferenciagao da prostata normal em carcinoma. Os
portadores de mutagoes neste gene constituem 0,6-6,25% dos casos de CaP hereditario (Vietri
et al, 2021). A sindrome de Lynch tem também sido associada ao aumento da incidéncia desta

patologia (Hsing e Chokkalingam, 2006).

Outros fatores tais como a obesidade, o tabagismo, a ingestao de gordura animal, os
niveis mais elevados de androgénios, a radiagao ionizante utilizada em técnicas de diagnostico
e a inflamagao cronica da prostata estao associados a um maior risco e incidéncia de CaP. Por
outro lado, a ingestao de vegetais e de vitamina E e niveis mais baixos de testosterona livre
podem estar associados a um menor risco de desenvolver CaP. Além disso, a existéncia de
diabetes podera correlacionar-se inversamente com o risco para o CaP e exposi¢ao a radiagao
solar UV esta inversamente associada a incidéncia e a mortalidade por CaP devido a sintese e
papel fisioldgico da vitamina D (Feng et al, 2020; Mullins e Loeb, 2012; Rawla, 2019; Stallone
et al, 2014; Venkateswaran e Klotz, 2010; Watts et al,, 2018).
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1.4.3.Diagnostico e Estadiamento

Durante a ultima década, observou-se um aumento da taxa de incidéncia de CaP, mas
por outro lado, a taxa de mortalidade diminuiu cerca de 7% desde 2015. Esta diminuicao pode
estar associada a detecao e diagndstico mais precoces, bem como ao aumento do niimero de

opgoes terapéuticas disponiveis e eficazes (Carioli et al,, 2020).

O rastreio é efetuado com recurso a dois exames: a pesquisa do PSA e o toque retal.
Se o resultado destes exames apresentar anomalias podera ser indicada a realizagao de uma
biopsia prostatica ou o uso de outras técnicas de imagem tais como a ecografia prostatica
transretal (ET), a MRI, a TC, a cintigrafia 6ssea e a PET que permitem determinar as

caracteristicas associadas a glandula prostatica e CaP (American Cancer Society, 2019).

O PSA é uma glicoproteina serino-protease produzida em concentragoes elevadas pelo
epitélio prostatico normal e maligno. Apresenta baixas concentragoes no soro, em condigoes
normais, mas a libertagao de PSA esta aumentada na doenga prostatica. Deste modo, o PSA é
um marcador sérico sensivel para o CaP, mas nao especifico, uma vez que fatores como o
aumento da idade, a presenca de HBP, infegoes do trato urinario e certos farmacos podem
conduzir ao aumento dos niveis de PSA (Stenman et al,, 1999). De acordo com a idade e com
a etnia dos individuos foram determinados valores de referéncia para a PSA livre no soro, que
estao apresentadas na Tabela 4. Nao existe nenhum valor de “cut off’ definido para indicar se
um homem tem ou nao CaP. Assim, em grande parte da Europa considera-se que
concentragoes séricas de PSA superiores ou iguais a 4 ng/mL sao anormais e recomenda-se a
biopsia prostatica. No entanto, alguns médicos recomendam a realizagao da bidpsia para
concentragoes séricas de PSA acima de 3 ng/mL. Cerca de 5% dos individuos com PSA
inferior a 4 ng/mL serao diagnosticados com CaP se uma biopsia for realizada. Homens com
niveis de PSA livre entre 4 e 10 ng/mL tém cerca de 25% de probabilidade de ter CaP e, se o
valor for superior a 10 ng/mL, esta probabilidade aumenta para 50% (American Cancer Society,

2019; Greene et al,, 2009).

Tabela 4: Concentrages de referéncia de PSA para intervalos etarios, de acordo com a etnia dos doentes.

[Adaptado de (Greene et al,, 2009)].

Valores de referéncia (ng/mL)

Faixa etaria (anos)  Asiatico-Americanos Afro-Americanos Caucasianos

40 - 49 0-20 0-20 0-25
50 -59 0-30 0-40 0-35
60 - 69 0-40 0-4,5 0-45
70-79 0-50 0-55 0-65
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O toque retal permite a avaliagao da regiao periférica da prostata, procurando nédulos
suspeitos. Ainda assim, € menos eficaz que a andlise a PSA, mas por vezes consegue encontrar

nodulos malignos em individuos com niveis de PSA normais (American Cancer Society, 2019).

No que concerne as técnicas de obtencao de imagem: a ecografia transretal (mais
utilizada) permite a avaliagao da anatomia e volume da prostata e é mais fiavel e preciso que
o toque rectal; a MRI que permite a avaliagao rigorosa de uma eventual extensiao extra-
prostatica da doenga; a TC ¢é util para a detegao de adenopatias (aumento do volume dos
ganglios linfaticos) ou metastases noutros 6rgaos e tecidos moles; a cintigrafia ossea é utilizada
para detecao de metastases Osseas; e a PET permite identificar células tumorais pelas

mudanc¢as que ocorrem no metabolismo celular (American Cancer Society, 2019).

Os tumores da prostata apresentam diferentes graus de agressividade. Assim, quanto
menos diferenciadas forem as células malignas, mais agressivo sera o tumor, ou seja, mais
rapida e mais grave sera a sua evolugao. Deste modo, o grau de diferenciacao histoldgico,
obtido pela anilise de amostras recolhidas por biopsias guiadas por ET, é essencial para a
escolha da melhor terapéutica, bem como para o prognéstico que dai advém (American
Cancer Society, 2019). A escala de Gleason é um sistema de classificagao histopatologico
desenvolvido em 1966 por Donald F. Gleason, que atualmente continua a ser amplamente
utilizada na pratica clinica. Este sistema classifica em cinco graus, sendo que o grau |
corresponde ao mais diferenciado e menos agressivo e o grau 5 ao menos diferenciado e mais
agressivo, com base nas caracteristicas celulares e histolégicas do tumor (American Cancer
Society, 2019). Em 2015, a Sociedade Internacional de Patologia Urologica (ISUP, do inglés
International Society of Urological Pathology) fez algumas modificagoes no sistema de Gleason e

padroes histologicos (Figura 10) (Epstein et al,, 2016).
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Figura 10: Padroes histologicos do adenocarcinoma da prostata: Diagrama de Gleason original a esquerda e

diagrama de Gleason modificado do ISUP 2015 a direita. [Fonte: (Epstein et al, 2016)].
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O score de Gleason, isto é, a classificagao final, indica o tipo histolégico e é atribuida em
funcao dos dois tipos celulares predominantes no tumor. O resultado final resulta da soma
dos dois graus mais frequentes e pode variar entre 2 (mais diferenciado) e 10 (menos
diferenciado, mais agressivo). Os tumores com classificagao de Gleason de 2 a 6 correspondem
ao grau | da escala ISUP e indicam baixa agressividade das células tumorais e estao associados
a melhor prognéstico que os tipos mais agressivos. Os scores de 8 a 10, correspondem aos
graus 4 e 5 da escala ISUP e indicam tumores mais agressivos e na qual ha maior probabilidade
do tumor metastizar mais precocemente. Um score de 7 é um score intermédio no qual os
tumores apresentam carateristicas e agressividade intermédias e corresponde aos graus 2 e 3

da escala ISUP (American Cancer Society, 2017).

Atualmente, o sistema TNM desenvolvido pela AJCC/UICC é o sistema de classificagao
do estadiamento de CaP mais utilizado, tal como descrito no Figura |I. Este sistema é
constituido por diversas subdivisdes que permitem dar informagdes sobre o tumor (T), os
ganglios linfaticos (N) e as metastases (M), bem como agrupar os doentes em grupos de
prognostico semelhante (Mottet et al, 2021). Deste modo, é possivel classificar a doenga em
trés grandes grupos: localizada, quando se encontra restrita apenas a prostata; localmente
avancada, quando a doenca se estende para a regiao extra-prostatica; e por ultimo, o
carcinoma da prostata metastatico ou nao localizado (CaPm) definido pela presenca de
metastases a distancia, geralmente nos ganglios linfiticos e/ou no osso (National Cancer

Institute, 2015; Union for International Cancer Control, 2022).
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Tumor primério (T)

™ O tumor primdrio ndo pode ser avaliado
T0 Sem evidéncia de tumor primario
TI Tumor clini@mente ndo identificivel e ndo palpdvel

Tla: Tumor incidental com menos de 5% de tecido ressecado
TlIb: Tumor incidental em mais de 5% de tedido ressecado

Tlc: Tumor diagnosticado por biopsia secundério a PSA elevado
T2 Tumor palpdvel confinado a prostata

T2a: Tumor envolve metade de um lobo prostatico

T2b: Tumor envolve mais de metade de um lobo mas no os dois |

T2c: Tumor envolve os dois lobos
T3 Tumor estende-se através da capsula prostitica

T3a: Extensdo extracapsular (unilateral ou bilateral)

T3b: Tumor envolve as vesiculas seminais

T4 Tumor é fixado ou envolve estruturas adjacentes para além
vesiculas seminais: esfincter externo, reto, musculos do levadc
parede pélvia

Invasédo ganglionar regional (N)

NX Nodulos linfiticos regionais ndo acessiveis

“\

NO Nao hd envolvimento de nédulos linfiticos regionais =

NI Metdstases em nodulos linfiticos regionais Stage 1 Stage v
Metéstases a distinda (M)

MO Sem metastases a distinda

Ml Presenca de metdstases a distincia

Mla: Metdstases em nodulos linfiticos distantes
MIb: Metdstases osseas

MIlc Metéstases noutros locais

Figura | |: Representagao do sistema de classificagio TNM de 2017 para CaB, com imagem ilustrativa da evolugao

da patologia. [Adaptado de (Mottet et al,, 2021) e (National Cancer Institute, 2021)].

O estadiamento pode depois ser apresentado com a classificagago TNM ou em
combinagao com o score de Gleason e com o nivel sérico de PSA como apresentado na Tabela

5 (Cleto et al, 2013).

Tabela 5: Estadiamento do CaP. [Adaptado de (Cleto et al,, 2013)].

Possiveis combinacGes

Prognéstico Estadio T N® MO “Score” de PSA

Gleason (ng/mL)
| TI-T2a NO MO <6 <10
Localizado de baixo risco T NO Mo ’ <20
TI NO MO <é 10<sPSA< 20
A T2a NO MO <7 <20
Localizado de risco T2b NO MO <7 <20
intermédio
T2c NO MO Qs® Qv®
1B TI-T2 NO MO Qs® 220
Localizado de alto risco TI-T2 NO MO >8 Qw®
] T3 NO MO Qs¥ Qv®
T4 NO MO Qs¥ Qv®
Localmente avancado v Qv® NI MO Qs® Qv®
Metastatico Qv® Qv Ml Qs® Qv®

T, tumor primario; @ N, ginglios linfiticos regionais; ® M, metéstases a distancia; ® Qs, qualquer “score”; ©)

Qyv, qualquer valor
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1.4.4.Carcinoma da Préstata Nao Localizado

O CaP pode propagar-se a outras regioes além da prostata, incluindo os ossos e érgaos
distantes como o figado, o pulmao e os ganglios linfaticos, passando a denominar-se de cancro
da prostata avangado ou metastasico (CaPm). Entre 20 e 30% dos doentes inicialmente
diagnosticados com CaP localizado irao progredir para CaP nao localizado e cerca de 10 a
20% dos doentes serao diagnosticados inicialmente com CaP nao localizado (Bahl, 2013). A
mortalidade associada ao CaP é cerca de 90% dos casos devido as metastases ao invés do

tumor original (Middleton, Sivakumar e Hai, 2021).

Cerca de 5 a 12% dos doentes com CaP nao localizado apresentam evidéncias de
metastases em ganglios linfaticos, mas a sua presenga é raramente uma condigao fatal. Ainda
assim, as células tumorais induzem alteragoes na arquitetura dos ginglios adjacentes ao tumor
primario, que culminam no aumento da pressao e permeabilidade tecidular a fluidos e a células
e, portanto, permite a invasao das células tumorais no sistema linfatico. Uma vez neste sistema,
estas células podem circular livremente e alcangar, numa primeira fase, os ganglios linfaticos

regionais e depois através da via linfatica metastizar para o6rgaos distantes (Datta et al, 2010).

A presenca de metastases Osseas tem sido observada em cerca de 85 a 90% dos
doentes com CaPm, sendo o primeiro local de metastizagao para cerca de 80% dos doentes
(Gongalves, 2020; Ribeiro, 2018). Estas localizam-se mais frequentemente nas vértebras (69%),
seguidas da pélvis (41%), dos ossos longos, mais frequentemente o fémur proximal (25%), e
do cranio (14%). Menos frequentemente ocorrem nas costelas, no esterno, e no Umero
proximal. Estas metastases podem conduzir a fragilidade o6ssea, bem como, a perda de
funcionalidade 6ssea, que se vai traduzir em dor severa, fraturas patologicas e compressao da
medula espinhal. E, consequentemente, na diminuicao da QdV e aumento da mortalidade

nestes doentes (Gongalves, 2020; Ribeiro, 2018).

1.4.5.0p¢oes Terapéuticas

Os tratamentos do CaP diferem consoante a fase em que a doenga é diagnosticada.
Em casos de doenca localizada o objetivo é a cura e em casos de doenga avancgada o objetivo
€ impedir a progressao da doenga e aliviar o sofrimento que esta possa causar. As decisoes
terapéuticas sao tomadas considerando as melhores opgoes disponiveis de acordo com o

estadiamento de CaP. Os doentes devem ser informados sobre os beneficios e os riscos
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associados a cada uma das abordagens (Parker et al,, 2020). Na Tabela 6 podemos observar as

estratégias terapéuticas associadas a cada estadio de CaP (Mottet et al,, 2021).

Tabela 6: Estratégias terapéuticas associadas a cada estadiamento do CaP. [Adaptado de (Cleto et al,, 2013)].

Prognéstico Estadio Estratégia terapéutica

I Vigilancia ativa
. . . Braquiterapia
Localizado de baixo risco q . P .

Prostatectomia radical

Radioterapia externa + ADT neoadjuvante "

A Vigilancia ativa
Localizado de risco Prostatectomia radical + linfadenectomia pélvica
intermédio Radioterapia externa + ADT neoadjuvante
Braquiterapia
1B Neoadjuvante ADT () + Radioterapia externa +
Il adjuvante ADT ()
Localizado de alto risco Radioterapia externa + prostatectomia radical +

linfadenectomia pélvica
QT adjuvante ou neoadjuvante

Radioterapia externa + prostatectomia radical +
v linfadenectomia pélvica
ADT adjuvante
QT adjuvante
ADT adjuvante
QT adjuvante

Localmente avancado

Metastatico

() ADT, terapéutica de privagio androgénica

O CaP normalmente evolui lentamente ao longo de muitos anos e poucos sao os casos
que se disseminam rapidamente. Assim, para estadios de doenga mais precoces (estadios | e
lIA), a terapéutica de CaP pode passar pela vigilancia ativa através da verificagao regular dos
niveis de PSA, realizagao de bidpsias ou MRI. Para os doentes que optam por um tratamento
ativo, pode optar-se pela prostatectomia radical complementada por uma linfadenectomia
pélvica ou pela braquiterapia ou radioterapia externa isoladamente ou em associagao com a
terapéutica de privagao androgénica (ADT, do inglés androgen deprivation therapy) quando o

tumor é hormonossensivel (American Cancer Society, 2020; Cleto et al, 2013).

Nos casos de CaP localizado de alto risco (estadios IIB, Ill e IV), a terapéutica inclui
radioterapia externa complementada com ADT ou a abordagem cirdrgia apos QT
neoadjuvante com docetaxel (Doc). Se o tumor for diagnosticado numa fase avangada da
doenca (estadio IV) sao necessarios tratamentos mais agressivos. De facto, neste estadio, se
o tumor for hormonodependente, a abordagem terapéutica standard é a hormonoterapia,
particularmente a ADT em monoterapia ou em associagdo com andlogos da hormona

libertadora da hormona luteinizante (LHRH, do inglés luteinizing hormone releasing hormone),
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antagonistas da LHRH e antiandrogénios e estrogénios. No entanto, esta op¢ao terapéutica
nao é considerada um método curativo, uma vez que, em alguns casos, o cancro se torna
resistente a este tratamento e passa a denominar-se de CaP resistente a castragao (CPRCm)
(Parker et al, 2020). A abordagem terapéutica prescrita a estes doentes inclui normalmente
regimes de QT convencional, nomeadamente através do uso de Doc, sendo este taxano
considerado o tratamento padrao de primeira linha para o CPRCm. Em doentes cujo
tratamento prévio com Doc nao foi eficaz, pode recorrer-se, em segunda linha, a farmacos
como o acetato de abiraterona e enzalutamida (inibidores da biossintese de androgénio);
sipuleucel-T (utilizado em imunoterapia), radio-223 (atua como um mimético de calcio) e o

taxano cabazitaxel (Mottet et al., 2021; Parker et al., 2020).

