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Capa:
Células tumorais de carcinoma da préstata, LNCaP, derivada de metastases linfaticas, apos

irradiacdao com 1,5 Gy de radiagao X.



“O que prevemos raramente ocorre; 0 que menos esperamos geralmente acontece.”

Benjamin Disraeli
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Resumo

Os tumores malignos sdao mais do que massas isoladas de células tumorais em
proliferacdo. De facto, podemos considera-los como tecidos complexos compostos por
conjuntos distintos de células. O cancro da préstata é uma das neoplasias malignas mais
diagnosticadas entre os homens no mundo.

O cancro da préstata é geralmente um tumor que apresenta baixas taxas de proliferacao
e, geralmente apresenta um baixo valor a/B, de cerca de 1-3 Gy. Quando a opgdo terapéutica é
a radioterapia, a modalidade que se utiliza no cancro da préstata é, por norma, a radioterapia
hipofracionada. Uma vez que sobre os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na agdo
anticancerigena da radioterapia ainda muito ha por explorar, este trabalho tem como objetivo
caracterizar, do ponto de vista celular e molecular, os efeitos diretos e indiretos da radiacdo
ionizante em linhas celulares de carcinoma da préstata.

Para determinar a resposta celular, duas linhas celulares humanas de cancro da préstata
(PC3 e LNCaP) foram expostas a radiacdo ionizante, na forma de raios-X, com doses de radiagdo
a variarem entre 0 0,5 Gy e os 12 Gy. Primeiramente, avaliou-se a sobrevivéncia celular das duas
linhas PC3 e LNCaP, seguidamente, avaliou-se a viabilidade e a proliferacdo celular para ambas
as linhas de cancro da prdstata, posteriormente, determinou-se o principal tipo de morte
associado a radiagdo ionizante das células das duas linhas PC3 e LNCaP, de seguida, avaliaram-
se 0s niveis de stresse oxidativo (perdxidos, anido superoxido) e das defesas anti-oxidantes
(GSH), 48 horas ap0s irradiagdo e por fim, avaliou-se o ciclo celular para as duas linhas celulares
de cancro da préstata.

A linha LNCaP apresentou uma maior radiossensibilidade aos raios-X do que a linha PC3.
A radiac¢do ionizante mostrou efeito antiproliferativo e efeito citotéxico para ambas as linhas
celulares de cancro da prdstata. A linha PC3 mostrou que o tipo de morte principal foi morte por
apoptose, enquanto na linha LNCaP a morte ocorreu por necrose, ap6s irradiacdo com radiacao
ionizante. Para ambas as linhas houve um aumento do stresse oxidativo, com o aumento dos
perdxidos e do anido superédxido e diminuicdo da expressdo da GSH. Para mabas as linhas
celulares o blogueio do ciclo celular ocorreu na fase G,/M, apds exposi¢do a radiagdo ionizante.

Esperamos que os resultados obtidos neste trabalho contribuam para uma melhor

eficacia da radioterapia pois levantam pistas importantes para os diferentes respostas clinicas.

xii



Abstract

Malignant tumors are more than isolated masses of proliferating tumor cells. In fact, we
can consider them as complex tissues composed of distinct sets of cells. Prostate cancer is one
of the most commonly diagnosed malignancies among men in the world.

Prostate cancer is generally a tumor that has low proliferation rates and generally has a
low a / B value of about 1-3 Gy. When the therapeutic option is radiotherapy, the modality used
in prostate cancer is usually hypofractionated radiotherapy. Since the cellular and molecular
mechanisms involved in the anticancer action of radiotherapy are still to be explored, this work
aims to characterize, from the cellular and molecular point of view, the direct and indirect
effects of ionizing radiation on carcinoma cell lines prostate. To determine the cellular response,
two human prostate cancer cell lines (PC3 and LNCaP) were exposed to ionizing radiation in the
form of X-rays at radiation doses ranging from 0,5 Gy to 12 Gy. Firstly, the cell survival of the
two PC3 and LNCaP lines was evaluated. Cell viability and proliferation were then assessed for
both prostate cancer lines. Next, the main type of death associated with the ionizing radiation
of the cells of the two PC3 and LNCaP lines was determined. Subsequently, the levels of oxidative
stress (peroxides, superoxide anion) and anti-oxidant defenses (GSH) were evaluated 48 hours
after irradiation. Finally, the cell cycle was assessed for the two prostate cancer cell lines.

The LNCaP line showed greater X-ray radiosensitivity than the PC3 line. lonizing radiation
showed antiproliferative effect and cytotoxic effect for both prostate cancer cell lines. The PC3
line showed that the type of main death was death by apoptosis, while in the LNCaP line death
occurred by necrosis after irradiation with ionizing radiation. For both lines there was an
increase in oxidative stress, with the increase of the peroxides and superoxide anion and
decrease of GSH expression. For both lines the cell cycle was blocked G,/M phase, after exposure
to the ionizing radiation.

We hope that the results obtained in this work contribute to a better efficacy of

radiotherapy because they raise important clues for the different clinical responses
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A compreensdo das doengas neoplasicas é facilitada pelo conjunto de caracteristicas ou
marcas associadas ao cancro. Hanahan e Weinberg definiram essas marcas de cancro como
capacidades distintivas e complementares que permitem o crescimento tumoral e a
disseminagdo metastatica (Hanahan e Weinberg, 2011). Estes autores especificaram estas
marcas como: a autossuficiéncia nos sinais de crescimento, insensibilidade a inibidores de
crescimento, escape ao sistema imunitario, imortalizagao celular, promogdo da inflamagao pelo
tumor, invasdao e metastizacdo, inducdo da angiogénese, instabilidade gendmica e mutacdes,
resisténcia @ morte celular e desregulacao energética mitocondrial, como se pode observar na

Figura 1.

autossuficiéncia nos insensibilidade a inibidores
sinais de crescimento de crescimento

escape ao sistema
imunitario

imortalizacdo
celular

desregulacio
energética
mitocondrial

resisténcia
a morte
celular

promocao da

instabilidade inflamacao
genomica e pelo tumor
mutacoes

inducdo da invasaq =
angiogénese metastizacdo

Figura 1: llustracdo que mostra as caracteristicas que definem o cancro. Adaptado de [(Hanahan e

Weinberg, 2011)].

Os autores afirmam que as células normais evoluem progressivamente para um estado
neopldsico, através da aquisicdo de um conjunto destas caracteristicas, e que o processo de
multiplas etapas na patogénese do tumor humano poderia ser racionalizado pela necessidade
das células adquirirem os tragos que as tornam malignas. Os tumores malignos sdao mais do que
massas isoladas de células tumorais em proliferagao. De facto, podemos considera-los como
tecidos complexos compostos por conjuntos distintos de células. Deste modo, a biologia dos

tumores ndo pode ser entendida simplesmente pela enumeragdo das caracteristicas das células




tumorais, pelo que as contribuicbes do “microambiente tumoral” devem igualmente ser
consideradas para a tumorigénese (Hanahan e Weinberg, 2011).

O cancro é uma das principais causas de morbilidade em todo o mundo, e estima-se que
tenham ocorrido 14,1 milhdes de novos casos de cancro em 2012. Aproximadamente 44% dos
casos de cancro e 53% das mortes a ele associadas ocorrem em paises com um baixo ou mediano

indice de Desenvolvimento Humano (Ferlay et al., 2015).

1.2.1 A Prostata

O sistema geniturinario masculino é constituido por um conjunto de drgaos, alguns dos
quais com papel importante na reprodu¢dao humana. No género masculino, este sistema
apresenta importantes glandulas acessérias pois fornecem fluidos que lubrificam o sistema
ductal e nutrem os espermatozdides (Hellstrom, 1997).

A préostata humana é uma das glandulas sexuais acessorias masculinas, sendo as outras
as vesiculas seminais e a glandula de Cowper (Prins, 2010). A prdstata tem o tamanho de uma
noz, situa-se na base da bexiga em frente do reto e é atravessada pela uretra, como podemos
ver na Figura 2 (Aaron, Franco e Hayward, 2016). No homem adulto, a préstata forma um
complexo glandular tubulo-alveolar. Numa perspetiva axial, esta glandula parece ter uma forma
arredondada, eliptica ou triangular e por volta dos 20 anos pesa aproximadamente 20 gramas

(Kumar e Majumder, 1995).

~ Colon sgmode
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Figura 2: Prostata adulta e estruturas envolventes. Adaptado de[(Franco, 2015)].




A prostata apresenta varias funcGes dependentes das suas vertentes, exdcrina e
endécrina. Como glandula exdcrina, contribui para a formacao do liquido seminal com pequenas
moléculas, incluindo enzimas que facilitam a fertilidade. Enquanto glandula enddcrina, ajuda na
rapida conversao da testosterona em dihidrotestosterona, um androgénio mais potente; as
elevadas concentragdes de zinco no liquido seminal humano parece originar-se principalmente
da secrecdo da glandula prostatica e parece atuar como agente antibacteriano (Kumar e
Majumder, 1995).

Atualmente, a nomenclatura frequentemente utilizada para descrever a prdstata
humana é a de McNeal (McNeal, 1981). A préstata é um érgdo anatomicamente heterogéneo,
composto por quatro regides, como mostra na Figura 3. A zona periférica corresponde a 70% do
volume da zona glandular da prdstata, rodeia a uretra distal, e representa a zona de origem da
maior parte dos carcinomas. A zona central é uma regido pequena que apresenta uma
composicdo glandular diferente e é relativamente imune ao cancro. Esta zona representa 25%
da zona glandular da préstata e rodeia os ductos ejaculatdrios. A zona de transicdao corresponde
a 5% da zona glandular da prdstata, rodeia a uretra proximal e é a zona onde se desenvolve a
hiperplasia benigna da prostata. Por ultimo, a zona fibromuscular representa a parte nao
glandular da préstata, e forma toda a superficie anterior da prostata. E formada essencialmente

por tecido muscular e fibroso (McNeal, 1981).

zona central

zona fibromuscular

zona transigdo

an o

zona periférica

Ducto ejaculatério

Figura 3: Estrutura de uma prdstata adulta humana. llustragdao que mostra as trés regides glandulares e
uma regido ndo glandular da prostata descritas por McNeal. Adaptado de [(Marzo, De et al., 2007)].

A préstata normal, na sua forma jovem adulta, apresenta 5 tipos de células acinares, tais
como as células microvilares, as células secretdrias, as células de Holey, as células cratera e as

células nuas. Além destes tipos de células também encontramos as células basais, as células

e
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estaminais e as células neuroenddcrinas na préstata (Kumar e Majumder, 1995).

1.2.2 Epidemiologia

O cancro da préstata é uma das neoplasias malignas mais diagnosticadas entre os
homens no mundo, e é o segundo cancro mais frequente nos homens e o quarto mais comum

tendo em conta todos os tipos de cancro (Figura 4).

Incidéncia Mortalidade

Pulm3eo Pulmio

Mama Mama

Colorectal Colorectal

- 1.361 . 0.694
Préstata Préstata

- 1.112 I 0.207
Estomago Estdmago

I | o952 0.723
Figado Figade

| o782 M 0.746
Colo do utero Colo do dtero
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Eséfago Eséfago

| o.ase i 0.400
Bexiga Bexiga

] 0.430 | 0.165
Outros usros

se> [N 2789

Peszoas -:l Milhdes Pessoas éi MilhSes

Figura 4: Estimativa mundial de novos casos de cancro e de mortes, por tipo de cancro e de género.
[Adaptado de (Bray et al., 2013)].

Em 2012, 15% dos novos casos diagnosticados com cancro, em homens, foram de cancro
da proéstata. A incidéncia do cancro da préstata é maior na Australia/Nova Zeladndia e menor na
Asia Central e do Sul. A variacdo da incidéncia entre paises podera refletir diferentes fatores de
risco assim como diferentes métodos de rastreio e de diagndstico (Smittenaar et al., 2016; Zhou
et al., 2016).

Em Portugal, de acordo com os dados mais recentes, o cancro da prdstata foi o cancro
mais frequente entre os homens em 2009, com 5433 novos casos, 0 que representa 22,4% de
todos os cancros (Pina et al., 2016).

Varios fatores podem afetar o risco de um homem desenvolver cancro da prdstata,
entre os quais, a idade, a etnia, os antecedentes familiares assim como as altera¢do genéticas
(American Cancer Society, 2016). A idade é o fator de risco mais importante para o cancro da
préstata, segundo Wu et al (Wu e Gu, 2016). A probabilidade de diagndstico de cancro da

prostata é de 1 em 325 homens, para homens com menos de 50 anos; para homens com idades
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entre os 50 e 0s 59 anos a probabilidade aumenta, substancialmente, para 1 em 48 homens; nas
idades entre os 60 e os 69 a probabilidade é de 1 em 17 homens e para homens com mais de 70
anos a probabilidade aumenta para 1 em 10 homens. (American Cancer Society, 2016; Wu e Gu,
2016).

Em relagdao a etnia, homens afro-americanos e homens das caraibas com ancestrais
africanos tém mais probabilidade de ter cancro da prostata. Por outro lado, homens asio-
americanos e hispanicos apresentam menor probabilidade de o desenvolver. A justificacdo para
estas diferencas entre as varias etnias ainda ndo é conhecida (American Cancer Society, 2016).

O risco de desenvolver cancro da prdstata aumenta quando ha histéria familiar. Este
tipo de cancro é uma das neoplasias mais comuns e pode ter origem hereditaria, apesar de que
a suscetibilidade da doenca e a progressao da doenca apresentarem diferentes mecanismos que
envolvem diferentes genes (Szulkin et al., 2017; Witte, 2016). O estudo “Nordic Twin “ estimou
gue para o cancro da préstata, a heranga genética poderd contribuir em cerca de 58% para o
seu surgimento, ou seja, os resultados mostraram que existe uma maior contribuicdo genética
para o risco de desenvolver cancro da prdstata, valor mais elevado que para todos os outros
cancros (Hjelmborg et al., 2014; Wu e Gu, 2016).

Algumas altera¢des nos genes parecem aumentar o risco de cancro da prdstata, como
por exemplo, as mutacdes nos genes breast cancer 1 (BRCA1) e breast cancer 2 (BRCA2), bem
como os homens com sindrome de Lynch, os quais apresentam maior risco de desenvolver
cancro da préstata (American Cancer Society, 2016). Os genes BRCA1 (localizado no
cromossoma 17) e BRCA2 (localizado no cromossoma 13), participam no controlo do
crescimento celular. Mutagdes mais extensas nos genes BRCA1 early onset e BRCA2 early onset
contribuem para um risco mais elevado de cancro da prdstata, enquanto mutagées menos
extensas no gene BRCA2 contribuem para um risco elevado de desenvolver cancro da mama
(Lopes, 2014). De acordo com alguns autores, os homens portadores de mutagdes no gene
BRCA2 apresentam 5 vezes mais probabilidade de ter cancro da prdstata do que a populacdo
geral (Mersch et al., 2015). O gene homeobox protein Hox-B13 (HOXB13) é igualmente muito
importante no desenvolvimento da prdstata e mutagdes neste gene mostraram estar ligadas no

diagnostico do cancro da prostata em idades mais jovens (American Cancer Society, 2016).




1.2.3 Diagnéstico

O rastreio do cancro da préstata tem como principal objetivo identificar homens com
esta neoplasia, tanto numa fase precoce onde a cura é possivel, assim como, em homens com
risco elevado de morte devido a esta neoplasia. As recomendagbes para o rastreio e para a
detecdo precoce do cancro da prdstata encontram-se sumariadas na Tabela 1 (Ramon e Denis,
2007).

