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Resumo

Resumo

O cancro da prdstata é uma doenga multifatorial resultante da interacdao entre
fatores genéticos e ambientais. Trata-se da neoplasia maligna sélida mais frequente
nos individuos do sexo masculino.

O stresse oxidativo, resultante do balango entre a producao de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e as defesas antioxidantes, tem vindo a ser reconhecido pela sua
participacdo no desenvolvimento e progressdao desta patologia. As ROS apresentam
potencial capacidade para induzir lesdo oxidativa de biomoléculas, nomeadamente,
proteinas, lipidos e dacidos nucleicos. Por sua vez, a lesdo oxidativa de ADN pode
originar mutacdes genéticas cuja acumulacdo contribui para o desenvolvimento e
progressdo do cancro, nomeadamente, da préstata. Por oposicdo, as defesas
antioxidantes contrariam a acdo das ROS.

A terapéutica convencional do cancro da préstata, nomeadamente, a
quimioterapia, a radioterapia e o tratamento hormonal, sdo ineficazes na doenca
avancada devido ao desenvolvimento de resisténcia por parte das células neoplasicas.
Alguns autores justificam a adaptacdo a radioterapia com base na capacidade de
resposta do sistema antioxidante. Resultados prévios revelam que o aumento de
defesas antioxidantes em células de metdstase da préstata, podera explicar parte da
sua resisténcia ao aumento de ROS, como o perdxido de hidrogénio (H,0,), evitando a
sua conversdo no radical hidroxilo (¢OH), altamente lesivo para as células. No entanto,
desconhece-se a resisténcia destas células ao aumento de eOH. Desta forma

pretendemos avaliar se a inducdo de stresse oxidativo, através da exposicdo das
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células de cancro da prdstata ao ¢OH, podera constituir uma estratégia terapéutica
e/ou coadjuvante da terapéutica em cancro da prostata.

Para o efeito o estudo foi realizado na linha celular PC-3, representativa da doenca
metastizada, sendo a mesma tratada com H,0, e ferro (sulfato de ferro (FeSO,) e
cloreto de ferro (FeCls)), de forma isolada e combinada, a fim de induzir a formacdo do
radical «OH, de acordo com a reacdo de Fenton e Habber-Weiss.

Os nossos resultados evidenciam que o radical «OH, resultante da combinagao de
H,0, e ferro, induziu um efeito inibitério da proliferacdo celular superior ao efeito
isolado de cada um dos compostos. A inibicao da proliferacdo celular foi acompanhada
de bloqueio do ciclo celular na fase GO/G1. Para além da inibicdo da proliferacdo
celular, a combinacdo de peréxido e ferro induziu aumento significativo de morte, a
qual ocorreu maioritariamente por necrose. Também se observou aumento
significativo da morte celular, por apoptose, sobretudo em resultado da combinagao
de 250 uM de H,0, com 500 uM FeCls, sugerindo que este composto é mais eficaz do
gue o FeSO,; como indutor de stresse oxidativo. Concomitantemente, observou-se
diminuicdo da producdo de perdxidos o que poderd resultar da sua conversdo no
radical «OH. Ainda se observou aumento do anido superéxido (0O,") e da peroxidacdo
lipidica evidenciada pelo aumento de malondialdeido (MDA). Paralelamente,
estudamos a eficicia das defesas antioxidantes na resposta ao aumento de stresse
oxidativo. Os resultados evidenciaram um aumento significativo da concentracdo de
glutatido (GSH) nas células tratadas com os compostos isoladamente, mas ndo em

resultado da combinacdo sugerindo a saturacdao do sistema antioxidante mediante o
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aumento de stresse oxidativo. Relativamente a redutase do glutatido (Gl-Red), ndo se
observaram varia¢des na sua atividade.

Assim, este estudo sugere que *OH é mais eficaz do que o H,0, na inducdo de
stresse oxidativo, o que podera constituir uma nova estratégia terapéutica do cancro

da prostata.

Palavras-Chave: Cancro da Prostata, Radical Hidroxilo, Stresse Oxidativo, Perdxido de

Hidrogénio, Ferro.
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Abstract

Abstract

Prostate cancer is a multifactorial disease with genetic and environmental
factors involved in its etiology and is the most frequently solid cancer in males.

Oxidative stress, which reflects the imbalance between reactive oxygen species
(ROS) and the antioxidant system, has been associated to prostate cancer
development and progression. ROS have the capacity to induce oxidant damage in
biomolecules such as proteins, lipids and nucleic acid. Furthermore, oxidative damage
can cause genetic mutations which accumulation contributes to pathology
development and progression. Oppositely, antioxidant defences counteract the action
of ROS.

Conventional therapy of prostate cancer, namely chemotherapy, radiotherapy and
hormonal treatment are ineffective in advanced disease due to the development of
cancer cells resistance. Some authors explain radiotherapy adaptation, in part, due to
the antioxidant system response. Previous results show that an increase of antioxidant
defences, in prostate cancer metastasis, induces resistance to an increase of ROS, such
as hydrogen peroxide (H,0;), avoiding hydroxyl radical (¢OH) formation which is
harmful to cells. However, prostate cancer cells resistance against «OH is not well
established. Therefore, we intend to evaluate if oxidative stress induction, by exposing
prostate cancer cells to «OH, may represent a new therapeutic approach and/or an
adjuvant therapy in prostate cancer.

The study was performed in the PC-3 cancer cell line, which represents metastatic

disease. This cancer cell line was treated with H,0,, iron (ll) sulfate (FeSO,4) and iron
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(1) chloride (FeCls), alone and in combination, in order to produce ¢OH, via Fenton and
Habber-Weiss reaction.

Results show that ¢OH radical, resulting from H,0, and iron combination, induced
an inhibitory effect on cell proliferation, higher than the other compounds alone. This
inhibition was accomplished by cell cycle arrest during GO/G1 phase.

Cell viability and death studies showed that H,0, and iron combination induced a
significant increase in cell death, mainly by necrosis, particularly, in the presence of
250 uM of H,0, with 500 uM of FeCls. This suggests that FeCls is more efficient than
FeSO4in inducing oxidative stress. Concomitantly, we observed a decrease in peroxides
production, which may results from its conversation to ¢OH radical. Likewise, we
observed an increase of superoxide anion (0,") and lipid peroxidation detected by the
increase of malondialdehyde (MDA). Moreover, we evaluated the antioxidant defenses
response to the increase of «OH. We found a significant increase of glutathione (GSH)
in the cells treated with the compounds alone, but not in the cells treated with the
combined compounds. Therefore these results suggest the antioxidant system
saturation under the increase of oxidative stress. Relatively to glutathione reductase
(GI-Red), we did not observe changes in its activity.

Moreover, this study suggests that ¢OH is more effective that H,0, in the
induction of oxidative stress which may represents a new therapeutic approach in

prostate cancer.

Keywords: Prostate Cancer, Hydroxyl Radical, Oxidative Stress, Hydrogen Peroxide,

Iron.
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Capitulo 1 — Introdugdo

1.1 - Epidemiologia do cancro da préstata

O carcinoma da prostata é a neoplasia sélida mais frequente nos individuos do
sexo masculino e, constitui a segunda causa de morte por cancro nos Estados Unidos
da América e a terceira na Europa. Dados estatisticos da Sociedade Americana de
Cancro estimaram cerca de 241 740 novos casos e 28 170 mortes nos Estados Unidos
para o ano de 2012%% Em Portugal, a GLOBOCAN, previu cerca de 5 140 novos casos e
2 021 mortes por cancro da prostata para o ano de 20083,

A taxa de incidéncia desta patologia varia no mundo, observando-se uma maior
ocorréncia nos paises ocidentais comparativamente aos paises orientais (Figura 1.1). A
etnia também parece estar envolvida no desenvolvimento desta neoplasia. Em
particular, a populagdo afro-americana surge como a mais atingida, contrastando com
a populacdo asiatica. No entanto, estudos epidemiolégicos evidenciam aumento do
risco de cancro da préstata nos individuos asiaticos que emigram para paises
ocidentais e adotam o respetivo estilo de vida, sugerindo o efeito combinado de

Ly . . . . 4 7
fatores genéticos e ambientais no desenvolvimento desta patologia®™®”’.
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0 &8 180 276 @77 174

Taxas de incidéncia (100,000) padronizadas pela idade

Figura 1.1 — Mapa representativo da incidéncia mundial do cancro da préstata. Retirado de
GLOBOCAN 2008, International Agency for Research on Cancer’.

1.2 - Fatores de risco para o desenvolvimento do cancro da prostata

A interagdo entre os fatores genéticos e ambientais influencia o desenvolvimento

e progressao desta patologia. O envelhecimento, a etnia e a histéria clinica familiar

constituem fatores de risco devidamente estabelecidos para o desenvolvimento desta
neoplasia®’.

Outros estudos também sugerem o estilo de vida, a dieta alimentar, a exposicao

a carcinogéneos, a inflamacgado prostatica crénica ou recorrente, como fatores de risco

desta doenca. O efeito destes fatores no desenvolvimento e progressao do cancro da

préstata estd, em parte relacionado com o aumento de stresse oxidativo, resultante do

balanco entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e as defesas

antioxidantes*%11,
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Nomeadamente, no que concerne a dieta alimentar, a ingestdo abusiva de
alimentos ricos em gordura animal, como por exemplo as carnes vermelhas e produtos
lacteos, associado a uma ingestdo pobre em vegetais e fruta, ricos em antioxidantes,
relaciona-se com maior risco de cancro da préstata®***2.

Aproximadamente 20% de todos os tipos de cancro em adultos resultam de um
processo inflamatério crénico, sendo que, durante este processo, existe uma
acentuada produgdo de ROS™. As células fagociticas e determinados mediadores
inflamatdérios como as citocinas ativam a enzima nicotinamida adenina dinucledtido
fosfato (NADPH) oxidase, a qual catalisa a producdo de ROS como o anido superdéxido
(0,") e peréxido de hidrogénio (H,0,), necessarios na defesa contra os
microrganismosl’ls.

Outro fator também muito importante é o envelhecimento. Este surge associado a
perturbacdes fisioldgicas incluindo prostatites. Os individuos com idades superiores
aos 54 anos s3o mais susceptiveis de desenvolver a doenca™*®.

Existem vdrias teorias que tentam explicar o papel do stresse oxidativo no
processo de envelhecimento a nivel molecular e bioquimico. Harman'’ sugeriu que a
acumulacdo de lesdes oxidativas em biomoléculas (acidos nucleicos, proteinas e
lipidos) desencadeada por radicais livres tem um papel importante no envelhecimento
humano designadamente, a acumulacdo de mutacdes a nivel do ADN mitocondrial
(ADNmt). Adicionalmente, a detecdo de marcadores de stresse oxidativo, associados
ao envelhecimento, revela aumento do mesmo ao longo da vida do individuo™*®. O
aumento do stresse oxidativo, durante o envelhecimento, é potenciado pela
diminuicdo das defesas antioxidantes, nomeadamente do glutatido reduzido (GSH) e

das enzimas peroxidase do glutatido (GI-Px) e superéxido dismutase (sop)**.
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1.3 — Stresse oxidativo

Em condicdes normais, as células sdo capazes de manter a homeostasia
resultante da formacdo de espécies oxidantes e antioxidantes, sendo que ambas
desempenham um papel importante no metabolismo, na transducdo de sinal e na

13,20

regulacdo das fungdes vitais da célula™“". Niveis adequados de ROS s3o necessarios

para manter a normal funcdo e sinalizagdo celular, participando no crescimento,

202122 como referido, o stresse

diferenciacdao, morte ou regulacdo da expressao génica
oxidativo surge em resultado do desequilibrio entre ROS e defesas antioxidantes,

caraterizando-se pela producdo em excesso de ROS e/ou a redugdo de defesas

antioxidantes (Figura 1.2)%.