1.4.5.1. Taxano: Docetaxel

O primeiro composto do grupo dos taxanos a ser descoberto, em 1971, foi o paclitaxel
proveniente da casca da Taxus brevifolia. No entanto, este farmaco apresenta diversos efeitos
adversos, tais como neutropenia, reagoes de hipersensibilidade, neurotoxicidade periférica e
cardiaca e diversas interagoes farmacologicas, levando a impossibilidade de algumas

combinagoes terapéuticas (Apolinario, 2012; Santos, 2016).

Com o objetivo de contornar os problemas associados ao paclitaxel, foi desenvolvido
um agente semissintético derivado das agulhas das arvores do Teixo do Pacifico, o Doc. Este
farmaco, apresenta um mecanismo de agao semelhante ao do paclitaxel, isto €, atua no
formacao dos microtiubulos que compéem o citoesqueleto da célula e impedindo a divisao
celular. Visto que nao ocorre a separagao dos cromatideos para os polos durante a anafase,
estes sao, portanto, especificos do ciclo celular, atuando na fase de mitose. No entanto, e
ainda que estes firmacos sejam extremamente eficazes contra as células em proliferagao,
também os neurodnios (que nao sio células em divisao) sao afetados pela sua agao, através de
uma reconfiguragao dos microtibulos dos axénios com consequente reconfiguracio do
axénio que inclui alteracado do seu comprimento, orientagao e distribuicio. Esta
reconfiguracao e alteragao da estrutura do axonio conduz a alteragoes no transporte axonal
e que clinicamente se traduz no desenvolvimento de neuropatia essencialmente sensorial que
se manifesta pela perda sensorial, parestesias e dor (Carozzi, Canta e Chiorazzi, 2015; Yu Tian

et al, 2015).
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O Doc é mais potente e sollvel em agua que o paclitaxel, pelo que a sua administragao
é por via endovenosa. Além disso, o Doc apresenta efeitos adversos semelhantes aos do
paclitaxel, no entanto, em menor frequéncia e de forma menos gravosa. Conduz a retengao
hidrica, particularmente com o aumento das doses cumulativas (Apolinario, 2012; Pienta, 2001;

Santos, 2016).

O Doc esta ainda associado ao aparecimento de resisténcia medicamentosa em
diversos tipos de tumores solidos. De facto, os tumores adaptam-se ao ambiente outrora letal
de Doc através de alteragoes nos vasos sanguineos o que afeta a distribuicao do farmaco, nas
bombas de efluxo que diminuem a concentragao intracelular do mesmo, e através de
alteragdes na estrutura ou na fungao dos microtubulos ou da sobreregulagao de vias anti-

apoptoticas (Antonarakis e Armstrong, 201 1).

1.5. Conceito de Dor e Dor Oncoldgica

Segundo a Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP, do inglés Internacional
Association for the Study of Pain), a dor é uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada a uma lesao tecidular potencial ou real, ou cuja descricio pode corresponder a
existéncia de tal lesao. E, esta definicdo permite que a dor seja uma experiéncia pessoal,
multidimensional que resulta da complexa interagao entre fatores biologicos, psicoldgicos e
sociais. Consequentemente pode ter diversos efeitos nefastos na QdV do individuo,
resultando em sofrimento e alteragoes fisiopatologicas que vao contribuir para o aparecimento
de comorbilidades e de alteragdes organicas e psicologicas e que podem conduzir a
perpetuacao do fenomeno doloroso. A dor nao é determinada pela quantidade de dano fisico

(International Association for the Study of Pain, 201 1).

A dor pode ser classificada de acordo com a sua duragao, local de origem, intensidade,
fisiopatologia e etiologia (Figura 12). De acordo com a duragao, define-se dor aguda quando
esta ocorre subitamente e tem uma duragao limitada, havendo normalmente uma definigao
temporal e/ou causal. Quando a dor dura mais de trés meses, persistindo além do curso
normal de uma doenga aguda ou da cura da lesao que lhe deu origem, passa a definir-se por
dor crénica. Esta apresenta diversas repercussoes no bem-estar e QdV do individuo e
sociedade pelo que é encarada como uma doenga por si s6 e pode estar associada a uma

etiologia relacionada, ou nao, com cancro (Janeiro, 2017; Orr, Shank e Black, 2017).
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Classificagao da dor

Duragéo Local de origem Intensidade Fisiopatologia
¢ Aguda o Leve ¢ Nociceptiva
e Cronica ¢ Moderada e Neuropatica
% Oncoldgica e Intensa e Sensibilizagdo central

% Nao oncoldgica

Figura 12: Esquema de classificacao da dor. [Adaptado de [(Orr, Shank e Black, 2017)].

A dor oncologica é qualquer dor relacionada a experiéncia de uma doenga oncoldgica,
seja causada pelo tumor, seu diagnostico ou seu tratamento. De facto, a dor é comum em
doentes com cancro, particularmente na fase intermédia e avangada da doenga, quando a
prevaléncia é estimada em mais de 70%. Ainda assim, a presen¢a de cancro nem sempre é
sinonimo de presenca de dor, além da frequéncia da dor depender do tipo de tumor e do seu
estadio, as causas podem ser variadas (Lameiras, 2010; National Cancer Institute, 2002). O
crescimento do tumor e/ou metastases podem provocar dor, dado que pressionam estruturas
adjacentes as massas tumorais (i.e. 0ssos, 6rgaos, vasos sanguineos, nervos, etc.). No entanto,
a terapéutica cirurgica pode conduzir a lesdes inflamatorias que podem ser dolorosas no poés-
operatorio. Ja a radioterapia pode levar a inflamagao ou fibrose nas zonas irradiadas,
provocando dor. A QT pode provocar mucosites, neuropatias e dores musculares

generalizadas (Associagao de Enfermagem Oncologica Portuguesa, 2015; Matos et al,, 2022).

1.5.1.Avaliacdao e Terapéutica

Dada a complexidade do conceito da dor e a sua subjetividade, um dos grandes desafios
da medicina atual prende-se com a avaliagao desta. A quantificagao de um fenémeno subjetivo
como a dor ¢é dificil, pelo que a sua avaliagao deve ser feita de forma continua e regular. De
uma forma geral, a avaliagao da dor faz-se recorrendo ao uso de escalas, que podem ser visuais
analdgicas, escalas numéricas, escalas qualitativas ou, ainda, escalas de faces (Figura 13). A
escolha da escala deve ser baseada nas caracteristicas de cada doente e aspetos cognitivos
deste. Apos a escolha, a escala deve ser mantida no futuro, em intervalos de tempo regulares,
para detetar qualquer alteragao. Ainda assim, o doente deve ser também inquirido sobre a
localizagao, extensao e irradiagao da dor. Além de questionado sobre os fatores que
conduzem ao agravamento e alivio da dor, bem como historial de patologias clinicas que

podem ter associada dor ou nao, antecedentes medicamentosos e respetivos outcomes e ainda
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questionado sobre como esta dor afeta a sua vida didria (Direcgao-Geral de Saude, 2001,

2008).

Sem Dor h'd -Dor Maxima

La] [e] [e]

2

Sstor|0|1I2|3|4|5I6|T|8|9I1u| Dor Maxima

3

| Sem Dor | Dor Ligeira | Dor Moderada I Dor Intensa | Dor Maxima ‘

4
a0 ) (@) (@) (ee )
0 1 2 3 4 5

(Sem Dor) (Dor Maxima)

Figura 13: Exemplo de escalas. | - escala visual analégica, 2 - escala numérica, 3 - escala qualitativa, 4 - escala de

faces. [Adaptado de (Direcgao-Geral de Saude, 2003)].

O tratamento adequado da dor assume um aspeto relevante e prioritario na medicina
atual, uma vez que a ineficacia no controlo da dor relacionada com o cancro pode levar a uma
resposta de stresse exacerbada e prolongada, resultando em imunossupressao e promovendo
a propagacao das células tumorais a distancia (Afsharimani, Cabot e Parat, 201 |; Matos et al,
2022). Assim, existem multiplas intervengoes que devem ser usadas, de forma combinada, de
acordo com a dor de cada doente e, segundo indicagoes especificas para um tratamento eficaz

da dor (Janeiro, 2017).

Os objetivos do controlo da dor sao a redugao da mesma e a melhoria da QdV do
doente. Assim, em 1986, a Organizagao Mundial de Saide (WHO, do inglés World Health
Organization) publicou as primeiras guidelines relacionadas com o uso de analgésicos no
tratamento da dor em doentes oncologicos. Esta abordagem, a “escada analgésica” de trés
degraus (Figura 14), consiste na diferenciagio do uso de analgésicos de acordo com a
intensidade da dor e é o instrumento padronizado mais utilizado no controlo da dor a nivel
mundial. Em 2019 a escala foi atualizada. A cada degrau corresponde um nivel de intensidade
de dor que o doente apresenta: leve, moderada ou intensa, ao qual se associa a terapéutica

farmacologica mais indicada (World Health Organization, 1986, 2018).

No primeiro degrau, a dor é considerada leve pelo que se recorre ao uso de
analgésicos nao opioides que vao ter agao analgésica, antipirética e anti-inflamatoria (World
Health Organization, 1986). No degrau Il, dor considerada moderada, sugerem-se para

controlo de dor o uso de opioides fracos. No degrau lll, dor severa, recorre-se ao uso de
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opioides fortes. Quando a dor persiste ou aumenta além da toma destes farmacos opioides

pode associar-se a analgésicos nao opioides (World Health Organization, 1986).

Cada degrau da escada analgésica, pode ainda ser complementado com farmacos
adjuvantes de forma a melhorar a terapéutica eleita. Estes adjuvantes, apesar de nao serem
verdadeiros analgésicos, contribuem para o alivio da dor, potenciando os analgésicos e
interferindo nos varios fatores que podem agravar o quadro algico, pelo que podem permitir
a reducao da dose de opioide necessaria e contribuir para um controlo adequado da dor. Sao
exemplo os corticosteroides, os antidepressivos, os anticonvulsionantes, os bifosfonastos, os
anestésicos locais, entre outros. Em 40-50% dos casos, a dor oncolégica nao é passivel de ser
controlada apenas com a toma de opioides, sendo necessdrio associar um farmaco

adjuvante(Lisboa, 2015; World Health Organization, 1986).

Opioide forte

. Com ou sem analgésico
Opioide fraco

nao opioide
- . Com ou sem analgésico ~ Com ou sem adjuvante
Nao opioide nio opioide
Com ou sem adjuvante Com ou sem adjuvante
Degrau | Degrau 2 Degrau 3
(Dor leve) (Dor moderada) (Dor severa)

Se a dor persistir ou aumentar, subir um degrau >
«—Sinais de toxicidade ou efeitos adversos graves, reduzir a dose ou descer um degrau

Figura 14: A escada analgésica da WHO (1986). [Adaptado de [(World Health Organization, 2018)].

Esta escala revolucionou a terapéutica de controlo de dor e de facto é eficaz em cerca
de 80-90% dos casos. Ainda assim, alguns autores sugerem a criagdo de um quarto degrau
para dar resposta aos doentes cuja dor nao foi controlada com os trés degraus anteriores.
Este quarto degrau apoiar-se-ia em técnicas especificas como bloqueios de plexos, ou

administracao de opioides por via intraespinhal (Vargas-Schaffer, 2010).

No que respeita a terapéutica farmacoldgica, estao apresentados na Tabela 7 os
principais farmacos propostos pela National Comprehensive Cancer Network (NCCN) para o

controlo da dor oncolégica, em fungao da sua intensidade (Swarm et al,, 2019).
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Tabela 7: Lista de farmacos recomendados pela National comprehensive cancer network para alivio da dor

oncoldgica, em fungao da intensidade da dor. [Adaptado de (Swarm et al, 2019)].

Classe Farmacos Alternativa
Acido acetilsalicilico
Naproxeno
~ . . Paracetamol )
Nao opioides Diclofenac
Ibuprofeno o
. Diflunisal
Indometacina
Tramadol
Opioides Fracos Codeina
Tapentadol
Oxicodona
Hidromorfina
Opioides Fortes Morfina
Buprenorfina
Fentanilo
Antagonistas dos recetores opioides Naloxona -
Antidepressivos Amitriptilina Imipramina

Anticonvulsivantes

Carbamazepina

Acido valpréico

. . Prednisolona Prednisona
Corticosteroéides
Dexametasona Betametasona
i Ropivacaina
Anestésicos Locais Lidocaina p. i
Bupivacaina

Além do tratamento farmacologico, existem medidas nao farmacoldgicas para controlo
de dor que se centram na inibicao da entrada nociceptiva, tais como as intervengoes
psicoldgicas, incluindo a gestaio do stresse, a hipnose e intervengoes cognitivas
comportamentais, a acupunctura e a acupressao, as fisicas incluindo a fisioterapia e a osteopatia
e a estimulagao nervosa elétrica transcutanea (TENS, do inglés Transcutaneous electrical nerve

stimulation) (Lewis et al., 2018).

1.6. Analgésicos Opioides

Os farmacos opioides sao substancias derivadas do 6pio, uma substincia extraida da
papoila com propriedades analgésicas e incluem a morfina, codeina, entre outros (Direcgao-
Geral de Saude, 2008). A WHO considera o indice de consumo de medicamentos opioides
per capita como um indicador da qualidade dos cuidados de saide no ambito da terapéutica
da dor. A nivel europeu, Portugal apresenta uma das taxas de prescricio de medicamentos
opioides mais baixa possivelmente devido a fatores culturais, educacionais e econémicos
(Direcgao-Geral de Salde, 2008). Ainda assim, entre 2010 e 2018, registou-se um aumento

de 141% do consumo de opioides em Portugal (PUBLICO, 2019).

Os opioides sao os Unicos analgésicos que atuam diretamente em recetores cujo
objetivo é o alivio da dor, particularmente, os recetores opioides denominados p (MOR), k
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(KOR) e 6 (DOR) (Pedro e Silva, 2017; Starke e Br, 2007). Os agonistas que se ligam a

recetores y podem causar analgesia, mas também obstipagao (presente em cerca de 90% dos
doentes), nauseas, vomitos, sedagao, depressao respiratoria, bradicardia, euforia e
dependéncia fisica. A ativagao dos recetores § pode causar analgesia, mas também depressao
respiratoria enquanto a estimulagao dos recetores k pode produzir analgesia, depressao
respiratoria, sedagao, dispneia e a disforia (Cardoso, 2014; Trescot et al, 2008). Todavia,
certos tratamentos como a QT e a radioterapia tendem a contribuir para a exacerbacao destes

sinais e sintomas (Lisboa, 2015).

A escolha do opioide deve efetuar-se tendo em conta a sua intensidade, duracao de
acao, via de administragao e efeitos adversos. Estes farmacos podem ser classificados quanto
a sua duragao de agao como opioides de agao curta ou de agao prolongada. Os de agao curta
devem ser utilizados em situagoes de dor aguda ou intermitente e incluem a morfina, a
oxicodona, a hidromorfona, o fentanilo ou o tramadol. Os opioides de agao prolongada (i.e.
meperidina) tém a vantagem de possibilitar um alivio de dor mais longo (Cardoso, 2014).
Podem ainda ser subdivididos, com base na sua poténcia para controlo de dor, em opioides
fracos (i.e. codeina, tramadol) e opioides fortes (i.e. morfina, metadona, fentanilo, oxicodona)

(Cardoso, 2014).

Nem todos os doentes respondem de forma similar ao tratamento com os opioides.
Estima-se que cerca de 80% dos doentes sob terapéutica opioide, tenham que, pelo menos
uma vez, trocar o opioide com que estao a ser tratados. Esta necessidade pode surgir quando
ha um desequilibrio entre a eficacia analgésica e os efeitos adversos aceitaveis (Bruera e Paice,
2015). Ainda assim, nao existe limite de dose maxima de opioides. Todavia, o aumento da
dose promove o aparecimento de efeitos adversos e possibilita o desenvolvimento de
tolerancia farmacologica (Cardoso, 2014). Além disso, esta classe farmacologica tem
normalmente associada um aumento de tolerancia, isto €, a necessidade de aumentar a dose
para a obtengao do mesmo efeito. Ainda assim, a necessidade de aumentar a dose deve-se

geralmente ao agravamento da dor em si e nao com a tolerancia ao farmaco (Cardoso, 2014).