Tabela 1: Orientag¢des para rastreio e detecdo precoce de cancro da préstata. [Adaptado de (Mottet et
al., 2016)]

Recomendagao NE GR

N3do submeter os homens a testes PSA sem aconselha-los sobre os riscos e
beneficios potenciais

Oferecer uma estratégia individualizada adaptada ao risco para a detecdo
precoce de um homem bem informado com esperanga de vida de pelo 3 B
menos 10-15 anos

Oferecer testes de PSA a homens com elevado risco de ter cancro da

prostata:
e Homens com idade >50 anos
e Homens com >45 anos e histéria familiar de CP 2b A

e Homens afro-americanos com idade >45 anos
e Homens com PSA>1ng/ml e com idade 240 anos
e Homens com PSA>2 ng/ml e com idade 260 anos

Oferecer uma estratégia adaptada ao risco com intervalos de
acompanhamento de 2 anos para aqueles que estdo inicialmente em risco:
e Homens com PSA>1ng/ml e com idade 240 anos
e Homens com PSA>2ng/ml e com idade =60 anos

Decidir sobre a idade em que o diagndstico precoce de cancro da prdstata
deve ser interrompido com base na expectativa de vida; Homens com uma 3 A
esperanca de vida inferior a 15 anos provavelmente ndo beneficiardo

Legenda: PSA = antigénio especifico da prdstata; NE = nivel de evidéncia (1- Informacdo recolhida a partir de varios
ensaios clinicos aleatorizados ou meta-analises; 2- Informagdo recolhida a partir de um Unico ensaio clinico
aleatorizado ou estudos alargados n3o aleatorizados; 3- Opinido consensual dos especialistas e/ou pequenos
estudos, estudos retrospetivos e registos); GR = grau de recomendacg&o (A- Existem evidéncias e/ou consenso geral
de que determinado procedimento/tratamento é benéfico, util e eficaz; B- Existem evidéncias contraditdrias e/ou
divergéncia de opinides sobre a utilidade/eficicia de determinado tratamento ou procedimento; C- Existem
evidéncias e/ou consenso geral de que determinado procedimento/tratamento ndo é benéfico/ eficaz e podera
ser em certas situagdes prejudicial); CP = cancro da prostata.

Apesar da evolugdao mais comum do cancro da préstata ser lenta, assim como a
manifesta¢do dos seus sintomas, pode ser diagnosticado através de exames médicos especificos
(Salinas et al., 2014). As recomendacg6es do quotidiano para o rastreio do cancro da prostata
envolvem a quantificacdo, no soro sanguineo, do antigénio especifico da préstata (PSA, do inglés

prostate-specific antigen) associado ou ndo ao toque retal (Moyer, 2012; Salinas et al., 2014).




O PSA é uma glicoproteina produzida pelas células epiteliais que revestem a prdstata.
Porém, esta proteina é produzida tanto por células normais como por células cancerosas, dai
gue seja normal que todos os homens apresentem valores de PSA no sangue (Balk, Ko e Bubley,
2003), se bem que com valores baixos. A quantificacdo do PSA consiste na recolha de sangue,
com a finalidade de detetar a presenca desta glicoproteina. Este teste é usado,
maioritariamente, para fazer o rastreio em pessoas que nao apresentem sintomas de cancro da
prostata. Os resultados que demostrem valores elevados desta proteina, apenas indicam que
existe uma maior probabilidade de se vir a desenvolver cancro da prdstata (Mottet et al., 2016).

No que diz respeito ao toque retal, € uma técnica utilizada em conjunto com outros
testes e ndo como uma avalia¢do individual do cancro da préstata. Baseia-se na introducdo de
um dedo, revestido com uma luva lubrificada, no reto para detetar a existéncia de alguma area
irregular, de consisténcia dura que possa ser indicio de cancro, como se pode observar na Figura

5 (Ramon e Denis, 2007).

Reto

Prostata

Figura 5: Toque retal — onde se pode sentir prostata através da parede do reto. Para detetar alguma
anormalidade na préstata, o médico insere o dedo no reto. [Adaptado de (Lavery, Kirby e Chowdhury,
2016)].

Estudos mostraram que o teste do PSA consegue identificar com maior eficiéncia
pessoas com risco de cancro do que o toque retal, contudo o teste do PSA é mais eficiente ainda
em conjunto com o toque retal (American Cancer Society, 2016; Catalona et al., 2017; Mottet et
al., 2016; Moyer, 2012; Ramon e Denis, 2007).

Caso os resultados do teste do PSA associado ao toque retal evidenciem probabilidade
de existir cancro, o médico ira efetuar uma biopsia. A biopsia consiste na colheita de pequenas
amostras do tecido da préstata que posteriormente sdo coradas e analisadas ao microscépio. O
sistema de classificagdo de Gleason, ou escala de Gleason, até a data, é um dos preditores de
progndstico de cancro da préstata mais robustos e foi desenvolvido entre 1966 e 1974 por

Donald Gleason (Lavery, Kirby e Chowdhury, 2016). A escala de Gleason é, habitualmente, usada
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para se estimar o grau de agressividade do cancro da prdstata e ajudar a avaliar o progndstico,
com recurso a amostras de uma biopsia da prdstata. A escala classifica os padrdes histolégicos
com numeros de 1 a 5, onde os nimeros mais elevados indicam tumores mais agressivos, mais
indiferenciados e de pior progndstico, enquanto nidmeros mais baixos indicam tumores com
baixa agressividade, mais diferenciados, como se pode observar no esquema da Figura 6

(Epstein et al., 2016; Helpap et al., 2015).

Figura 6:Escala de Gleason. Para obter uma pontuagdo de Gleason, os médicos atribuem valores
numeéricos a duas populagGes de células, as células cancerigenas e as células saudaveis. Os valores s3o
combinadas para se obter a pontuagdo de Gleason. Os valores da escala de Gleason variam de 1 a 5.
[Adaptado de (Lavery, Kirby e Chowdhury, 2016)].

Outras técnicas, tais como as técnicas de imagem, indicam-nos a localizacdo do tumor e
contribuem para a correta determinacdo da sua extensdo e, consequentemente, do
estadiamento. A técnica da ecografia transretal (TRUS, do inglés transrectal ultrasonography),
frequentemente usada para a obten¢do de imagens da prdstata, permite nao sé determinar o
tamanho da prdstata, mas também a zona anatémica que esta afetada pelo cancro. A imagem
de ressonancia magnética (MRI, do inglés magnetic ressonance imaging) permite uma avaliagdo
funcional e anatdmica da préstata, pelo que muitas vezes pode ser utilizada para guiar as
biopsias a prostata. A tomografia computorizada (CT, do inglés computed tomography) permite
verificar a existéncia de ganglios linfaticos vizinhos invadidos ou ndo, assim como a MRI

(American Cancer Society, 2016; Turkbey, Pinto e Choyke, 2009).
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1.2.4 Estadiamento

A extensdo do tumor é um dos fatores mais importantes no que diz respeito a selegdo
do tratamento e a avaliagdo do progndstico do doente com carcinoma da préstata. A extensao
é baseada nos resultados da biopsia, na quantificacdo do PSA no sangue e nos resultados de
outros exames realizados para apurar o quanto o tumor ja se tenha propagado (American Cancer
Society, 2016).

O sistema para estadiamento mais usado é o sistema TNM [tumor primario (T); ganglios
linfaticos (N) e metdstases a distancia (M)]. A classificagdo T mostra como o cancro se propagou
na prostata e em volta desta, a classificacdo N indica se o cancro se propagou para os ganglios
linfaticos regionais e a classificacdo M mostra se o cancro se metastizou para outros locais do
organismo (Edge e Compton, 2010; Marques, 2016).

A classificacdo TNM apresenta subdivisGes, permitindo obter informagdes das zonas
afetadas pelo cancro, bem como agrupar os doentes em grupos com prognéstico semelhante,

como mostra na Tabela 2.
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Tabela 2: Sistema de classificagdo de TNM para o cancro da prodstata. [Adaptado de (Heidenreich et al.,
2011)]

T Tumor primdrio

TX  Tumor primario ndo avalidvel

TO  Sem evidéncia de tumor primdrio

T1 Tumor clinicamente impercetivel, ndo palpavel ou visivel através de imagem
T1a Tumor por achado histoldgico incidental em 5% ou menos do tecido ressecado
T1b Tumor por achado histolégico incidental em mais do que5% do tecido rececionado
T1c Tumor identificado por bidpsia com agulha (ex: devido a nivel elevado de antigénio especifico da
prostata)
T2  Tumor limitado a préstatal
T2a Tumor afeta metade de um Iébulo ou menos
T2b Tumor afeta mais de metade de um Iébulo, mas ndo ambos os |6bulos
T2c Tumor afeta ambos os lébulos
T3 Tumor invade para la da capsula prostatica?
T3a Extensdo extracapsular (unilateral ou bilateral)
T3b Tumor estende-se a(s) vesicula(s) seminal(is)
T4 Tumor fixa-se ou invade as estruturas adjacentes que ndo as vesiculas seminais: colo vesical, esfincter
externo, reto, musculo levantador do dnus e/ou parede pélvica
N Ganglios linfaticos regionais?

NX  Ganglios linfaticos regionais ndo avalidveis

NO Sem metastases nos ganglios linfaticos regionais

N1 Metdstases nos ganglios linfaticos regionais

M Metastases a distancia*

MX Metastases a distancia ndo avalidveis

MO Sem metastases a distancia

M1 Metastase a distancia
M1a Ganglio(s) linfatico(s) ndo regional (is)
M1b Osso(s)
M1c Outra(s) localizagdo(des)

L Um tumor descoberto num ou em ambos os I6bulos através de bidpsia com agulha, mas néo palpdvel ou visivel através
de imagem, é classificado como T1c.

2A invasdo do dpex prostdtico, ou cdpsula prostdtica (mas ndo para além desta), ndo se classifica como T3, mas sim como
T2.

30s génglios linfdticos regionais sdo os gdnglios pélvicos e que sé@o essencialmente os génglios pélvicos abaixo da
bifurcagdo das artérias iliacas primitivas. A lateralidade ndo afeta a classificagéo N.

4 Quando as metdstases existem em mais do que uma localizagéo, deve usar-se a classificagdo mais elevada

Tendo em conta esta classificacdo, a doenca é classificada em trés tipos distintos:
doenga localizada, quando a doenga se encontra apenas na prostata; doenga localmente
avancada, quando a doenga se estende para a regido para-prostatica; e carcinoma da prdstata
metastdtico, quando a doenga se estendeu a outros locais do corpo. Neste ultimo tipo, o local
mais comum de extensdo é o 0sso, que representa o local metastatico inicial em mais de 80%
dos doentes com esta neoplasia. Este sistema permite ao clinico selecionar qual a abordagem
terapéutica mais adequada a cada doente (Heidenreich et al., 2008; Marques, 2016; Parker,

2011).
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1.2.5 Terapéutica

Uma vez diagnosticado e realizado o estadiamento, o clinico seleciona as melhores
opgOes terapéuticas a propor ao doente e define o plano de tratamento. Hoje em dia existem
inimeras opgdes terapéuticas e para uma criteriosa escolha, deve ser tida em consideragao a
correta extensdo da doenca, sendo necessario saber se esta confinada ao érgao, se estd em fase
localmente avancada ou se estd ja em fase metastdtica. SO depois de convenientemente
estadiado é que serd escolhida a opcao terapéutica que melhor se adequa (American Cancer

Society, 2016; Lavery, Kirby e Chowdhury, 2016; Ramon e Denis, 2007).

1.2.5.1 Vigilancia Ativa

A vigilancia ativa é utlizada em doentes que apresentem cancro da prdéstata num estadio
inicial, e é uma alternativa a intervencdo imediata que pode reduzir os tratamentos
desgastantes e potencialmente prejudiciais (Marques, 2016). Os pacientes, neste tipo de
estratégia, apresentam baixo risco de mortalidade para esta neoplasia. Na Tabela 3, estdo
descritos os dados clinicos que sdo necessarios para decidir os melhores candidatos para a

vigilancia ativa.

Tabela 3: Critérios de entrada para a vigilancia ativa [Adaptado de (Dall’era et al., 2008)].

Soma de Gleason 6

PSA <10 ng/mL
Percentagem de nticleos positivos <33%
Percentagem de envolvimento de um sé nticleo <50%
Cinética PSA Estavel

Legenda: PSA: antigénio especifico da préstata

A vigilancia ativa é muitas vezes utilizada para monitorizar o doente com cancro da
prostata. Normalmente, esta abordagem é composta pela realizacdo do teste do PSA associado
ao toque retal, a cada 6 meses, e por biopsias a prostata todos os anos. Caso surja alguma
alteracdo, a abordagem muda, e passa a recorrer-se a opgoes terapéuticas (American Cancer

Society, 2016; Dall’era et al., 2008; Tosoian et al., 2011).
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1.2.5.2 Prostatectomia Radical

A prostatectomia radical é considerada a técnica padrdo para o tratamento cirurgico.
Foi popularizada na urologia moderna por Walsh, em 1982, sendo usada em doentes com cancro
localizado a préstata, e ndo em doentes com evidéncia clinica de envolvimento de ganglios
linfaticos, com invasdo de estruturas adjacentes ou com presenca de metastases a distancia
(Walsh, 1987). Nesta intervencdo, o cirurgido remove todo o tecido prostatico e os ganglios
linfaticos loco-regionais. Existem duas vias para realizar este tipo de cirurgia: a via retropubica e
a via perineal, como mostra na Figura 7 (American Cancer Society, 2016; Canalichio, Jaber e

Wang, 2015; Marques, 2016; Seo et al., 2016; Walsh, 1987).

Figura 7: Vias para a realizagdo da prostatectomia radical: a via retropubica e a via perineal. [Adaptado de
(American Cancer Society, 2016)].

1.2.5.3 Hormonoterapia

A préstata depende muito de hormonas masculinas, denominadas androgénios, para o
seu crescimento e fungdo. As células do cancro da préstata sdo, por principio, sensiveis a estas
hormonas na sua fase inicial, pois estdo sujeitas aos mesmos mecanismos de regulagdo das
células prostaticas ndo malignas. Devido a esta sensibilidade por parte das células prostaticas a
hormonoterapia é uma importante opg¢do terapéutica. Esta modalidade terapéutica tem como
objetivo diminuir, ou mesmo eliminar, os niveis de androgénios, de forma a ndo estimular o
crescimento das células cancerigenas. Como resultado desta terapéutica o tumor regride ou
cresce mais lentamente. Esta terapéutica é usada quando a doenca se propagou a outros tecidos
e orgdos e pode ser utilizada em conjunto com a radioterapia, especialmente no cancro da
prostata localizado. A hormonoterapia, sé por si, ndo é capaz de curar o tumor, mas permite
manté-lo sob controlo e gerir quaisquer sintomas. Existem vdrios tipos de hormonoterapia que

podem ser utilizados, tais como a orquiectomia bilateral (castracgdo cirdrgica), a terapia com um
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andlogo da hormona libertadora de gonadotrofina (castracdo quimica) ou a utilizacdo de
inibidores da enzima esteroide 17-alfa-hidroxilase (CYP17, do inglés steroid 17-alpha-

hydroxylase) (American Cancer Society, 2016; Hirata, Bruchovsky e Aihara, 2010; Parker, 2011).