Equilibrio (Defesas antioxidantes = ROS)

ougqiinbasaq

Stresse Oxidativo
(Excesso ROS)

Figura 1.2 — Esquema representativo do balanco redox entre a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e as defesas antioxidantes. Em condi¢Ges normais, as células sdo capazes de manter o equilibrio entre a
formagdo de ROS e acdo de defesas antioxidantes. O stresse oxidativo surge em resultado da producdo em
excesso de ROS e/ou a redugdo de defesas antioxidantes. Adaptado de Scandalios™.
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1.3.1 — Espécies reativas de oxigénio (ROS)

Os radicais livres resultantes do metabolismo celular, bem como da acdo de fontes
ambientais, interagem continuamente em sistemas bioldgicos. Os agentes oxidantes e
antioxidantes tém de ser mantidos em equilibrio, a fim de evitar a formacao de lesdes
moleculares, celulares e tecidulares resultantes da agao de ROS?. O efeito oxidativo
pode ser proveniente da infecdo por microrganismos, acdo de quimicos e outros
fatores ambientais, exposicdao solar a radiacdo ultravioleta, ingestdo de alimentos
caldricos, processos inflamatérios de origem crénica, atividade da cadeira respiratéria
mitocondrial, B-oxidacdo dos peroxissomas, entre outros. A exposicao a estas fontes
de ROS, tanto de origem exdégena como enddgena, aumenta o risco de
desenvolvimento de neoplasias, em parte resultantes da acumulagdao de mutag¢des
genéticas que poder3o ter origem na les3o oxidativa do ADN*?%%°,

As ROS podem ser radicais livres caracterizados por conterem pelo menos um
eletrdo ndo emparelhado. Estas espécies sao altamente instdveis, uma vez que tendem
a captar eletroes de moléculas vizinhas, de modo a completar as suas orbitais de

20,21,27,2 . . ;. . . .. ~ -
0.21,27.28 gnp o ponto de vista bioldgico, os radicais mais importantes sdo o O,",

valéncia
o radical hidroxilo (¢OH) e o peroxilo (ROQe). As ROS incluem outras moléculas para
além dos radicais livres, que facilmente se convertem nestes, como é o caso do H,0,.
Esta molécula, na presenca de ides metdlicos como o ferro ou cobre, pode ser
facilmente convertido no radical «OH, altamente lesivo para as células, de acordo com

a reagdo de Fenton e Haber-Weiss (Figura 1.3)*"%%°.
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(A)
Fe** +0," =————> Fe®+0,
Fe?* + H,0, —_— Fe3* + «OH + OH (Reagdo de Fenton)
H,0; + 0;" == 0, + OH + «OH (Reagdo de Haber-Weiss)
(B)

Cu*+0," =————> Cu'+0,
Cu' +H0; =———3 Cu®" ++OH + OH (Reacdo de Fenton)

H,0; + 0" =3 0, + OH + «OH (Reac3o de Haber-Weiss)

Figura 1.3 — Reagdo de Fenton e de Haber-Weiss na presenca de ides metalicos, como o ferro (A) e cobre (B).

Na Tabela I.1 estdo representados alguns exemplos de ROS, tanto radicais livres

como espécies n3o radicalares?’.

Tabela 1.1 — Alguns exemplos representativos de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Adaptado de Toyokuni27.

Radicais livres

0, Superoéxido
HO,. Radical hidroperoxilo
«OH Radical hidroxilo
RO. Radical alcoxilo
ROO. Radical peroxido

Espécies nao radicalares

o, Oxigénio singuleto
H,0, Perdxido de hidrogénio
HCIO Acido Hipocloroso

O3 Ozono
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1.3.1.1 — Mitocondria: fonte de ROS

A mitocondria é um organelo intracelular, presente nas células eucariéticas, que
desempenha um papel fundamental na obtencdo de energia, através da producdo de
adenosina trifosfato (ATP). Para além desta func¢do, a mitocondria é crucial para a
regulacdo da homeostasia celular, uma vez que estd envolvida na regulagdo da
sinalizacdo intracelular, na formagdo de ROS, na apoptose e no metabolismo celular®.

Estruturalmente, estes organelos citoplasmaticos sdo envolvidos por um sistema
de dupla membrana, separadas por um espago intermembranar. A membrana interna
apresenta inumeras dobras — cristas — que se estendem para o interior (matriz) do
organelo nas quais estao localizados os componentes da cadeia respiratéria31.

A sintese de ATP na mitocondria depende do transporte de eletrdes e da ejecao
simultdnea de protdes através da membrana mitocondrial interna para o espaco
intermembranar. Este processo é mediado por um sistema enzimatico, organizado em
qguatro complexos: o Complexo | ou NADH coenzima Q redutase, o Complexo Il ou
succinato coenzima Q redutase, o Complexo Il ou ubiquinol citocromo c redutase e o
Complexo IV ou citocromo c¢ oxidase (Figura 1.4). A energia libertada, pela
transferéncia de eletrdes entre os complexos da cadeia respiratéria mitocondrial, é
aproveitada no bombeamento de protdes para o espaco intermembranar, que resulta
na formacao de um gradiente eletroquimico entre o espago intermembranar e a matriz
mitocondrial. A energia proveniente deste gradiente é utilizada na sintese de ATP, a
partir de adenosina difosfato (ADP) e fosfato inorganico (P;), no Complexo V ou ATP

Sintase>*33,
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u Espago intermembranar

Membrana interna

=  Complexo Complexo == Complexo
‘ ' . Complexo I | v
Il :

Matriz mitocondrial

Oz 02’_ 02 Oz‘_
I » H20;

MnSOD

Figura 1.4 — Esquema representativo da producdo de ROS ao nivel da respiragdo mitocondrial. Esta
representada a convers3o do radical 0, em H,0, resultante da a¢io da enzima manganésio superéxido
dismutase (MnSOD), ao nivel da matriz mitocondrial, ou da enzima cobre-zinco superdxido dismutase
(Cu,ZnSOD), ao nivel do espago intermembranar. Complexo I: NADH coenzima Q redutase; Complexo I
succinato coenzima Q redutase; Complexo lllI: ubiquinol citocromo c¢ redutase; Complexo IV: citocromo C
oxidase. Retirado de Freitas™*.

Contudo, uma pequena porg¢do de moléculas de O; (1-2%), ndo é completamente
reduzido a dgua (H,0), mas sim no anido O,", principalmente, ao nivel dos complexos |
e Il da cadeia respiratéria mitocondrial®>. O H,0, também é gerado como produto
celular ao nivel da respiracdo mitocondrial,?! sendo que a partir destas duas espécies é
possivel formar outras, nomeadamente o radical «OH, com capacidade de interferir na

32
|

atividade mitocondrial®™ bem como induzir a lesdo oxidativa ao nivel do ADNmt, de

proteinas e de I|'pidos36.



Capitulo 1 — Introdugdo

1.3.1.2 - Agao das ROS no cancro

Como referido as ROS podem causar lesdao nas células através da sua reagdao com
biomoléculas nomeadamente, lipidos da membrana, os nucledtidos, grupos sulfidril
das proteinas ou ribonucleoproteinas®.

A oxidacdo de lipidos designada por peroxidacgdo lipidica ocorre frequentemente
ao nivel dos acidos gordos polinsaturados da bicamada lipidica, comprometendo as
propriedades biofisicas da membrana, nomeadamente a fluidez e permeabilidade. A
peroxidacdo lipidica processa-se por reacdo em cadeia originando diversos radicais

capazes de iniciar novas reacdes’>*’

. Como resultado formam-se também produtos
ndo radicalares, como é o caso do malondialdeido (MDA), cuja quantificacdo permite
avaliar a extens3o da les3o oxidativa de lipidos®®.

A oxidacdo das proteinas origina alteracdes conformacionais, modificacdes nos
aminodcidos e mesmo rutura nas ligacdes peptidicas. A lesdo de alguns aminodcidos
como a lisina, a arginina e a prolina conduz a formacao de derivados carbonil, cuja
guantificacdao permite avaliar a extensao da lesdao oxidativa de protel'nas39’40.

Dentro dos varios danos que as ROS podem originar, nomeadamente o «OH, a
lesdo oxidativa do ADN é considerada a principal causa para o desenvolvimento do
cancro sobretudo, em resultado de mutagdes em genes envolvidos na proliferacao

celular ou resisténcia a morte (oncogenes e genes supressores tumorais,

respetivamente).
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A carcinogénese da préstata é um processo que resulta da acumulacdo de
mutacdes genéticas e epigenéticas ao longo do tempo, as quais conduzem inicialmente
a transformacdo neopldsica e posteriormente a progressao e metastizacdo do cancro

(Figura 1.5)"*%,

Doenca agressiva:
metdstase

Prostata Neoplasiaintraepitelialda Cancroda
Normal préstata Prostata

Figura 1.5 — Esquema representativo da formagao, desenvolvimento e progressao do carcinoma da
, . 41
prostata. Adaptado de Witte .

1.3.2 — Sistema de defesa antioxidante

Um aumento das ROS requer a adaptacdo do sistema antioxidante. Os
antioxidantes sdo capazes de combater os efeitos adversos das ROS evitando que as
mesmas reajam com alvos bioldgicos. Assim, poderdo prevenir a conversdo do O,, em
produtos altamente reativos*.

Estes sistemas podem ter origem enddgena ou exdgena. Os de origem enddgena,

também designados por defesas antioxidantes, podem ser do tipo enzimatico ou ndo-

10



Capitulo 1 — Introdugdo

enzimatico (Tabela 1.2). As enzimas antioxidantes incluem a SOD, a catalase, a GI-Px, a
redutase do glutatido (GI-Red), a glutationa S-transferase (GST), entre outras. As
defesas antioxidantes ndao enzimaticas incluem o GSH, o acido Urico, melatonina, entre

28,29,42,43
outros™

. Por seu lado, os de origem exdgena sdo obtidos essencialmente através
da dieta alimentar. E o caso dos polifendis, carotendides, as vitaminas C e E,

compostos organossulfurados, entre outros*.

Tabela 1.2 — Alguns exemplos de antioxidantes de origem endégena e exdgena.
Adaptado de Ratnam et al”.

Agentes nao enzimaticos Agentes enzimaticos
Glutatido reduzido Superoxido dismutase
Acido urico Catalase

B-caroteno Peroxidase do glutatidao

Melatonina Redutase do glutatido
VitaminaCeE Glutationa-S-transferase
Flavandides Redutase da tioredoxina

Acidos fendlicos

A defesa antioxidante enzimatica SOD, apresenta trés isoformas, a citosdlica
dependente de cobre e zinco como cofatores (Cu, Zn-SOD), a mitocondrial dependente
de manganésio (SOD-Mn) e a extracelular (EC-SOD). Esta enzima cataliza a reacdo de
dismutacdo do O," com formac3o de H,0, (Figura 1.6)28'29'44.

A GI-Px é uma enzima dependente de selénio, existe no citoplasma e na

mitocéndria e, com a catalase, coopera na remocgao do H,0, (Figura 1.6)2%% A GI-Px

11
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estd presente no organismo humano sob a forma de cinco isoenzimas: a GI-Px-1
presente no citosol, a GI-Px-2 no trato gastrointestinal, a GI-Px-3 no plasma, a GI-Px-4
que atua em lipidos oxidados e a GI-Px-sn presente no nucleo de espermatozdides™.

O GSH (y-glutamilcisteinilglicina) é o tiol ndo proteico mais abundante nas células
dos mamiferos. Trata-se de um tripeptideo composto por glutamato, cisteina e glicina.
E sintetizado a nivel intracelular e a sua regula¢do estd a cargo de trés enzimas: sintase
da y-glutamilcisteina na biossintese de GSH, GI-Red na regeneragdo/reciclagem de

glutatido oxidado (GSSG) e y-glutamiltranspeptidade na degradacao de GSSG™®.