1.6.1.Avancos recentes na investigacdo clinica

Os analgésicos opioides sao farmacos bastante eficazes no controlo da dor relacionada
com o cancro. Todavia, os recetores opioides encontram-se nao s6 no sistema nervoso
central, mas também em células do sistema imune como em macroéfagos, leucocitos

polimorfonucleares e linfocitos T. Deste modo, os opioides tém a capacidade de modular a
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resposta imunitaria através de mecanismos centrais e periféricos (Kim, 2018). Todavia também
se pressupoe que os opioides poderao exercer os seus efeitos através da sua ligagao a
recetores nao opioides como o recetor toll-like 4 (TLR4) (Borner et al., 2008, 2009; Hutchinson
et al, 2010). Foi demonstrado um forte efeito modulador do sistema imune para a codeina, a
metadona, a morfina, o fentanilo e o sufentanilo, e um fraco efeito modulador para a oxicodona
e a hidromorfona (Sacerdote et al, 1997; Zajaczkowska et al, 2018). Por outro lado, o
tramadol podera ser um potencial estimulante da resposta imunitaria (Gaspani et al., 2002) e

a buprenorfina um opioide neutro para o sistema imune (Martucci, Panerai e Sacerdote, 2004).

Em geral, verifica-se que o efeito que os analgésicos opioides poderao ter na formagao
e na progressao tumoral pode alterar consoante diversos fatores como a dose, a duragao da
exposi¢ao, o tipo de administragao e o opioide em si, o que pode influenciar o tratamento e
o resultado clinico dos doentes com cancro (Matos et al, 2022). De facto, em concentragoes
clinicamente mais relevantes, os opioides parecem estimular angiogénese e a progressao do
cancro (Bimonte et al, 2015; Ustun et al, 201 1). Em concentragoes mais baixas aparenta ter
efeitos anti-proliferativos (Ge et al, 2014). Alternativamente em doses analgésicas, estes
farmacos parecem nao influenciar o crescimento e a angiogénese do tumor nem facilitar a sua
disseminagao (Doornebal et al, 2015). Relativamente ao tipo de administragao, observou-se
que a morfina administrada por via intratecal, diminui a atividade das células NK (do inglés,
natural killer cells) de forma mais marcada que a morfina oral (Provinciali et al,, 1991). No que
concerne ao tempo de exposicao, para a mesma densidade celular, uma exposigao curta aos
opioides aparenta resultar em efeitos anti-proliferativos (Ge et al, 2014), enquanto numa
exposi¢ao mais duradoura ao opioide, promove a estimulagao do efeito proliferativo celular
(Bimonte et al,, 2015; Boland et al,, 2014; Niu et al, 2015; Provinciali et al., 1996). Esta evidéncia
torna-se problematica uma vez que os doentes oncologicos apresentam sobretudo dor

croénica associada a uma exposi¢ao aos opioides prologada.

Como consequéncia, nao existem atualmente dados suficientes que permitam basear
uma escolha mais racional de opioides para otimizar o controlo de dor sem afetar
negativamente a fungao imunitaria essencial dos doentes (Matos et al, 2022). Assim, torna-se
essencial clarificar o efeito ou o ponto de mudanga do efeito dos opioides, em exclusivo ou
associagcao com outros fatores influenciadores como técnicas de tratamento, estilos de vida e
fatores de risco, a fim de incentivar ao uso racional de opioides em doentes oncoldgicos e
promover um acompanhamento e vigilancia ao doente e a sua situagao clinica mais reforgada

e fundamentada na evidéncia clinica.
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1.7. Anestésicos Locais

A dor oncoldgica nem sempre é passivel de ser aliviada com recurso aos analgésicos
opioides e nao opioides anteriormente referidos. Nestas situagoes recorre-se geralmente a

farmacos adjuvantes como os anestésicos locais (LAs) (Raimundo, 2014).

Quase todos os LAs partilham a mesma estrutura quimica: uma cadeia hidrofébica
aromatica, uma cadeia intermédia e uma amina tercidria. A ligagao entre a cadeia hidrofobica
e a cadeia intermédia pode ser efetuada através de uma ligagao éster (-COO-), sendo os
compostos com esta ligagao denominados de aminoésteres (i.e. cloroprocaina, procaina,
tetracaina); ou por uma ligagao amida (-CONH-), sendo estes compostos denominados de
aminoamidas (i.e. lidocaina, bupivacaina, levobupivacaina, ropivacaina). Os LAs do tipo amida
sao, atualmente, os mais usados na pratica clinica pois representam uma alternativa menos
toxica, mais eficaz, com maior duragao de agao e capazes de provocar menos alergias que os
LAs do tipo éster. Estes farmacos podem ainda ser classificados de acordo com o seu inicio e

duragao de agao como representado na Tabela 8 (El-Boghdadly, Pawa e Chin, 2018).

Tabela 8: Anestésicos locais classificados quanto ao inicio da agao, duragao da agio, dose maxima recomendada

e dose maxima absoluta recomendada. [Adaptado de (El-Boghdadly, Pawa e Chin, 2018) e (Matos et al,, 2022)].

. Inicio da Duracio da Dose maxima Dose maxima absoluta
Farmaco ~ =
acdo acdo recomendada (mg/Kg) recomendada (mg)
Lidocaina , i 4,4 300
- - Rapido Intermédio
Mepivacaina 4,4 300
Bupivacaina 2 175
Levobupivacaina Médio Longa 2 150
Ropivacaina 3 225
Procaina . 7 500
; Rapido Curta

Cloroprocaina 10 800

Os LAs contactam com as fibras nervosas periféricas e bloqueiam os canais de sédio
localizados nas membranas lipidicas dos axonios, o que interrompe a transmissao dos impulsos
nervosos aferentes e eferentes, proporcionando analgesia e anestesia. Todavia, os LAs nao
sao seletivos para as fibras de dor e bloqueiam também outras fibras sensoriais, motoras e
autonomas, bem como os potenciais de agao no musculo esquelético e no musculo cardiaco,
pelo que os LAs podem exercer efeitos gerais, principalmente a nivel cardiaco (taquicardia e
hipertensao) e neurolégico (parestesias, tremores e desorientagao), quando sao atingidas

elevadas concentragoes sistémicas (Alves, 2013; Marvao e Guimaraes, 2010).
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1.7.1.LAs e a Terapéutica convencional do cancro

Além do uso dos LAs como co-adjuvantes no controlo da dor, esta classe
farmacoldgica é habitualmente utilizada em procedimentos técnicos quer de diagnéstico quer
de tratamento (Raimundo, 2014). No que concerne ao diagnostico de CaM, CaB e CaP, os
LAs sao utilizados como adjuvantes nas biopsias mamarias, prostaticas, citoscopia e biopsia
aos ganglios linfaticos invadidos. Nestes tipos de tumores, os LAs sao ainda utilizados na
ressecao cirdrgica dos tumores e nodulos linfiticos, bem como em associagao com a

radioterapia (Batista, 2010; DeGeorge, Holt e Hodges, 2017; Matos et al., 2022).

Recentemente, tem sido demonstrado que os LAs podem afetar direta ou
indiretamente a progressao de tumores. Estes farmacos tém a vantagem de proporcionar uma
analgesia e anestesia eficaz, minimizando os efeitos adversos e imunossupressores da dor pré-
e pos-operatoria e, portanto, reduzindo a dose necessaria de analgésicos no periodo pos-
operatorio. Quando utilizados como co-adjuvantes também permitem reduzir a dose de
opioide prescrito, o que se traduz numa maior seguranga da terapia em termos da
imunossupressao induzida por opioides e menor risco potencial de progressao do cancro
(Matos et al, 2022; Zajaczkowska et al, 2018). Além disso, estudos in vitro e in vivo
demonstraram que os LAs reduzem a recorréncia e o desenvolvimento do cancro através da
inibicao da proliferagao, da viabilidade, da invasao e da migragao celulares e da promogao da
morte celular de células tumorais (Matos et al., 2022). Alguma evidéncia clinica é corroborada
por dados de ensaios clinicos (Biki et al, 2008; Toner et al, 2021; Wuethrich et al,, 2010). No

entanto, a etiologia destes efeitos é provavelmente multifatorial (Zhang et al., 2021).

E improvavel que os LAs sejam utilizados como em terapéuticas anti-tumorais em
monoterapia, contudo, estudos sugerem que os LAs podem ser utilizados como agentes
sinérgicos de terapéuticas convencionais como a QT. Por exemplo, a lidocaina aumentou a
toxicidade de firmacos quimioterapéuticos como a mitomicina C, a epirrubicina, a cisplatina
e a sensibilidade de células tumorais ao tamoxifeno (Gong et al, 2018; Sui et al, 2019; Zhang
et al, 2017). O efeito que outros LAs podem ter na citotoxicidade dos agentes
quimioterapéuticos, bem como na sensibilidade das células tumorais a estes, é escassa, pelo
que esta capacidade dos LAs precisa de ser explorada em estudos futuros (Liu, Dilger e Lin,

2020; Zhang et al., 2021).

Outro problema esta associado a sensibilidade e a especificidade dos LAs. Em geral, a
concentragao e a duragao da aplicacao dos LAs necessarias para exercer um efeito anti-

tumoral significativo ndo sao passiveis de ser alcangados através da infiltragao local. Ainda
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assim, cada tipo de cancro apresenta uma resposta distinta aos LAs, pelo que podem existir
tipos de cancro particularmente sensiveis aos LAs. E, portanto, surge a necessidade de estudar
os efeitos dos LAs em diferentes tipos de células tumorais para identificar os tipos de cancro
mais sensiveis aos LAs e comparar com os efeitos dos LAs em células normais de modo a
determinar a especificidade dos LAs. Por fim, os estudos referentes ao efeito dos LAs na

migragao e invasao tumoral sao escassos, pelo que sao essenciais mais estudos acerca desta

matéria (Liu, Dilger e Lin, 2020; Zhang et al,, 2021).
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O CaM, CaB e CaP constituiram trés dos tipos de cancro mais comummente
diagnosticados no mundo durante o ano de 2020. Entre os casos diagnosticados com estas
patologias, um dos maiores desafios centra-se no controlo de dor associada ao tumor em si e
a abordagens de diagnostico e terapéutica. O controlo ineficaz da dor oncoldgica pode levar
a uma resposta de stresse exacerbada e prolongada, resultando em imunossupressao e
promovendo a propagagao das células tumorais para o resto do organismo (Afsharimani,
Cabot e Parat, 2011). Entre as varias opgoes terapéuticas disponiveis no mercado para
controlo de dor oncolégica, o uso de analgésicos opioides continua a ser o mais destacado

bem como considerados os mais eficazes.

Alternativamente, o uso terapéutico de LAs como co-adjuvantes no controlo de dor
e em técnicas de diagnostico e terapéutica tem sido demonstrado estar associado a uma
menor progressao tumoral, através da inibicao da proliferagao, viabilidade, invasao e migragao
celular. Evidéncias destacam ainda uma menor presenca de efeitos adversos e
imunossupressores da dor pré- e pds-operatdria, uma redugao da necessidade de doses
elevadas de opioides prescritos e a presenga de um efeito sinérgico quando associados com

agentes quimioterapéuticos (Zhang et al., 2021).

Assim, o proposito do projeto “Anti-algicos na resposta terapéutica dos carcinomas
da mama, bexiga e prostata: Estudo pré-clinico” foi identificar e caracterizar os efeitos de trés
LAs na resposta terapéutica de CaM, CaB e CaP. Com este intuito foram utilizadas diferentes

metodologias de modo a alcangar os seguintes objetivos especificos:

= |dentificar as linhas celulares e tipos de cancro mais sensiveis aos LAs;

* Avaliar a especificidade dos LAs através da comparagao do efeito dos LAs em linhas
celulares tumorais e linhas celulares nao tumorais de mama, bexiga e prostata;

= Auvaliar o efeito dos LAs quando em associagao com Doc na proliferagao de células
de CaP;

= Avaliar o efeito das melhores associagoes de LAs a Doc na viabilidade e migragao

de células de CaP;
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Os LAs atuam através do bloqueio da produgao e condugao de impulsos nervosos e
estao associados a diversos efeitos anti-tumorais, quando utilizados em monoterapia e em
associagao com outros agentes terapéuticos. No entanto, a sua especificidade e sensibilidade
bem como o seu efeito em associagao com agentes quimioterapéuticos ainda nao se encontra
completamente esclarecida. O conhecimento destes efeitos e da especificidade e sensibilidade
podem dar origem a novas abordagens terapéuticas ou permitir melhorar a eficacia das op¢oes

terapéuticas atuais.

Os estudos in vitro possibilitaram avaliar a especificidade dos LAs e a sensibilidade de
células tumorais de CaM, de CaB e de CaP a estes farmacos. Adicionalmente, estes estudos
permitiram avaliar o efeito da associagao dos LAs a Doc a nivel da proliferagao, da migragao,

da viabilidade e do perfil de morte de células de CaP.

Neste capitulo, é feita uma descricio de todos os materiais quimicos e bioldgicos
utilizados neste estudo, juntamente com as explicagoes necessdrias para a sua preparagao.
Este capitulo esta subdividido em quatro secgdes, que se referem as quatro etapas deste
estudo. A primeira seccao apresenta os firmacos e as linhas celulares utilizados e a forma
como foram manipulados. As secgoes seguintes descrevem os métodos utilizados para avaliar
os efeitos dos farmacos em monoterapia em linhas celulares de CaM, de CaB e de CaP, e em
associagao terapéutica em varios processos biologicos, nomeadamente na proliferagao celular,
na viabilidade e morte celulares e na migragao celular de linhas celulares de CaP. Finalmente,
a Ultima secgao descreve os métodos estatisticos utilizados para processar os resultados

obtidos.

3.1. Cultura Celular e Farmacos

A cultura celular consiste no cultivo das células, em suspensao ou aderentes em
monocamada, originarias de uma linha celular, cultura primaria ou tecido. O conhecimento da
morfologia celular e dos procedimentos e das técnicas basicas de cultura celular sao essenciais

para a manutengao das culturas celulares in vitro.

Durante a realizagao deste projeto utilizaram-se oito linhas celulares. Duas linhas
celulares humanas de CaP (PC3, ATCC® CRL-1435™; e LNCaP, ATCC® CRL-1740™), uma
linha celular humana de epitélio normal da prostata (RWPE-I, ATCC® CRL-11609™), duas
linhas celulares humanas de CaB (TCCSUP, ATCC® HTB-5™; e HT 1376, ATCC® CRL-
1472™), uma linha celular humana de CaM (MCF-7, ATCC® HTB-22™), uma linha celular
humana de mama normal (MCF-12A, ATCC® CRL-10782™) e uma linha celular de
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queratindcitos (HaCaT, ATCC® PCS-200-01 1 ™). Todas as linhas celulares utilizadas foram
obtidas da American Type Culture Collection (ATCC®, Rockville, U.A).

As linhas celulares de CaP diferem na sensibilidade a androgénios e a estrogénios,
sendo estes elementos fulcrais na carcinogénese do CaP (Tan et al, 2015). A linha celular
LNCaP expressa recetores hormonais, pelo que é hormono-dependente, contrariamente a
linha celular PC3 que nao expressa recetores hormonais. Por outro lado, diferem ainda na
localizagao de origem, sendo a linha celular LNCaP obtida de uma metastase linfatica e a linha
celular PC3 de uma metastase 6ssea (Horoszewicz et al, 1983; Kaighn et al, 1979). A linha
celular humana RWPE-I expressa o recetor de androgénios e foi obtida através da transfecao
de células epiteliais derivadas da zona periférica de uma préstata adulta histologicamente

normal com uma unica cépia do virus do papiloma humano 18 (HPV- 18).

As linhas celulares da mama utilizadas neste projeto sao ambas originarias de células
epiteliais de glandula mamaria, sendo que a linha celular MCF-7 é uma linha de CaM do tipo

luminal A (expressa RE e RP expresso e é negativo para o HER2).

Foram utilizadas linhas celulares de CaB com diferentes caracteristicas moleculares e
pertencentes a diferentes fases da doenga, sendo a linha celular HT-1376 representativa do
carcinoma da bexiga no estadio Ill e a linha celular TCCSUP representativa do carcinoma

urotelial de estadio IV.