1.2.5.4 Quimioterapia

A quimioterapia tem como objetivo tratar pessoas com doengas oncoldgicas através da
utilizacdo de substancias quimicas, os agentes quimioterapéuticos, com atividade citotdxica.
Através da associacdo de varias substancias quimicas, pretende-se que cada célula de uma
populacdo tumoral seja exposta a um farmaco letal, numa concentracao suficiente e durante
um periodo de tempo adequado com o objetivo de a destruir (Rodrigues, 2007).

Os agentes quimioterapéuticos interferem com a sintese e/ou funcdo dos acidos
nucleicos, com a sintese proteica e com a divis3o celular (Cupertino, Angela e Gatti, 2008). De
facto, a quimioterapia tem resultados promissores no cancro da préstata metastatico resistente
a castracdo, com um papel significativo no tratamento paliativo dos sintomas (Matos et al.,
2012).

Os tipos de agentes quimioterapéuticos que se utilizam vdo desde os agentes
alquilantes, os antimetabolitos aos antibidticos antitumorais (Page e Takimoto, 2008). Apesar
de muito utilizados, um dos maiores problemas associados a quimioterapia é a baixa
especificidade destes agentes, que ndo atingem apenas as células malignas mas também as
células normais (Cupertino, Angela e Gatti, 2008).

Existem diferentes tipos de quimioterapia, e a sua escolha depende do alvo que se
pretende atingir e da criteriosa classificagdo do cancro a tratar. Podemos classificar a
quimioterapia em curativa, paliativa, neoadjuvante e adjuvante. A quimioterapia é curativa
quando é usada para obter remissdes completas da doenca e é paliativa quando é usada com o
objetivo de atrasar o crescimento de células tumorais. A quimioterapia neoadjuvante é utilizada
em tumores de grandes dimensdes antes de efetuar a cirurgia com o objetivo de diminuir a
massa tumoral enquanto a quimioterapia adjuvante tem como objetivo evitar a progressao

tumoral por via sistémica, e é efetuada depois do ato cirurgico (Rodrigues, 2007).

1.2.5.5 Radioterapia

A radioterapia tem por base a utilizacdo de radiagdo ionizante em doses adequadas. Os
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regimes de irradiacdo que usam um feixe externo foram desenvolvidos ao longo de décadas, e
um regime convencional usa o fracionamento das doses. Neste tipo de regime, a radioterapia
fracionada usam-se, por fragdo, doses que variam de 1,8 a 2,2 Gray (Gy) administradas 5 vezes
por semana até se perfazerem a dose total adequada, normalmente na ordem dos 70 Gy. A
radioterapia fracionada proporciona a protecao dos tecidos normais e aumenta o seu efeito nos
locais da doenca (Hocht et al., 2017; Mendes, 2016; Ray, Sibson e Kiltie, 2015).

O modelo linear quadratico é um modelo matematico que se aplica para descrever a
sensibilidade dos tecidos ao fracionamento das doses e para calcular as doses iso-efetivas para
diferentes doses por fragao. Este modelo apresenta duas componentes: a componente a, que
corresponde a radiossensibilidade, e a componente B que traduz a capacidade de reparacao
celular. As duas componentes apresentam uma relagao, que se traduz na dose de radiacao, para
a qual a morte varia com o quadrado da dose. Quanto menor for esta relacao, significa que o
tecido apresenta uma grande sensibilidade as mudangas na dose por fragdo. A baixa relacdo a/p
pode resultar das propriedades intrinsecas do tecido, como a grande capacidade de reparacao
de lesbes no acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés deoxyribonucleic acid) induzidas pela
radiacdo como também por uma lenta taxa de proliferacdo. Pela razdo o/B podemos caracterizar
os tecidos de acordo com a forma como respondem a exposicdo a radiacdo ionizante (Mendes,
2016; Ray, Sibson e Kiltie, 2015).

O cancro da prostata é um tumor que, geralmente, apresenta taxas de proliferacao
baixas, pelo que se pode prever um baixo valor da relacdo a/B, de cerca de 1 a 3 Gy. Como
consequéncia desta proliferagdo lenta, a modalidade de radioterapia hiperfracionada é excluida
do tratamento deste cancro (Ray, Sibson e Kiltie, 2015).

A modalidade de radioterapia que se utiliza para o tratamento do cancro da prdstata é,
por norma, a radioterapia hipofracionada. Nesta modalidade sdo usadas doses mais elevadas de
radiacdo, com o objetivo de alcangar um melhor controlo do tumor, no entanto, apresenta
sensivelmente os mesmos efeitos colaterais que a radioterapia fracionada convencional
(Hegemann et al., 2014; Ray, Sibson e Kiltie, 2015).

Os 6rgdos envolventes da prostata (reto e bexiga) apresentam valores da relagdo a/p
entre os 3 e 0s 5 Gy, pelo que sdo menos sensiveis quando comparadas com as células do cancro
da proéstata. Esta diferente radiossensibilidade é mais um ponto a favor do tratamento com
doses mais elevadas de radiagdo, o que se enquadra na radioterapia hipofracionada (Hegemann

etal., 2014).
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1.3 Radioterapia

Com o avangar do conhecimento sobre os efeitos da radiacdo ionizante, esta foi
transformada numa ferramenta terapéutica, que conduziu ao aparecimento de uma nova
especialidade médica, a Radioterapia. As primeiras fontes de radiacdo usadas na radioterapia
foram os elementos radioativos naturais (emissores alfa), usados pela Marie Curie (Pasachoff,
1996). Anos antes de os raios-X serem utilizados como agentes de radioterapia, eram as
“bombas de cobalto” que eram usadas. Hoje, a radiacdo é uma parte importante no tratamento
do cancro, que é usada em mais de metade dos doentes com esse diagndstico. A radioterapia
evolui no sentido da otimizacao da entrega das doses, com melhor delimitacdo dos contornos e
com a introducdo da nocdo de volume funcional, para além da otimizagdo da dosimetria

(Mendes, 2016; Mydlo e Godec, 2015; Society, 2014).

1.3.1 Tipos de Radioterapia

A radioterapia é uma técnica terapéutica que usa radiacdo ionizante com o objetivo de
destruir células cancerigenas ou impedir a sua proliferacdo. Um inconveniente desta técnica é
gue também pode induzir lesdo nas células normais. Podem ser aplicadas duas modalidades de
radioterapia: a irradiacdo por fonte externa (telerradioterapia) e a irradiagdo por fonte interna
(braquiterapia e a radioterapia metabdlica). A telerradioterapia é um dos métodos mais usados
para tratar o cancro da préstata localizado (Yilmaz, Aksu e Dillioglugil, 2015). Nesta técnica
recorre-se a uma fonte externa de radiacdo, geralmente os aceleradores lineares, de modo a,
obter raios-X com energia capaz de ter efeito terapéutico, os eletrées sdo acelerados, até
atingirem uma energia de alguns megaelectrdo-volt (MeV), para colidir com um alvo de
tungsténio (Aichinger H, Dierker J, Joite-BarfulR S, 2012)

Antes de se iniciar o tratamento, é efetuado um planeamento para determinar varios
parametros como o local a irradiar, a dose de radiagao, a conformagao do feixe de radiagdo,
assim como, nimero de sessdes (Lumen et al., 2013). A telerradioterapia é realizada, na maior
parte das vezes, em regime ambulatério, contudo exige mdultiplas sessdes. No caso da
modalidade de radiocirurgia estereotaxica, também denominada por Gamma Knife, é aplicada
uma dose Unica de radiagdo num local exato, em apenas uma sessao de tratamento (Gorgulho
e Salles, 2016). A radioterapia, para além de se tratar de uma modalidade curativa, em especial,
qguando a doenga se encontra em estadios iniciais é, maioritariamente, usada como recurso

paliativo, pois ajuda a aliviar sintomas, como a dor associada a metastizacdo dssea (Monteiro,
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2006).

A radioterapia externa pode apresentar vdrias modalidades, tais como a radioterapia
conformacional tridimensional (3D-CRT, do inglés three-dimensional conformal radiation
therapy) e a radioterapia de intensidade modulada (IMRT, do inglés intensity-modulated
radiation therapy), usadas para tratar tumores, como o cancro da prostata. A 3D-CRT inclui o
uso de feixes de fotdes conformacionados, feixes de fotdes modulados por intensidade e feixes
de protdes. A terapia com feixe de fotdes conformacionados foi durante muito tempo a terapia
padrdo, embora a radiacdo de intensidade modelada, tecnicamente seja cada vez a mais
utilizada. A radiacdo de protdes e de fotGes usa um feixe com propriedades fisicas que permitem
o depésito de energia no tecido com a intencdo de evitar os tecidos normais (Zietman et al.,
2005)

A IMRT é considerada uma tecnologia avancada de radioterapia de alta precisdo que usa
um acelerador linear controlado por um sistema informatico para fornecer doses de radiacdo
precisas num tumor maligno ou em dreas especificas dentro do tumor. Também, permite, que
a dose de radiacdo se adapte a forma tridimensional do tumor, modulando a intensidade do
feixe de radiacdao em multiplos pequenos volumes. Além disso, permite que as altas doses de
radiacdo sejam focadas em regides dentro do tumor, minimizando a dose nas zonas
circundantes (Bakiu et al., 2013; Lavery, Kirby e Chowdhury, 2016; Monteiro, 2006; Shinji Kariya,
2013).

A CRT, assim como, a IMRT, permitem que as doses de radia¢ao sejam fornecidas apenas
nas zonas de tumor. Contudo com a CRT sé se consegue atingir a zona do tumor com feixes de
radiacdo com a mesma intensidade, sendo assim uniforme para as zonas limitadas do tumor
(Bakiu et al., 2013; Lavery, Kirby e Chowdhury, 2016; Monteiro, 2006; Shinji Kariya, 2013).

Na braquiterapia, outra modalidade da radioterapia, sdo utilizadas pequenas fontes de
radiacdo com o tamanho de grdos de arroz, denominadas “sementes”, e que sdo inseridas
diretamente no corpo do local a irradiar. Estas “sementes” sdo fontes radioativas, que podem
ser permanente ou temporariamente colocadas na area alvo. Os implantes permanentes,
normalmente de iodo-125 ou de palddio-103, tém baixos débitos de doses. O uso de implantes
tempordrios é uma técnica menos usual, que permite a utilizacdo de altos débitos de dose. Nesta
modalidade, as fontes sdo de iridio-192 ou de césio-137. A braquiterapia é considerada uma
técnica segura e eficiente, utilizando alguns critérios de elegibilidade, tais como préstatas de
pequeno volume, doenca localizada, grau de Gleason inferior a 7 e baixas concentragdes séricas
de PSA (<10 ng/ml) (Monteiro, 2006; Moon, Efstathiou e Chen, 2017; Mydlo e Godec, 2015;
Shinji Kariya, 2013).
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A radioterapia metabdlica é outra modalidade de tratamento em que os radiofarmacos
sdo introduzidos nos tecidos alvo, como no tumor. As doses de radiacao destes radiofarmacos
sdo seletivamente libertadas no tumor, através de mecanismos sistémicos nao invasivos. Por
exemplo, a administracdo terapéutica de radiacdo ionizante usando radioisétopos emissores
beta, isolados ou em conjunto com radiotracadores, sdo incorporados no metabolismo do 6rgao
ou tumor alvo. S3o poucos os efeitos colaterais que estdo associados a esta modalidade
terapéutica. O sucesso desta modalidade terapéutica depende de uma grande e seletiva fixacdo
e de uma longa retencdo do radionuclideo. Nesta modalidade os radiofarmacos apresentam na
sua constituicdo um atomo radioativo que pode ser emissor alfa, beta ou de eletrGes Auger

(Lima, 2005; Mendes, 2016).

1.4 Efeitos Bioldgicos da Radiag¢do lonizante

A interacdo dos diferentes tipos de radiacdo ionizante com a matéria viva conduz a
alteracdes bioldgicas. Essas alteracdes devem-se a cedéncia de energia por parte da radiacdo
para o meio, que leva a fenédmenos fisicos, quimicos e bioldgicos. A radiobiologia estuda estas
cadeias de fenédmenos, a partir da interacdo fisica até as suas consequéncias finais. A irradiacdo
de matéria viva com radia¢do ionizante tem consequéncias relevantes, pois a energia, ainda que
em peguena quantidade, é libertada a nivel molecular (Lima, 2005).

A interagdo da radia¢do ionizante com moléculas importantes nas funcbes celulares
pode ser classificada conforme os seus efeitos, efeitos diretos e efeitos indiretos, estes sdo
resultantes da manifestacdo de produtos intermedidrios. Sdo considerados efeitos diretos
guando a interacdo ocorreu diretamente com moléculas ou microestruturas de importancia vital
para as células. Porém, o maior constituinte do meio intracelular é a dgua que, por acdo da
radiagdo ionizante, forma através do processo de radidlise da dgua, espécies quimicamente
reativas. Estas espécies sao capazes de lesar moléculas essenciais para o bom funcionamento
celular, o que constitui os efeitos indiretos da radiagdo como se demonstra na Figura 8 (Lima,

2005; Mendes, 2016).

19



Efeito Direto

DNA - [DNA*+e]— DNA®

(irradiada) {par iénico) (Radical livre DNA)

Efeito Indireto

H.O0O — [H,O0'+e] — °‘OH+DNA —DNA®+H,O
(irradiado) (par ibnico) (outras (Radical livre DNA e dgua)
reagbes
radicais)

Figura 8: Reagles que traduzem as ag¢des diretas e indiretas da radiagdo ionizante em moléculas
importantes (neste caso o DNA) nas fungdes celulares {Adaptado de (Beyzadeoglu, Ozyigit e Selek, 2012)].

A radiacdo ionizante ao interagir com a matéria viva produz ionizacOes e excitacdes de
atomos e de moléculas com posterior producdo de espécies reativas de oxigénio ou de
nitrogénio. Estas espécies reativas podem apresentar eletrdoes desemparelhados, conferindo-
Ihes uma elevada reatividade quimica com moléculas celulares, pelo que tém um tempo de vida
curto. Estas espécies reativas formam-se em elevado nimero e desempenham um papel
importante nos efeitos indiretos da radiacdo em tecidos e organismos bioldgicos (Wondergem,
2010).

A resposta bioldgica a exposi¢do radiolégica é determinada por varios fatores, tais como,
a dose de radiacgdo, o tipo de radiacdo e a energia da radiacdo (Moreira, 2011). Uma célula
exposta a radiagdo ionizante podera sofrer lesdes a nivel dos organelos, da membrana celular
ou de biomoléculas mais ou menos importantes para a funcionamento celular. Tais alteracGes
podem causar lesdes na eficiéncia dos sistemas de reparagao, que podem ser reversiveis ou
irreversiveis. Por isso, os efeitos bioldgicos provocados pela radiagdo tornam-se mais nefastos
quando atingem o material genético ou moléculas essenciais para uma correta replicagdo e
manutengdo das caracteristicas celulares. Quando os efeitos bioldgicos sdo reversiveis,
traduzem a existéncia de mecanismos de reparagdo celular que recuperam a fung¢do lesada,
contudo esta reparac¢do podera ou ndo ser total (Lima, 2005; Mendes, 2016).

Os efeitos bioldgicos da radiagdo apresentam caracteristicas fundamentais, verificando-
se que existe polimorfismo, pois sdo altamente dependentes do tipo de tecido ou de 6rgdo
irradiado (Lima, 2005). Podem ser provocados por outras causas além das radiacGes, ou seja, 0s
efeitos ndo sdo especificos. Entre o momento da irradiagdo e o aparecimento de lesGes existe
sempre um tempo de laténcia, que é varidvel (Mendes, 2016).