A fim de evitar a conversdo de H,0, no radical «OH, a catalase e a GI-Px induzem a
sua transformacdo em H,0 e/ou 0,24%% A Gl-Red é responsavel por regular o par
glutatido reduzido/glutatido oxidado (GSH/GSSG), regenerando a forma reduzida a
partir da sua forma oxidada. Para o efeito, utiliza a nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato reduzida (NADPH) como agente redutor, proveniente da via das pentoses-
fosfato (Figura 1.6). A NADPH é formada no metabolismo da glicose, numa reacao

catalisada pela desidrogenase da glicose-6-fosfato (G6PD)**?%2%42,

12
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GBPD

Via das Pentoses-Fosfato

)

NADP* MADPH

Gl-Red

GSH GSSG

Lesdo Oxidativa
Proteinas
Lipidos
DNA

Figura 1.6 — Esquema representativo da acdo de defesas antioxidantes ao nivel dos mecanismos bioldgicos. A
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pode resultar da adicdo de um eletrdo ao oxigénio, no seu estado
fundamental, originando o anido superdxido (O,"). Este, pela acdo da superédxido dismutase (SOD), é convertido
em peroxido de hidrogénio (H,0,) que, na presenca de iGes metdlicos como o ferro, é convertido no radical
hidroxilo «OH. A fim de evitar a conversdo de H,0, no radical «OH, a catalase e a peroxidase do glutatido (GI-Px)
induzem a sua transformacdo em H,0 e/ou O,. A redutase do glutatido (Gl-Red) é responsavel por regular o par
glutatido reduzido/glutatido oxidado (GSH/GSSG), regenerando a forma reduzida a partir da sua forma oxidada.
Para o efeito, utiliza a nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reduzida (NADPH) como agente redutor,
proveniente da via das pentoses-fosfato. A NADPH é formada no metabolismo da glicose, numa reacdo catalisada
pela desidrogenase da glicose-6-fosfato (G6PD).

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP"); glicose-6-fosfato (G-6-P). Adaptado de Haddad™.

13
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1.4 — Terapias antineoplasicas

1.4.1 — Tratamento convencional

Os androgénios desempenham um papel importante na normal diferenciacdo e
maturagdo sexual masculina, bem como na espermatogénese e no desenvolvimento e
maturacdo da glandula prostatica®’. Por outro lado, também é conhecido o papel
destas hormonas no desenvolvimento e progressdao do carcinoma da préstata, uma

849 0s efeitos dos

descoberta que valeu a Hughins o prémio Nobel da Medicina
androgénios resultam da ligagcdo ao recetor de androgénio (AR), que atua como um
fator de transcricdao nuclear dependente de um ligando (as hormonas testosterona e a

5a-di-hidrotestosterona)®®*™.

A terapéutica convencional do cancro da préstata localizado apresenta uma
elevada taxa de cura, contudo, 0 mesmo n3o se verifica para a doenca metastizada®. A
intervencdo cirdrgica, a radioterapia, a quimioterapia e o tratamento hormonal
constituem algumas das possibilidades terapéuticas™>.

Quando a doenca se encontra localizada na glandula prostatica, a prostatectomia
radical € uma das opcbes mais frequentemente adotadas e consiste na remocgdo
cirargica da prc')statasz. Quanto a radioterapia, a técnica assenta no principio da
inducdo de niveis elevados de ROS sobre as células neoplasicas, com a finalidade de

253 No entanto, as

induzir lesdo oxidativa e consequente morte celular por apoptose
células metastizadas apresentam resisténcia a esta terapéutica o que foi demostrado

por Erenpreisa e seus colaboradores (2000)**.

14
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Sendo o cancro da prostata geralmente dependente dos androgénios
(maioritariamente produzidos nos testiculos), a privacdo androgénica tem constituido
uma estratégia terapéutica do cancro da prdstata eficaz no inicio do tratamento do

47,55

cancro metastizado Porém, as células da glandula prostatica tornam-se

independentes dos androgénios e proliferam em individuos castrados (sob supressao
androgénica)*’ .

Uma outra terapia é a quimioterapia na qual é usado um agente anticancerigeno,
designado por docetaxel. Este farmaco tem a capacidade de se ligar aos microtubulos
promovendo a sua polimerizagao e, consequentemente bloquear a progressao do ciclo
celular ao nivel da fase G2/M induzindo, posteriormente, a apoptose das células
neopldsicas. Todavia, verificou-se que a exposicdo continua a este farmaco induz a

formacdo de células cancerigenas resistentes a sua a¢do>*>>°.

1.4.2 — Resisténcia das células metastizadas ao stresse oxidativo

Os tratamentos convencionais mencionados, como a quimioterapia, a radioterapia
e o tratamento hormonal falham em eliminar tumores avancados devido ao
desenvolvimento de resisténcia por parte das células metastizadas. Alguns autores
justificam a adaptacdo destas células a radioterapia com base na capacidade de
adaptacdo do sistema antioxidante, como o aumento dos niveis de GSH>7°8980,

O GSH tem duplo papel uma vez é capaz de contribuir para a prevencdo da
transformacdo neopldsica atendendo ao seu carater antioxidante. Por outro lado, pode
promover a progressao da patologia através de mecanismos de resisténcia

dependentes de GSH, contribuindo para uma maior agressividade das células

15
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cancerl’genas46. Resultados prévios revelam que o aumento de GSH, em células de
metastase da prostata, poderd explicar parte da sua adaptacdao ao aumento de ROS
como o H,0,, evitando a sua conversdo no radical «OH, altamente lesivo para as

®182 contribuindo para a resisténcia a radioterapia.

células,

A Figura 1.7 representa um modelo explicativo da sensibilidade das células
normais e das células cancerigenas as ROS resultantes da radioterapia. Enquanto as
células normais sdao sensiveis a morte celular induzida pela radiagao ionizante, as
células cancerigenas poderdo ser mais resistentes por apresentarem mecanismos

antioxidantes (glutatido, SOD, catalase, entre outros) sobre regulados. Como

consequéncia, estas células encontram-se protegidas da acdo das ROS®.

Ceélulas cancerigenas

Células normais

G s
T Sl TN ELEDY
{elie}islicliel — PP
OIOISIBIBO. I

Hiposensibilidade Hipersensibilidade

1.7 - Modelo representativo da sensibilidade das células normais e das células cancerigenas as
espécies reativas de oxigénio (ROS). Nas células normais as ROS resultantes da radioterapia induzem
morte celular, uma vez que os mecanismos antioxidantes ndo estdo preparados para a intensidade
do insulto, tornado estas células hipersensiveis a radioterapia. Em contraste, as células cancerigenas
apresentam mecanismos antioxidantes (glutatido, SOD, catalase, entre outros) sobre regulados,
protegendo-as da acdo das ROS resultantes da radioterapia. Adaptado de Reuter®.
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1.5 - O papel do perdxido de hidrogénio e do ferro nos processos bioldgicos

1.5.1 — Perdxido de hidrogénio

O H,0, é um agente oxidante, conhecido pela sua capacidade de se difundir

livremente pela membrana celular®®®®

. Esta espécie, apesar de ser menos reativa que o
anido 0, e o radical «OH, é capaz de remover eletrdes de outras espécies,
potenciando assim a sua oxidacdo. A toxicidade do H,0, deve-se em grande parte a
sua conversdo no radical «OH, na presenca de metais de transicdo (ferro e cobre), do
20,63,64.

anido 0, e da radiac3o ionizante

O H,0, é capaz de se acumular na célula em concentragdes relativamente

20,63 20,65

elevadas?®®. A concentracdo desta espécie nas células é de 1x10° M

1.5.1.1 - O papel do peréxido de hidrogénio na carcinogénese

Apesar de diversos estudos revelarem que o H,0, contribui para o
desenvolvimento do cancro préstata®®, a sua presenca em niveis elevados pode induzir
a morte das células cancerigenas desde que o sistema antioxidante ndo se encontre
suficientemente eficaz®”®,

Diferentes concentracbes de H,0, ou diferentes capacidades do sistema
antioxidante podem refletir-se em efeitos celulares distintos. Assim, concentracdes
adequadas de H,;0, tém um papel fundamental na sinalizacdo intracelular. Um

aumento parcial dos seus niveis na célula pode contribuir para a carcinogénese através

da inducdo e acumulacdo de mutagdes genéticas. No entanto, niveis mais elevados de

17
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H,0, podem induzir a morte celular®®. Assim sendo, os investigadores tém avaliado o

aumento de stresse oxidativo como possivel estratégia terapéutica®.

1.5.2 - Ferro

O ferro (Fe) desempenha um papel crucial na regulagdo da homeostasia celular. A
presenca deste metal no organismo é fundamental para o crescimento celular, o
normal funcionamento do sistema imunitario, o transporte de O, no sangue (ex.
hemoglobina), a atividade enzimatica, uma vez que faz parte do centro catalitico de
muitas enzimas?>®°.

Do ponto de vista quimico, o Fe é um metal de transicdo que apresenta dois
estados de oxidacdo: o estado ferroso (+2) e férrico (+3). Os iGes ferrosos (Fe®") sdo
soltuveis em fluidos biolégicos e, na presenca do O,, geram radicais sOH. Contudo, em
meio aquoso, os ides Fe’" so instaveis e tendem a reagir com o O,, formando os ides
Fe* e o anido 0,". A forma oxidada do ferro, o ido férrico (Fe3+), é insoluvel em 4gua a

20,69,70 Como a

pH neutro e precipita na forma de hidroxido férrico (Fe(OH)s)
solubilidade do Fe*', na presenca do O,, é reduzida, os sistemas bioldgicos tiverem que
ultrapassar esta situacdo. Para tal, os organismos evoluiram, de modo a sintetizar
proteinas capazes de se ligarem ao Fe®* como a transferrina. Esta ligacdo tem ser

estdvel em termos termodinamicos e, ao mesmo tempo, cineticamente vidvel para os

processos biolégicoseg.
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1.6 — Objetivos

Pretende-se com este trabalho contribuir para uma melhor compreensao do papel
do radical hidroxilo (¢OH) e do stresse oxidativo na resposta celular do cancro da
préstata e avaliar de que forma a inducdo do stresse oxidativo, através da exposicdo
das células de cancro da prostata ao radical, poderd constituir uma nova abordagem
terapéutica para esta neoplasia.

Para a concretizacdo desta proposta de trabalho foi utilizado, como modelo de
estudo in vitro, uma linha celular de cancro da préstata (PC-3), representativa da

doeng¢a metastizada. Assim sendo, os objetivos deste trabalho sao:

B Avaliar o efeito de *OH, resultante da combinacdo de H,0, e ferro (FeSO, e
FeCl3) na proliferagao celular, na viabilidade e na morte celular;

H Avaliar o efeito de «OH nas alteracdes de stresse oxidativo, em particular, na
producdo de perdxidos intracelulares, anido superoéxido e lesdo oxidativa;

H Determinar a eficacia das defesas antioxidantes, Gl-Red e GSH, na resposta ao

aumento do radical «OH.
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2.1 - Caraterizagcao do modelo experimental

No presente trabalho foi utilizado, como modelo de estudo in vitro, uma linha
celular de cancro da préstata, representativa da doenga metastizada, isolada a partir
de metdastases dsseas. A referida linha celular, designada por PC-3"*"?, foi adquirida no
American Type Culture Collection (ATCC) e mantida em cultura nas condi¢des 6timas

de crescimento.

2.1.1 — Manutencao e cultura da linha celular

A linha celular tumoral PC3 foi mantida em meio RPMI 1640 (Sigma) enriquecido
com 8% (v/v) de soro fetal bovino (FBS) (Biochrom AG) inativado, 2 mM de L-glutamina
(Sigma) e suplementado com 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina
(Gibco, Invitrogen) e 5 ug/mL de canamicina (Sigma). As células foram cultivadas em
frascos de cultura de 25 ou 75 cm? ou em placas de cultura com 6 e 24
compartimentos, e mantidas numa incubadora humidificada a uma temperatura de
37°C com 5% de CO,.

Tratando-se de células aderentes, foi necessario destaca-las da superficie de
crescimento, a fim de realizar os ensaios pretendidos e proceder a manutencdo das
culturas celulares. A separacdo foi realizada com recurso a tripsina. Para o efeito,
procedeu-se a aspiracdo do meio de cultura e a lavagem com tampao fosfato salino 1X
(PBS) (Gibco). Em seguida, adicionou-se a tripsina-EDTA (0,25%/0,02%) (p/v) (Biochrom

AG) e colocaram-se as células na incubadora a 37°C, durante 2-5 minutos.
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Subsequentemente, procedeu-se a inibicdo da tripsina com recursos as propriedades
do FBS, presente no meio RPMI 1640. Desta forma adicionou-se a tripsina o respetivo
meio, sendo que o volume deste era duplo do volume de tripsina. Posteriormente,
todas as células foram colhidas e centrifugadas a 1000 rpm (300 xg), durante 10

minutos.