As linhas celulares normais RWPE-| e MCF | 2A foram utilizadas nesta investigagao para

avaliacao da seletividade dos LAs.

As linhas celulares foram descongeladas e propagadas em culturas aderentes, de acordo
com as instrugoes do fornecedor, e mantidas numa atmosfera himida com 95% de ar e 5% de
diéxido de carbono (CO,) e a 37 °C numa incubadora Binder® (Binder, Alemanha). As linhas
celulares de PC3 e LNCaP foram cultivadas em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI,
Sigma R4130) suplementado com | mM de piruvato de sédio (Gibco 11360), 5% de soro
bovino fetal (FBS, do inglés fetal bovine serum, Sigma F7524) e 1% de antibiotico (Sigma A5955).
As linhas celulares TCCSUP, HT 1376, MCF-7 e HaCaT foram cultivadas em Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM, Sigma D5648) suplementado com |% de antibiético, 0,25 mM
de piruvato de sédio, e 10 ou 5% FBS para a linha celular HT 1376 e a linha celular HaCaT ou
a linha celular TCCSUP e a linha celular MCF-7, respetivamente. A linha celular MCF12A foi
cultivada em meio RPMI suplementado com | mM de piruvato de sodio, 5% de FBS, 1% de
antibiotico, 500 ng/mL de hidrocortisona (Sigma, H0888) e 20 ng/mL de fator de crescimento

epidérmico (EGF, do inglés epidermal growth factor, Sigma 11376454001). A linha celular
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RWEPE-| foi cultivada em Keratinocyte Serum Free Medium, (K-SFM, Gibco 17005042)

suplementado com 0,05 mg/mL de bovine pituitary extract (BPE) e 5ng/mL de EGF.

Para a realizagao dos estudos foi necessario preparar suspensoes celulares. Assim, o
meio de cultura foi removido e procedeu-se a lavagem das células com uma solugao salina de
tampao fosfato (PBS, do inglés phosphate buffered saline) constituida por 137 mM de cloreto
de sodio (Sigma S7653), 2,7 mM de cloreto de potassio (Sigma P9333), 10 mM de fosfato
monossodico (Sigma S5011) e 1,8 mM de fosfato monopotassico (Sigma P0662), a pH 7,4.
Seguidamente, descartou-se o PBS e as células foram incubadas com 2 mL de solugao tripsina-
EDTA a 0,25% (Sigma T4049), durante 3 a 5 minutos, para o destacamento celular. Decorrido
este tempo, inibiu-se a agao da tripsina adicionando 5 mL do respetivo meio de cultura e
procedeu-se a determinagao da concentragao celular. Para tal, a uma amostra da suspensao
celular adicionou-se igual volume de uma solugao de 0,02% de azul de tripano (Sigma T0776)
em PBS e contaram-se as células, com recurso a uma cadmara de neubauer e a um microscépico
otico invertido (Motic AE31) com ampliagao 100x. Apos a contagem, retirou-se o volume
necessario, centrifugou-se a suspensao celular a 1000 rpm durante 5 min (Heraeus Multifuge
IL-R; raio do rotor 18,7 cm), com o intuito de remover as células mortas, e adicionou-se o

meio de cultura de modo a obter a concentragao pretendida para os ensaios realizados.

Todos os farmacos utilizados neste estudo, a lidocaina (Lid), a ropivacaina (Rop), a
levobupivacaina (Lev) e o docetaxel (Doc) foram cedidos pelos Servicos Farmacéuticos do

Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC).

A descricao do tratamento com os LAs em monoterapia e em associagado com o Doc
para cada experiéncia é detalhada abaixo. A restante descrigao detalhada de cada metodologia

sera feita na respetiva secgao.

Previamente a administragao, e de forma que o volume em cada pogo ou frasco se
mantivesse constante, foi retirado o mesmo volume de meio de cultura que posteriormente
se vai adicionar de LA, em monoterapia ou em associagao com Doc, as culturas. Este
procedimento foi aplicado em todos os métodos descritos. Foi ainda realizado um controlo

de solvente nomeadamente com cloreto de sodio.
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3.2. Tratamento com os farmacos

3.2.1.Anestésicos locais e docetaxel em monoterapia

Inicialmente, as células foram semeadas em placas de 48 pogos (Sarstedt) a uma
densidade de 80 000 células/mL (MCFI2A e LNCaP), de 100 000 células/mL (MCF7, HT 1376
e PC3), de 120 000 células/mL (TCCSUP), num volume de 500 pL por pogo. Apos incubagao
durante a noite, as células foram tratadas com os anestésicos locais Lid, Rop e Lev, em
diferentes concentragdes, que vao de 0,01 a 10 mM ou com o agente quimioterapéutico Doc
em concentragoes crescentes, durante 48 horas. Na Tabela 9 apresentam-se as gamas de
concentragoes de Lid, de Rop, de Lev e de Doc testadas no primeiro ensaio experimental de
MTT (do inglés  3-(4,5-dimethylthiazolyl2)2,5-diphenyltetrazolium  bromide),  descrito

.....

de incubagao. As células controlo nao foram sujeitas a qualquer tratamento.

Tabela 9: Concentragoes de LAs (mM) testadas nas linhas celulares para avaliagao da proliferacao celular através

do ensaio MTT.

Farmaco Concentracio inicial (mg/mL) Gama de concentracdes testada
Lidocaina 20 0,3-10mM
Ropivacaina 7,5 0,01 -1 mM
Levobupivacaina 5 0,01 -1 mM
Docetaxel 20 0,01-100 nM

3.2.2.Associacao de anestésicos locais e docetaxel

As combinagdes de LAs com Doc foram feitas através do tratamento concomitante
das células tumorais com concentragoes crescentes de Doc e uma concentragao fixa de LA.
No caso do Doc, usou-se a mesma gama de concentragoes testadas em monoterapia. No caso
dos LA, a concentragao fixa correspondeu ao valor de IC;, obtido para cada LA em

monoterapia.

Para verificar o tipo de resposta induzida pelas diferentes associagoes, este estudo teve
por base o desenho experimental proposto por Chou e Talalay que visa quantificar o tipo de
interagoes entre os dois farmacos no que diz respeito ao seu efeito aditivo, antagonista ou

sinérgico (Chou, 2006; Chou e Talalay, 1984).
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Este método requer os valores de ICs, e as curvas dose-resposta obtidas pelo ensaio
de MTT de cada um dos compostos, testados individualmente e em associagao. Segundo Chou
et al. (2010), a equagao base deste método deriva da teoria unificada das equagoes de Michaelis-
Menten, Hill, Henderson-Hasselbalch, e Scatchard e denomina-se de equagao dos efeitos
medianos (Chou e Talalay, 1984; Chou, 2010). Esta equagao pode ser simplificada para uma

versao linearizada (Equagao |):

log (;—Z) =mx log(D) —mx log(D,,) (N

onde f, é a fragao de células afetadas (ou seja, mortas), f, € a fragao de células nao afetadas (ou
seja, vivas), D é a dose de farmaco usada, D,, é a dose de efeito mediano e m ¢ a sigmoidicidade
da curva dose-efeito. A partir desta equagao simplificada, os valores para D,, e para m podem
ser estimados e, entao, ser usados para calcular as estimativas de variaveis na equagao 2, dando
o indice de combinagao:

(D)1 (D)2 (D)1 (D)2
— — + 2
(Dx)1 + (Dx);  (DM)1lfa/QA-f)IY™  (DM),[fa/(1—f)]Y/ ™2 (2)

em que |IC representa o indice de combinagao, (D), representa o valor da concentragao do
farmaco | utilizada na associagao, (D), representa o valor da concentragao do farmaco 2
utilizada na associagao, e (Dx), e (Dx), representam os valores de concentragao, dos
respetivos farmacos, que seriam necessarios para alcangar a resposta em monoterapia. (Dx),
e (Dx), podem ser calculados utilizando os valores de D,, e de m previamente calculados.
Quando os valores de IC sao inferiores a | significa que se obteve sinergia, quando os valores
sao iguais a | significa que o efeito é de adicao, e quando os valores sao superiores a | significa
que ocorreu antagonismo (Chou e Talalay, 1984; Chou, 2010). Foi adotado um valor de nivel
de efeito (F,) de 0,5 para o calculo de IC. Ainda que este possa ser calculado para qualquer F,,
a determinagao mais rigorosa ocorre para F,= 0,5 uma vez que o plot do efeito médio se
apresenta pouco fidedigno nos extremos, pois trata-se da representagao linear de uma fungao

nao linear (Kreis, Budman e Calabro, 2001).

Este modelo permitiu-nos ainda calcular o indice de redugao da dose (DRI, do inglés
dose reduction index) segundo a equagao 3 para F,=0,5. O valor de DRI traduz quantas vezes a
dose de um farmaco, no nosso caso o Doc, pode ser reduzida quando em associagao para um
dado nivel de efeito anti-tumoral, comparativamente com o mesmo farmaco em monoterapia.
Valores de DRI superiores a |, ou inferiores a |, indicam reducao de dose favoravel e nao

favoravel, respetivamente. Para DRI=| nao ha indicagao de reducao da dose (Chou, 2010).
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_ (DX)poc ICs9 do Doc em monoterapia

(DRI)DOC - = (3)

(D)poc IC5¢ do Doc na associagio

Através do cilculo de IC, foram eleitas como as associagoes mais promissoras aquelas
com o menor valor de IC, abaixo de |. As melhores associagoes prosseguiram para os estudos

subsequentes.

3.3. Awvaliacao da proliferacao celular pelo ensaio MTT

Para compreender o efeito que os LAs e o Doc tém, em monoterapia e em associagao,
na proliferacao de células de CaM, de CaB e de CaP, recorreu-se ao ensaio MTT (brometo

de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio) que avalia a atividade metabolica celular.

O MTT, um sal de tetrazdlio amarelo solivel em agua, € reduzido pelas células
metabolicamente ativas formando sais de cor violeta, insoliveis em solugoes aquosas, os
cristais de formazano. Este processo de redugao esta associado a fungao de desidrogenases
localizadas principalmente nas mitocondrias de células metabolicamente ativas. Contudo,
também pode ser devida a agao de moléculas como o NADH e o NADPH (equivalentes
redutores) (Mosmann, 1983). Apos a solubilizagao dos cristais de formazano, através da adigao
de solventes organicos, pode-se quantificar, por espectrofotometria, a quantidade de cristais

formados (Buch et al, 2012).

Para a realizagao deste estudo, as células foram preparadas e tratadas com os farmacos
em monoterapia ou em associagao. Apds um tempo de incubagao de 24, 48 e 72 horas, o
meio dos pogos foi removido, e as células foram lavadas com PBS. Depois, 200 pL de uma
solugao de MTT (Sigma M2128) na concentragao de 0,5 mg/mL (em PBS) e pH=7,4 foi
adicionado a cada pogo e as células foram incubadas durante cerca de 2 horas no escuro a
37°C e 5% de CO,. As linhas celulares MCFI2A e RWPE-I foram incubadas overnight.
Posteriormente, 200 pL de isopropanol acido (Sigma 19516) a 0,04 M foram adicionados aos
pogos e as placas foram agitadas para dissolver os cristais de formazano. Os valores de
absorvancia foram medidos a 570 e a 620 nm num espectrofotometro ELISA (EnSpire®
Multimode Plate Reader, PerkinEImer®). Os resultados estao expressos em percentagem de
inibicao da proliferagao das células tratadas em relagao as células controlo (nao tratadas),

normalizadas para 100%, utilizando a equagao 4:

(As70nm—Ae20nm)(Células tratadas)

Proliferacio (%) = x 100 (4)

(As70nm—Aes20nm) (Células controlo)
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Os dados percentuais obtidos permitiram estabelecer curvas de dose-resposta e

determinar o valor de IC;s, utilizando o software GraphPad 8.0 (GraphPad Software).

Para cada LA, a seletividade das células tumorais em relacao as normais foi avaliada,
através do calculo do indice de seletividade (S, do inglés selectivity index), ou seja, a relagao
entre os valores de |ICs, das linhas de células normais e tumorais, como descrito na equagao
5 (Indrayanto, Putra e Suhud, 2021). Quanto maior for o valor Sl, maior sera a seletividade
do LA em relagao as células tumorais. De facto, um composto com S| > 2 é altamente seletivo

para células tumorais (Awang et al., 2014; Badisa et al., 2009).

_ Icscglula nao tumoral

SI =

Icscglula tumoral (5)

3.4. Avaliacao de efeitos celulares das melhores associa¢coes

Com o intuito de compreender o papel dos LAs na resposta terapéutica a QT de
diversos tipos de cancro, nomeadamente do CaM, do CaB e do CaP, realizaram-se estudos

de citotoxicidade celular com as melhores associagoes obtidas na secgao 3.2.2..

Para cada tipo de estudo houve uma condicao controlo e varias condigoes
experimentais que corresponderam a utilizagao de diferentes concentragoes de Doc (Tabela
10). As células controlo (condigao |) nao foram sujeitas a qualquer tratamento. Nas restantes
condicdes, as células foram tratadas, em concomitancia, com a concentracao de ICs, dos LAs

e com a concentragao de Doc na qual se obteve o menor valor de IC inferior a | (condigoes

2-8 e 10-14).

Tabela 10. Concentragoes de anestésicos locais Lid, Rop e Lev e de Doc em cada associagao para avaliar a

proliferagao celular das células das linhas prostaticas PC3 e LNCaP.

Linha celular PC3 LNCaP
Condicdo Legenda [LA] (mM) [Doc] (nM) [LA] (mM) [Doc] (nM)
1 Controlo 0 0 0 0
2 Lid 3,17 0 1,74 0
3 Rop 0,99 0 M o
4 Lev 0,40 0 0,56 0
5 Doc 0 50 0 10
6 Doc + Lid 3,17 50 1,74 10
7 Doc + Rop 0,99 50 M )

8 Doc + Lev 0,40 50 0,56 10

() Condicdo nio testada
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3.4.1.Analise da viabilidade celular e perfil de morte celular por

citometria de fluxo

A viabilidade celular foi determinada com recurso a citometria de fluxo, utilizando a
dupla marcagao com Anexina V (AnV) acoplada ao fluorocromo isotiocianato de fluoresceina
(FITC, do inglés fluorescein isothiocyanate) e iodeto de propideo (IP). Esta técnica permite
distinguir as células viaveis das células mortas e dentro destas, distinguir qual o mecanismo

que desencadeou a morte celular (apoptose ou necrose).

A AnV é uma proteina anticoagulante que se liga com elevada afinidade a fosfolipidos
de carga negativa, nomeadamente a fosfatidilserina. Em células viaveis ha uma distribuicao
assimétrica dos fosfolipidos na bicamada lipidica, sendo que no folheto interno existe
fosfatidilserina, enquanto no folheto externo se encontram a fosfatidilcolina e esfingomielina.
Durante a apoptose ocorre a translocagao da fosfatidilserina do folheto interno para o folheto
externo da membrana celular, podendo ser identificada através da incubagao das células com
AnV-FITC. Este mecanismo ocorre enquanto ainda existe integridade da membrana celular,
sendo um evento caracteristico de células em apoptose inicial (Chen et al, 2008; Vermes,
Haanen e Reutelingsperger, 2000). Por outro lado, a perda da integridade da membrana
celular, caracteristica de células em necrose ou em fases mais avangadas da apoptose, permite
a entrada de IP para o interior da célula. O IP é um composto capaz de intercalar no DNA,

emitindo fluorescéncia (Abrantes et al,, 2010).

Assim, a dupla marcagao AnV-FITC e iodeto de propideo permite agrupar e classificar
as populagoes celulares em 4 grupos distintos: grupo |, caracterizado por células viaveis; grupo
Il, caracterizado por células em apoptose inicial; grupo lll, composto por células em apoptose
tardia/necrose; e, por ultimo, o grupo |V, caracterizado por células em necrose. Deste modo,
cada um destes grupos possui um perfil de marcagao carateristico. Assim, as células vivas
apresentam-se negativas para a marcagao dupla, enquanto as células em apoptose inicial se
apresentam positivas para a marcagao com AV-FITC e negativas para a marcagao com o |P.
As células que se apresentam positivas para a dupla marcagao significa que se encontram em
apoptose tardia/necrose e as células que se encontram em necrose apresentam-se negativas
para a marcagao com AV-FITC e positivas para a marcagao com o IP (Tabela I'l) (Vermes,

Haanen e Reutelingsperger, 2000).
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Tabela | 1: Padrées de marcagao com anexina-V e iodeto de propideo para os diferentes grupos de células.