A maioria das lesGes provocadas pela radia¢do ionizante ndo é transmissivel, contudo,
lesGes que afetem o patrimdnio genético podem propagar as anomalias a descendéncia do ser
irradiado. Existe uma dose limiar no que diz respeito a relagdo entre a dose de radia¢do e os

efeitos bioldgicos. A maioria dos efeitos registados surgem quando a dose é superior a dose
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limiar, porém a existéncia desta dose ndo quer dizer que ndo possa ocorrer qualquer a¢do nociva

mesmo quando a dose é inferior a dose limiar (Lima, 2005; Mendes, 2016).

1.4.1 Radiagao lonizante e Ciclo Celular

O ciclo celular ou a divisdo celular é uma série de eventos que ocorrem numa célula, que
dao origem a divisdo e duplicacdo do seu DNA, resultando na formacao de duas células filhas.
No seu conjunto consiste em quatros processos coordenados: o crescimento celular, a
replicagdo do DNA, a distribuicdo dos cromossomas duplicados para duas células-filhas e a
divisdo celular (Abouzeid e Torchilin, 2013).

O ciclo celular é dividido em quatro fases: a fase gap (G)1, a fase de sintese (S), fase Gz e
a fase da mitose (M). Na fase G; a célula aumenta de tamanho e produz todas as proteinas
necessarias para a fase S, portanto corresponde a fase com maior taxa metabdlica. A seguinte
fase, a fase S é onde ocorre a sintese do DNA. Na fase G, ocorre a producdo de proteinas
essenciais para a proxima fase, ou seja, prepara a célula para a mitose. Finalmente, na fase M a
célula divide-se em duas células-filhas. A falta de nutrientes pode levar a que as células
permanecam na fase G; ou a entrem em repouso, na fase chamada Gy (Abouzeid e Torchilin,
2013; Mendes, 2016).

O ciclo celular é altamente regulado, e para garantir essa regulacdo existem mecanismos
que envolvem duas classes de moléculas reguladoras, as ciclinas e as cinases dependente de
ciclina (CDK, do inglés cyclin-dependent kinases), que sdo ativadas em momentos especificos do
ciclo celular (Beyzadeoglu, Ozyigit e Selek, 2012; Nigg, 1995).

As CDK sdo cinases proteicas constituidas por serina e treonina que fosforilam
substratos-alvo para promover a sintese de DNA e a progressao mitética (Barnum e O’Connell,
2014). De forma a preservar a integridade do seu genoma, as células eucariotas desenvolveram
uma rede de mecanismos moleculares para detetar DNA ndo replicado ou estruturas aberrantes
de DNA, para propagar o sinal de alerta e para responder através de a¢bes coordenadas de
reparacao de DNA, chamados os pontos de controlo, ou checkpoints, do ciclo celular, como

indica a Figura 9.
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Figura 9: Pontos de controlo do ciclo celular, de forma a garantir que genomas completos sejam
transmitidos as células-filhas [Adaptado de (Harashima, Dissmeyer e Schnittger, 2013)].

As fontes de lesdes no DNA podem ser intrinsecas (intermedidrios do metabolismo ou
erros na replicacdo do DNA), ou extrinsecas (luz solar ou radiagdo ionizante). Diferentes lesdes
no DNA ativam vias de controlo comuns, cujo objetivo é manter as CDKs no estado inativo até
que a lesdo seja reparada (Barnum e O’Connell, 2014). A lesdo no DNA pode envolver quebra
nas duas cadeias da dupla hélice do DNA ou quebra de uma Unica cadeia da dupla hélice de DNA
(Bartek, Lukas e Lukas, 2004).

Os pontos de controlo sdo definidos como cascatas de sinalizagdo molecular que
promovem o atraso do ciclo celular ou o bloqueio em resposta a lesdo no DNA, possibilitando
mais tempo a célula para reparar a les3o. E ativada uma rede complexa de vias de sinaliza¢do,
que regula os pontos de controlo, de forma a bloquear o ciclo celular, como podemos ver
representada na Figura 10 (Bartek, Lukas e Lukas, 2004; Mendes, 2016).

o Bloqueio G1/S o Bloqueio G1/S
/ " B (estoona)
sao DNA/' Qc-\:fjéo DI}!}A/

°P G % o [ﬁ% N

Degradacdo

P21

.
o P
& L
v

Figura 10: Duas vias do bloqueio do ciclo celular das fases G1/S. A - via onde a P53 tem um papel
importante no bloqueio. B - via ATR-CHK1, que tem como finalidade o bloqueio do ciclo para proceder a
reparagao do DNA. Adaptado de [(Ward, 2002)].
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Podemos separar os pontos de controlo das lesdes de DNA, os que sao controlados pelo
fator de transcrigdo e supressor tumoral, proteina 53 (P53), e aqueles que sdo controlados pelas
cinases efetoras (CHK, do inglés cell cycle checkpoint kinase). A CHK1 é ativada por todas as
formas de lesdo de DNA, pelo que é mais eficiente nas fases S e G, do que na fase G;. A
diversidade das lesdes ativas apresentam um intermedidrio comum que é uma simples cadeia
de DNA revestida por uma proteina de replicacdo A (RPA, do inglés replication protein A),
atraindo os complexos de proteinas do ponto de controlo, tais como a ataxia telangiectasia
relacionada com RAD3 (ATR, do inglés ataxia telangiectasia and Rad3-related). Por sua vez, é
alvo da sua proteina de interacao (ATRIP, do inglés ataxia telangiectasia and Rad3-related-
interacting protein), e de sensores de lesdo no DNA, assim como o complexo RAD9-HUS1-RAD1.
Seguida da fosforilagdo por ATR, as proteinas mediadoras do dominio breast cancer associated-
c-terminal (BRCT) sdo recrutadas para estes locais. Estas proteinas tém a funcdo do
recrutamento da CHK1, que é ativada por fosforilacdo pela ATR, sendo depois libertada para
manter CDK2 no seu estado fosforilado e inativo. A CHK1 fosforila tanto a cinase (WEE1) como
a fosfatase (CDC25) que regulam a fosforilacdo da CDK2 (Noguchi e Gadaleta, 2014). Quando a
lesdo no DNA é provocada pela radiacdo ionizante, a CHK1 vai promover o aumento da
fosforilacdo da CDC25, levando a sua degradacao. Esta degradacdo da CDC25 vai inibir CDK2 e,
consequentemente, a supressao da iniciacdo da replicacdo do DNA (Sgrensen et al., 2003).

Na fase G, o fator de transcricdo P53 é um componente critico nos pontos de controlo
de lesdo de DNA. A P53 sofre inimeras modificagdes pds translacionais, incluindo a fosforilagao
do N-terminal (serina-15) catalisada pela cinase ataxia telangiectasia mutada (ATM, do inglés
ataxia telangiectasia mutated). Esta cinase tem como principal alvo a quebra da cadeia dupla
do DNA por interacdo com proteinas, o complexo MRE11-RAD50-NBS1 (MRN). A P53 ativa,
sendo estabilizada através da protecdo da sua ubiquitina ligase E3, é capaz de ativar a expressao
de um grande numero de genes, incluindo o inibidor da cinase dependente de ciclina (CKl, do
inglés cyclin-dependent kinase inhibitor), a P21. Assim, as CDKs da fase G; sdo inibidas e a lesdo
no DNA é reparada antes da replicagdo do DNA. A P53 também apresenta a capacidade de inibir
a expressao de genes, o que é necessario para prolongar o bloqueio da fase G, face a lesdes
persistentes no DNA. Além disso, pode ainda decidir se a célula inicia o processo de morte
programada ou induz senescéncia (Figura 11) (Barnum e O’Connell, 2014; Noguchi e Gadaleta,

2014).
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Figura 11: A P53 tem um papel fundamental na decisdo do destino celular apds exposi¢do a radiagdo
ionizante. Adaptado de ((Beyzadeoglu, Ozyigit e Selek, 2012)].
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A radiacdo ionizante podera conduzir a um bloqueio da transi¢cdo da fase G; para a fase
S, e é igualmente capaz de atuar no ponto de controlo da fase S, inibindo assim a iniciagdo da
replicagdo do DNA. A fase mais radiossensivel do ciclo celular é a passagem do final da fase G;

para o inicio da fase S, sendo a fase mais radiorresistente a fase S (Mendes, 2016).

1.4.2 Radiagdo lonizante e Morte Celular

A morte celular pode ser classificada de acordo com a aparéncia morfolégica
(apoptotica, necrdtica, autofagica ou associada com a mitose), com critério enzimoldgico (com
ou sem o envolvimento de nucleases ou classes distintas de proteases, como as caspases ou as
transglutaminases) e com o aspeto funcional (programada ou acidental, fisiolégica ou
patoldgica) (Kroemer et al., 2009).

Durante o inicio da apoptose ocorre a contracdo celular, em que a célula se torna
globalmente mais pequena, o citoplasma mais denso, alteracdo dos organelos e desidratagdo
celular. Outra caracteristica que acontece é a condensac¢do da cromatina que da pelo nome de
picnose, sendo este aspeto caracteristico da apoptose. De seguida, ocorre a formacdo de
“bolhas” ou blebs ao longo da membrana plasmatica, levando a separacdo de fragmentos
celulares chamados corpos apoptdticos, num processo denominado “budding”. Nesta fase a
membrana ainda se encontra intacta, contudo ocorre fragmentagdo nuclear, processo
denominado de caridlise. Este tipo de morte celular pode estar associado em diferentes
momentos do desenvolvimento de um organismo como na reposicao fisioldgica de certos
tecidos diferenciados, na atrofia dos 6rgdos na resposta inflamatdria e na eliminacdo de células
apos lesdo celular por agentes genotoxicos (ElImore, 2007; Mendes, 2016).

Os mecanismos da apoptose sdo altamente complexos, sofisticados e regulados,
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envolvendo cascatas de eventos moleculares. Estudos indicam que existem duas principais vias
apoptadticas: a via extrinseca ou morte mediada por recetores membranares, e a via intrinseca
ou morte mediada pela mitocondria, existindo evidéncias que indicam que estas duas vias
podem estar ligadas no passo da ativacdo das caspases, proteases executoras de apoptose
(Igney e Krammer, 2002; Mendes, 2016).

A via extrinseca da apoptose inclui vias de sinalizacdo que envolvem interacdes de
recetores transmembranares. Estdo envolvidos recetores de morte que fazem parte da familia
do gene do recetor do fator de necrose tumoral (TNF, do inglés tumor necrosis factor), que
contém um “dominio de morte”. Este dominio é muito importante na transmissao de sinais de
morte da superficie da célula para o seu interior. Com este dominio conseguem interagir
moléculas como proteinas com dominios de morte associados ao Fas (FADD/MORT1 do inglés,
fas-associated protein with death domain), o fator de necrose tumoral tipo 1 associado a
dominios de morte (TRADD do inglés, tumor necrosis factor type 1-associated DEATH domain
protein). Neste ponto forma-se o complexo sinalizagdo de indugdo de morte (DISC, do inglés,
death-inducing signaling complex) o que resulta na ativagdo da procaspase-8, com formacédo da
caspase-8. Através de uma reacdo em cascata a caspase-8 vai ativar a caspase-3, levando a
morte celular por apoptose (Elmore, 2007; Han e Yu, 2009; Mendes, 2016).

Na via intrinseca da apoptose existe um conjunto diversificado de estimulos, nao
mediados por recetores que produzem sinais intracelulares que atuam diretamente sobre os
alvos dentro da célula e sdo eventos iniciados pelas mitocondrias. Quando surge um estimulo,
por exemplo a radiagdo ionizante, ocorrem alteracdes no interior da membrana mitocondrial,
que se traduzem por perda do potencial da membrana mitocondrial, com libertacdo do espaco
intermembranar para o citosol, do citocromo c. Este, por sua vez, liga-se e ativa o fator ativador
da protease apoptética (APAF-1, do inglés apoptotic protease activating factor 1) assim como a
procaspase-9, formando um apoptossoma. Este processo vai promover a clivagem da pro-
caspase 9, com ativacdo da caspase-9. O controlo e a regulacdo destes eventos apoptdticos
mitocondriais sdo feitos pela familia das proteinas de linfoma de células B 2 (BCL-2, do inglés B-
cell lymphoma 2). Esta familia de proteinas controla a permeabilidade da membrana
mitocondrial e podem determinar se a célula comete apoptose ou aborta o processo, através da
regulagdo da libertacdo do citocromo c (ElImore, 2007).

A P53 é capaz de regular a expressao da familia das proteinas BLC-2, com inibi¢do da sua
expressdo e intensificacdo da expressdo da proteina X associada a BCL2 (BAX do inglés, Bcl-2-
associated X protein), uma proteina anti-apoptdtica. Assim, qualquer lesdo no DNA provocada

pela radiacdo ionizante podera ativar a P53, sendo que a apoptose devera ser essencialmente
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induzida por via intrinseca (Mendes, 2016). Belka e colaboradores demonstraram que a BLC-2
tem a capacidade de bloquear a libertacdo do citocromo c induzida pela radiacdo ionizante
(Belka et al, 2001).

A necrose é caracterizada morfologicamente pelo ganho de volume celular, pelo
intumescimento dos organelos, pela rutura da membrana e, consequentemente, a perda do
conteudo intracelular (Kroemer et al., 2009). Varias evidéncias mostram que a execucdo da
morte celular necrética pode ocorrer por vias de transducdo de sinal e de mecanismos de
execucdo (Vanlangenakker et al., 2008).

A libertagdo do conteudo intracelular provoca uma resposta inflamatdria, que pode
resultar num processo favoravel ou desfavordvel. No processo favoravel é desencadeada uma
resposta imune anti tumoral, onde sdo chamadas a atuar células do sistema imunitario. No caso
de ser desfavoravel, as mesmas células do sistema imune vao provocar ainda mais inflamacao,
segregando fatores de crescimento e de enzimas que contribuem para o crescimento tumoral
bem como para a metastizacdo (Mendes, 2016).

Outro tipo de morte, que é o tipo de morte mais frequentemente induzido pelo sistema
imune, é a catastrofe mitdtica (Roninson, Broude e Chang, 2001). A catastrofe mitdtica é uma
consequéncia do atraso mitdtico, em que as células com cromossomas condensados sofrem
apoptose durante a fase M ou sofrem uma divisdo aberrante que leva a formacado de células
grandes com multiplos micronucleos e cromatina descondensada (Castedo et al., 2004; Dodson,
Wheatley e Morrison, 2007).

Este tipo de morte ocorre durante ou logo depois de uma tentativa de divisdo celular
apo6s a irradiacdo (Beyzadeoglu, Ozyigit e Selek, 2012). A catastrofe mitdtica também pode
resultar da reentrada aberrante de células tumorais apds uma paragem prolongada no
crescimento (Roninson, Broude e Chang, 2001). Este tipo de morte é particularmente prevalente
qguando os pontos de controlo de lesdes de DNA, controlados pela P53, sdo comprometidos

(Dodson, Wheatley e Morrison, 2007).