2.1.2 — Incubagao da linha celular com os compostos selecionados

Ao longo do trabalho, a linha celular tumoral foi incubada com diferentes
compostos, de acordo com os estudos de interesse. Desta forma, apds as células
adquirirem uma confluéncia de aproximadamente 80%, foram incubadas com
compostos indutores de stresse oxidativo, nomeadamente perdxido de hidrogénio
(H,0;) (Sigma), sulfato de ferro (FeSQO,) (Sigma) e cloreto de ferro (FeCls) (Sigma), a fim
de induzir a producdo do radical «OH, de acordo com a reac¢ao de Fenton (Equacdo 2.1)

e Habber-Weiss (Equacdo 2.2)%.

Fe** + Hy0; = Fe® +.0H + OH (Reagdo de Fenton) (2.1)

2
Fe®*

H,0; + «0; =3 0, + OH + .OH (Reacdo de Habber-Weiss) (2.2)

Para os diversos ensaios a linha celular foi incubada com uma densidade de
0,1x106 células/mL e mantida em cultura de acordo com as condi¢cbes referidas em

2.1.1. As células foram tratadas com os compostos por periodos de 24, 48 e 72 horas.
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2.2 — Determinagdo da proliferagao e viabilidade celular

2.2.1 - Método de exclusao do azul tripano

A viabilidade celular foi inicialmente avaliada através da capacidade das células de
excluirem o corante azul tripano (Sigma).

Este corante ndo é toxico e interage apenas com células cuja membrana esteja
lesada. Neste sentido as células vidveis, cuja membrana plasmatica se encontra intacta,
ndo absorvem o corante e, por isso, permanecem incolores. Por outro lado as células
mortas, cuja membrana se encontra lesada, absorvem rapidamente o corante e
adquirem uma cor azul, o que permite a sua identificagio ao microscépio”.

Desta forma, apds a obtencdo das células, em conformidade com o descrito na
seccdo 2.1.1, procedeu-se a sua ressuspensao e colheram-se 20 uL de células para um
eppendorf, ao qual se adicionou igual volume de solucdo de azul de tripano numa
concentracdo final de 0,4% (V/V). A mistura, depois de homogeneizada, foi colocada
no hemocitémetro num volume correspondente a 20 pL e observada ao microscépio

6tico’®. Este método foi utilizado para determinar a concentracao de células.

2.2.2 - Analise da proliferagao celular pelo método do Alamar Blue

A proliferacdo celular foi avaliada por espetrofotometria através do ensaio
colorimétrico de oxidacdo-reducdo da resazurina (Sigma) (comercialmente designado
por alamarBlue®). Na sua forma oxidada, a resazurina apresenta-se como um

composto de cor azul e ndo fluorescente. Ao ser reduzido é convertido em resorufina,
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75,76,77

um composto cor-de-rosa e altamente fluorescente (Figura 2.1). A resazurina, ao

ser incorporada pelas células, atua como um aceitador intermedidrio de eletrdes da

78,79

cadeia respiratéria mitocondrial, ao nivel do complexo IV*™"°. Como resultado, este

composto pode ser reduzido intracelularmente, na presenga de enzimas

76,77

mitocondriais’™’’. A determinagado da redu¢ao do composto permite assim avaliar a

variacdo na atividade metabdlica das células, bem como a variagcdo da proliferagao

celular’®8081,
o Células viaveis
l ™
Ambiente
redutor o oH
0 OH
Resazurina Resorufina

Figura 2.1 — Representagao esquematica da reacdo de redugao da resazurina a resorufina. A resazurina

é um indicador azul ndo fluorescente, convertivel em resorufina, através de reagdes de redugdo das
. . . . 77

células metabolicamente ativas. Adaptado de O'Brien et al".

Desta forma para avaliar o efeito dos compostos acima referidos na proliferacao,
as células foram tratadas em conformidade com o descrito na secg¢ao 2.1.2, em placas
de cultura com 24 compartimentos. Aquando da adicdo dos compostos, acrescentou-
se 0,1 mg/mL de resazurina em PBS ao meio de cultura, numa proporgdo de 1/10 (v/v)
para um volume final de 1 mL. No final de cada periodo de incubacdo de 24, 48 ou 72
horas, retiraram-se 200 pL de meio de cultura de células tratadas e respetivos
controlos positivos (células ndo tratadas) e negativos (meio cultura com 10% de
solucdo de resazurina em PBS) para uma microplaca, a fim de avaliar a reducdo da
resazurina. Para o efeito foi utilizado o espetrofotdmetro de microplacas SpectraMax®

384

Plus™". A absorvancia foi monitorizada a um comprimento de onda de 570 nm (estado
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reduzido) e de 600 nm (estado oxidado)”. A proliferacdo celular foi calculada, em
funcdo da percentagem de células ndo tratadas (controlo), de acordo com a seguinte

férmula:

o — [(As79 — Asoo)amostra] — [(As;o — Asoo)branco] £ 100
[(As70 — Asgo)controlo] — [(Asyo — Asgo)branco]

Os resultados obtidos representam a média mais ou menos () desvio padrdo de

um minimo de trés ensaios independentes.

2.2.3 — Analise da morte celular por citometria de fluxo utilizando a marcag¢ao dupla

com anexina V e iodeto de propidio

A avaliacdo do tipo de morte celular foi analisada por citometria de fluxo através
da marcac¢do das células com Anexina V (ligada a sonda fluorescente aloficocianina —
Anexina V-APC) em combinacdo com o IP. Esta técnica permite distinguir células
vidveis de células ndo vidveis, e entre estas as que se encontram em apoptose, necrose
e apoptose tardia versus necrose®>#*2,

A apoptose é caraterizada pela alteracdo da distribuicdo assimétrica dos
fosfolipidos na bicamada lipidica. A fosfatidilserina (PS), um fosfolipido de carga
negativa que normalmente se localiza no folheto interno da membrana celular, é
translocada para o folheto externo durante o processo apoptético, mantendo-se

contudo a integridade da membrana celular. Sendo a anexina V uma molécula com

elevada afinidade para fosfolipidos de carga negativa, esta liga-se especificamente aos
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residuos de PS na presenca de célcio (Ca%*), permitindo assim determinar a sua
localizagdo e fazer a distingao entre células em apoptose e células em necrose®*84858¢,
Estas ultimas caraterizam-se pela perda de integridade da membrana, tornando-se
permeaveis ao iodeto de propidio que, ao intercalar-se nas moléculas de ADN, permite
identificar os nucleos das células que se encontram em necrose. A marcagado
simultanea com anexina V e iodeto de propidio permite distinguir as células
apoptodticas que coram para a anexina, mas ndo para o iodeto de propidio. As células
em apoptose tardia e/ou em necrose coram para ambos os fluorocromos, enquanto,
que as células vidveis ndo coram com nenhum dos corantes®>®.

Apés 24 horas de incubacdo com os compostos em estudo, recolheu-se 1x10°
células tratadas e respetivos controlos correspondentes quer as células ndo viaveis,
presentes no sobrenadante, quer as células vidveis, aderentes a superficie de
crescimento. Estas ultimas foram recolhidas de acordo com o procedimento descrito
em 2.1.1, até a fase de inibicdo da tripsina, tendo-se posteriormente adicionado as
células em suspensdo no meio, e procedido a lavagem conjunta de toda a populagao,
com PBS por centrifugacdo a 2500 rpm (1000 xg), durante 5 minutos.

Seguidamente recolheram-se 1x10° células que foram ressuspensas em 100 pL de
tampado de ligacdo 1X (25 mM de CaCl,, 1,4 M de NaCl e 0,1 M de tampao HEPES;
pH=7,4) e incubadas com 5 pL de anexina-V APC (BD Biosciences) e 2 uL de IP 3 uM
(Invitrogen-Molecular Probes), permanecendo no escuro a temperatura ambiente,
durante 15 minutos. Por fim, as células foram ressuspensas em 400 uL de tampao de

ligacdo 1X e imediatamente analisadas no citdmetro FACSCalibur (488 e 635 nm)

(Becton Dickinson), usando o software de aquisicio CellQuest™ (BD Bioscience) e
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deixando adquirir cerca de 10 000 eventos totais. Os resultados foram posteriormente
analisados com o software de analise Paint-a-Gate'™ (BD Bioscience)™”.
Os resultados obtidos representam a média mais ou menos (+) desvio padrao de

um minimo de dois ensaios independentes.

2.2.4 - Anadlise da expressao de moléculas envolvidas na morte celular por citometria

de fluxo

Para analisar a expressao das proteinas BAX e BCL-2 envolvidas na morte celular
por apoptose, recorreu-se a técnica de citometria de fluxo. Para o efeito, utilizaram-se
anticorpos monoclonais anti-BAX e o anti-BCL-2 conjugados diretamente com
ficoeritrina (PE) e isotiocianato de fluoresceina (FICT), respetivamente.

Para detetar as proteinas intracelulares, BAX e BCL-2, recolheram-se 1x10° células
isoladas de acordo com o descrito na seccdo 2.1.1. e posteriormente lavadas com PBS
1X, por centrifugacdo a 1500 rpm (400 xg) durante 5 minutos. De seguida, as células
foram permeabilizadas com 100 uL de uma solugcdo A (meio de fixacdo) (Caltag
Laboratories, Invitrogen) no escuro, a temperatura ambiente, durante 15 minutos.
Posteriormente, as células foram lavadas com PBS por centrifugacdo a 1500 rpm (400
xg), durante 5 minutos. Em seguida, as células foram permeabilizadas com 100 pL de
uma solucdo B (meio de permeabilizacdo) (Caltag Laboratories, Invitrogen) e
posteriormente tratadas com os respetivos anticorpos (2 ug de anti-BAX-PE (Santa
Cruz Biotechnology) e 1 pg de anti-BCL-2-FITC (DakoCytomation)), no escuro a
temperatura ambiente, durante 15 minutos. Findo o periodo de incubacdo, as células

foram lavadas com PBS por centrifugacdo a 1500 rpm (400 xg), durante 5 minutos. Por
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fim, as células foram ressuspensas em 0,5 mL de PBS e imediatamente analisadas no
citémetro FACScalibur de acordo com o descrito na secgao 2.2.3%87

Os resultados obtidos sdo expressos em Média de Intensidade de Fluorescéncia

(MIF) e representam a média mais ou menos () desvio padrdao de um ensaio.

2.2.5 — Analise do ciclo celular por citometria de fluxo

Para confirmar os resultados de proliferacio e morte celular procedeu-se a
avaliacdo do ciclo celular por citometria de fluxo. Esta técnica é possibilitada pela
analise da variagao da quantidade de ADN ao longo do ciclo mitético. Os resultados
traduzem-se na obtencdo de um histograma no qual é possivel a identificacdo de trés
grupos distintos de células, sendo, um com menor conteddo em ADN, que
corresponde ao pico GO/G1 do histograma e outro com maior conteido em ADN, com
uma fluorescéncia dupla do primeiro e que corresponde as células em fase G2/M.
Entre ambos, existe uma populacdo intermédia de células correspondente as células

em fase de sintese (S) (Figura 2.2)8288
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Figura 2.2 — Histograma representativo do ciclo celular. O primeiro pico corresponde a fase GO/G1 onde se
encontram as células com menor quantidade de ADN. O segundo pico diz respeito as células em fase G2/M, com
uma fluorescéncia dupla do primeiro. Entre estes dois grupos existe um terceiro grupo de células, com uma

quantidade de ADN intermédia, e que corresponde as células em fase de sintese (S). Adaptado de Pozarowski et
n/88

O conteudo em ADN é visualizado através da marcacao prévia deste com iodeto
de propidio (IP)®%. A presente técnica baseia-se na capacidade do IP se intercalar na
cadeia de ADN e, quando excitado com luz de comprimento de onda de 488 nm, emitir
fluorescéncia a 620 nm. A intensidade de fluorescéncia é proporcional a quantidade de
ADN ligado, o que torna possivel avaliar o seu contetdo celular®®8,

Desta forma, 1x10° células tratadas e respetivos controlos foram colhidas e
centrifugadas a 1000 rpm (300 xg) durante 5 minutos. De seguida, apds ressuspender o
pellet no liquido residual, as células foram fixadas com 200 uL de etanol 70% (v/v) e
incubadas a -4°C, durante 20 minutos. Apds este periodo de incubacdo, as células
foram lavadas com PBS por centrifugacdo a 1000 rpm (300 xg), durante 5 minutos.