Grupos Anexina V lodeto de propideo
Células vivas - -
Células em apoptose inicial + -
Células em apoptose tardia/necrose + +
Células em necrose - +

Para a realizacio desta técnica, foram utilizados |%10° de células por tubo, obtidas apos
centrifugacao, de uma suspensao celular, a 2500 rpm (Heraeus Multifuge |L-R; raio do rotor
18,7 cm), durante 5 min. As células foram previamente tratadas com diferentes concentragoes
de LA/Doc como descrito na Tabela 10. O sobrenadante foi retirado e o pellet obtido foi
ressuspenso em | mL de PBS e lavado, por centrifugagao, nas condi¢coes referidas
anteriormente. O pellet resultante da centrifugacao foi colocado em gelo e ressuspenso em
100 pyL de tampao de ligagao frio, constituido por 0,01 M de Hepes (Sigma H7523), 0,14 M de
NaCl e 0,25 mM de CaCl, (Sigma C4901), e incubou-se com 2,5 uL de AnV-FITC e | puL de
iodeto de propideo, durante |5 minutos na auséncia de luz e a temperatura ambiente. Por
ultimo, adicionaram-se 400 uL de tampao de ligagao frio. A detecao foi feita num citdbmetro
FACSCalibur (Becton Dickinson), usando os comprimentos de onda de excitagao de 488 nm
e os comprimentos de onda de emissao de 530 nm para a AV-FITC e de 640 nm para o IP.
Os resultados desta dupla marcagao sao apresentados na forma de percentagem de células
presentes em cada grupo e baseiam-se na positividade e/ou negatividade de marcagao para a

AV-FITC/IP.

3.4.2.Analise da migracao celular pelo wound healing assay

A capacidade de migragao é uma das caracteristicas fenotipicas principais das células
tumorais. Assim, a migragao celular foi avaliada pelo wound healing assay, o qual se baseia na
criagao de uma lesao (wound) na monocamada celular confluente. As células na borda da fenda
mover-se-3o em diregao a abertura para fechar o "arranhio" até que novas interagoes célula-
célula sejam novamente estabelecidas. As imagens sido capturadas no inicio e durante a

migragao celular, e depois comparadas para determinar a taxa de migragao celular (Liang, Park

e Guan, 2007).

Assim, para este ensaio as células PC3 e LNCaP foram semeadas em placas de 24 pogos
com a uma densidade de 1%10° células por pogo, e incubadas a 37°C, 5% CO, em meio

completo. O crescimento celular foi permitido até a formagao de uma monocamada
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confluente. Com a ponta de uma micropipeta estéril de 200 pL fez-se um sulco na base de
cada pogo, de forma a se obter uma lesao uniforme linear sem qualquer célula aderente tal
como mostrado na Figura |5. Os detritos foram removidos por lavagem das células duas vezes
com PBS. De seguida, meio de cultura novo foi adicionado com diferentes concentragoes de
LA/Doc, correspondentes as condicoes 2-8 descritas na Tabela 10. As células foram
posteriormente incubadas a 37°C e 5% de CO,. O fecho das feridas (imagens das areas
arranhadas em cada condigao) foi fotografado imediatamente apés a criagao do risco (tempo
0 horas), 4, 24 e 48 horas. As fotos digitais foram obtidas a partir de um microscépio invertido
Motic AE3| e de camera Moticam 5000 cooled (Jed Pella, Inc.) e analisadas através do programa
Motic Images Advanced 3.2 (Jed Pella, Inc.). A migragao celular para a zona de detecao foi medida
com o auxilio da ferramenta de contagem de células do programa de analise Image| (versao
[.45s). Os resultados foram expressos em percentagem de zona fechada e normalizada para
controlo. Para cada condigao testada efetuaram-se 3 réplicas e para cada réplica tiraram-se 3

fotografias.

Figura 15: Imagem representativa de células PC3 imediatamente apos a criagao do risco.

3.5. Analise Estatistica
A andlise estatistica foi realizada com recurso ao software GraphPad 8.0.

Na anilise de proliferagao celular segundo o ensaio do MTT, os valores experimentais

obtidos foram ajustados a um modelo de dose-resposta sigmoidal, descrito na Equagao 6.

A2-A1

Proliferagao (%) = A1+ — o= (6)

.....

e p corresponde ao fator de inclinagao. Apds o ajuste matematico, foram obtidos os seguintes
pardmetros estatisticos: coeficiente de ajuste da curva (r?) e intervalo de confianca com nivel
de confianga de 95% (IC95%) do valor de ICs,. Foi considerada a existéncia de diferencas
estatisticamente significativas nos casos em que nao houve sobreposicao de IC95% dos I1Cs,

dos farmacos.
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O indice de combinagao (IC) foi calculado através software CompuSyn, que define efeito

sinérgico (IC<lI), efeito aditivo (IC=1) e efeito antagonico (IC>1).

A distribuicao normal foi avaliada utilizando o teste Shapiro-Wilk para todas as outras
experiéncias. A detegao de outliers foi realizada utilizando o método ROUT com Q=10%. Por
defeito, foram utilizados testes paramétricos em caso de distribuicio normal e testes nao

paramétricos, caso contrario.

A comparacao dos valores obtidos entre diferentes condigoes terapéuticas, dentro da
mesma linha celular e entre linhas celulares para a mesma condigao terapéutica, foi realizada
segundo o teste Analysis of Variance (ANOVA) de um fator, com comparagoes multiplas

segundo o teste de Tukey.

As comparagoes entre as varias condigoes terapéuticas (para cada linha celular) foram
realizadas segundo o teste ANOVA de um fator (no caso de distribuicio normal e
homogeneidade de variancias) ou segundo o teste Kruskal-Wallis (caso contrario). As
comparagoes multiplas em caso de variancias nao presumidas foram realizadas segundo o teste

de Dunn ou com a corregao de Sidak em caso contrario.

Considerou-se uma significancia de 0,05 para todas as comparagoes.
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A potencial sinergia proveniente da associagio de LAs com os farmacos
anticancerigenos convencionalmente utilizados no tratamento de CaM, de CaB e de CaP
podera diminuir a toxicidade associada a QT. Adicionalmente, podera permitir o aumento ou
a manutencao da eficacia destes farmacos através do aumento da tolerancia aos farmacos
utilizados nos regimes de QT. Consequentemente, podera melhorar a QdV dos doentes.

Numa primeira fase pretendeu-se avaliar o efeito citotoxico de LAs em células
tumorais e nao tumorais de mama, de bexiga e de proéstata. Posteriormente, avaliou-se o efeito
da associagao de LAs com Doc, o qual esta incluido nos principais regimes de QT usados no
tratamento de CaP. Os efeitos da associa¢ao de LAs ao farmaco quimioterapéutico Doc, foram
determinados a nivel da atividade metabdlica, da viabilidade e do perfil de morte celulares e
da migracao, recorrendo-se, para tal, a diferentes técnicas de biologia celular e molecular. Para

obter estes resultados foram utilizadas as metodologias descritas no capitulo anterior-.

4.1. Avaliacio da atividade metabdlica

De modo a avaliar o efeito do tratamento dos LAs em monoterapia nas cinco linhas
celulares tumorais anteriormente descritas, bem como para avaliar o efeito da associagao de
LAs a Doc nas linhas celulares de CaP, realizou-se o ensaio de MTT que avalia a proliferagao
celular de forma indireta através de reagoes metabdlicas. Para avaliar a seletividade dos LAs,
a atividade metabolica de trés linhas celulares normais, previamente descritas (MCF-12A,

HaCaT e RWPE-1), também foi avaliada.

4.1.1. Atividade metabdlica em resposta aos anestésicos locais em
monoterapia

Como referido anteriormente, recorreu-se ao ensaio de MTT para avaliar os efeitos
dos LAs estudados na proliferacao celular. Nas Figuras 16, 17 e 18 encontram-se
representadas as curvas de dose-resposta obtidas 48h apos o tratamento com os trés LAs
considerados neste projeto, a Lid, a Rop e a Lev. A partir das curvas dose-resposta obtidas foi
necessarias para inibir a proliferagao celular em 50%, cujos valores estao apresentados na

Tabela 12.

De acordo com as Figuras 16, 17 e |8, verifica-se que a resposta apds o tratamento
com os trés LAs é dependente da concentragao a qual as células foram submetidas. Em geral,

verifica-se que a linha celular tumoral de mama, MCF-7 demonstra ser a mais sensivel a todos

61



Resultados

os farmacos enquanto as linhas celulares tumorais de proéstata, LNCaP e PC3 se apresentam
como as menos sensiveis. Além disso, € de salientar que, a Lev é o LA que apresenta maior

atividade anti-proliferativa, visto que o ICs, assume concentragoes mais baixas (Tabela 12).
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Figura 16: Curvas de dose-resposta das células de mama (MCF-7 e MCF-12A) e queratinécitos (HaCaT) apos
tratamento com os anestésicos locais. Os resultados foram obtidos pelo ensaio de MTT apds 48h do tratamento
com (A) Lid, (B) Rop, (C) Lev. As curvas representam o ajuste dos resultados ao modelo sigmoide de dose-
resposta e cada ponto experimental corresponde a média + SEM de 3 experiéncias independentes em triplicado

para cada ponto experimental.

No que concerne as células tumorais de mama, MCF-7, verifica-se que a resposta apos
o tratamento com os trés LAs é dependente do tempo de incubagiao (Anexo I). Em particular,
para a Lid, apés 24h de incubacao, o valor de ICs, obtido foi de 1,87 mM. Este valor foi
significativamente superior (p<0,005) ao obtido apos 48 e 72h de incubagao (ICs=1,16 mM e
IC50=0,91 mM, respetivamente) (Figura 16-A). Resultados semelhantes foram obtidos com os
LAs de longa duragao, para os mesmos tempos experimentais. Particularmente, apos 24h de
incubagdo com Rop, o valor de ICs, obtido foi de 0,90 mM, o qual foi significativamente
superior (p<0,05) ao obtido apds 48 e 72h de tratamento (IC5=0,55 mM e 1C5,=0,42 mM,

respetivamente) (Figura 16-B). Apos 24h de incubagao com Lev, o valor de ICs, obtido foi de
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0,35 mM, o qual foi significativamente superior (p<0,001) ao obtido apds 48 e 72h de incubagao
(1C5=0,16 mM e IC5,=0,1 | mM, respetivamente) (Tabela 12 e Figura 16-C).

Considerando a Figura 16 e a Tabela 12, observou-se que apés 48h de tratamento com
os LAs, os valores de ICs, determinados para a linha celular tumoral de mama, MCF-7 foram
de I,16 mM, 0,55 mM e 0,16 mM para a Lid, a Rop e a Lev, respetivamente. Estes valores sao
significativamente inferiores (p<0,001) aos valores de ICs, obtidos para a linha celular de mama
normal, MCF-12A, para os mesmos LAs (1C5=2,69 mM, 1C5,=0,86 mM e 1C5,=0,42 mM para
a Lid, a Rop e a Lev, respetivamente), resultando num de indice de seletividade (SI) de 2,3, de
[,6 e de 2,6, respetivamente. Em relagao a linha celular de queratinécitos de pele, a linha
HaCaT, os valores de ICs, obtidos foram significativamente superiores (p=0,002) aos obtidos
na linha tumoral (1C5=2,55 mM, 1C5=0,90 mM e 1C;,=0,64 mM para a Lid, a Rop e a Ley,
respetivamente), associados a um Sl de 2,2, de 1,6 e de 4, respetivamente. Estes valores de SI
sugerem uma alta seletividade dos LAs em relagao as células tumorais, onde um LA com um

valor de S| > | é seletivo e com S| > 2 é altamente seletivo para células tumorais.
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Figura 17: Curvas de dose-resposta das células de proéstata (PC3, LNCaP e RWPE-I) apos tratamento com os
anestésicos locais. Os resultados foram obtidos pelo ensaio de MTT apés 48h do tratamento com (A) Lid, (B)

Rop, (C) Lev. As curvas representam o ajuste dos resultados ao modelo sigmoide de dose-resposta e cada ponto

63



Resultados

experimental corresponde a média + SEM de 3 experiéncias independentes em triplicado para cada ponto

experimental.

No que concerne as linhas celulares de prostata, a linha celular nao tumoral RWPE-1,
que expressa apenas o recetor de androgénio, apos 48h de incubagao com os LAs, apresentou
valores de ICs, de 4,25 mM e de 0,86 mM para a Lid e para a Lev, respetivamente (Tabela 12).
Estes valores sao significativamente superiores (p<0,001) aos obtidos para a linha tumoral
hormono-dependente LNCaP (IC5=1,74 mM e 1C5=0,56 mM para a Lid e para a Ley,
respetivamente), associados a valores de Sl de 2,4 e de |,5. As células que nao expressam
recetores hormonais, as PC3, apresentaram valores de ICs, significativamente inferiores
(p<0,05) aos obtidos para a linha celular RWPE-I (IC5,=3,17 mM, 1C5=0,99 mM e 1C5,=0,40
mM para a Lid, a Rop e a Lev, respetivamente) com valores de Sl associados de |,3 para a Lid
e de 2,2 para a Lev. Além disso, a concentragao maxima testada nao permitiu obter um valor
de ICs, para as linhas celulares LNCaP e RWPE-1, sendo necessario mais de | mM para inibir

a proliferagao celular em 50% (Figura 17-B).

Considerando a Tabela 12 e as Figura |7, verifica-se que a linha celular de CaP
hormono-dependente LNCaP demonstrou ser significativamente mais sensivel (p<0,001) a Lid
(1Cs=1,74 mM) que a linha PC3 (IC5,=3,17 mM). Alternativamente, a linha celular hormono-
independente PC3 foi significativamente mais sensivel (p<0,05) a Rop (IC5=0,99 mM) e a Lev
(1C5,=0,40 mM) que a linha celular LNCaP (IC;>1 mM e IC5=0,56 mM para a Rop e para a

Lev, respetivamente).
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Figura 18: Curvas de dose-resposta das células de bexiga (TCCSUP e HTI1376) apds tratamento com os
anestésicos locais. Os resultados foram obtidos pelo ensaio de MTT apo6s 48h do tratamento com (A) Lid, (B)
Rop, (C) Lev. As curvas representam o ajuste dos resultados ao modelo sigmoide de dose-resposta e cada ponto
experimental corresponde a média £ SEM de 3 experiéncias independentes em triplicado para cada ponto

experimental.

Observando a Figura 18 e a Tabela |2, relativamente as linhas celulares de bexiga,
verificou-se que apos 48h de incubagao com os LAs, a linha tumoral TCCSUP apresentou
valores de ICs de 1,99 mM e de 0,86 mM para a Lid e para a Rop, respetivamente. Estes
valores sao significativamente inferiores (p<0,05) aos obtidos para a linha tumoral HT 1376
(1C50=2,84 mM e 1C5,=0,99 mM para a Lid e para a Rop, respetivamente), sugerindo que as
células TCCSUP sao mais sensiveis ao tratamento com Lid e com Rop. Alternativamente, a
linha celular HT 1376 mostrou ser mais sensivel para a Lev, apresentando um valor de I1Cs, de
0,39 mM, significativamente inferior (p<0,05) ao obtido para as células TCCSUP apods 48h de
incubagao com Lev (IC5,=0,47 mM). Estes dados, em concordancia com os obtidos para as

linhas celulares de CaP sugerem que a resposta aos LAs é especifica para o tipo de células.
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Tabela 12: Valores de ICs, obtidos pelo ensaio de MTT, dos anestésicos Lid, Rop e Lev nas linhas celulares de
mama (MCF-7 e MCF-12A), prostata (PC3, LNCaP e RWPE — I), bexiga (TCCSUP e HT1376) e queratindcitos
(HaCaT). Os resultados dos ICs e respetivos 1C95% estdo expressos em mM. Para o célculo do ICso foram

utilizadas 3 experiéncias independentes em triplicado para cada ponto experimental.