1.4.3 Radiagao lonizante e Stresse Oxidativo

As reacdes oxidacdo-reducdo (redox) sdo utilizadas pelas células em processos
fundamentais de regulagdo redox, denominados por “sinalizagdo redox” (Sies, 2015). O stresse
oxidativo é uma condi¢do bioldgica em que ocorre um desequilibrio entre a produgdo de
espécies reativas e a sua destoxificagao através de sistemas bioldgicos (Azzam, Jay-Gerin e Pain,

2012).
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As primeiras modificacbes que ocorrem durante ou pouco depois da exposicdo a
radiacdo ionizante, pensa-se que sdo responsdveis pela maioria dos efeitos da radiacdo nas
células. Contudo, mudancas oxidativas podem continuar durante dias ou meses apds a
exposicdo inicial, muito por causa da produgdo continua de espécies reativas de oxigénio (ROS,
do inglés reactive oxygen species) e de espécies reativas de nitrogénio (RNS, do inglés reactive
nitrogen species) (Azzam, Jay-Gerin e Pain, 2012).

O stresse oxidativo induzido pela radiacdo ionizante pode propagar-se das células-alvo
para outras células através de mecanismos de comunicagao intercelular. O stresse oxidativo
pode ser induzido por fatores exdgenos ou enddgenos (Azzam, Jay-Gerin e Pain, 2012; Mendes,
2016).

A agua é o maior constituinte das células e ao sofrer interagdo pela radiacdo ionizante
podera induzir a formacdo de radicais livres, através do processo de radidlise que, por sua vez,
formam ROS. As ROS formadas na radidlise sdo: o radical hidroperoxil (HO;"), o ido superdxido
(02*), o radical hidroxilo (‘OH), o radical de hidrogénio (‘H), o peroxilo (ROO’), o hidrogénio
molecular (H3), o alcoxil (RO) e o perdxido de hidrogénio (H,0,). A radiagdo ionizante também é
capaz de estimular a atividade de sintetases de dxido nitrico (NOS, do inglés nitric oxide
synthase), que sdo capazes de formar oxido nitrico (‘NO, do inglés, nitric oxide). O ‘-NO ao reagir
com 0, origina o anido peroxinitrito (ONOO’), que é uma RNS (Rabender, Alam e Mikkelsen,
2014). Este anido é altamente reativo, tendo como alvos celulares lipidos, proteinas e bases do
DNA. Espécies como o O>" e 0 HO," na presencga de ides metalicos redox (principalmente ferro
e cobre) levam a formacdo de radicais hidroxilo via reagcdo de Fenton e Haber-Weiss. ROS e RNS
podem lesar o DNA resultando em vdrias alteragées, como quebra no DNA, lesdo em bases,
destruicdo de acucares e disfuncdo da telomerase. Além de causarem lesOes a nivel do DNA,
também sdo capazes de oxidar outros componentes celulares, como proteinas, lipidos e
membranas celulares (Azzam, Jay-Gerin e Pain, 2012; Mendes, 2016).

A radiacdo ionizante também pode induzir disfungdo mitocondrial. A mitocndria ocupa
uma fragdo substancial do volume celular, por isso é um alvo importante da radia¢do ionizante.
E responsavel pelo consumo de mais de 90% do oxigénio do corpo e é uma fonte de ROS. A
disfungdao mitocondrial pode contribuir para a perturbacdo de reagdes de oxida¢do-redugao
que, por sua vez, determinam o ambiente celular redox. Este organelo tem a capacidade de
gerar energia para a célula através da cadeia transportadora de eletrées, na respiragao celular,
originando também subprodutos de ROS (Figura 12). Uma falha nesta cadeia resulta na
formacao de ido superdxido em excesso. Este processo associado ao facto de ocorrer uma

sobreproducdo de ROS via radidlise da dgua vai aumentar os niveis de ROS, levando a mutagdes
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no DNA mitocondrial e a alteracdo da expressdo de varias proteinas necessarias para as funcoes

criticas quer na mitocondria quer na célula (Azzam, Jay-Gerin e Pain, 2012).

Citoplasma

Mitocondria

Efeito direto

ei(o indireto

Radiacdo

ionizante Membrana

-Peroxidacio lipidica
- Oxidagdo proteica

;, -Alteracdes

oxidativas na mtDNA
enDNA
-Inativagio de

Figura 12: Representacdo esquematica dos efeitos indiretos e diretos da radiagdo ionizante em
macromoléculas. Adaptado de [(Azzam, Jay-Gerin e Pain, 2012)].

O corpo humano apresenta-se equipado com uma variedade de defesas antioxidantes
que contrabalangam o efeito dos oxidantes. As defesas antioxidantes podem ser divididas em
duas categorias: as enzimdticas e as ndo enzimaticas. As defesas enzimaticas englobam a
superdxido dismutase (SOD), a catdlase e a glutationa peroxidase. Como defesas nao
enzimaticas temos, como exemplo, o acido ascdrbico, o a-tocoferol e o B-caroteno (Birben et
al., 2012). Os antioxidantes tém como funcdo contribuir para que ndo haja oxidacdo de
biomoléculas, ou pelo menos retarda-la, com a finalidade de reduzir as lesdes provocadas pelo

stresse oxidativo (Mendes, 2016).
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Objetivos






O cancro da prdstata é uma das neoplasias mais mortais a nivel mundial, e uma das mais
comuns entre os homens. E um tipo de cancro que apresenta uma evolucdo silenciosa
(assintomatica) podendo atingir estadios avancados antes de ser diagnosticado. As
caracteristicas do tumor devem ser valorizadas na escolha do tipo de tratamento, em que a
abordagem radioterapéutica estd incluida. A radioterapia tem como objetivo eliminar as células
cancerigenas ou impedir que estas continuem a crescer e a dividirem-se, minimizando os efeitos
provocados em células saudaveis. Sobre os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na
acdo anticancerigena da radioterapia ainda muito ha por explorar.

Tendo em conta todas estas caracteristicas, este trabalho tem como objetivo
caracterizar, do ponto de vista celular e molecular, os efeitos diretos e indiretos da radiacdo

ionizante em duas linhas celulares de carcinoma da prostata.
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Materiais e Métodos






A resposta celular a radiagdo ionizante foi avaliada através de estudos in vitro, em células
do cancro da préstata. Estes estudos permitiram calcular a dose letal média (DLso) € 0 modelo
de agressao celular através do ensaio clonogénico. Estimou-se a viabilidade e a proliferacdo
celular recorrendo a métodos como, a expressao da proteina nuclear Ki-67 (também conhecido
como antigénio Ki-67 que estd associado a proliferacdo celular) e o ensaio do azul tripano. O
tipo de morte celular induzido foi caracterizado e avaliado com recurso a microscopia ética e a
citometria de fluxo. A avaliacdo do ciclo celular e dos niveis de stresse oxidativo foi feita

recorrendo a citometria de fluxo.

3.1 Cultura Celular

Na realizagdo deste trabalho foram utilizadas duas linhas celulares humanas de cancro
da préstata, a linha PC3 e a linha LNCaP. A linha celular PC3 (ATCC®CRL-1435™) é caracterizada
por ndo apresentar recetores de androgénios, enquanto a linha celular LNCaP (ATCC®CRL-
1740™) expressa recetores hormonais, pelo que é hormono-dependente. Estas duas linhas
apresentam outra diferenca que estd na sua origem. A linha celular PC3 provém de uma
metdstase dssea e a linha celular LNCaP de uma metadstase linfatica (Russell e Kingsley, 2003).
As linhas celulares usadas foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC®, Rockville,
MD, USA). Quando rececionadas, as células foram descongeladas e subcultivadas em culturas
aderentes e mantidas numa atmosfera humidificada com 95% de ar e 5% de diéxido de carbono
(CO,) e a 37°C numa incubadora Binder® (Binder, Tuttlingen, Alemanha). As células das duas
linhas celulares foram cultivadas em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640, Sigma
Aldrich® R-4130, St. Louis, EUA) com 100 uM de piruvato de sédio (GIBCO 11360, Paisley, RU),
10% de soro bovino fetal (Sigma F-7524, St. Louis, EUA) e 1% de antibidtico (Sigma A5955, St.
Louis, USA).

Para a realizagao dos estudos foi necessario preparar suspensdes celulares. Com este
propdsito, primeiramente, removeu-se o meio de cultura, a que se seguiu a lavagem das células
com uma solucdo salina de tampao fosfato (PBS, do inglés phosphate buffered saline) constituida
por 137 mM de cloreto de sédio (Sigma S7653, St. Louis, EUA), 2,7 mM de cloreto de potassio
(Sigma P9333, St. Louis, EUA), 10 mM de fosfato monossddico (Sigma S5011, St. Louis, EUA) e
1,8 mM de fosfato monopotassico (Sigma P0662, St. Louis, EUA), a pH de 7,4. De seguida,

removeu-se o PBS e incubaram-se as células com 2 mL de solucdo de tripsina em acido
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etilenodiamino tetra-acético (EDTA, do inglés, ethylenediamine tetraacetic acid) a 0,25% (Sigma
S5011, St. Louis, EUA) num intervalo de 3 a 5 minutos com a finalidade de destacar as células do
frasco de cultura. O passo seguinte foi a inibicdo da acao da tripsina com a adi¢cdo do dobro do
volume de meio RPMI e procedeu-se ao calculo da concentracdo celular. Para isso, a uma
amostra da suspensado celular adicionou-se 0 mesmo volume de uma solugdo de azul tripano
(GIBCO®, Paisley, RU) na diluicdo de 1:2 em agua ultra-pura e contaram-se as células, através de
uma camara de neubauer e um microscépio Otico invertido Motic AE31 (Motic®, Wetzlar,
Alemanha) com ampliacdo de 100x. Feita a contagem, retirou-se o volume necessario e
centrifugou-se a suspensao celular a 201xG durante 5 minutos (Heraeus Multifuge 1L-R; raio do
rotor 18,7cm, Thermo Scientific, Waltham, MA USA), para remover as células mortas, e

adicionou-se o meio RPMI necessario para a realizacdo dos ensaios.

3.2 Radiagdo lonizante

As culturas celulares foram irradiadas num acelerador linear de raios-X. O acelerador
linear utilizado para a irradiacdo foi um acelerador Varian Clinac 600C (Varian, California, EUA),
com raios-X de energia de 4 MeV. Foram preparadas suspensdes das linhas celulares PC3 e
LNCaP com uma concentracdo de 0,5x10° células/mL, no volume necessario para a realizacdo
de todas as experiéncias. As suspensoes foram transferidas para microtubos do tipo eppendorf
com um volume de 1,5 mL, devidamente identificados para cada condicdo, tendo em atencdo
perfazer o volume maximo do tubo para ndo haver ar aquando da irradiacdo. As doses de
radiacdo usadas foram de 0,5 Gy, de 1 Gy, de 1,5 Gy, de 2 Gy, de 4 Gy, de 6 Gy, de 8 Gy, de 10 Gy
e de 12 Gy. Foram utilizadas células como controlo, as quais sofreram todos os procedimentos
da experiéncia a excecdo da irradiacdo (0 Gy). Para uma irradiacdo reprodutivel, fiavel e uma
deposicdo homogénea da dose em todo o volume, foi utilizada uma caixa de irradiacdo em
acrilico com paredes de 1 cm de espessura, com dimensdes e referéncias para o posicionamento
dos microtubos e em tudo compativeis com as condi¢des habituais de operagao do acelerador
linear e para as quais se encontra certificada.

A irradiacdo foi realizada com o apoio de um engenheiro fisico-médico e de um técnico
de radioterapia. Primeiramente colocou-se a caixa de irradiacdo vazia (Figura 13) sobre a mesa
de tratamento e a distribuicdo dos tubos eppendorf, ja identificados com as diferentes doses de
radiacdo. A dose recebida pelas células, dentro dos tubos, tem de ser homogénea e para tal os
tubos foram submersos em dgua, como se mostra na Figura 13, a temperatura de 37°C, e a caixa

de irradiacdo foi posicionada com o seu eixo longitudinal paralelo ao eixo central do feixe.
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Figura 13: Aimagem A demonstra a caixa de irradiagdo vazia e a imagem B apresenta as amostras na caixa
de irradiagdo submersas em agua.

A deposi¢do da dose foi feita em duas fases, uma com a gantry posicionada a 90° e outra
com a gantry posicionada a 270°, para que a dose total fosse de 0,5 Gy. Apds a irradiagao de
0,5 Gy, os microtubos correspondentes sao retirados da caixa de irradiacdao e os restantes

permaneceram para nova irradiacdo. Todo este processo foi repetido até se completarem todas

as doses pretendidas, de acordo com a Tabela 4.

Completo o processo de irradiagdo, procedeu-se a realizagdo dos ensaios laboratoriais

apresentados de seguida.

Tabela 4: Doses administradas as amostras. Unidades de motor (MU, do inglés monitor unit;

1 MU=0,022 Gy)

Dose (Gy) 90° 270°
0,5 23 MU 23 MU
1 23 MU 23 MU
1,5 23 MU 23 MU
2 23 MU 23 MU
4 93 MU 92 MU
6 93 MU 92 MU
8 93 MU 92 MU
10 93 MU 92 MU
12 93 MU 92 MU
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3.3 Ensaio Clonogénico

O ensaio clonogénico permite avaliar as diferengas na viabilidade reprodutiva entre as
células controlo e as células que sofreram tratamento, tais como, a exposicdo a radiacdo
ionizante. Entende-se por viabilidade reprodutiva a capacidade de uma unica célula formar uma
colénia de 50 ou mais células. E considerado o ensaio gold standart de avaliacdo dos efeitos da
radiacdo pois permite avaliar a agressdo celular induzida pela radiacdo (Franken et al., 2006;
Mendes, 2016; Rafehi et al., 2011).

Depois de as suspensdes das células serem irradiadas nos microtubos, foram
homogeneizadas e distribuidas por placas de 6 pogos (Starstedt AG & Co, Alemanha,
Nimbrecht). Em cada poco foi adicionado um nimero estipulado de células das linhas PC3 e
LNCaP tratadas com as varias doses de radiacdo (nimero de células semeadas) e completou-se
com meio RPMI. Seguidamente, as placas foram incubadas a 37°C numa atmosfera com 5% de
CO,, durante 5 dias. Passados os 5 dias procedeu-se a mudanca de meio de cada pocgo
representativo das diferentes doses de radia¢do. Passado 12 dias apds a irradiacdo realizou-se a
contagem do numero de coldnias formadas. Para tal, removeu-se o meio de cultura e fez-se uma
lavagem com PBS. Seguidamente fixaram-se as células utilizando metanol (32213, Sigma-
Aldrich®, St. Louis, EUA), durante 30 minutos. Na meia hora seguinte, descartou-se o metanol, e
as placas ficaram a secar para a seguir se adicionar uma solucdo de violeta de cristal (C3886,
Sigma-Aldrich®, China) na concentragdo de 0,5% em solugdo de metanol, deixaram-se as
coldnias a colorir durante 30 minutos. Finalmente, aspirou-se o corante em excesso e lavaram-
se cuidadosamente as placas por imersdo em agua tépida.

Deixaram-se a secar as placas e, seguidamente, fez-se a contagem das colénias com mais
de 50 células. A contagem das coldnias permitiu calcular a eficiéncia da placa (PE, do inglés plate

efficiency) e o fator de sobrevivéncia (FS), de acordo com as equacgdes 4 e 5, respetivamente.

. numero de colénias contadas ~
Eficiéncia da placa = — - Equagao 4
namero de células semeadas

PE das células irradiadas o
Fator de Sobrevivéncia = - Equagao 5
PE das células controlo

Calculados a PE e o FS para cada condicdo, foi possivel estabelecer curvas dose-resposta, em
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gue se relacionou a dose de radiagdo com o FS para cada linha celular. Os resultados obtidos
através dos ensaios clonogénico foram ajustados a um modelo linear-quadratico de acordo com

a equagao 6,

A i — p—aD—BD? -
Fator de Sobrevivéncia = e Equacdo 6

onde D corresponde a dose de radiacao e a e B correspondem, respetivamente, aos parametros
linear e quadratico do ajuste.