Posteriormente, as células foram tratadas com 500 pL de uma solugdo para marcacao

de ADN (Cytognos), contendo detergente para permeabilizacdo celular, iodeto de
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propidio e RNAse, e incubadas no escuro a temperatura ambiente, durante 15 minutos.
Por fim, procedeu-se a analise imediata das células por citometria de fluxo, num
citémetro de fluxo FACScalibur. A percentagem de células nas diferentes fases do ciclo
celular foi calculada utilizando um programa ModFit LT (Verity Software House).

Os resultados obtidos representam a média mais ou menos (+) desvio padrdo de

um ensaio.

2.3. Estudos de stresse oxidativo em linhas celulares

2.3.1. Preparagao de lisados celulares

Apds 24 horas de incubagdo com os compostos em estudo, as células foram
lavadas com PBS por aspiragao do meio de incubagao, substituicdo com PBS e
respetiva aspiracdo. De seguida, as células foram destacadas da superficie aderente
por raspagem, e ressuspensas em 1 mL de PBS. Posteriormente as células foram
submetidas a 3 pulsos de sonicac¢do (Bandelin Sonorex) de 10 segundos cada, com um

minuto de intervalo entre cada ciclo, mantendo-as sempre em gelo.

2.3.2. Quantificagao de proteina

Imediatamente apds a obtencdo dos lisados celulares procedeu-se a determinagao
da concentracdo de proteina através do método do acido bicinconinico (BCA),

Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit (Sigma), de acordo com as instrucdes do fabricante.
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Este método baseia-se na detecdo da reacdo de reducio dos ides clpricos (Cu?*) a ides
cuprosos (Cu'*), em meio alcalino, pelas proteinas, através da quelatacdo do &cido
bicinconinico com ido Cu'*. 0 produto da reagao origina um composto de cor purpura
soltvel em agua, com absorvancia a 562 nm®, que é linear com concentragdes
crescentes de proteina (20 pg/mL— 2000 pg/mL).

O método depende da construgdo de uma curva padrdo, a partir de diferentes
concentragdes de proteina standard, a albumina sérica bovina (BSA), que se encontra
1 mg/mL. Todos os padrbes e amostras sdo preparados num volume final de 225 pL.
Desta forma, a 25 pL de amostra (solucdo padrao e lisados celulares), adicionou-se o
reagente BCA constituido por 8 partes de reagente A (solucdo de acido bicinconinico)
para 1 do reagente B (solucdo de sulfato de cobre (ll) pentahidratado (CuS04.5H,0) a
4 %). Este ensaio foi preparado, em triplicado, numa microplaca de 96 pocos.
Posteriormente cobriu-se a placa com papel de prata para a proteger da luz, e
incubou-se a 37°C durante 30 minutos. O método termina com a leitura da
absorvancia a 562 nm, no leitor de microplacas SpectraMax® Plus*®**, e com a
elaboracgao da curva padrdo e determinagao da quantidade de proteina para cada uma
das amostras (ug/mL).

Apds a quantificacdo proteica, os lisados celulares foram guardados a -80°C.

2.3.3. Avaliacdo da atividade enzimatica da redutase do glutatido

A determinacdo da atividade enzimatica da redutase do glutatido (Gl-Red) foi feita
de acordo com a metodologia desenvolvida por Goldberg e Spooner (1987)%,

utilizando o glutatido oxidado (GSSG) como substrato. Este método é baseado na
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capacidade desta enzima catalisar a reacdo de transformac¢do do GSSG em glutatido
reduzido (GSH), na presenga da nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reduzida
(NADPH) (Equagao 2.3). Para o efeito a atividade da enzima é avaliada através da
quantificagdgo do consumo de NADPH a 340 nm, num espetrofotometro

termostatizado UVIKON 933 UV/Visible, a 37°C.

Gl-Red
GSSG + NADPH+H' ——— 3 2 GSH + NADP* (2.3)

Desta forma, a 75 plL de lisado celular, obtido de acordo com o descrito na seccao
2.3.1, adicionou-se uma mistura reacional contendo 0,12 M de di-hidrogenofosfato de
potdssio (KH,PO4) (pH=7,2), 65,3 mM de GSSG e 15 mM de EDTA, perfazendo um
volume final de 2175 pL. Incubou-se a mistura a 37°C durante 5 minutos e, findo esse
periodo, adicionou-se 37,5 pL de NADPH (constituicdo: 9,6 mM de B-NADPH em
NaHCOsza 1%), dando assim inicio a reacdo enzimatica.

A atividade enzimatica é expressa em unidades internacionais de enzima por
grama de proteina (U/g prot)62. Os resultados obtidos representam a média mais ou

menos () desvio padrdo de um ensaio.

2.3.4. Quantificacao de glutatido reduzido

A quantificacdo de GSH foi avaliada nas linhas celulares, a partir dos lisados
obtidos de acordo com o descrito na seccdo 2.3.1., e realizada em simultdneo por
cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) em fase reversa, através da utilizacdo de

um kit comercial (Glutathione HPLC Kit - Immundiagnostik AG, Germany).
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Neste teste, para a determinacdo do GSH adicionaram-se 200 pL da solucdo de
diluicdo (DIL) a amostra (lisado celular), ao calibrador (CAL) ou aos controlos (CTRL1,
CTRL2). De modo a quantificar a fragdao reduzida, preparou-se uma mistura contendo
50 pL de lisado celular, 100 pL do tampao de reagdo (REABUF) e 100 uL da solugdo
derivatizante (DER). Apds uma incubag¢do a 60°C durante 20 minutos, procedeu-se a
precipitacdo da mistura, pela adi¢do de 100 plL da solugao de precipitacao (PREC), a
uma temperatura de 4°C durante 10 minutos. De seguida, procedeu-se a centrifugacao
das mesmas a 10 000 xg, durante 10 minutos. Findo esse periodo adicionaram-se 100
puL de sobrenadante a 100 plL de tampao de reacdo (REABUF), e injetaram-se 20 plL do
preparado numa coluna de fase reversa C18 ODS-5 um (125 x 4 mm) (ACE), mantida a
um fluxo de 1,0 mL/minuto.

No sistema HPLC estda incorporado um detentor de fluorescéncia para
comprimento de onda de excitacdo e de emissdo a 385 nm e 515 nm, respetivamente,
gue deteta o GSH. A quantificacdo da fracdo reduzida foi determinada por avaliacdo da
altura dos picos.

Os resultados obtidos sdao expressos em pumol de GSH por grama de proteina

(umol/g prot) e representam a média mais ou menos () desvio padrdo de dois ensaios.

2.3.5. Avaliacao da peroxidacgao lipidica

A lesdo oxidativa dos lipidos foi avaliada nas linhas celulares, a partir dos lisados
obtidos em conformidade com o descrito na sec¢do 2.3.1., utilizando um kit comercial

(ClinRep® Complete Kit for Malondialdehyde in Plasma and Serum, Recipe, Germany).
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Neste teste, o malondialdeido (MDA) é separado dos restantes componentes da
amostra por HPLC, equipado com uma coluna de fase reversa. O MDA foi detetado por
fluorescéncia captada a 553 nm, apds excitacdo a 515 nm, de acordo com as instrugdes
do fabricante.

Para o efeito, 100 uL de amostra (branco, calibrador, controlos e lisados celulares)
foram fervidas durante 60 minutos, a uma temperatura de 100°C, com 700 uL do
reagente A e 200 uL do reagente B (reagente derivatizante que contém o fluorocromo).
Apds arrefecimento da mistura, adicionaram-se 200 pL do reagente C a 200 ulL da
amostra derivatizada e procedeu-se a centrifugacdo a 10 000 xg, durante 5 minutos.
Injetaram-se 20 pL do sobrenadante centrifugado numa coluna analitica de fase
reversa, mantida a um fluxo de 0,8 mL/minuto. A quantificagdo de MDA foi
determinada por avaliacdo da area dos picos.

Os resultados sdo expressos em nmol de MDA por grama de proteina (nmol/g
proteina) e representam a média mais ou menos (+) desvio padrdao de dois ensaios

independentes.

2.3.6. Anadlise da produgao de espécies reativas de oxigénio

A determinacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelulares
foi baseada na marcacdo das células com as sondas fluorescentes 2',7'-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) (Sigma) e dihidroetidina (DHE) (Sigma)
para detec3o de perdxidos (H,0,) e anido superdxido (0,"), respetivamente. A detecdo
foi efetuada por citometria de fluxo recorrendo ao equipamento ja descrito

anteriormente.

35



Capitulo 2 — Materiais e Métodos

Os resultados foram expressos em Média de Intensidade de Fluorescéncia (MIF) e

representam a média mais ou menos () desvio padrdo de dois ensaios independentes.

2.3.6.1. Determinagao da producao de peréxidos intracelulares

A sonda DCFH-DA utilizada para a detecdo de ROS tem a capacidade de atravessar
facilmente a membrana celular sendo incorporada na regido hidrofébica da bicamada
IipidicaSZ.A presenca de esterases intracelulares induz a desacetilagdo de DCFH-DA,
convertendo-a em 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH), o qual é oxidado pelos
perdxidos intracelulares originando o composto fluorescente 2,7-diclorofluoresceina
(DCF). A fluorescéncia emitida, apds excitacdo a 488 nm, é captada a 525 nm e é
proporcional aos niveis intracelulares de peréxidosgl’gz.

Neste ensaio, aproximadamente 5x10° células foram marcadas com 5 MM da
sonda DCFH-DA (Sigma), de acordo com adaptacGes aos procedimentos descritos por
Rothe e Valet (1990)%. Desta forma, apds marcacdo das células com a sonda,
procedeu-se a incubacdo durante 1 hora a 37°C, no escuro. Posteriormente, as células
foram lavadas duas vezes com PBS por centrifugacdo a 1000 rpm (300 xg), durante 5

minutos. Por fim, as células foram ressuspensas em 0,5 mL de PBS e imediatamente

analisadas por citometria de fluxo.

2.3.6.2. Determinagao da produgao de aniao superéxido

A producado intracelular de anido superdxido (0%") foi determinada por citometria

de fluxo. A DHE atravessa a membrana das células e é convertida no composto
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fluorescente de cor vermelha, maioritariamente, por acdo do anido 0%". O etidio da
sonda intercala-se no ADN, permanecendo no interior da célula. Uma pequena
percentagem de oxidacdo pode ser resultante da acao de outras ROS e espécies
radicalares como o H,0, o anido peroxinitrito (ONOO’) ou o 4dcido hipocloroso
(HOCI)**#3,

Neste ensaio recolheram-se 5x10° células previamente lavadas com PBS, por
centrifugacao a 1000 rpm (300 x g) durante 5 minutos. De seguida, as células foram
incubadas durante 15-30 minutos a 37°C com 5% de CO,, ao abrigo da luz, com uma
solucdo de DHE preparada em DMSO, a uma concentracao de 1 mM, de modo a obter
uma concentragdo final de 5 uM. Posteriormente as células foram lavadas duas vezes
com PBS por centrifugacdo, conforme descrito anteriormente, e ressuspensas em 0,5

mL de PBS para andlise por citometria de fluxo.

2.4. Analise de dados e tratamento estatistico

A analise estatistica dos resultados foi efetuada utilizando o programa Excel 2010.

Para a comparag¢do entre médias recorreu-se ao teste T-student. Para todos os testes

estatisticos considerou-se o nivel de significancia a 95% (p<0,05).
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3.1 - Indugdo de stresse oxidativo como estratégia terapéutica

Para melhor compreender a agao do stresse oxidativo mediado pelo radical «OH
na resposta celular das células de cancro da prostata, o estudo foi realizado na linha

"L72 A células foram tratadas com

celular PC-3 representativa da doenga metastizada
perdxido de hidrogénio (H,0,), sulfato de ferro (FeSO,) e cloreto de ferro (FeCls), de

forma isolada e combinada, a fim de induzir a formagdo de «OH.

3.1.1 - Efeito do radical hidroxilo induzido por perdéxido de hidrogénio e ferro na

proliferagao celular

Na figura 3.1 esta representado o efeito do H,0, (na gama de concentracdes de 10
nM a 500 uM), FeSO, (na gama de concentracdes de 10 uM a 500 uM) e FeCls (na
gama de concentracoes de 10 uM a 500 uM), na proliferacdo celular das PC-3, ao longo
de 72 horas.