. Tempo Lidocaina Ropivacaina Levobupivacaina
celular (h) I1Cso R2 1C95% ICso0 R2 1C95% ICso R2 1C95%
(mM) (mM)  (mM) (mM)  (mM) (mM)
24 1,87 094 [l,67;211] 09 09 [084;096] 035 088 [031;0,39]
MCF-7 48 LI6 099 [099;134] 055 097 [047;060] 0,6 091 [0,14;0,19]
72 091 097 1[084;098 042 084 [037;046] O,1 088 [0,10;0,13]
MCFI2A 48 269 099 [260;299] 08 099 [082;090] 042 098 [0,36;0,45]
HaCaT 48 255 099 [221;308 09 098 [084;098] 064 099 [0,54;0,73]
PC3 48 3,17 098 [290;350] 099 098 [089;I,I5] 040 097 [0,37;0,44]
LNCaP 48 1,74 0,99 [l1,48;2,06] >| - - 056 095 [0,51;0,61]
RWPE- | 48 425 0,99 [4,02;4,72] >| - - 086 099 [0,76; 1,06]
TCCsup 48 1,99 098 [I81;218 08 099 [081;092] 047 099 [046;0,54]
HTI1376 48 284 099 [282;285 099 099 [094;1,06] 039 097 [036;042]

Pela analise dos resultados mostrados nas Figuras 16, |7 e 18 e da Tabela 12, verificou-
se que os LAs diminuiram a proliferacao das linhas celulares tumorais de um modo
significativamente mais evidente e especifica em comparagao as linhas celulares normais, na
medida em que todos os valores de S| sao superiores a |. De uma forma geral, a Lev
demonstrou ser o LA mais seletivo para linhas celulares tumorais uma vez que assume os

maiores valores de S| obtidos (SI=1,5- 4).

4.1.2.Atividade metabédlica em resposta ao docetaxel em monoterapia

e em associacao com os anestésicos locais

Uma vez efetuada a avaliagao do efeito da Lid, da Rop e da Lev em monoterapia na
proliferagao celular, procedeu-se a avaliagato em monoterapia do Doc por forma a obter as
respetivas curvas dose-resposta e os valores de ICs, para as linhas LNCaP e PC3 (Figura 19 e
Tabela |3). Nos estudos apresentados subsequentemente, as concentragoes de Lid, de Rop e

de Lev utilizadas corresponderam aos valores de ICs, conforme descrito na Tabela 12.

Apos o tratamento das células com a associagao de cada LA com o Doc, segundo o
desenho experimental descrito na secgao dos Materiais e Métodos, a proliferacao celular foi

avaliada com recurso ao ensaio de MTT.
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O modelo de combinagao permitiu a determinagao dos valores de ICs, do Doc quando
presente em terapia combinada com cada LA. Os valores de ICs, para as linhas celulares de
prostata PC3 e LNCaP estao descritos na Tabela |13 e as respetivas curvas dose-resposta
representadas na Figura |9. Estes sio comparados com os valores de ICs, do Doc obtidos em

monoterapia, isto €, na auséncia de LAs.
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Figura 19: Curvas de dose-resposta das células tumorais de proéstata (A) PC3 e (B) LNCaP apds tratamento com
Doc em monoterapia e em associagdo com os LAs. Os resultados foram obtidos pelo ensaio de MTT apos 48h
do tratamento com Doc, com Doc+Lid, com Doc+Rop e com Doc+Lev. As curvas representam o ajuste dos
resultados ao modelo sigmoide de dose-resposta e cada ponto experimental corresponde a média + SEM de 3

experiéncias independentes em triplicado para cada ponto experimental.

De acordo com Figura 19 e com a Tabela |3, verificou-se que a linha celular LNCaP
aparentou ser mais sensivel ao Doc, apresentando um valor de ICs, de 68,40 nM enquanto
para a linha celular PC3 o valor de IC;, foi de 82,79 nM. Contudo, nao se verificaram diferengas

estatisticamente significativas entre os valores de I1C;, obtidos.

Tabela |3: Valores de indice de redugao de dose (DRI) e de ICsp do Doc em monoterapia e em associagao com
Lid, com Rop e com Lev nas linhas celulares de prostata PC3 e LNCaP apés 48h do tratamento. Os resultados
dos ICs estio expressos em nM. Para o calculo do ICs foram utilizadas 3 experiéncias independentes em

triplicado para cada ponto experimental.

Farmaco/ PC3 LNCaP
Associacdo  |C5 (nM) Rz 1C95% (nM) DRI ICso(nM) R2  1C95% (nM) DRI
Doc 82,79 0,96 [66,84;104,7] - 68,40 0,93 [43,60; 95,43] -
Doc+Lid 0,54 093  [0,36;0,73] 153,31 3,59 093 [I,52;787] 19,05
Doc+Rop 8,50 0,86  [564; 12,30] 9,74 - - - -
Doc+Lev 4,61 0,88  [2,89;70I] 17,96 0,003 0,94 [0,0005;0,01] 22800
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As interagoes com o farmaco foram avaliadas por intermédio do software CompuSyn
com base no modelo matematico descrito na secgao 3.2.2. e que permite estudar o efeito da
associagao dos farmacos em comparagao com o seu efeito isolado, através do calculo do indice
de combinagao (IC), cujo valor indica a presenga de efeito sinérgico (IC<lI), de efeito aditivo
(IC=1) ou de efeito antagénico (IC>1) e do indice de redugao de dose, cujo valor indica uma

reducao de dose favoravel (DRI>1), desfavoravel (DRI<I) ou sem indicagao para redugao de

dose (DRI=I).

A analise da Tabela 13 e da Figura 19 respeitantes as linhas celulares PC3 e LNCaP

sera feita de seguida tendo por base os valores de IC descritos na Tabela |4.

Tabela 14: Valores dos indices de combinagio (IC) obtidos nas linhas celulares de cancro da prostata PC3 e

LNCaP apés 48h de tratamento.

indice de Combinacio (IC)

PC3 LNCaP
[Doc] (nM) Lid3,19mM Rop 0,99 MM Lev0,40 mM LidIl,74mM Lev 0,56 MM
0,01 1,86 1,61 1,73 0,95 0,96
0,05 1,43 1,58 1,57 0,88 0,87
0,5 0,98 1,51 1,30 0,80 0,75
5 0,75 1,17 1,19 0,62 0,60
10 0,62 1,12 0,98 0,60% 0,42*
50 0,55% 0,93* 0,86* 0,64 0,55
100 0,66 1,08 0,87 0,82 0,59

As condi¢bes na qual um efeito sinérgico foi observado (IC<I) encontram-se destacados a negrito; *Dizem

respeito as associagoes eleitas como as mais promissoras.

Numa primeira analise da Tabela |3, verifica-se de uma forma geral que a presenca de
LAs induziu uma diminuigao estatisticamente significativa do ICs, do Doc, comparativamente

com o ICs, do mesmo em monoterapia para ambas as linhas celulares.

Todas as associagoes nas células PC3 ao fim de 48h de tratamento mostraram
resultados promissores com reducao da ordem de grandeza do ICs, de Doc (Figura 19-A).
Observou-se a maior diminui¢ao do valor de ICs, na associagao de Doc e Lid (1C5=0,54 nM)
em relagao ao valor obtido para o Doc em monoterapia (IC5,=82,79 nM) associado a um valor
de DRI de 153,31, isto &, é necessario cerca de 153,31 vezes menos concentragao de Doc
quando em associagao com a Lid para se obter a mesma inibigao da proliferagao celular com
Doc em monoterapia. Por outro lado, a diminuigao observada com a associagao de Lid com

Doc traduziu-se em efeito sinérgico para todas as concentragoes de Doc a partir de 0,5 nM,
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observando-se valores de IC entre 0,55 (Lid 3,17 mM + Doc 50 nM) e 0,98 (Lid 3,17 mM +

Doc 0,5 nM), como descrito na Tabela 14. Quanto a associagao de Doc com Rop observou-
se igualmente a diminuicao do ICs, do Doc, no entanto apenas se verificou a existéncia de
sinergia no regime terapéutico em que o Doc apresenta uma concentragaio de 50 nM
(1C=0,93). Neste caso, o ICs, do Doc na auséncia de Rop foi de 82,79 nM, reduzindo para 8,51
nM na presenga de Rop, associada a um DRI=9,74. Analisando a Tabela |3 verifica-se
igualmente que a Lev conduz a redugao significativa do ICsy do Doc quando em associagao
(1C50=4,61) em relagao ao seu valor em monoterapia (IC5,=82,79 nM), observando-se um valor
de DRI de 17,96. No entanto, um efeito sinérgico entre estes farmacos apenas foi observado

para concentragoes de Doc de 10 nM (1C=0,98), de 50 nM (IC=0,86) e de 100 nM (IC=0,87).

Nas células LNCaP, apés 48h de incubagdo com o Doc em monoterapia e em
associagao com Lid ou com Leyv, verificou-se que ambas as associagoes testadas culminaram
na redugao do valor de ICs, do Doc obtido em monoterapia (ICs5,=68,40 nM), particularmente
para 3,59 nM quando associado a Lid e para 0,003 mM em associagdao com Lev, permitindo
obter valores de DRI de 19,05 e de 22800, respetivamente (Tabela 13 e Figura 19-A). Como
observado na Tabela 14, a associagao de Doc e de Lev traduziu-se em efeito sinérgico para
todas as concentragoes de Doc, observando-se valores de IC entre 0,42 (Lev 0,56 mM + Doc
10 nM) e 0,96 (Lev 0,56 mM + Doc 0,01 nM), sendo esta considerada a associagao mais eficaz
nas células LNCaP. No que concerne a associagao de Lid e de Doc, verificou-se a existéncia
de sinergia para quase todas as concentragoes de Doc, com valores de IC entre 0,60 (Lid 1,74

mM + Doc 10 nM) e 0,95 (Lid 1,74 mM + Doc 0,01 nM).

Pela analise simultinea da Tabela |3 e Tabela 14 verifica-se que em ambas as linhas
celulares, todas as associagdes com Doc na concentragao de 50 nM demonstraram ser
sinérgicas (1C=0,55-0,93). Além disso, a associagao de Lev com o Doc aparenta ser a mais
sinérgica, permitindo a reducao da dose de Doc em cerca de 17,96-22800 vezes de modo a

obter o mesmo efeito na proliferacao celular que quando Doc esta em monoterapia.

4.2. Avaliacao dos efeitos celulares das melhores associacoes

Apods a avaliagao do efeito da associagao dos farmacos na proliferagcao celular,
elegeram-se as condigoes que aparentavam ser mais promissoras, apos 48 horas de incubagao
nas linhas celulares PC3 e LNCaP, para avaliar as alteragoes na capacidade de migragao celular.
Na linha celular PC3, as melhores condi¢coes foram ainda avaliadas a nivel da viabilidade e do

perfil de morte celular. Os resultados sao descritos abaixo.
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4.2.1.Viabilidade Celular e Perfil de Morte Celular

A avaliagao da viabilidade e da morte celular foi realizada por citometria de fluxo,

recorrendo a dupla marcagao com anexina-V-FITC e com iodeto de propideo (IP).

Como referido anteriormente, esta técnica permite-nos distinguir as diferentes
populagoes celulares: células viaveis (V), células em apoptose inicial (Al), células em apoptose
tardia e necrose (AT/N) e células em necrose (N). A Figura 20 representa os efeitos na
viabilidade e no perfil de morte celular, em células das linhas PC3 de CaP, incubadas durante
48h, com o valor de ICs, dos LAs e de Doc na concentragao de 50 nM em monoterapia e,

com os mesmos LAs em associagao com Doc.
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Figura 20: Viabilidade e vias de morte celular. Os resultados foram obtidos para as células PC3 por citometria de
fluxo através da dupla marcagao com AnV/IP 48h horas apos o tratamento com os LAs e Doc em monoterapia
e em associagio: (A) Doc+Lid; (B) Doc+Rop e (C) Doc+Lev. Os resultados encontram-se expressos como a
percentagem de células vidveis (V), em apoptose (Al), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e necrose (N). As
diferengas estatisticamente significativas em relagdo ao controlo e ap6s os tratamentos com os fairmacos em
monoterapia encontram-se assinaladas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001.
Os resultados apresentam a média + SEM de 3 experiéncias independentes em duplicado para cada ponto

experimental.
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Analisando a Figura 20, verificamos que a associagdo de Doc com Lid diminuiu
significativamente a viabilidade das células PC3 (p<0,001) de 92,1 £ 1,2% no controlo para 67,5
* 5,3% nas células tratadas com a terapia combinada, com consequente aumento significativo
de morte celular, de 7,9 £ 1,2% no controlo para 32,5 + 5,3% no tratamento combinado. A
percentagem de células vivas obtida apos a terapia combinada (67,5 * 5,3%) foi ainda
estatisticamente inferior (p<0,001) a obtida ap6s tratamento com Lid em monoterapia (80,9
* 3,8%). Das diversas vias de morte, salienta-se que morte celular apés terapia combinada
ocorreu essencialmente por necrose (16,0 + 2,0%), apenas com diferengas em relagao ao
controlo (2,5 * 0,6%). Nao se verificaram diferengas estatisticas entre a associagao de Lid e

Doc e o tratamento com Doc em monoterapia.

Paralelamente, com a associagao de Doc com Rop, a viabilidade celular decresceu
significativamente (p<0,001) de 92,1 + 1,2% no controlo para 67,2 + 7,3% nas células PC3 apos
tratamento com a associagao e com consequente aumento da morte celular de 7,9 + 1,2%
para 32,8 + 7,3%. A percentagem de células vivas, obtida com a associagao de farmacos, foi
também estatisticamente inferior (p<0,01) a obtida com os tratamentos apenas com Rop (78,8
* 2,2%). Em relagao ao perfil de morte celular, verificou-se o aumento significativo da morte
celular por apoptose tardia/necrose (p<0,05) apos o tratamento com a associagao (12,5 *
3,5%) em relagao ao obtido nas células controlo (2,2 + 0,5%) e nas células tratadas apenas
com Rop (4,0 + 0,7%). Nao se verificaram diferengas estatisticas entre a associagao de Rop e

Doc e o tratamento com Doc em monoterapia.

Na associagao de Lev e de Doc, verificou-se que a viabilidade celular diminuiu
significativamente (p<0,001), passando de 92,1 + 1,2% no controlo para 65,6 + 1,5% nas células
tratadas com a terapia combinada, com consequente aumento significativo da morte celular,
de 7,9 + 1,2% para 34,4 + 1,5%. A percentagem de células vivas, obtida com a associagao de
farmacos, foi também estatisticamente inferior (p<0,001) a obtida com os tratamentos apenas
com Lev (79,2 = 1,7%) ou apenas com Doc (75,8 + 4,4%). Assim, esta foi considerada a
associagao mais promissora nesta linha celular. A morte celular apos o tratamento combinado
foi predominantemente por necrose, tendo-se obtido o valor percentual de 21,2 + 3,6%,
estatisticamente superior (p<0,001) ao obtido nas células controlo (2,5 + 0,6%) e nas células

tratadas em monoterapia com Lev (13,0 £ 2,1%) ou com Doc (10,4 + 2,8%).
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4.2.2.Migracao Celular

De acordo com os resultados acima descritos na secgao 4.1.2, procuramos estudar em
maior detalhe o efeito dos LAs (em monoterapia na concentragao correspondente ao ICs, e
em associagao com Doc) na capacidade de migragao das linhas celulares de CaP utilizando o
ensaio de cicatrizagao de feridas, tal como descrito na sec¢do 3.4.2. Nesta experiéncia
observamos a capacidade de migragao celular antes da incubagao com os farmacos acima
referidos (0 horas), e 4, 24 e 48 horas ap6s a sua administragao, para as linhas celulares PC3
e LNCaP (Figuras 22 e 23). Os resultados representam a percentagem de area fechada, foram
normalizados ao tempo 0 h e sio expressos como média + SEM de 3 experiéncias

independentes em triplicado para cada ponto experimental.

Ambas as linhas celulares PC3 e LNCaP de CaP, demonstraram capacidade de
migragao, verificando-se o fecho completo da ferida as 48 horas na condigao controlo (Figura

21).
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Controlo

Lid 1,74 mM

Lev 0,56 mM

Doc 10 nM

Lid + Doc
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Figura 21: Imagens representativas do ensaio de cicatrizagao de feridas nas linhas celulares (A) PC3 e (B) LNCaP
incubadas com os LAs e Doc em monoterapia e em associagdo, as 0, 4, 24 e 48 horas. Os resultados sio

representativos das imagens de microscopia otica da zona do risco (ampliagao de 20x).

No que concerne a linha celular PC3, através da Figura 22, verificou-se que todas as
associagoes testadas resultaram na diminuigao acentuada da migragao celular. Além disso, apos
4h de incubagao, nao se verificaram diferencas estatisticas entre a percentagem de area fechada

obtida na terapéutica combinada e as restantes condigoes, para todas as associagoes testadas.