Quando existem casos em que a resposta é afetada apenas pela componente q, a
componente B pode ser otimizada para valores =0, sendo que o modelo de ajuste

correspondeu a um modelo de um sé alvo e um sé toque, de acordo com a equacao 7,

D

Fator de Sobrevivéncia = e Do N
Equagao 7

I . 1
em que D representa a dose de radiacdo e Dy, a dose letal média. Neste modelo, Do= —com B=0.

3.4 Viabilidade e Proliferagdo Celular

3.4.1 Ensaio do Azul Tripano

O teste de exclusdo de corante é utilizado para determinar o nimero de células vidveis
presentes numa suspensdo de células. Este teste é baseado no principio de que todas as células
vivas possuem membranas celulares intactas que excluem determinados corantes, como o azul
tripano. Assim sendo todas as células que estdo vivas sdo impermedveis ao corante, pelo que se
mantém brilhantes. Por outro lado, as células mortas ndo apresentam a sua membrana nas
condigdes ideais, e tornam-se azuis (Strober, 2001).

Neste ensaio foram utilizados volumes iguais de cada suspensao celular e da solu¢do de
azul tripano (GIBCO®, Paisley, RU) numa concentragdo de 0,02%, sendo posteriormente
homogeneizadas e colocadas numa camara neubauer (BOECO and Co. Hamburgo, Alemanha).
Para a realizagdao da contagem foi necessario a utilizagdo de um microscépio ético invertido

Motic AE31 com ampliagdo 100x (Motic®. Wetzlar, Alemanha). Esta contagem foi realizada
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24 horas, 48 horas, 72 horas e 96 horas apds a irradiacdo de cada suspensdo celular. A
viabilidade e a proliferacdo celulares foram determinadas a partir das Equacdes 8 e 9,

respetivamente. Com este ensaio foi possivel estabelecer curvas dose-resposta.

células vivas

% Viabilidade Celular =

células vivas+células mortas

Equacdo 8

) cél L1+ L2+ L3+ L4
Proliferagio Celular (H) = 2 X 2 x10.000 Equacgdo 9

3.4.2 Célculo do Indice Proliferativo

O antigénio Ki-67 é uma proteina nuclear que é expressa em células de mamifero, sendo
muito utilizada como marcador de proliferagdo para classificar tumores (Sobecki et al., 2016).
Durante o ciclo celular, a proteina Ki-67 esta presente na fase Gj, na fase S, na fase G; e na fase
M, mas ndo se encontra presente na fase Go. Em contraste com muitas outras proteinas
associadas ao ciclo celular, o antigeno Ki-67 esta consistentemente ausente em células
guiescentes e ndo é detetavel durante processos de reparo de DNA. Por este motivo a pesquisa
da Ki-67 recorrendo a imunohistoquimica, pode ser utilizada para ajudar na avaliagdo da
atividade proliferativa das linhas celulares em estudo (Jalava et al., 2006). Recorreu-se a um
anticorpo anti Ki-67 de coelho, diluido numa solu¢do de diluicdo de anticorpo (ThermoFisher,
003218), com um fator de diluicdo de 1:300. Esta técnica permite a visualizacdo de antigénios
quando aplicados os anticorpos primdrios e secunddrios de forma sequencial. Utilizando
substratos cromogénicos, a reacdo antigénio-anticorpo pode ser analisada utilizando um
microscopio dtico. A reacdo imunohistoquimica para pesquisa da Ki-67 foi conseguida de forma
automatizada através de um sistema de colorac¢do de ultra-deslizamento da Roche, usando um
kit de detecdo OptiView Universal DAB IHC (Roche Ventana, 760-700, Arizona, USA). Antes de
colocar as laminas neste sistema, estas foram fixadas em acetona (Pronalab) durante 10
minutos. Logo depois da coloracdo automatica, as laminas foram colocadas em contentores, de
forma sequencial, contendo alcool a 96%, alcool a 99,9% e xilol de forma a desidrata-las. Por
fim, as laminas foram montadas utilizando um meio de montagem (Merck Millipore, 107961) e
sobrepostas por lamelas. Por forma a contar as células foi utilizado um microscépio 6tico (Motic,
AE31 Invert Microscope) com um campo de visdo com ampliagdo de 400x. O indice de

proliferacdo foi determinado, contando 200 e 500 células de cancro, as células que
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apresentavam o antigénio Ki-67 e as que ndo apresentavam, ajustando depois as 200 e as 500

células para os 100%.

3.5 Morte celular

Coloragao May-Grinwald Giemsa

A coloragdo de May-Griinwald-Giemsa foi utilizada para avaliar a citomorfologia das
células das linhas PC3 e LNCaP. Esta coloracdo é uma coloracdo metacromatica que demonstra
a arquitetura celular, de uma forma rdpida e facil. O corante May Griinwald-Giemsa é uma
mistura de corantes com caracteristicas neutras, que coram os componentes nucleares e
citoplasmaticos das células (Mendes, 2016).

A coloracgdo é iniciada com a coloca¢do de uma gota da suspensao celular de cada linha
celular em cima de uma lamina, sendo depois deixada a secar durante 30 minutos. Para corar o
nucleo, as laminas sdo colocadas num suporte e adiciona-se a solucdo May-Griinwald de modo
a cobrir a ldmina toda (Merck Millipore, 101424) durante 4 minutos. Apds este tempo, é
adicionada agua ultra-pura, no mesmo volume utilizado no passo anterior. De seguida, as
laminas sdo escorridas e adiciona-se sobre as mesmas a solucdo de Giemsa a 30% (Merck
Millipore, 109204) dissolvida em &gua ultra-pura, durante 17 minutos. As laminas sdo lavadas
em agua tépida para retirar o excesso de corante e deixadas a secar ao ar. Por fim, as laminas
foram lavadas com xilol (VWR chemicals, 28973) e procedeu-se a montagem das laminas
utilizando um meio de montagem Quick-D (Klinipath, 7281) e uma lamela. Os resultados da
morte celular foram observados utilizando um microscépio otico (Motic, AE31 Invert

Microscope).

3.6 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica utilizada para contar, examinar e classificar
particulas microscdpicas suspensas em meio liquido em fluxo. Permite uma analise de varios
parametros em simultaneo. Esta técnica é realizada através de um aparelho de dete¢do 6pto-
eletrénico, o que torna possivel determinar caracteristicas fisicas e/ou quimicas de apenas uma
Unica célula (Givan, 2001).

Apds a irradiacdo das linhas celulares, foram colocadas 10x10° células em cada frasco

41



de cultura (Starstedt AG & Co, Newton, USA), um frasco por linha celular, para as condi¢cGes de
0 Gy, de 1,5 Gy, de 6 Gy e de 12 Gy. Passadas 48 horas da irradiacdo das células, foi recolhido o
meio de cultura de cada frasco para um tubo de falcon, previamente identificado, e lavaram-se
as células com PBS que também se recolheram para o tubo de falcon. Seguidamente, adicionou-
se um volume necessdrio para destacar as células do fundo da placa de tripsina-EDTA, e
colocaram-se as células a incubar a 37°C durante 5 minutos. Inibiu-se a a¢ao da tripsina com
meio de cultura e recolheu-se a suspensdo de células novamente para o respetivo tubo de
falcon. Posteriormente, as suspensdes de células foram centrifugadas a 500xG durante 5
minutos, e suspendeu-se o sedimento em 1 mL de PBS, transferindo depois para tubos de
citometria (BD Falcon™ 352054). Nova centrifugacdo a 500xG durante 5 minutos, onde foi
descartado o sobrenadante. Os sedimentos para cada condicdo ficaram prontos para as

marcagdes que vao ser posteriormente apresentadas (Mendes, 2016).

3.6.1 Ciclo Celular

Para avaliar o ciclo celular apds as células terem sido irradiadas, foi usado a citometria
de fluxo utilizando como marcador o iodeto de propideo (IP). O IP é um composto fluorogénico
que se liga estequiometricamente aos 4cidos nucleicos (assim como ao RNA sendo necessario a
sua remogdo), de modo que a emissao de fluorescéncia é proporcional ao conteido de DNA de
uma célula, como mostra na Figura 14 (Riccardi e Nicoletti, 2006). Através da quantificacdo do
conteudo de DNA é possivel a distribuicao de uma populagdo de células ao longo das diferentes
fases do ciclo celular, fase Go/Gs, fase S e fase G,/M. A avaliacdo realizou-se através de PI/RNase

solution (PI/RNase, Immunostep, S.L., Salamanca, Espanha).

Frequéncia celular
?|||,|ap||||mllll?3||||@||||Ip||

Fluorescéncia IP

Figura 14:Histograma tipico do conteido de DNA nas diferentes fases do ciclo celular. Adaptado de
[(Pozarowski e Darzynkiewicz, 2004)].
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O primeiro passo deste procedimento foi centrifugar as células a 500xG durante 5
minutos, descartando o sobrenadante. De seguida, adicionaram-se 200 uL de etanol a 70%,
suspenderam-se as células e incubaram-se durante 30 minutos a 4°C, no escuro. Seguidamente
lavaram-se as células com 2 mL de PBS e centrifugaram-se a 500xG durante 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado, e foram adicionados 500 pL de uma solucdo de PI/RNase, seguido
de incubacdo durante 15 minutos, a temperatura ambiente e no escuro. A detecdo foi feita
utilizando o comprimento de onda de excitacdo de 351 nm e de emissdo de 617 nm. Para este
estudo foram obtidos 50.000 eventos através do programa CellQuest™ (Spetroncorp.
Washington, USA). Para a analise e a quantificacdo da informacdo foi utilizado o programa

especifico MOD FIT (BD Biosciences, Franklin Lakes, EUA) (Mendes, 2016).

3.6.2 Morte Celular

Os marcadores utilizados para identificar o tipo de morte celular foram a anexina V (AV)
e o IP (FITC Annexin V Apoptosis Detection kit |, BD Pharmingen, E.U.A.). Uma das caracteristicas
da apoptose é a perda da assimetria da membrana plasmdtica, em que um fosfolipido, a
fosfatidilserina, é translocado do folheto interno para o folheto externo. A AV tem uma grande
afinidade por este fosfolipido, por isso serve como uma sonda sensivel para identificar células
gue se encontram na fase inicial da apoptose na citometria de fluxo (Hingorani et al., 2011). Por
outro lado, o IP é um fluorécromo que é capaz de se ligar ao DNA. Contudo, este fluorécromo
apenas consegue penetrar em células que apresentem a membrana danificada, permite
identificar aquelas que se encontram em apoptose tardia, assim como, as células em necrose
(Hingorani et al., 2011; Riccardi e Nicoletti, 2006). Em suma, com estes dois marcadores

podemos obter 4 populacbes de células em diferentes estados, como apresentado na Tabela 5.

Tabela 5: Grupos de populag¢des celulares, com base nas marcagdes com AV e IP, na citometria de fluxo.

Células Anexina V lodeto de propideo
Vidveis - -
Apoptose inicial + -
Apoptose tardia/necrose + +
Necrose - +

Neste procedimento os sedimentos, obtidos anteriormente, foram ressuspensos em

100 pL de tampado de ligagdo, constituido por Hepes (Sigma H7523) na concentragdo de 0,01 M,
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por cloreto de sddio (Sigma S7653) na concentracdo 0,14 M, por cloreto de célcio (Sigma C4901)
na concentracao de 0,25 mM, onde, logo depois, se adicionaram 5 pL de anexina V marcada com
isotiocianato de fluoresceina (FITC, do inglés fluorescein isothiocyanate) e 2 uL de IP e deixaram-
se a incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente, no escuro. Seguidamente,
adicionaram-se 400 pL de tampao de ligacdo e procedeu-se a analise no citdmetro FACSCalibur
(BD Biociences, California, EUA), onde se utilizaram os comprimentos de onda de excitacido de
494 nm e de emissdo de 519 nm para a anexina-V-FITC, com os comprimentos de onda de
excitacdo de 351 nm e de emissdo de 617 nm para o IP (Mendes, 2016).

Os resultados foram apresentados sobre a forma de percentagem de células em cada

grupo.

3.6.3 Stresse Oxidativo e Defesa Antioxidante

Para avaliar as espécies reativas de oxigénio e a defesa antioxidante (enzima glutationa
reduzida (GSH)), foram utilizados os seguintes compostos: o dihidroetidio (DHE), a sonda 2',7'-
dichlorofluorescein-diacetate (DCFH,-DA) e o alaranjado de mercurio.

O DHE é uma sonda utilizada para detetar o ido superdxido. O DHE é oxidado pelo O,
produzindo hidroetidio (EOH, do inglés 2-hydroethidium) e intermedidrios. O EOH é estavel
dentro da célula, permitindo assim uma medicao precisa da fluorescéncia do DHE. Podemos
assim medir a fluorescéncia do EOH utilizando os comprimentos de onda de excitacao de 480 nm
e de emissdo de 567 nm. Para tal, as suspensdes celulares foram centrifugadas a 500xG durante
5 minutos, sendo os sedimentos ressuspensos em 1 mL de PBS. De seguida, incubaram-se com
a sonda DHE (Sigma-Aldrich) na concentracdo de 5 uM em dimetilsulféxido, a 37°C, no escuro
durante 15 minutos. Para retirar o excesso de sonda e lavar a suspensao centrifugou-se a 500xG
durante 5 minutos. Por fim, analisou-se a amostra utilizando um citdmetro com um
comprimento de onda de excitacdo de 496 nm e de emissdo de 578 nm. Os resultados obtidos
foram apresentados em média de intensidade de fluorescéncia normalizados relativamente ao
controlo (Mendes, 2016).

A DCFH,-DA é uma das técnicas mais usadas para determinar diretamente o estado
redox de uma célula. A DCFH,-DA é um percursor nao fluorescente da diclorofluoresceina (DCF),
que é capaz de entrar dentro de uma célula, pois a célula é permeavel a esta sonda. Quando
esta sonda se encontra dentro da célula, esterases intracelulares vao clivar duas ligacGes éster
formando uma molécula polar e que ndo é capaz de atravessar a membrana celular, a H,DCF.

Esta molécula acumula-se dentro da célula e a sua oxidagdao produz uma molécula altamente
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fluorescente, a DCF. A acumula¢do da DCF nas células pode ser medida pelo aumento da
fluorescéncia com o comprimento de onda de 530 nm quando a amostra é excitada com uma
luz com comprimento de onda de 485 nm. Pela citometria de fluxo podemos medir a
fluorescéncia com o comprimento de onda de 530 nm, pelo que se assume que é proporcional
a concentracdo de peroxidos intracelulares (Walker e Armstrong, 2010).

Neste procedimento, as suspensdes celulares foram centrifugadas a 500xG durante 5
minutos, apds o que se descartou o sobrenadante e se ressuspendeu o sedimento em 1 mL de
PBS. De seguida, adicionou-se 1 pL da sonda DCFH,-DA (Molecular Probes, Invitrogen) com a
concentracdo de 5 mM diluida em dimetilformamida. A suspensdo celular foi incubada durante
45 minutos no escuro a 37°C. Seguiu-se de uma lavagem com PBS e imediata centrifugacao a
500xG durante 5 minutos. Ressuspendeu-se o sedimento em 400 pL de PBS, agitou-se em vértex
e analisou-se no citdmetro utilizando os comprimentos de onda de excitacdo de 494 nm e de
emissdo de 519 nm. Os resultados obtidos foram apresentados em média de intensidade de
fluorescéncia normalizados relativamente ao controlo (Mendes, 2016).