Os resultados obtidos pela técnica de redugao da resazurina indicam que o H,0,
induz um efeito anti-proliferativo mais acentuado, comparativamente ao FeSO4 e ao
FeCl; para as concentragdes testadas dos compostos. Este efeito é dependente da
concentracdo e do tempo de exposicao. Nestas células o ICsg (concentragdo para a qual
se observa 50% de inibigao da proliferagdo celular) é atingido as 24 horas de incubagdo
para as concentracdes de 250 e 500 uM. A taxa de inibicdo da proliferacdo mantém-se
sempre proxima de 50%, o que sugere a capacidade de adaptacdo das células PC-3 a

concentracdes elevadas de H,0,.
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Nas células tratadas com FeSO,, observa-se uma reducdo de cerca de 20% da
proliferacdo para concentragao de 500 uM, apés 24 horas de incubagdo. Ja nas células
tratadas com FeCl;, observa-se uma redugao de cerca de 10% da proliferagdo para
concentragdo de 500 uM, apds 24 horas de incubagdo. Desta forma os resultados
indicam que o FeSO4e o FeClsinduzem um efeito anti-proliferativo pouco acentuado

nas células de metdstase para as concentragdes testadas.
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Figura 3.1 — Curvas dose-resposta - Efeito de perdxido de hidrogénio (H,0,), sulfato de ferro (FeSO,) e cloreto de ferro (FeCl;) na
proliferagao das células. A linha celular PC-3 foi incubada com uma densidade de 0,1 x 10° células/mL, durante 72 horas, na
auséncia e na presenga de H,0, (na gama de concentragdes de 10 nM a 500 uM), FeSO, (na gama de concentragdes de 10 uM a
500 uM) e FeCl; (na gama de concentragdes de 10 uM a 500 puM). A proliferacdo celular foi avaliada, em intervalos de 24 horas,
por espetrofotometria através do ensaio colorimétrico de oxidagdo-redugdo da resazurina (comercialmente designado por
alamarBlue®), como descrito na sec¢do de materiais e métodos. Os resultados sdo expressos em percentagem de redugdo da
resazurina por comparagdo com o controlo (células ndo tratadas) e representam a média + desvio padrdo de um minimo de trés
ensaios independentes. As diferengas significativas sdo consideradas para ***p < 0,001 relativamente ao controlo. a1
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A combinacdo de H,0, (250 uM e 500 uM) e de FeSO,4 (500 uM) representa o
efeito do «OH na proliferagao celular (Figura 3.2). Apds 24 horas de incubagdo observa-
se, uma inibicao da proliferacao celular correspondente a 57,8% para a combinacgao de
250 uM de H,0,com 500 uM de FeSO, (Figura 3.2 A) comparativamente ao controlo
(células ndo tratadas). Observa-se ainda uma inibicdao de cerca de 16% relativamente
ao efeito do perdxido e de 46,0% relativamente ao efeito do FeSO, isoladamente. Por
seu lado, a combinagdo de 500 uM de H,0, com 500 uM de FeSO, (Figura 3.2 B), apds
24 horas de incubacao, resultou numa inibicdo da proliferacao celular correspondente
a 63,5% comparativamente ao controlo, 21,5% relativamente ao efeito de H,0, e de
53,4% relativamente ao efeito do FeSO,. Pelo exposto, a combinacdo dos compostos,
nas concentracdes mencionadas, resultou num efeito inibitério da proliferacdo celular
superior ao efeito isolado de cada um dos compostos.

Na figura 3.3 estd representado o efeito de H,0, em combinacdo com o FeCl; de
forma a obter o efeito de +OH na proliferacdo celular. A combinacdo de 250 uM de
H,0, com 500 uM de FeCls (Figura 3.3 A), apds 24 horas de incubacdo, resultou na
inibicdo da proliferagao celular correspondente a 56,7% comparativamente ao
controlo, 14,1% comparativamente as células tratadas com H,0, e de 51,5%
comparativamente ao efeito de FeCls. Por seu lado, a combinag¢ao de 500 uM de H,0,
com 500 uM de FeCls (Figura 3.3 B), apds 24 horas de incubacdo, resultou na inibicdo
da proliferacao celular correspondente a 63,9% comparativamente ao controlo, de
22,3% comparativamente ao H,0, e de 59,6% comparativamente ao FeCls. Pelo
exposto a combinagao dos compostos, nas concentragdes mencionadas, induziu um
efeito sinérgico inibidor da proliferacdo celular superior ao efeito isolado de cada um

dos compostos.
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Figura 3.2 — Efeito de peroxido de hidrogénio (H,0,) em combinagdo com o sulfato de ferro (FeSO,) na proliferagdo das
células — curvas dose-resposta. A linha celular PC-3 foi incubada com uma densidade de 0,1 x 10° células/mL, durante 72
horas, na auséncia e na presenga de H,0, (250 e 500 uM) e FeSO, (500 uM). A proliferagdo celular foi avaliada, em intervalos
de 24 horas, por espetrofotometria através do ensaio colorimétrico de oxidagdo-redugdo da resazurina (comercialmente
designado por alamarBlue®), como descrito na sec¢do de materiais e métodos. Os resultados sdo expressos em percentagem
de redugdo da resazurina por comparagdo com o controlo (células ndo tratadas) e representam a média + desvio padrdo de um
minimo de trés ensaios independentes. As diferengas significativas encontradas na proliferagdo sdo consideradas para
mp<0,001 relativamente ao controlo e #p<0,01 e **p<0,001 relativamente ao efeito isolado de FeSO, (500 puM).
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Figura 3.3 — Efeito de perdxido de hidrogénio (H,0,) em combinagdo com o cloreto de ferro (FeCl;) na proliferagdo das
células — curvas dose-resposta. A linha celular PC-3 foi incubada com uma densidade de 0,1 x 10° células/mL, durante 72
horas, na auséncia e na presenga de H,0, (250 e 500 uM) e FeCl; (500 uM). A proliferagdo celular foi avaliada, em intervalos
de 24 horas, por espetrofotometria através do ensaio colorimétrico de oxidagdo-redugdo da resazurina (comercialmente
designado por alamarBlue®), como descrito na sec¢do de materiais e métodos. Os resultados sdo expressos em percentagem
de reducgdo da resazurina por comparagdo com o controlo (células ndo tratadas) e representam a média + desvio padrdo de
um minimo de trés ensaios independentes. As diferencas significativas encontradas na proliferagdo sdo consideradas para
***p<0,001 relativamente ao controlo, *p<0,01 relativamente ao efeito isolado de H,0, (250 pM), "p<0,05 relativamente ao
efeito isolado de H,0, (500 pM) e **p<0,001 relativamente ao efeito isolado de FeCls (500 pM).
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Os estudos de proliferacdao celular foram complementados com a analise do ciclo
celular. Os resultados estdo evidenciados na tabela IIl.1.

Como se pode verificar nesta tabela, o tratamento com H,0, nas concentracdes de
250 e 500 uM induz bloqueio do ciclo celular na fase GO/G1 observando-se aumento
da percentagem de células nesta fase comparativamente ao controlo ((57,73% vs
49,76% para 250 uM de H,0,) e (61,86% vs 49,76% para 500 uM de H,0,)). Por seu
lado, os compostos FeSO, e FeCls pouco interferem no bloqueio do ciclo celular, o que
estd de acordo com um efeito reduzido na inibi¢cdo da proliferagao celular. No entanto,
o efeito combinado de H,0, com ferro resultou no aumento da percentagem de células
na fase GO/G1, comparativamente ao controlo e ao efeito isolado de cada um dos
compostos. Desta forma as combinac¢des de 250 uM de H,0, com 500 uM de FeSO, e
500 uM de H,0, com 500 uM de FeSO, resultou no aumento da percentagem das
células na fase GO/G1 (63,72% vs 49,76%) e (64,31% vs 49,76%), respetivamente. A
combinacdo de 250 uM de H,0, com 500 uM de FeCl; e 500 uM de H,0, com 500 uM
de FeClsresultou no aumento da percentagem das células na fase GO/G1 (60,10% vs

49,76%) e (54,32% vs 49,76%), respetivamente.
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Tabela Ill.1 — Efeito de peréxido de hidrogénio (H,0,), sulfato de ferro (FeSO,) e cloreto de ferro
(FeCls), de forma isolada e combinada, no ciclo celular das células PC-3.

Ciclo celular (%) G0/G1 G2/M S
Controlo 49,76 4,76 45,47
250 uM H,0, 57,73 6,54 35,74
500 uM FeSO, 49,30 1,81 48,89
250 pM H,0, + 500 uM FeSO, 63,72 4,96 31,31

Controlo 49,76 4,76 45,47
500 uM H,0, 61,86 4,46 33,69
500 uM FeSO, 49,30 1,81 48,89
500 uM H,0, + 500 uM FeSO, 64,31 5,87 29,83

Controlo 49,76 4,76 45,47
250 uM H,0, 57,73 6,54 35,74
500 uM FeCl; 49,27 2,31 48,43
250 pM H,0, + 500 uM FeCl; 60,10 11,69 28,22

Controlo 49,76 4,76 45,47
500 uM H,0, 61,86 4,46 33,69
500 pM FeCl; 49,27 2,31 48,43
500 pM H,0, + 500 uM FeCl; 54,32 12,16 33,53
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3.1.2 - Efeito do radical hidroxilo induzido por perdxido de hidrogénio e ferro na

viabilidade e morte celular

Para além de avaliar o efeito anti-proliferativo resultante da combinagao do H,0,
com o FeSO,4 ou FeCls, também foi avaliado o efeito na morte celular, por citometria de
fluxo, recorrendo a marcagdo das células com Anexina V/lodeto de propidio, de acordo
com o descrito nos materiais e métodos. As células foram incubadas ao longo de 24
horas, com os trés compostos como referido.

Os resultados evidenciados nas figuras 3.4 e 3.5 indicam que as células PC-3, em
condicOes basais, tém uma viabilidade elevada (cerca de 92%). Na presenca de 500 uM
de FeSQ, e FeCls ndo se observou uma variacao significativa na morte celular (Figura
3.4 e 3.5). Na presenga de H,0, observou-se uma ligeira diminui¢ao da viabilidade
celular (Figura 3.4 e 3.5). No entanto a combinacdo dos compostos induziu aumento
significativo de morte, a qual ocorreu maioritariamente por necrose (13,6% vs 4,8%) e
(10,9% vs 4,8%) na presencga de 250 e 500 uM de H,0,, respetivamente. Neste estudo
também se observou aumento significativo da morte celular por apoptose em
resultado da combinacdo dos compostos, sobretudo na presenca de FeCl; e 250 uM de