Apos 24 e 48h, a associagao de Doc e de Lid diminuiu significativamente a migragao
celular (p<0,001) de 150,23 *+ 8,10% e 195,24 + 3,48% no controlo para 59,59 + 9,12% e 29,22
* 3,86% nas células tratadas com a terapia combinada, respetivamente. Além disso, apos 48h
de incubagao, a percentagem de area fechada obtida nas células sob a terapia combinada foi
estatisticamente inferior (p<0,01) as obtidas apés o tratamento com Lid (66,17 * 6,48%) ou

Doc em monoterapia (67,69 + 4,17%) (Figura 22-B).
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A associagao de Rop e de Doc, apenas ap6s 24 e 48h de incubagao, apresentou valores
em percentagem de area fechada (59,59 * 9,12% e 29,22 * 3,86%, para 24 e 48h,
respetivamente) estatisticamente inferiores (p<0,001) ao obtido no controlo (150,23 + 8,10%
e 195,24 * 3,48%, para 24h e 48h, respetivamente). Como observado na Figura 22-C, apenas
ap6s 48h de incubacao, a percentagem de area fechada obtida nas células sob a terapia
combinada foi estatisticamente inferior (p<0,01) as obtidas apos o tratamento com Rop (74,71

* 4,79%) ou com Doc em monoterapia (67,69 + 4,17%).

A associagao de Lev e de Doc (Figura 22-D), nas células PC3 diminuiu significativamente
(p<0,05) a migracao celular das células tratadas com a terapia combinada em relagao as células
no controlo ou tratadas com Lev ou com Doc em monoterapia apos 24 e 48h de incubagao.
De facto, apos 24 e 48h de incubagao com a terapia combinada obtiveram-se valores de
percentagem de area fechada de 52,15 + 3,75% e 35,75 + 4,47%, respetivamente. Estes valores
foram estatisticamente inferiores (p<0,05) aos obtidos no controlo (150,23 + 8,10% e 195,24
* 3,48%), apos o tratamento com Lev (85,05 + 9,60% e 67,90 + 5,65%), ou com Doc (75,41
* 3,63% e 67,69 + 4,17%), respetivamente.
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Figura 22: Migragao celular de células PC3 a 0, 4, 24 e 48 horas em (A) Controlo; e quando incubadas com (B)
Lid, Doc e Doc+ Lid, (C) Rop, Doc e Doc + Rop, (D) Lev, Doc e Doc+Lev. Os resultados estao expressos como

média * SEM de 3 experiéncias independentes em triplicado para cada ponto experimental. As diferencas
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estatisticamente significativas em relagdo ao tratamento com os farmacos em monoterapia encontram-se

assinaladas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,0| e *** significa p<0,001.

No que concerne a linha celular LNCaP, verificou-se que a migracao celular diminuiu
significativamente (p<0,05) apods incubagao com a associagao de Lid e de Doc para todos os
tempos experimentais em relagao ao controlo e em relagao ao tratamento com Lid ou com
Doc em monoterapia. Tal como observado na Figura 23-B, apos 4, 24 e 48h de incubagao com
a terapia combinada a percentagem de area fechada foi de 81,68 * 2,16%, 58,52 + 1,87% e
44,25 * 1,65%, respetivamente. Estes valores foram estatisticamente inferiores aos obtidos no
controlo (129,55 * 5,97%, 155,77 + 6,27% e 190,35 * 12,22%) e apos o tratamento com Lid
(98,26 + 2,58%, 85,21 + 2,59% e 73,30 + 1,30%) ou com Doc (91,03 + 1,36%, 77,15 + 2,42%

e 66,41 +2,25%), para os mesmos tempos.

Também a associagao de Lev e de Doc, nas células LNCaP diminuiu significativamente
(p<0,05) a migragao celular das células tratadas com a terapia combinada em relagao as células
no controlo ou tratadas com Lev ou com Doc em monoterapia em todos os tempos
experimentais (Figura 23-C). Nas células tratadas com a terapia combinada, obtiveram-se
valores de percentagem de area fechada de 81,54 *+ 1,95%, 52,23 * 3,83% e 34,771 0,93% apos
4, 24 e 48h de incubagao. Estes valores foram estatisticamente inferiores (p<0,05) aos obtidos
no controlo (129,55 * 5,97%, 155,77 £ 6,27% e 190,35 *+ 12,22%), apbs o tratamento com Lev
(91,96 + 2,45%, 81,14 + 0,65% e 70,20 + 1,07%), ou com Doc (91,03 + 1,36%, 77,15 *+ 2,42%
e 66,41 +2,25%), para os mesmos tempos. Assim, em concordancia com os resultados obtidos

na linha celular PC3, a associagao de Lev e Doc foi a associagdo mais promissora.
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Figura 23; Migragao celular de células LNCaP a 0, 4, 24 e 48 horas em (A) Controlo; e quando incubadas com
(B) Lid, Doc e Doc+ Lid ou (C) Lev, Doc e Doc+Lev. Os resultados estao expressos como média + SEM de 3
experiéncias independentes em triplicado para cada ponto experimental. As diferengas estatisticamente
significativas em relacdo ao tratamento com os firmacos em monoterapia encontram-se assinaladas com *, em

que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001.
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O CaM, o CaB e o CaP constituiram cerca de 22 % dos casos de neoplasias solidas
malignas diagnosticadas no mundo em 2020. No mesmo periodo, foram responsaveis por

cerca de 12 % das mortes por cancro (Sung et al,, 2021).

Os doentes portadores destas patologias, maioritariamente na fase intermédia e
avancada da doenca podem ser afetados pela dor promovida pelo crescimento do tumor ou
metastases ou pelas técnicas de diagnostico ou terapéutica, a qual interfere significativamente
na QdV dos doentes, apresentando efeitos psicologicos, sociais e biologicos (Associagao de
Enfermagem Oncolégica Portuguesa, 2015). Além disso, a dor oncologica pode levar a uma
resposta de stresse exacerbada e prolongada, resultando em imunossupressao e promovendo
a propagacao das células tumorais (Afsharimani, Cabot e Parat, 201 1). Estes dados salientam

a necessidade de um controlo eficaz da dor oncologica.

Considerando as varias opg¢oes terapéuticas disponiveis no mercado para controlo de
dor oncolégica, a WHO desenvolveu a “escada analgésica” de trés degraus para diferenciar o
uso de analgésicos de acordo com a intensidade da dor (World Health Organization, 2018).
A cada degrau da escada analgésica, pode ainda ser complementado com farmacos adjuvantes
que, ainda que nao sejam analgésicos, contribuem para o alivio da dor, potenciando os
analgésicos e interferindo nos varios fatores que podem agravar o quadro algico. Destacam-

se os LAs (Lisboa, 2015; World Health Organization, 1986).

Os LAs bloqueiam a produgao e a condugao de impulsos nervosos e atualmente, sao
utilizados como co-adjuvantes no controlo de dor e em técnicas de diagnostico e de
terapéutica. Contudo, apesar da sua aplicabilidade terapéutica, o seu potencial efeito anti-
tumoral e possivel sinergia com terapéuticas convencionais tém sido recentemente estudados.
No entanto, os resultados sao escassos e limitados no que concerne a sensibilidade e a
especificidade dos LAs, assim como ao seu efeito na proliferagao, na viabilidade, na migragao
e na invasao celulares quando em monoterapia ou em associagdo com outras terapéuticas

convencionais, tais como a QT (Zhang et al,, 2021).

Perante as limitagoes e a escassez de informagao que impedem a extrapolagao de uma
conclusao mais definitiva sobre o efeito dos LAs em células tumorais, este estudo incluiu duas
fases: estudos de monoterapia e estudos de associagao. Numa fase inicial avaliou-se o efeito
anti-tumoral que os LAs, nomeadamente, a Lid, a Rop e a Lev, em monoterapia em linhas
celulares tumorais e nao tumorais de mama, de bexiga e de prostata. Com o objetivo de
melhorar os resultados ou reduzir a dose dos quimioterapéuticos convencionais, e assim

diminuir os potenciais efeitos secundarios ou adversos, também foi estudada a associagao de
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LAs na concentragao de ICs, com quimioterapéuticos convencionais, particularmente o Doc.
O efeito da associagao dos LAs com o Doc foi avaliado a nivel da proliferagao, da migragao,

da viabilidade e do perfil de morte de células de CaP.

Desta forma, com este estudo pretende-se contribuir para um melhor conhecimento
dos efeitos dos LAs em monoterapia e em associagao contra células de CaM, de CaB e de
CaP, de modo a possibilitar a melhoria da eficicia das opgbes terapéuticas atuais e o

surgimento de novas abordagens terapéuticas.

Os estudos in vitro incluiram inicialmente a avaliacao do efeito dos LAs na proliferagao
celular, através do ensaio de MTT. Este ensaio permitiu avaliar a resposta das diversas linhas
celulares a concentragoes de Lid, de Rop e de Lev da ordem dos milimolar e,
consequentemente, a obtengao de curvas de dose-resposta e o calculo da concentragao

e 7 .

inibitoria média, designada por ICs,.

Evidéncias anteriores mostram que elevadas concentragdes de Lid, de Rop e de Lev
induzem um efeito citotoxico em varios tipos de células tumorais (Jiang et al,, 2016; Jose et al.,
2018; Li et al, 2018, 2019; Liu, Dilger e Lin, 2020; Sun, Li e Zhang, 2021; Wang e Li, 2020). De
um modo geral, os nossos resultados mostraram também que os LAs inibem a proliferacao
celular, de um modo dependente da linha celular e do aumento da concentracao de LA. No
caso da linha celular MCF-7 de CaM, os nossos resultados indicaram que a inibicao da

proliferacao é ainda dependente do tempo de incubagao com os LAs.

Os valores de IC;s, por noés obtidos e exibidos na Tabela 12, apés 48h de incubacao
com os LAs, indicam que a linha celular MCF-7 é a mais sensivel a todos os LAs, com valores
de ICs, que variam entre 0,16 mM e |,16 mM. Em contraste, as linhas celulares de CaP sao as
mais resistente a concentragoes elevadas de LAs, com valores de ICs, que variam entre 0,56
mM e [,74 mM nas células LNCaP e entre 0,40 mM e 3,17 mM nas células PC3. Liu e seus
coautores analisaram a resposta de 20 linhas celulares tumorais humanas apds 48h de
incubagao com Lid e verificaram que, ainda que diferentes linhas celulares tenham
sensibilidades diferentes, a proliferagio celular da maioria das células diminuiu
significativamente apos incubagao com [-3 mM de Lid. Além disso, os autores obtiveram
valores de ICs, superiores a 10 mM em oito delas, valores de ICs, que variaram entre os 5
mM e os |0 mM em outras sete e valores de |Cs, inferiores a 5 mM em cinco delas (Liu, Dilger
e Lin, 2020). Os mesmos autores analisaram a resposta de |5 linhas celulares tumorais
humanas apés 48h de incubagao com Rop e observaram uma diminuigao significativa na maioria

das linhas celulares para concentragoes de 0,5 a | mM de Rop, no entanto, obtiveram-se
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valores de ICs, superiores a | mM em onze delas, valores de ICs, que variaram entre os 0,5
mM e os | mM em outras duas e valores de ICs inferiores a 0,5 mM em duas delas (Liu, Dilger
e Lin, 2020). A Lev na concentra¢ao de | mM diminuiu a proliferacao de células de cancro do
colon, de CaP, de CaM, de cancro do colo do utero, de cancro dos ossos e de cancro do
figado (Castelli et al, 2019; Jose et al,, 2018; Li et al,, 2019). No presente estudo, a proliferagao,
da maioria das linhas celulares de CaM, de CaB e de CaP diminuiu significativamente ap6s 48h
incubagao com |-3 mM de Lid, sendo que apenas se obteve um valor de ICs, superior a 3 mM
nas células PC3. Resultados semelhantes foram obtidos apods incubagao com 0,5-1 mM de Rop
ou com 0,1-0,5 mM de Lev, com excecao para as células LNCaP na qual foi obtido um valor
de ICs, superior a | e 0,5 mM, respetivamente. Estes dados evidenciam o potencial anti-

proliferativo dos LAs nestes tipos de cancro.

Em duas linhas celulares tumorais, nomeadamente de CaM triplo-negativo (MDA-MB-
231) e de melanoma (A375), foi demonstrado que a Lev e a Rop em concentragdes entre
5puM a | mM, reduziu significativamente a proliferagao celular, contudo a Lev foi o LA
considerado mais eficaz (Castelli et al,, 2019). Por sua vez, Li e seus coautores demonstraram
que a Lev em concentragoes entre 0,3 e |0 mM foi o LA mais eficaz na reducao da proliferagao
e migragao celular em comparagao com a Lid, a mepivacaina, a Rop, a bupivacaina e a
cloroprocaina (Li et al.,, 2018). Os dados por nés obtidos corroboram a hipétese de que a Lev
apresenta a maior atividade anti-proliferativa, uma vez que apresentou valores de I1Cs, mais

baixos para todas as linhas celulares em estudo.

Li e seus coautores avaliaram o efeito de seis LAs, nomeadamente Lid, Rop, Lev,
bupivacaina, mepivacaina e cloroprocaina na proliferagao celular de duas linhas celulares
tumorais de mama, a MCF-7 e a MDA-MB-231 e de uma linha celular normal de mama, a
MCFI0A. Os autores verificaram que a gama de concentragoes 0,01-10 mM de todos LAs
resultou na inibicao da proliferagao celular em cerca de 45-80% para a linha celular MCF-7 e
em cerca de 65-90% para as células MDA-MB-231. Por outro lado, os LAs reduziram a
proliferagao celular das células normais MCF|0A, mas apenas em cerca de 5%, demonstrando
uma especificidade para células tumorais em detrimento de células normais humanas (Li et al,
2018). Resultados semelhantes foram obtidos para o carcinoma espinocelular oral (Kobayashi
et al, 2012). No presente, comparou-se o efeito da Lid, da Rop e da Lev na proliferagao de
células tumorais e nao tumorais e calculou-se o indice de seletividade (IS) para cada relagao
entre célula tumoral e nao tumoral respetiva. Todos os valores de IS obtidos foram superiores

a | e, particularmente para a Lid obtiveram-se valores entre 1,4 e 2,5, para a Rop de 1,6 e
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para a Lev entre |,5 e 4. Estes resultados evidenciam a alta seletividade dos LAs para linhas

celulares tumorais, com particular énfase para a Lev que mostrou ser o LA mais seletivo.

Li e seus coautores demonstraram que na mesma gama de concentra¢oes de
0,3 - 10 mM, apos 48h de incubagao, a linha celular de CaM triplo-negativo MDA-MB-231 foi
mais sensivel aos LAs Lid, bupivacaina, Lev e mepivacaina enquanto a linha celular do tipo
luminar com expressao de RE, MCF-7, mostrou ser mais sensivel a Rop e a cloroprocaina (Li
et al,, 2018). Considerando as diferencgas entre as linhas celulares tumorais e os LAs utilizados
no nosso estudo, verificdamos que a linha celular de CaB TCCSUP aparenta ser mais sensivel
a Lid (1IC5,=1,99 mM) e a Rop (IC5,=0,86 mM), enquanto a linha celular HT 1376 mostrou ser
mais sensivel para a Lev (IC5=0,39 mM). Relativamente as linhas celulares de CaP, os nossos
resultados demonstraram que a linha celular hormonodependente, LNCaP, ¢ a linha celular
tumoral mais sensivel a Lid (ICs5=1,74 mM), enquanto que a linha celular hormono-
independente PC3 é mais sensivel aos LAs de longa duragao, Rop (1C5=0,99 mM) e Lev
(1C5,=0,40 mM). Em conjunto, estes resultados sugerem que o efeito dos LAs é especifico para

o tipo de células tumorais.

Os estudos abaixo discutidos foram realizados apenas em linhas celulares de CaP, que
demonstraram ser as menos sensiveis aos LAs. A mestastizagao esta associada ao aumento da
dor oncoldgica nos doentes oncolégicos, e de todas as linhas celulares tumorais utilizadas na
primeira fase do projeto, apenas as células de CaP representam células metastaticas. Além
disso, na literatura nao foram encontrados estudos que focassem os efeitos dos LAs em
monoterapia e em associagao com farmacos quimioterapéuticos em linhas celulares de CaP.
Adicionalmente, existe uma estreita colaboragao com o Servigo de Urologia do CHUC, pelo
que este projeto sera complementado por um trabalho clinico em curso em doentes com
CaP. Por todas estas razoes, optamos por dar continuidade ao estudo pré-clinico nas linhas

celulares de CaP.