A GSH tem um papel fundamental na protecao das células contra eletréfilos e radicais
livres (Bump e Brown, 1990). A GSH é considerada uma molécula protetora contra o stresse
oxidativo e lesdes no DNA provocadas pela radiagdo (Chatterjee, 2013). Para quantificar os
niveis de GSH, utilizou-se um composto chamado alaranjado de mercurio. Este composto é
capaz de se ligar aos grupos sulfidril de proteinas, contudo a cinética de ligacdo é superior na
GSH do que nestes grupos sulfidril (Sales, 2014). Neste procedimento, as suspensdes celulares
foram centrifugadas a 500xG durante 5 minutos, e suspendeu-se o sedimento em 1mL de PBS.
Seguidamente, adicionou-se o alaranjado de mercurio (Sigma, EUA), com uma concentracdo de
40 puM, seguida de incubacdo a 37°C no escuro durante 15 minutos. Posteriormente, procedeu-
se a uma lavagem seguida de centrifugacdo a 500xG durante 5 minutos, e ressuspendeu-se o
sedimento em 400 plL de PBS. Por fim, utilizando um citémetro fez-se a detecdo com
comprimento de onda de excitacdo de 496 nm e de emissdo de 578 nm. Os resultados obtidos
foram apresentados em média de intensidade de fluorescéncia normalizados relativamente ao

controlo (Mendes, 2016).

3.7 Analise Estatistica

Toda a andlise estatistica foi realizada recorrendo ao software IBM SPSS® v.22 para
Windows e os graficos contruidos pelo GraphPad Prism versdo 6.01 para Windows. Na andlise

descritiva foram determinadas medidas de tendéncia central (média e mediana) e de dispersao
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(desvio-padrdo e amplitude interquartil) para as varidveis quantitativas.

De forma a avaliar a normalidade da distribuicdo das varidveis recorreu-se ao teste
Shapiro-Wilk. Para variaveis com distribuicdo normal recorreu-se a testes paramétricos, caso
contrdrio utilizou-se testes ndo paramétricos. A relacdao de varidveis quantitativas entre dois
grupos foi realizada recorrendo ao teste U-Mann-Whitney (teste ndo paramétrico). No caso de
ser entre mais de dois grupos foi utilizado o teste de Kruskal- Wallis (teste ndo paramétrico) ou
com recurso ao teste ANOVA de um fator (teste paramétrico). Nas comparagdes multiplas
recorreu-se a corre¢do de Bonferroni.

Nos ensaios clonogénico, a comparacao foi feita com o respetivo controlo determinando
o intervalo de confianga a 95% (IConf 95%) do valor da condicdo, considerou-se
significativamente diferente do controlo caso o IConf 95% nao incluisse o valor 1.

As curvas de dose-resposta para os estudos de citotoxicidade foram obtidas através do

ajuste dos dados experimentais a uma curva sigmoidal e, para as curvas referentes aos ensaios

;. . . . s4e - - 2
clonogénicos consideraram-se os seguintes modelos: linear quadratico (SF = e~ P~BD%) e o

D
modelo linear de agressdo celular (SF = e Po) com recurso ao software OriginPro utilizando o

modelo “DoseResp”.

Foi considerado um nivel de significancia de 5%.
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Resultados






4.1 Sobrevivéncia, Viabilidade e Proliferacao Celulares

A radiacdo ionizante induziu uma diminuicdo da viabilidade e da sobrevivéncia nas
células das duas linhas celulares. Esta diminuicdo foi dependente da dose de radiacdo e do
tempo decorrido apds a exposicdo a radiacao.

A sobrevivéncia celular das células das linhas celulares de cancro da prdstata PC3 e
LNCaP encontra-se representada na Figura 15, apds exposicdo a radiacdo ionizante de doses
entre os 0 Gy e os 12 Gy. A sobrevivéncia celular de cada linha celular foi obtida de acordo com

o modelo linear quadratico. Foi ainda possivel determinar a DLso.
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Figura 15: Sobrevivéncia celular da linha celular de cancro da préstata PC3 (A), da linha celular de cancro
da proéstata LNCaP (B), apos irradiagdo com doses até 12 Gy. A sobrevivéncia celular foi obtida através do
ensaio clonogénico. Os graficos representam a média e ao erro padrdo de pelo menos 5 ensaios
independentes.

A linha celular de cancro da prdstata PC3 é a mais radiorresistente, apresentado uma
DLso de 1,75+0,07 Gy, enquanto a linha celular do cancro da prostata LNCaP é a mais

radiossensivel com uma DLsg de 1,68+0,03 Gy, como mostra na Tabela 6.

Tabela 6:Modelos de agressdo celular e doses letais médias calculadas apds exposicdo das linhas celulares
a radiacdo com doses de 0,5 Gy a 12 Gy.

Linha
+ 2 +
Celular V+EP R a/B DLsotEP (Gy) MAC
a 0,36910,01 Linear
24,01 1,75+
PC3 B 0,015+0,00 0,98 4,0 /750,07 Quadrético
0,33410,02 Linear
L 2 1,68+ "
NCaP B 0,046+0,01 0,99 7,28 /68£0,03 Quadratico

Legenda: P-pardmetro; V-valor; EP-erro padrio; R2-coeficiente de determinacdo; DLso-dose letal média;
MAC-modelo de agressao celular.
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A Figura 16 representa a viabilidade das células da linha celular de cancro da prdstata
PC3 e a Figura 17 representa a viabilidade das células da linha celular de cancro da préstata

LNCaP apds exposicao a radiacdo ionizante.
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Figura 16: Curvas de dose resposta obtidas para as células da linha celular de cancro da préstata PC3 24h,
48h, 72h e 96h apds exposicdo a radiacdo ionizante irradiagcdo com radiacdo ionizante. As viabilidades
foram obtidas através do ensaio de exclusdo do azul tripano. Os resultados sdo apresentados na forma de
percentagem, normalizados em relagdo ao controlo. Os pontos experimentais representam a média e o
erro padrdo de pelo menos 3 ensaios independentes. As diferengas significativas em relagdo ao controlo
estdo representadas com a para 0,5 Gy, em que significa p<0,05, com B para 1 Gy, em que significa p<0,05,
y com para 1,5 Gy, em que significa p<0,05, com 6 para 2 Gy, em que significa p<0,05, com W para 4 Gy,
em que significa p<0,05, com 1 para 6 Gy, em que significa p<0,05, com Q para 8 Gy, em que significa
p<0,05 e com S para 10 Gy, em que significa p<0,05.

Para a linha celular de cancro da préstata PC3, como representado na Figura 16, vinte e
quatro horas depois da irradia¢do, obtiveram-se as viabilidades celulares de 94,03+1,75 % com
a dose de 0,5 Gy (p=0,036), de 93,23+1,70% com a dose de 1 Gy (p=0,024), de 88,66+5,00% com
adosede 1,5 Gy (p=0,024), de 86,60+0.59% com a dose de 2 Gy (p=0,024), de 81,46+ 2,00% com
a dose de 4 Gy (p=0,036), de 80,26+2,70% com a dose de 6 Gy (p=0,024) e de 74,13+£2,93% com
a dose de 8 Gy (p=0,036), que foram significativamente inferiores a do controlo.

Quarenta e oito horas apds a irradiagdo, obtiveram-se viabilidades celulares de
96,18+0,45% com a dose de 0,5 Gy (p=0,036), de 92,67+1,47% com a dose de 1,5 Gy (p=0,036),
de 88,83+1,11% com a dose de 2 Gy (p=0,036), de 88,19+2,59% com a dose de 4 Gy (p=0,036) e
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de 77,42+4,66% com a dose de 8 Gy (p=0,036), que foram significativamente inferiores a do
controlo.

Apds setenta e duas horas da irradiagdo obtiveram-se as viabilidades celulares, de
84,3342,52% com a dose de 4 Gy (p=0,024) e de 74,76+2,31% com a dose de 10 Gy (p=0,036),
gue foram significativamente inferiores a do controlo. Por fim, 96 horas apés irradiacdao obteve-
se uma viabilidade celular de 73,60+4,32% com a dose de 10 Gy (p=0,036), significativamente
inferior a do controlo.

Apds vinte e quatro horas da irradiacado, obteve-se a viabilidade celular de 94,03+3,91%
para a dose de 0,5 Gy que foi significativamente superior as viabilidades celulares com a dose
de 2 Gy (p=0,004), com a dose de 4 Gy (p=0,008), com a dose de 6 Gy (p=0,009), com a dose de
8Gy (p=0,008), com a dose de 10 Gy (p=0,016) e com a dose de 12 Gy (p=0,016). As viabilidades
celulares com a dose de 2 Gy (p=0,002), com a dose de 4 Gy (p=0,004), com a dose de 6 Gy
(p=0,004), com a dose de 8 Gy (p=0,004), com a dose de 10 Gy (p=0,01) e com a dose de 12 Gy
(p=0,01), foram significativamente inferiores a obtida com a dose de 1 Gy. A viabilidade celular
com a dose de 1,5 Gy foi significativamente superior as viabilidades com a dose de 8 Gy
(p=0,004), com a dose de 10 Gy (p=0,01) e com a dose de 12 Gy (p=0,01). As viabilidades
celulares obtidas com a dose de 8 Gy (p=0,004), com a dose de 10 Gy (p=0,01) e com a dose de
12 Gy (p=0,01), foram significativamente inferiores a viabilidade celular da dose de 2 Gy. A
viabilidade celular obtida com a dose de 4 Gy foi significativamente superior as viabilidades com
a dose de 10 Gy (p=0,016) e com a dose de 12 Gy (p=0,016). As viabilidades celulares obtidas
com a dose de 10 Gy (p=0,01) e com a dose de 12 Gy (p=0,01) foram significativamente inferiores
a viabilidade obtida com a dose de 6 Gy. Por fim, a viabilidade celular obtida com a dose de 8 Gy
foi significativamente superior do que as viabilidades obtidas com a dose de 10 Gy (p=0,032) e
com a dose de 12 Gy (p=0,016).

Quarenta e oito horas apds a irradia¢do, obteve-se uma viabilidade celular com a dose
de 0,5 Gy significativamente superior as viabilidades com a dose de 2 Gy (p=0,008), com a dose
de 4 Gy (p=0,008), com a dose de 6 Gy (p=0,016), com a dose de 8 Gy (p=0,008), com a dose de
10 Gy (p=0,016) e com a dose de 12 Gy (p=0,016). A viabilidade celular obtida com a dose de 1
Gy foi superior as viabilidades com a dose de 2 Gy (p=0,016), com a dose de 4 Gy (p=0,016), com
a dose de 6 Gy (p=0,029), com a dose de 8 Gy (p=0,016), com a dose de 10 Gy (p=0,029) e com
a dose de 12 Gy (p=0,029). As viabilidades celulares obtidas com as doses de 6 Gy (p=0,016), de
8 Gy (p=0,008), de 10 Gy (p=0,016) e de 12 Gy (p=0,016) foram significativamente inferiores a
da dose de 1,5 Gy. As viabilidades celulares obtidas com a dose de 8 Gy (p=0,008), com a dose
de 10 Gy (p=0,016) e com a dose de 12 Gy (p=0,016) foram significativamente inferiores a com
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a dose de 2 Gy. A viabilidade celular obtida com a dose de 4 Gy foi significativamente superior
as viabilidades com a dose de 10 Gy (p=0,016) e com a dose de 12 Gy (p=0,016). As viabilidades
obtidas com a dose de 10 Gy (p=0,01) e com a dose 12 Gy (p=0,029) foram significativamente
inferiores a viabilidade obtida com a dose de 6 Gy.

Setenta e duas horas apds a irradiacdo das células, a viabilidade celular obtida com a
dose de 0,5 Gy foi significativamente superior a viabilidade celular com a dose de 4 Gy (p=0,032),
com a dose de 6 Gy (p=0,029), com a dose de 8 Gy (p=0,029), com a dose de 10 Gy (p=0,016) e
com a dose de 12 Gy (p=0,029). As viabilidades celulares obtidas com a dose de 4 Gy (p=0,032),
com a dose de 6 Gy (p=0,029), com a dose de 8 Gy (p=0,029), com a dose de 10 Gy (p=0,016) e
com a dose de 12 Gy (p=0,029) foram significativamente inferiores a viabilidade com a dose de
1 Gy. A viabilidade celular obtida com a dose de 1,5 Gy foi significativamente superior as
viabilidades com a dose de 6 Gy (p=0,029), com a dose de 10 Gy (p=0,016) e com a dose de 12
Gy (p=0,029). As viabilidades celulares obtidas com a dose de 6 Gy (p=0,016), com a dose de 10
Gy (p=0,008) e com a dose de 12 Gy (p=0,016) foram significativamente inferiores a viabilidade
com a dose de 2 Gy, assim como a viabilidade de 12 Gy (p=0,032) comparando com a dose de 4
Gy.

Por fim, apds noventa e seis horas da irradiacdo a viabilidade celular obtida com a dose
de 0,5 Gy foi significativamente superior as viabilidades com a dose de 8 Gy (p=0,029), com a
dose de 10 Gy (p=0,016) e com a dose de 12 Gy (p=0,029). As viabilidades celulares obtidas com
a dose de 10 Gy (p=0,016) e com a dose de 12 Gy (p=0,029) foram significativamente inferiores
a viabilidade com a dose de 1 Gy. A viabilidade obtida com a dose de 1,5 Gy foi significativamente
superior as viabilidades com a dose de 8 Gy (p=0,029), com a dose 10 Gy (p=0,016) e com a dose
de 12 Gy (p=0,029), o mesmo foi observado com a viabilidade de 2 Gy comparando com as

viabilidades obtidas com a dose de 10 Gy (p=0,016) e com a dose de 12 Gy (p=0,029).
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Figura 17: Curvas de dose resposta obtidas para as células da linha celular de cancro da prdstata LNCaP
24h, 48h, 72h e 96h apds exposi¢do a radiagdo ionizante irradiacdo com radiacdo ionizante. As viabilidades
foram obtidas através do ensaio de exclusdo do azul tripano. Os resultados sdo apresentados na forma de
percentagem, normalizados em relagdo ao controlo. Os pontos experimentais representam a média e o
erro padrao de pelo menos 3 ensaios independentes. Os pontos experimentais representam a média e o
erro padrio de pelo menos 3 ensaios independentes. As diferencas significativas em relagdo ao controlo
estdo representadas com a para 0,5 Gy, em que significa p<0,05, com B para 1 Gy, em que significa p<0,05
e BB significa p<0,01, y com para 1,5 Gy, e em que significa p<0,05 e yy significa p<0,01, com 6 para 2 Gy,
em que significa p<0,05, com W para 4 Gy , em que significa p<0,05 e pu significa p<0,01 , com 1t para 6
Gy, em que significa p<0,05, com Q para 8 Gy, em que significa p<0,05, com $ para 10 Gy, em que significa
p<0,05 e © para 12 Gy, em que significa p<0,05.

Para a linha celular do cancro da préstata LNCaP, como representado na Figura 17, apds
vinte e quatro horas da irradiagdo obtiveram-se viabilidades celulares de 97,34+0,75% com a
dose de 0,5 Gy (p=0,036), de 84,41+1,94% com a dose de 4 Gy (p=0,036), de 83,53+£1,51% com
a dose de 6 Gy (p=0,036), de 81,28+3,99% com a dose de 8 Gy (p=0,036) e de 75,63+1,97% com
a dose de 12 Gy (p=0,036), significativamente inferiores a do controlo.