H,0, (Figura 3.5 A).
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Figura 3.4 — Efeito do perdxido de hidrogénio (H,0,) em combinagdo com o sulfato de ferro (FeSO,) na viabilidade e morte
celular das células PC-3. Os estudos foram realizados nas células tratadas com H,0, (250 e 500 uM) e FeSO, (500 uM), de forma
isolada ou combinada e nas células ndo tratadas (controlo), apds 24 horas de incubagdo com os compostos. A viabilidade celular
foi analisada por citometria de fluxo através da marcagdo das células com Anexina V em combinagdo com o iodeto de propidio,
de acordo com o descrito nos materiais e métodos. Legenda de cores: azul - células vidveis, verde - células em apoptose inicial,
roxo - células em apoptose tardia vs necrose e vermelho - células em necrose. Os resultados sdo expressos em percentagem (%)
e representam a média + desvio padrao de um minimo de trés ensaios independentes. As diferencgas significativas encontradas
na apoptose inicial sdo consideradas para **p<0,01 relativamente ao controlo. As diferengas significativas encontradas na
apoptose tardia vs necrose sdo consideradas para *p<0,05 relativamente ao controlo e ”p< 0,01 relativamente ao efeito isolado
de FeSO, (500 uM). As diferencas significativas encontradas na necrose sdo consideradas para *p<0,05 e **p<0,01 relativamente
ao controlo e ”p< 0,05e ”””p< 0,001 relativamente ao efeito isolado de FeSO, (500 uM).
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Figura 3.5 — Efeito do perdxido de hidrogénio (H,0,) em combinagdo com o cloreto de ferro (FeCl;) na viabilidade e morte
celular das células PC-3. Os estudos foram realizados nas células tratadas com H,0, (250 e 500 uM) e FeCl; (500 pM), de forma
isolada ou combinada e nas células ndo tratadas (controlo), apds 24 horas de incubagdo com os compostos. A viabilidade celular
foi analisada por citometria de fluxo através da marcagdo das células com Anexina V em combinagdo com o iodeto de propidio,
de acordo com o descrito nos materiais e métodos. Legenda de cores: azul - células vidveis, verde - células em apoptose inicial,
roxo - células em apoptose tardia vs necrose e vermelho - células em necrose. Os resultados sdo expressos em percentagem (%)
e representam a média + desvio padrdo de um minimo de trés ensaios independentes. As diferencas significativas encontradas
na apoptose inicial sdo consideradas para **p<0,01 relativamente ao controlo, “'p<0,01 relativamente ao efeito isolado de H,0,
(250 uM) e ””p<0,01 relativamente ao efeito isolado de FeCl; (500 uM). As diferencas significativas encontradas na apoptose
tardia vs necrose sao consideradas para *p<0,05 e**p<0,01 relativamente ao controlo. As diferengas significativas encontradas
na necrose sdo consideradas para *p<0,05 e mp<0,001 relativamente ao controlo e ”p<0,01 e ””p<0,001 relativamente ao
efeito isolado de FeCl; (500 uM).
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O mecanismo de morte celular, por apoptose, envolve a participacdo de diversas
proteinas, nomeadamente a BAX ou a BCL-2. As proteinas BCL-2 e BAX pertencem a
familia das proteinas BCL-2 e desempenham uma func¢do anti e prd-apoptdtico,
respetivamente94. Para analisar a participacdo das referidas proteinas na morte celular
induzida pelo H,0, e deste em associagcdo com FeSO, ou FeCls; procedeu-se ao
tratamento das células com os compostos, ao longo de 24 horas, de acordo com o
descrito na seccao de materiais e métodos. Posteriormente marcaram-se as células PC-
3 com anticorpos monoclonais, para analise por citometria de fluxo.

Em resultado da combinacdo dos compostos, observa-se aumento da razdo

BAX/BCL-2, o que esta de acordo com o aumento significativo de apoptose (Figura 3.6

AeB).
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Figura 3.6 - Efeito do perdxido de hidrogénio (H,0,) em combinagdo com o sulfato de ferro (FeSO,) ou cloreto de ferro (FeCl;) na razdo
BAX/BCL-2 das células PC-3. Os estudos foram realizados nas células tratadas com H,0, (250 uM), FeSO, e FeCl; (500 uM), de forma
isolada e em associagdo e nas células ndo tratadas (controlo), apds 24 horas de incubagdo. As células foram marcadas com anticorpos
monoclonais marcados com sondas fluorescentes, como descrito nos materiais e métodos, para posterior analise por citometria de fluxo.
Os resultados sdo expressos em média de intensidade de fluorescéncia (MIF) e representam a média + desvio padrdo de um ensaio.
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3.1.3 — Efeito da indugdo de *OH no stresse oxidativo

3.1.3.1 - Avaliagao da producao de peroxidos intracelulares

Para avaliar o efeito de ¢OH induzido pela combinag¢ao do H,0, com o FeSO4 ou
FeClz no stresse oxidativo, determinou-se a produ¢dao de peroéxidos intracelulares por
citometria de fluxo recorrendo a sonda 2’,7' - diclorodihidrofluoresceina diacetato
(DCFH-DA), de acordo com o descrito nos materiais e métodos. Os resultados sao
expressos em média de intensidade de fluorescéncia (MIF) (Figura 3.7).

Nesta figura observa-se uma tendéncia para a diminuicdo da producdo de
perdxidos na presenca de 250 uM de H,0, com FeCls (Figura 3.7 C) (931 vs 1291 MIF) e
uma diminuicdo significativa para 500 uM de H,0, com FeCls (Figura 3.7 D) (285 vs
1291 MIF), relativamente ao controlo, o que podera refletir a conversdo de H,0, em
*OH e que esta de acordo com os estudos de morte. No entanto, da combinacdo de

perdxido com FeSO4 ndo resultam variagdes significativas na produgao de perdxidos.
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Figura 3.7 - Efeito do perdxido de hidrogénio (H,0,) em combinagdo com o sulfato de ferro (FeSO,) ou cloreto de ferro (FeCl;) na produgdo
de perdxidos (ROS) das células PC-3. Os estudos foram realizados nas células tratadas com H,0, (250 e 500 uM), FeSO, e FeCl; (500 uM), de
forma isolada e em associacdo e nas células ndo tratadas (controlo), apds 24 horas de incubagdo. A avaliagdo de perdxidos foi analisada por
citometria de fluxo, apds marcagdo das células com a sonda DCFH-DA. Os resultados sdo expressos em média de intensidade de
fluorescéncia (MIF) e representam a média * desvio padrdo de dois ensaios independentes. As diferencas significativas sdo consideradas
para mp<0,01 relativamente ao controlo; para *"'p<0,001 relativamente ao H,0, (500 uM) e para Mp<0,01 relativamente ao FeCl; (500 uM).

3.1.3.2 — Avaliagdo da produgdo de anido superoxido

Para avaliar o efeito de *OH induzido pela combinag¢do do H,0, com o FeSO, ou
FeCl; no stresse oxidativo, determinou-se a producdo de anido O, por citometria de
fluxo, recorrendo a sonda dihidroetidina (DHE), de acordo com o descrito nos
materiais e métodos. Os resultados sdao expressos em média de intensidade de

fluorescéncia (MIF) (Figura 3.8).
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Como se pode observar, este anido esta significativamente aumentado em
resultado da combinagdo de 250 uM de H,0, com FeSO, (86 vs 46 MIF) (Figura 3.8 A) e
de 250 uM de H,0, com FeCls (97 vs 46 MIF) (Figura 3.8 C). Contudo, para as células
tratadas com a combinagao de 500 uM de H,0, com FeSO, (44 vs 46 MIF) (Figura 3.8
B) e com 500 uM de H,0, com FeCl; (29 vs 46 MIF) (Figura 3.8 D), este anido esta
significativamente diminuido. Esta situagao podera estar relacionada com o aumento
da producdo intracelular de perdxidos, uma vez que o anido superdxido é convertido

em H,0, por acdo da enzima Mn-SOD.
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Figura 3.8 - Efeito do perdxido de hidrogénio (H,0,) em combina¢do com o sulfato de ferro (FeSO,) ou cloreto de ferro (FeCl;) na
producio do anido superéxido (0,") nas células PC-3. Os estudos foram realizados nas células tratadas com H,0, (250 e 500 uM), FeSO, e
FeCl; (500 uM), de forma isolada e em associacdo e nas células ndo tratadas (controlo), apés 24 horas de incubagdo. A avaliacdo de O, foi
analisada por citometria de fluxo, apds marcagdo das células com a sonda DHE. Os resultados sdo expressos em média de intensidade de
fluorescéncia (MIF) e representam a média * desvio padrdo de um minimo de dois ensaios independentes. As d|ferengas significativas sdo
consideradas para p<0 05 e p<0 01 relatlvamente ao controlo; para "p<0,05 relativamente a H,0, (250 M), para p<0 05 e mp<0 001
relativamente ao FeSO, (500 uM) e para p<0,05 e mp<0,001 relativamente FeCl; (500 uM).
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3.1.3.3 — Avaliagao da peroxidagao lipidica

Para avaliar o efeito de ¢OH induzido pela combinagao do H,0, com o FeSO4 ou
FeClz na lesdao oxidativa, determinou-se a produ¢ao de malondialdeido (MDA) por HPLC,
de acordo com o descrito nos materiais e métodos.

Os resultados evidenciam tendéncia para aumento de MDA (Figura 3.9) nas células
tratadas com H,0, em combinagdao com FeSO; ou FeCl;, ou mesmo aumento
significativo como se observa para a condicdo de 250 puM de H,0, com FeCls

relativamente ao controlo, o que esta de acordo com os resultados anteriores.
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Figura 3.9 - Efeito do perdxido de hidrogénio (H,0,) em combinagdo com o sulfato de ferro (FeSO,) ou cloreto de ferro (FeCl3) na
peroxidagdo lipidica da linha celular PC-3. Os estudos foram realizados nas células tratadas com H,0, (250 e 500 uM), FeSO,e FeCl;
(500 uM), de forma isolada e em associagdo e nas células ndo tratadas (controlo), apds 24 horas de incubagdo. A peroxidagdo lipidica foi
avaliada pela determinagdo da produgdo de malondialdeido (MDA) e, a sua quantificagdo foi efetuada de acordo com o descrito na
sec¢do de materiais e métodos. Os resultados sdo expressos em nmol de MDA por grama de proteina (nmol/g proteina) e representam
a média * desvio padrdo de dois ensaios independentes. As diferengas significativas sdo consideradas para *p<0,05 relativamente ao
controlo.
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3.1.3.4 — Andlise das defesas antioxidantes

No sentido de avaliar a contribuicdo do sistema antioxidante na resposta ao
aumento de ROS, foi determinado o conteldo em glutatido reduzido (GSH), bem como
a atividade da redutase do glutatido (Gl-Red), na linha celular PC-3.

Nos resultados apresentados, observa-se um aumento significativo da
concentragdo de GSH (Figura 3.10), nas células tratadas com 500 uM de H,0,, FeSO, e
FeCls;, de forma isolada e em combinac3o. E de notar que o aumento das defesas é
significativamente superior nas células tratadas com os compostos isoladamente,
comparativamente ao observado nas células tratadas com ambos os compostos.
Simultaneamente, esta observacdo reflete a capacidade das células de se adaptarem
ao stresse oxidativo induzido pelos compostos de forma isolada, mas ndo ao induzido
pela sua combinagdo. No entanto n3ao se observam variagdes na atividade da Gl-Red

(Figura 3.11).
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Figura 3.10 - Efeito do perdxido de hidrogénio (H,0,) em combinagdo com o sulfato de ferro (FeSO,) ou cloreto de ferro (FeCl;) no teor
de GSH. Os estudos foram realizados nas células tratadas com H,0, (250 e 500 uM), FeSO, e FeCl; (500 uM), de forma isolada e em
associagdo e nas células ndo tratadas (controlo), apds 24 horas de incubagdo. A determinagdo de GSH foi efetuada de acordo com o
descrito na secgdo de materiais e métodos. Os resultados obtidos sdo expressos em umol de GSH por grama de proteina (umol/g prot) e
representam a média mais ou menos (t) desvio padrdo de dois ensaios. As diferengas significativas sdo consideradas para *p<0,05, “p<0,01
e mp<0,001 relativamente ao controlo; para +p<0,05 relativamente a H,0, (500 uM); para “p<0,05 relativamente ao FeSO, (500 uM) e para
#p<0,05 e ##”p<0,001 relativamente FeCl; (500 uM).
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Figura 3.11 - Efeito do perdxido de hidrogénio (H,0,) em combina¢do com o sulfato de ferro (FeSO,) ou cloreto de ferro (FeCl;) na
atividade da redutase do glutatido (GI-Rx). Os estudos foram realizados nas células tratadas com H,0, (250 e 500 uM), FeSO,e FeCl; (500
puM), de forma isolada e em associagdo e nas células ndo tratadas (controlo), apds 24 horas de incubagdo. A determinagdo de GI-Rx foi
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4 — Discussao

Apesar dos avangos cientificos e clinicos, ainda ndao existe uma terapéutica eficaz
para o tratamento do cancro da préstata metastizado™>. A terapéutica convencional
privilegia a recessao do tumor, a hormonoterapia, a radioterapia (braquiterapia) e a
quimioterapia com o docetaxel. A fase precoce de cancro da prdstata é geralmente
dependente de androgénios, sendo a terapéutica hormonal, com privagao androgénica
ou inibidora dos recetores dos androgénios, uma estratégia inicialmente eficaz. No
entanto, a progressao do cancro para estadios avancados, € acompanhada de uma
dessensibilizacdo das células cancerigenas a esta estratégia terapéutica,
concomitantemente com a evolugdo para o cancro da préstata hormono-refratario
(HRPC)>®. Alguns estudos sugerem que alteracbes genéticas e funcionais do recetor
do androgénio (AR) podem influenciar o crescimento celular descontrolado e a
resisténcia a apoptose em doentes com cancro da préstata contribuindo para a

|96,97

resisténcia hormona . A dificuldade de controlo da doenga metastizada observa-se

também no tratamento com quimioterapia em que o docetaxel é o farmaco de eleicao.
Este composto pertence a familia dos taxanos, e atua através da sua ligacdo a
subunidade IV da tubulina, induzindo desta forma a estabilizacdao de microtubulos, o
que resulta no atraso do ciclo celular na fase G2/M, inibicdo da mitose e indugdo da

58,98,99

apoptose Assim, os tratamentos convencionais, como a quimioterapia, a

radioterapia e o tratamento hormonal falham em eliminar o cancro da préstata

avancado devido ao desenvolvimento de resisténcia por parte das células

57,58,60

metastizadas . O desenvolvimento de estratégias mais eficazes para o tratamento

do cancro da prostata requer uma melhor compreensao dos mecanismos subjacentes
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a resisténcia celular. Varios estudos tém proposto a modulacdo de stresse oxidativo,
com indugcdo deste, como uma estratégia terapéutica do cancro da préstatasz'loo.
Inclusivamente, a radioterapia é uma técnica usada no tratamento desta neoplasia,
tendo por objetivo a indugdo de niveis elevados de ROS sobre as células neopldsicas,
com consequente lesdao oxidativa e morte celular®.