Tendo por base os valores de ICs, obtidos em monoterapia, aplicou-se o modelo de
combinagao de farmacos de Chou e Talalay que constitui um dos métodos mais usados
atualmente em investigacao para aferir sobre o potencial efeito sinérgico, aditivo ou
antagonico de dois farmacos (Chou, 2010). A sinergia, a aditividade e o antagonismo definem-
se como as interagoes entre dois ou mais componentes, levando a um efeito combinado
superior, igual ou inferior, respetivamente, em relagio a soma dos efeitos individuais
esperados (Pinto, Moreira e Simoes, 2010).0 Doc é amplamente usado no tratamento do

cancro. No entanto, tem associados diversos efeitos adversos tais como a neutropenia, a
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neurotoxicidade, a cardiotoxicidade e reagoes de hipersensibilidade que se tornam mais
frequentes com o aumento da dose cumulativa (Apolinario, 2012; Santos, 2016). Além disso,
a longo prazo tendem a conferir resisténcia medicamentosa ao tumor e podem dar origem a

neuropatia periférica que se manifesta através da dor (Carozzi, Canta e Chiorazzi, 2015).

Apods 48h de exposicao, o Doc assumiu valores de ICs, de 82,79 nM para as células
PC3 e de 68,40 nM para a linha celular LNCaP. O seu efeito, em ambas as linhas, foi assim,
dependente da concentragao. Quando combinado com os LAs, em ambas as linhas celulares
obtivemos um ICs, do Doc muito inferior ao obtido em monoterapia com o Doc e de forma
dependente do regime de combinagao. As 48 horas o ICs, do Doc assumiu valores de 0,54
nM quando combinado com a Lid, de 8,50 nM em associagado com a Rop e de 4,61 nM em
associagao com a Lev nas células PC3. Enquanto na linha celular LNCaP, as 48 horas o I1C;, do
Doc assumiu valores de 3,59 nM em associacao com Lid e de 0,003 nM em associacao com
Lev. A determinagao do IC permitiu aferir a existéncia ou nao de sinergia entre os dois
compostos. A determinagao do DRI permitiu aferir quantas vezes a dose de um farmaco pode
ser reduzida quando em associagdo para um dado nivel de efeito anti-tumoral,
comparativamente com o mesmo farmaco em monoterapia, respetivamente. Desta forma,
verificou-se que tanto a concentracao de LA, e a linha celular desempenham um papel

fundamental na existéncia de sinergia.

Analisando os valores dos indices de combinagao, observou-se a existéncia de sinergia
em todas as associagoes testadas para as linhas celulares PC3 e LNCaP. Nas células PC3 apos
tratamento com a associagao de Lid com Doc, verificou-se a existéncia de antagonismo para
concentragoes mais baixas e sinergismo para concentragoes mais elevadas para a associagao
de Lid com Doc. A associacao de Rop com Doc apenas se mostrou sinérgica para o Doc na
concentragao de 50 nM e a associagao de Lev com Doc mostrou atuar em sinergia para
concentragoes de Doc entre 10 e 100 nM, enquanto para os restantes valores de
concentragao de Doc se verificou a existéncia de antagonismo. Nas células LNCaP, verificou-
se a existéncia de sinergismo para todas as concentragoes. Assim, podemos concluir que os
LAs aumentam a sensibilidade das linhas celulares de CaP ao Doc na medida em que na
presenca do ICs, de Lid, a concentragao de Doc necessaria para inibir a proliferagao celular
em 50% ¢é cerca de 19-153 vezes (DRI) inferior aquela que é necessaria para a obteng¢ao do
mesmo efeito na auséncia de Lid. Por sua vez, a Rop e a Lev permitiram reduzir a concentragao
de Doc necessaria para inibir a proliferagao celular em 50% em cerca de 10 e 18-22800 vezes,

respetivamente.
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sensibilizaram as células de CaP ao efeito do Doc. Apesar da presenga de LAs ter induzido
uma diminuicao do IC;s, do Doc, este efeito foi mais notorio nas associagoes de Doc com Lid
ou com Lev. Um estudo realizado em linhas celulares de CaM, MCF-7 e MDA-MB-231,
demonstrou que o tratamento com Lid (0,01-1 mM) levou ao aumento do efeito inibitério da
cisplatina na proliferagao celular, em relagao ao obtido pelo mesmo farmaco em monoterapia
(Li, Yang e Han, 2014). Resultados semelhantes foram obtidos, in vitro e in vivo, quando a
cisplatina foi associada com Lid, com Rop ou com bupivacaina em linhas celulares de cancro
do pulmao e em cancro hepatocelular (Chen et al, 2020; Xing et al,, 2017; Yang et al., 2019).
Por outro lado, Yang e seus coautores demonstraram que a associagao de Lid com mitomicina
C ou com pirarrubicina inibiu de modo mais eficaz a proliferagao de células tumorais de bexiga
BIU-87 de modo dependente da concentragio, em relagao ao obtidos pelos farmacos
quimioterapéuticos em monoterapia. Além disso, em modelos animais, a mitomicina C em
monoterapia nao foi eficaz para o tratamento. No entanto, os autores verificaram que a
associagao de Lid com os agentes quimioterapéuticos prolongou a sobrevivéncia dos animais
(Yang et al, 2018). Em células de melanoma, a Rop e a Lid aumentaram a eficacia in vitro da
dacarbazina na inibicao da migragao, na inibicdo da proliferacao, e no aumento da apoptose
(Zheng, Peng e Zhang, 2020). Em associagao com o 5-fluorouracil, a Lid, a Rop, a bupivacaina
e a mepivacaina em doses de 0.01 a 5 mM, sensibilizaram as linhas celulares de coriocarcinoma,
de melanoma e de cancro gastrico, do esdfago e de CaM para o tratamento com o
5- fluorouracil (Dan et al, 2018; Gong et al, 2018; Wang et al, 2017; Zhang et al, 2019; Zhu
et al, 2020). Zhu e seus coautores obtiveram resultados semelhantes na associagao de Lid
com paclitaxel em linhas celulares de cancro do eséfago (Zhu et al, 2020). Os nossos
resultados corroboram assim a hipotese de que, de um modo geral, os LAs atuam de modo

sinérgico com os agentes quimioterapéuticos.

ApOos a observagao dos efeitos dos LAs e das suas associagoes com Doc na proliferagao
traduziu também num efeito citotoxico, isto €, no aumento da morte celular. Paralelamente,

averiguaram-se as alteragoes induzidas na capacidade de migragao das células tumorais.

A viabilidade e os tipos de morte celular induzidos foram avaliados com recurso a dupla
marcagao com anexina V e iodeto de propideo. A anexina V liga-se a fosfatidilserina, um
fosfolipido da membrana que se externaliza durante o processo apoptotico. A necrose €
estimada pela marcagao positiva de iodeto de propideo, o qual se intercala no DNA quando a

membrana celular esta desintegrada. A dupla marcagao com anexina V e iodeto de propideo
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permite a distingao de 4 populagoes celulares, nomeadamente, a das células viaveis, a das
células em apoptose inicial, a das células em apoptose tardia/necrose e a das células em
necrose. Os resultados obtidos indicam que todas as associagoes de LA+Doc diminuiram a
percentagem de células viaveis, em relacao as células em controlo e ao respetivo tratamento
com o LA em monoterapia. A associagao de Lev com Doc diminuiu ainda a percentagem de
células viaveis de modo mais significativo que o obtido com o tratamento com Doc em
monoterapia. Nas células PC3, a diminuicao da viabilidade apos tratamento combinado foi
acompanhada predominantemente por morte celular por necrose, com exce¢ao para a
associagao de Doc+Rop, onde se verificou uma predominancia da morte celular por apoptose
tardia/necrose. Na literatura o efeito citotoxico induzido pelos LAs difere com a dose de LA
utilizada e com o tipo de linha celular tumoral estudada. Ribeiro avaliou a eficacia terapéutica
dos LAs Lid e Mepivacaina e seus mecanismos, em linhas celulares de carcinoma espinho-
celular da cavidade oral (CECCO) in situ e metastatico, quer em monoterapia, quer em
associagao com os agentes quimioterapéuticos cisplatina e 5-fluorouracil (Ribeiro, 2016). O
autor verificou que todas as associagoes LA com cisplatina ou com 5-fluorouracil induziram a
morte celular de forma mais evidente que os respetivos tratamentos em monoterapia. A
morte celular ocorreu principalmente por apoptose tardia/necrose e necrose em ambas as
linhas celulares estudadas (HSC-3 e BICR-10), em comparagao com o obtido nas células
tratadas com os farmacos em monoterapia, sugerindo uma relagao sinérgica entre os dois
farmacos (Ribeiro, 2016). Em células de cancro do esofago, a Rop, a Lid, a bupivacaina e a
mepivacaina em associagdo com 5-fluorouracil e paclitaxel conduziram a resultados
semelhantes aos anteriores (Zhu et al, 2020). Estes resultados indicam que os LAs induzem o

aumento do efeito citotoxico dos quimioterapéuticos.

Paralelamente, o efeito das associagoes mais promissoras foi avaliado a nivel da
migragao de linhas celulares de CaP PC3 e LNCaP através do ensaio “Wound healing”. Em
geral, todas as associagoes testadas, em ambas as linhas celulares de CaP, apds 48h de
incubagao, resultaram na diminuigao acentuada da migragao das células PC3 e LNCaP em
relagao as células em controlo ou tratadas com os farmacos em monoterapia, com excegao
da associagao de Doc a Rop nas células PC3. Além disso, a associacao de Lev e Doc
demonstrou diminuir mais eficazmente a migragao das células PC3 e LNCaP em relagao as
células em controlo ou tratadas com os farmacos em monoterapia. O mesmo efeito foi
observado por outros autores em outro tipo de células tumorais. Em duas linhas celulares de
cancro do esofago, OE|9 e SK-GT-4, a mepivacaina, a Rop, a Lid e a bupivacaina demonstraram

atuar sinergicamente com o paclitaxel e com o 5-fluorouracil na inibicao da migragao em
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relagao a inibicao obtida em monoterapia. Além disso, verificou-se que, assim como exposto
anteriormente, também o efeito exercido pelas associagoes pode depender do tipo de células.
A linha celular OE19 demonstrou ser mais sensivel a mepivacaina e a Lid enquanto as células
SK-GT-4 mostraram ser mais sensiveis a Rop e a bupivacaina, resultando na inibicao mais
marcada da migragao celular quando o 5-fluorouracil e o pacitaxel eram associados a Lid e a
mepivacaina ou a Rop e a bupivacaina, respetivamente para cada tipo celular (Zhu et al., 2020).
Zheng e seus colaboradores concluiram que a Rop e a Lid melhoraram significativamente a
eficacia in vitro da dacarbazina na inibicao da migracao de células de melanoma (Zheng, Peng e

Zhang, 2020).
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A dor oncolégica constituiu um dos maiores desafios da medicina centrada no doente
oncolégico e pode estar associada ao tumor em si e a abordagens de diagnostico ou de
terapéutica. Os LAs sao atualmente utilizados como co-adjuvantes no controlo de dor e em
técnicas de diagnostico e terapéutica. Recentemente, o seu potencial efeito anti-tumoral e
possivel sinergia com terapéuticas convencionais tém sido estudados, mas os resultados sao
escassos e limitados.

Ao longo deste trabalho experimental, foi possivel, numa primeira fase, avaliar o efeito
anti-tumoral que os anestésicos locais Lid, Rop e Lev, em monoterapia, tém em linhas celulares
tumorais e nao tumorais de mama, bexiga e prostata. Numa fase posterior foi possivel estudar
o efeito da associagao de LAs com o Doc a nivel da proliferagao, da migragao, da viabilidade
e do perfil de morte de células de CaP.

Todos os LAs estudados demonstraram atividade anti-proliferativa dependente da
concentragao, sendo a Lev o LA mais promissor. Além disso, todos os LAs apresentaram
maior seletividade para as linhas celulares tumorais em relagio as linhas celulares nao
tumorais. De uma forma geral, verificou-se que todos os LAs atuaram de modo sinérgico com
o Doc, permitindo reduzir a sua dose quando dada em associagao, facto corroborado pela
reducgao significativa da proliferacao, da migragao e da viabilidade celular apés o tratamento
com as associagoes em relagao a obtida com os respetivos tratamentos em monoterapia. A
principal via de morte apos o tratamento com as diferentes associagoes foi a necrose. A
associagao de Lev com Doc demonstrou ser a mais eficaz e seletiva, permitindo a redugao da
concentracao de Doc em até 22800 vezes. Contudo, nao foram encontrados mais estudos
que foquem o possivel efeito sinérgico da Lev com outros agentes quimioterapéuticos.

Em suma, os resultados apresentados ao longo desta dissertagao, apontam para o uso
de LAs como uma mais-valia no tratamento de doentes com CaP, podendo ainda
possivelmente ser aplicavel como terapéutica noutros tumores malignos.

Deste modo, considera-se que o presente estudo é relevante para o avango de uma
area que ainda nao se encontra muito aprofundada e que podera implicar muitos beneficios
em termos clinicos. Assim, no contexto da investigacao pré-clinica, a prossecugao deste
trabalho deve incluir o estudo dos mecanismos de agao associados a terapéutica de
combinacgao, a avaliagao do efeito das associagoes de LA com Doc na angiogénese, bem como
o seguimento do estudo em modelos in vivo. Alguns dos mecanismos propostos para o
aumento da eficacia in vitro dos quimioterapéuticos por parte dos LAs incluem a
sobreregulacao da expressao de RASSFIA e demetilagao, da subregulagao do microRNA 21,

da sobreexpressao do microRNA 493 e inativacao das vias PI3K/AKT e TGF-f ou pela
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supressao da via AKT/mTOR com consequente indugao de stress oxidativo nas células
tumorais, entre outros. Por conseguinte, a detegao e a quantificagao destas moléculas é de
extrema relevancia de modo a esclarecer o potencial mecanismo pela qual os LAs atuam como
quimiossensibilizantes e pela potencial criagio de novos biomarcadores que avaliem a eficacia
destas terapéuticas. Quanto aos modelos in vivo, estes permitirdo mimetizar o microambiente
tumoral e simular e avaliar as respostas tumorais as associagdes com maior rigor.

No contexto da investigagao clinica, a realizagao de ensaios clinicos prospetivos para
determinar o efeito dos LAs em monoterapia e em associagdo com outras terapias

convencionais na recorréncia e progressao tumoral a longo-prazo é crucial.

Os opioides siao considerados os farmacos mais eficazes no controlo de dor
oncolodgica, contudo, no seguimento da revisao sistematica realizada pelo nosso grupo de
investigacao, verificAmos que a influéncia que os opioides exercem na progressao tumoral e,
consequentemente, no progndstico dos doentes, é controversa. Assim, propusemo-nos a
realizar um estudo observacional que visa avaliar a potencial relagao entre a toma de opioides
e a progressao tumoral de individuos com CaP nao localizado, bem como avaliar o impacto
que a utilizagao destes farmacos e suas caracteristicas inerentes tém na progressao da doenga,
na sobrevivéncia e na qualidade de vida do doente. Este projeto recebeu um parecer favoravel
da comissao de ética da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra a 17 de janeiro
de 2022 e aguarda a aprovagao pela comissao de ética do Centro Hospitalar e Universitario
de Coimbra (CHUC). Com este projeto, espera-se obter dados fidveis em relagio a
informagao controversa obtida na literatura e deste modo clarificar a potencial relagao entre
a toma desta classe de analgésicos e a progressao tumoral, sobrevivéncia e qualidade de vida.

Assim, com o melhor conhecimento dos efeitos e mecanismos moleculares envolvidos
no modo de atuagao dos LAs e dos opioides em monoterapia e em sinergia com outros
farmacos, sera possivel otimizar as terapéuticas existentes, melhorar os outcomes, o
prognodstico e a QdV do doente, de modo que este receba os melhores cuidados clinicos

possiveis para o controlo da dor.
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Anexo |

A linha celular de mama MCF-7 foi incubada durante 24, 48 e 72h com os anestésicos
locais em monoterapia e observou-se que a resposta apos o tratamento € dependente do

tempo de incubagao como ilustrado na Figura 24.
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Figura 24: Curvas de dose-resposta das células MCF-7 ao tratamento com os anestésicos locais. Os resultados
foram obtidos pelo ensaio de MTT apés 24, 48 e 72h do tratamento com (A) Lid, (B) Rop, (C) Lev. As curvas
representam o ajuste dos resultados ao modelo sigmoide de dose-resposta e cada ponto experimental

corresponde a média + SEM de 3 experiéncias independentes em triplicado para cada ponto experimental.
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