Alguns autores justificam a resisténcia a radioterapia com base na capacidade de
adaptacdao do sistema antioxidante das células neoplasicas, para o qual podera

H>7°82980 5 GSH, uma defesa antioxidante n3o

contribuir o aumento do glutatido GS
enzimatica, é considerado o tiol major do sistema antioxidante dos mamiferos, sendo
responsavel pela manutencdo de um potencial redox étimo, em parte através da
inativacdo de H,0,. A contribuicdo da GSH e da GI-Red na protecdo das células PC-3
contra as ROS foi também defendida por Lim e colaboradores (2005)°!. Os autores
desse estudo compararam as células PC-3 com outra linha celular representativa de
metastase de cancro da proéstata, as células LNCaP, e verificaram que as células PC-3
tinham niveis inferiores de ROS. Tal facto foi fundamentado pela presenca de um
maior conteldo celular em GSH, bem como pelo aumento da atividade da Gl-Red, da
redutase de tioredoxina (TRxr) e da glutationa-S-transferase (GST). Pelo contrdrio,

Kumar e colaboradores (2008)'%

contrariam estes resultados demonstrando que as
células PC-3 apresentavam niveis superiores de ROS, comparativamente as células
LNCaP. Além disso, verificaram que a atividade da GI-Red nas células PC-3 é da mesma
ordem de grandeza dos valores determinados por Jung e colaboradores (1997)'* para
as mesmas células. Estes autores também descreveram um aumento da atividade da

Gl-Red e diminuicdo das atividades da GST e GI-Px em células de metastase de cancro

da prostata (PC-3, LNCaP e DU145) comparativamente a células de culturas primarias

61



Capitulo 4 — Discussdo

de origem benigna e maligna, de tecido prostético. Jung e colaboradores (1997)'%

também detetaram aumento da atividade da GI-Px e diminui¢cdo da Gl-Red nas células
PC-3, comparativamente a outras linhas celulares de metdstase. Freitas e
colaboradores (2012)°%, evidenciaram que a diminuicdao de defesas antioxidantes,
como o GSH e a atividade da GI-Red, ressensibiliza as células de metastase aos
perdxidos favorecendo a sua conversdo no ¢OH, o que podera constituir uma
estratégia terapéutica do cancro da prostata. Assim, a exposi¢ao direta das células ao
radical «OH ultrapassa o efeito protetor das defesas o que devera ser mais eficaz do
que a exposicdo aos peroxidos, que poderdo ser convertidos em agua pela GI-Px e/ou
em agua e oxigénio pela catalase.

Neste trabalho estuddmos o efeito do radical «OH na resposta celular do cancro
da préstata avaliando que forma a sua utilizacdo poderd constituir uma estratégia
terapéutica desta neoplasia. Para o efeito o estudo foi realizado na linha celular PC-
3,2 sendo a mesma tratada com H,0, e ferro (FeSO4 e FeCls), de forma isolada e
combinada, a fim de induzir a formagao do radical «OH.

Os nossos resultados evidenciam que o efeito do radical <OH, resultante da
combinacado de H,0; e ferro, inibiu a proliferacao celular, de forma mais acentuada do
gue cada um dos compostos isoladamente. Este resultado foi confirmado por um
blogueio do ciclo celular na fase GO/G1. Para além da inibicdo da proliferagdo celular
observou-se aumento significativo de morte, a qual ocorreu maioritariamente por
necrose. No entanto, também se observou aumento significativo da morte celular, por
apoptose, sobretudo na presenca de 250 uM de H,0, com 500 uM de FeCls. Este
resultado foi acompanhado por um aumento da razdo BAX/BCL-2, moléculas

envolvidas na sinalizacdo da morte celular por apoptose. Assim, as proteinas BCL-2 e
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BAX desempenham uma funcdo anti e prdo-apoptético, respetivamente. A familia das
proteinas BCL-2 é formada por elementos indutores e repressores da apoptose que
participam na regulagdo deste processo. Enquanto a proteina BCL-2 inibe a apoptose,
pois previne a libertagao do citocromo ¢ que por sua vez ativa a caspase 3, por via
mitocondrial®, a proteina BAX tem efeito oposto uma vez que induz a libertagdo do
mesmo citocromo bem como a diminuicdao do potencial de membrana mitocondrial
(AP mit). Assim, seria importante avaliar o efeito do «OH no Ay ,t, esperando-se obter
uma diminuicdo do mesmo em concordancia com a inducdo de apoptose. No entanto,
resultados ndo evidenciados falharam em confirmar este pressuposto. Por outro lado
também deveriam ser avaliadas outras vias apoptdticas como a membranar ou a
extrinseca, ndo abordadas neste estudo, e relacionadas com a a¢do dos recetores da
familia do fator de necrose tumoral (TNF), como o TNF-R1 e o TNF related apoptosis

94,105
2

inducing ligand (TRAIL), ou outros membros da familia BCL- . Também ¢é

importante considerar a possibilidade de existéncia de morte celular por
autofagia105’106’107.

A morte celular observada neste estudo deverd ser resultante do aumento de
stresse oxidativo. Os nossos resultados evidenciam um aumento de O, e uma
diminuicdo da producao de perdxidos, na presenca de H,0; e FeCls, apds 24 horas de
tratamento. Desta forma é de admitir que os perdxidos tenham sido convertidos no
radical «OH, ndo quantificado, e que este tenha sido responsavel pela lesdo oxidativa,
com consequente inducdo de morte celular.

A acompanhar o aumento de stresse oxidativo na presenca de H,0, e FeCls,

encontrdmos um aumento do MDA, revelador de peroxidacado lipidica.
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Adicionalmente, estuddamos a eficacia das defesas antioxidantes na resposta ao
aumento do stresse oxidativo. Os nossos resultados evidenciaram um aumento
significativo da concentragdo de GSH, nas células tratadas com os compostos de forma
isolada e em combinagdo. Sendo significativamente superior nas células tratadas com
os compostos isoladamente, esta observacao parece refletir a capacidade das células
de se adaptarem ao stresse oxidativo induzido pelos compostos de forma isolada, mas
ndo a maiores niveis de stresse oxidativo resultante na induc¢do do radical «OH a partir
da combinacdo dos compostos. Poderdo contribuir para este facto, a saturacdo do
sistema antioxidante com a oxidacdo do GSH em glutatido oxidado (GSSG) ou a lesdo
oxidativa da GI-Red que recupera o GSH. A este respeito note-se que ndo se observou
aumento da atividade da GI-Red. A GI-Red é a enzima que cataliza a transformacdo do

45,108 Estes

GSSG em GSH, devolvendo-lhe as suas propriedades antioxidantes
resultados, também sugerem a possibilidade de utilizacdo de compostos indutores da
diminuicdo de GSH e da atividade da Gl-Red, ou do efeito combinado desses
compostos com farmacos anticancerigenos convencionais. Esta associacao podera ser
benéfica, pois podera permitir utilizar concentra¢des mais reduzidas dos farmacos, do
gue o atualmente praticado, diminuindo os efeitos secundarios™®.

O aumento de ROS nestas células parece ser contrariado pela atividade da GI-Red
e pelo conteddo em GSH, permitindo a adaptac¢do das células de metastase ao stresse
oxidativo. Freitas e colaboradores (2012)62, demostram a possibilidade de ocorrer
diminuicdo do conteldo em GSH e da atividade da GI-Red, na presenca de um agente
indutor da diminuicdo de grupos tiol, o dietil maleato (DEM) revertendo a resisténcia

das células ao stresse oxidativo. A diminuicdo do conteddo em GSH na presenca de

DEM relaciona-se com aumento de apoptose induzida pela radiacdo e perdxidos nas
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células PC-3 e noutras células representativas de metastase de cancro da prostata,
LNCaP e DU145°'%,

Este estudo remete para a importancia de no futuro analisar o efeito do radical
*OH em células de epitélio normal, no sentido de avaliar a potencial citotoxidade. No
entanto, é importante considerar a possibilidade do modelo em estudo ndo refletir
com exatiddo a realidade in vivo pelo que seria relevante analisar a presente
abordagem num modelo animal.

Pelo exposto, a combinacdo de perdxidos com ferro resultou na inducdo do radical
*OH o qual teve um efeito indutor de stresse oxidativo com consequente morte celular,
sugerindo esta abordagem como uma nova estratégia no tratamento do cancro da

prostata.
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5.1 — ConclusGes gerais e perspetivas futuras

Neste estudo avaliamos o efeito do radical «OH na resposta celular do cancro da
prostata e de que forma a sua utilizagao poderd constituir uma estratégia terapéutica
desta neoplasia.

Dos estudos realizados na linha celular PC-3, representativa da doenga
metastizada, resultaram as seguintes conclusdes:

B O radical <OH, resultante da combinacdo de H,0, e ferro, inibiu a
proliferacdo celular, de forma mais acentuada do que cada um dos
compostos isoladamente;

B A inibicdo da proliferacdo celular foi acompanhada de bloqueio do ciclo
celular na fase GO/G1;

B A combinacio de perdxido e ferro induziu aumento significativo de morte,
a qual ocorreu maioritariamente por necrose;

B Adicionalmente a necrose observou-se aumento significativo da morte
celular, por apoptose, sobretudo na presenca de 250 uM de H,0, com 500
UM de FeCls, sugerindo que este composto é mais eficaz do que o FeSO,
como indutor de stresse oxidativo;

B Observou-se um aumento do ani3o superdxido (0,") e uma diminuic¢3o da
producao de perdéxidos, na presenca de H,0, e FeCls, apds 24 horas de
tratamento;

B A acompanhar o aumento de stresse oxidativo na presenca de H,0, e FeCls,

encontradmos um aumento do MDA, revelador de peroxidacao lipidica;
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H Observou-se um aumento significativo da concentracdo de glutatido (GSH)
nas células tratadas com os compostos isoladamente, mas ndo em
resultado da sua combinagdo. Assim os resultados indicam a capacidade de
resposta do sistema antioxidante até determinado nivel de stresse
oxidativo, mas a sua incapacidade de resposta mediante um insulto maior

de stresse oxidativo.

Desta forma, face a relevancia que envolve a conversdo dos perdxidos no radical
*OH, parece importante, numa perspetiva futura, complementar o presente estudo
com a quantificagdo deste mesmo radical. Seria também importante avaliar outros
tipos de resposta celular relacionados com a metastizagdo e invasividade,
nomeadamente, a capacidade de migracao das células.

Os estudos em linhas celulares ndo incluiram as células de epitélio prostatico ndo
neoplasico, o que devera ser contemplado no futuro. Por outro lado o estudo devera

ser alargado a um modelo animal.

Em suma, o presente trabalho contribui para uma melhor compreensdo do
envolvimento do radical «OH e do stresse oxidativo na resposta celular do cancro da
préstata, sugerindo esta estratégia como uma nova abordagem terapéutica para esta

neoplasia.
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