Quarenta e oito horas apds a irradiagdo, obtiveram-se viabilidades celulares de
91,7142,10% com a dose de 0,5 Gy (p=0,016), de 90,18+2,64% com a dose de 1 Gy (p=0,008), de
87,38+2,40% com a dose de 1,5 Gy (p=0,008), de 83,83+1,92% com a dose de 4 Gy (p=0,008), de
82,314+2,01% com a dose de 6 Gy (p=0,016), de 81,93+1,55% com a dose de 8 Gy (p=0,016), de
80,30+1,38% com a dose de 10 Gy (p=0,016) e de 79,37+5,84% com a dose de 12 Gy (p=0,008),
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significativamente inferiores a obtida no controlo.

Apds setenta e duas horas da irradiagdao das células, obtiveram-se viabilidades de
93,2441,63% com a dose de 0,5 Gy (p=0,024) e de 81,16+1,45% com a dose de 8 Gy (p=0,036),
significativamente inferiores a do controlo.

Por fim, apds noventa e seis horas de irradiar a suspensdo celular obtiveram-se
viabilidades celulares de 96,69+0,88% com a dose de 0,5 Gy (p=0,036), de 94,43+1,38% com a
dose de 1 Gy (p=0,036), de 82,86+2,14% com a dose de 4 Gy (p=0,036), de 79,16+1,36% com a
dose de 6 Gy (p=0,036) e de 77,47+2,00% com a dose de 10 Gy (p=0,036), significativamente
inferiores a do controlo.

Apds vinte e quatro horas da irradiacdo verificou-se que a viabilidade celular da dose de
0,5 Gy foi significativamente superior as viabilidades com a dose de 1 Gy (p=0,032), de 2 Gy
(p=0,016), de 4 Gy (p=0,008), de 6 Gy (p=0,008), de 8 Gy (p=0,008), de 10 Gy (p=0,016) e de 12
Gy (p=0,008). As viabilidades celulares obtidas com a dose de 4 Gy (p=0,016), de 6 Gy (p=0,016),
de 8 Gy (p=0,016), de 10 Gy (p=0,029) e de 12 Gy (p=0,016) foram significativamente inferiores
a da dose de 1 Gy. A viabilidade celular obtida com a dose de 1,5 Gy foi significativamente
superior a dose de 4 Gy (p=0,032), com a dose de 6 Gy (p=0,016), com a dose de 8 Gy (p=0,032),
com a dose de 10 Gy (p=0,029) e com a dose de 12 Gy (p=0,016). A viabilidade celular da dose
de 2 Gy foi significativamente superior a da dose de 10 Gy (p=0,029) e com a dose de 12 Gy
(p=0,016). A viabilidade celular obtida com a dose de 12 Gy (p=0,016) foi significativamente
inferior a da dose de 4 Gy, assim como na viabilidade com a dose de 6 Gy foi significativamente
superior a da dose de 12 Gy (p=0,016).

Depois de quarenta e oito horas apds a irradiacdo da suspensdo celular de LNCaP
verificou-se que a viabilidade celular da dose de 0,5 Gy foi significativamente superior as das
doses de 4 Gy (p=0,032), da dose de 6 Gy (p=0,029), da dose de 8 Gy (p=0,029) e da dose de 10
Gy (p=0,029). A viabilidade obtida com a dose de 10 Gy (p=0,032) foi significativamente inferior
a da dose de 1 Gy. As viabilidades celulares obtidas com as doses de 2 Gy, de 4 Gy e de 6 Gy
foram significativamente superiores as obtidas com a dose 12 Gy (p=0,016, p=0,016 e p=0,016
respetivamente).

Setenta horas depois da irradia¢do, obtiveram-se viabilidades celulares com a dose de
2 Gy (p=0,029), com a dose de 4 Gy (p=0,029), com a dose 6 Gy (p=0,029), com a dose de
8 Gy (p=0,016), com a dose de 10 Gy (p=0,029) e com a dose de 12 Gy (p=0,029) que foram
significativamente inferiores a viabilidade da dose de 0,5 Gy. A viabilidade celular da dose de
1,5 Gy foi significativamente superior a da dose de 12 Gy (p=0,029). As viabilidades celulares das
doses de 10 Gy (p=0,029) e de 12 Gy (p=0,029) foram significativamente inferiores a da dose
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de 2 Gy.

Por fim noventa e seis horas apds irradiacdo, as viabilidades celulares obtidas com as
doses de 1,5 Gy (p=0,016), de 2 Gy (p=0,016), de 4 Gy (p=0,008), de 6 Gy (p=0,008), de 8 Gy
(p=0,016), de 10 Gy (p=0,008) e de 12 Gy (p=0,016) foram significativamente inferiores a
viabilidade celular da dose de 0,5 Gy. A viabilidade celular da dose de 1 Gy foi significativamente
superior as das doses de 1,5 Gy (p=0,032), de 2 Gy (p=0,032), de 4 Gy (p=0,008), de 6 Gy
(p=0,008), de 8 Gy (p=0,016), de 10 Gy (p=0,008) e de 12 Gy (p=0,016). A viabilidade celular da
dose de 1,5 Gy foi significativamente superior a das doses de 6 Gy (p=0,032), de 8 Gy (p=0,029),
de 10 Gy (p=0,016) e de 12 Gy (p=0,029). Os resultados obtidos para a viabilidade das linhas
celulares PC3 e LNCaP encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7: Viabilidade das células das linhas celulares PC3 e LNCaP, 24h, 48h, 72h e 96h apds exposicdo a
irradiagao.

24 Horas 48 Horas 72 Horas 96 Horas

Dose Linha celular Média+EP Média+EP Média+EP MédiatEP
0,5 Gy PC3 94,03+1,75  96,18+0,50  94,52+1,87  95,36+1,67
LNCaP 97,34+0,75  91,71#2,10  93,24+1,63  96,69+0,88

1 Gy PC3 93,23+1,70  95,76%0,39  93,16+1,91  93,78+2,27
LNCaP 94,01+1,15  90,18+2,64  91,47+3,20  94,43+1,38

1,5 Gy PC3 88,66+2,04  92,67+1,47  89,78+1,53  93,32+1,30
LNCaP 92,70+1,88  87,38t2,40  86,12+2,23  87,80+1,99

2 Gy PC3 86,86+0,59  88,83+1,11  89,08+2,23  92,54+1,49
LNCaP 88,03+1,01  85,55+1,72  84,52+0,99  85,28+3,06

4 Gy PC3 81,46+2,00  88,19+2,59  84,33+2,52  87,82+3,60
LNCaP 84,41+1,94  83,83t1,92  83,38+2,21  82,86+2,14

6 Gy PC3 80,26+2,70  84,33+2,50  78,36+1,92  83,41+4,36
LNCaP 83,53+1,51  82,31+2,01  81,19+1,62  79,16+1,36

8 Gy PC3 74,13+2,93  77,42+4,66  77,84+2,83  76,496,06
LNCaP 81,28+3,99  81,93+1,55  81,16+1,45  78,83+1,46

10 Gy PC3 61,94+3,01  66,39+5,32  74,76%2,31  73,60t4,32
LNCaP 80,21+3,74  80,30%1,38*  79,67+0,62  77,47+2,00

12 Gy PC3 57,56+1,75  64,37t4,89  68,68+3,57  68,52+5,38
LNCaP 75,63+1,97*  79,3745,84  78,72+0,43  75,63+1,90

Legenda: EP=Erro Padrao. Os resultados foram expressos na forma de percentagem em relagao a culturas
celulares controlo ndo tratadas (controlo igual a 100%). Os resultados expressam a média e o erro padrao
de pelo menos sete ensaios independentes. As diferengas significativas entre a linha celular LNCaP e a
restante estdo representadas com * para p<0,05.

Na Figura 18 e na Figura 19, estdo representados os graficos relativos a proliferagao

celular das linhas celulares do cancro da prdstata PC3 e LNCaP, respetivamente.
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Figura 18: Densidades celulares (x10° células) obtidas para as células da linha celular de cancro da prdstata
PC3, ap0s irradiagcdo com radiagdo ionizante entre as doses de 0 Gy e 12 Gy. O ensaio do Azul Tripano
permitiu obter as densidades celulares. Os pontos experimentais representam a média e o erro padrdo
de pelo menos trés ensaios independentes. As diferencas significativas em relacdo ao controlo estdo
representadas com 6 para 2 Gy, em que significa p<0,05, com W para 4 Gy, em que significa p<0,05, com
Q para 8 Gy, em que significa p<0,05, com $ para 10 Gy, em que significa p<0,05 e © para 12 Gy, em que
significa p<0,05.

Na Figura 18, estdo representadas as densidades celulares obtidas para a linha celular
de cancro da prostata PC3 24 horas, 48 horas, 72 horas e 96 horas apds irradiagao com radiagdo
X. Quarenta e oito horas apds irradiacao obteve-se uma densidade celular, cujo valor foi de
0,10+0,00 x10° células, com a dose de 4 Gy (p=0,036) significativamente inferior a do controlo.
Depois de setenta e duas horas da irradiagao obtiveram-se densidades celulares com um valor
de 0,27+0,02 x10° células com a dose de 2 Gy (p=0,036), 0,12+0,02 x10° células com a dose de
10 Gy (p=0,036) e 0,09+0,01 x10° células com a dose de 12 Gy (p=0,036) que foram
significativamente inferiores a do controlo. Por fim noventa e seis horas apds a irradiacdo
verificou-se que a densidade celular do controlo foi significativamente superior as densidades
celulares obtidas com as doses de 8 Gy (p=0,036), com um valor de 0,15+0,03 x10° células, de
10 Gy (p=0,036) com um valor de 0,13+0,01 x10° células e de 12 Gy (p=0,036) com um valor de
0,10+0,01 x10°8 células.

Quarenta e oito horas apés irradiacdo, a densidade celular obtida para a dose de 0,5 Gy,

0,31+0,00x 10° células, foi significativamente superior a densidade celular obtida com a dose de
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6 Gy (p=0,036). Também se verificou que a densidade celular obtida com as doses de 8 Gy
(p=0,036), de 10 Gy (p=0,016) e de 12 Gy (p=0,016) foram significativamente inferiores a da dose
de 2 Gy, com um valor de 0,25+0,02 x10°células. Setenta e duas horas apds irradiacio das
células, verificou-se que a densidade celular para a dose de 0,5 Gy, foi de 0,41+0,09 x10°células,
significativamente superior a obtida com as doses de 4 Gy (p=0,038), de 10 Gy (p=0,016) e de
12 Gy (p=0,016). As densidades celulares obtidas paras doses de 4 Gy (p=0,024), de 10 Gy
(p=0,036) e de 12 Gy (p=0,036) foram significativamente inferiores a da dose de 1 Gy, com um
valor de 0,37+0,01 x10°células. A densidade celular obtida para a dose de 1,5 Gy, 0,33+0,05
x10%células, foi significativamente superior as das doses de 4 Gy (p=0,048), de 8 Gy (p=0,029),
de 10 Gy (p=0,036) e de 12 Gy (p=0,036). As densidades celulares obtidas com as doses de 10
Gy (p=0,016) e de 12 Gy (p=0,016) foram significativamente inferiores a da dose de 2 Gy, com
um valor de 0,27+0,02 x10%células. A densidade celular para a dose de 4 Gy, 0,21+0,02
x10°%células, foi significativamente superior as das doses de 10 Gy (p=0,017) e de
12 Gy (p=0,004), acontecendo o mesmo para a dose 6 Gy, apresentando um valor de 0,21+0,03
x10°células, significativamente superior a da dose de 12 Gy (p=0,016). Finalmente noventa e
seis horas apos irradiacdo da linha celular, a densidade celular com a dose de 0,5 Gy, 0,37+0,02
x10°células, foi significativamente superior as densidades celulares com as doses de 8 Gy
(p=0,036), de 10 Gy (p=0,036) e de 12 Gy (p=0,036). As densidades celulares obtidas para as
doses de 4 Gy (p=0,016), de 6 Gy (p=0,032), de 8 Gy (p=0,008), de 10 Gy (p=0,008) e de
12 Gy (p=0,008) foram significativamente inferiores a da dose 1 Gy, com um valor de 0,34+0,03
x10°células. Para a dose de 1,5 Gy obteve-se uma densidade celular de 0,33+0,05 x108células,
valor significativamente superior as das densidades celulares obtidas para as doses de 8 Gy
(p=0,032), de 10 Gy (p=0,016) e de 12 Gy (p=0,016). O mesmo se observou com para a dose de
2 Gy, 0,27 +0,05 x10°células, significativamente superior as das doses de 8 Gy (p=0,029), de 10
Gy (p=0,016) e de 12 Gy (p=0,016). Para as doses de 4 Gy (0,023+0,01 x10%células) e de 6 Gy
(0,22+0,02 x10°%células), as densidades celulares foram significativamente superiores as das
doses de 10 Gy (p=0,016 e p=0,016, respetivamente) e de 12 Gy (p=0,016 e p=0,016,
respetivamente).

Em relagdo a proliferagdo celular da linha celular de cancro da prdstata LNCaP,
representada na Figura 19, depois de quarenta e oito horas da irradiagdo, as densidades
celulares com as doses de 1 Gy (p=0,016), com um valor de 0,17+0,02 x10°células, de 1,5 Gy
(p=0,036), com um valor de 0,14+0,01 x10°células, de 2 Gy (p=0,008), com um valor de 0,13+0,01
x10%células, de 4 Gy (p=0,008), com um valor de 0,12+0,02 x10°células, de 6 Gy (p=0,016), com
um valor de 0,11+0,01 x10%células, de 8 Gy (p=0,008), com um valor de 0,09+0,02 x10°células,
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de 10 Gy (p=0,016), com um valor de 0,09+0,02 x108células e de 12 Gy (p=0,008), com um valor
de 0,08+0,02 x10°células foram significativamente inferiores a densidade celular do controlo.
Apds setenta e duas horas da exposicdo das suspensdes celulares a radiacdo ionizante, as
densidades celulares obtidas com as doses de 1,5 Gy (p=0,036), com um valor de 0,16+0,01
x10°células e de 2 Gy (p=0,036), com um valor de 0,16+0,02 x10°células foram significativamente

inferiores a obtida no controlo.
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Figura 19: Densidades celulares (x10° células) obtidas para as células da linha celular de cancro da prdstata
LNCaP, apds irradiagdo com radiagdo ionizante entre as doses de 0 Gy e 12 Gy. O ensaio do Azul Tripano
permitiu obter as densidades celulares. Os pontos experimentais representam a média e o erro padrdo
de pelo menos trés ensaios independentes. As diferencas significativas em relagdo ao controlo estdo
representadas com a para 0,5 Gy, em que significa p<0,05, com B para 1 Gy, em que significa p<0,05, y
com para 1,5 Gy, e em que significa p<0,05, com & para 2 Gy, em que significa p<0,05 e 66 significa p<0,01,
com W para 4 Gy, em que significa p<0,05 e uu significa p<0,01, com it para 6 Gy, em que significa p<0,05,
com Q para 8 Gy, em que significa p<0,05, e QQ significa p<0,01, com $ para 10 Gy, em que significa
p<0,05 e © para 12 Gy, em que significa p<0,05 e © © significa p<0,01.

Vinte e quatro horas apds irradiacdo das células, a densidade celular obtida com a dose
de 12 Gy (p=0,029) foi significativamente inferior a densidade celular obtida com a dose de
0,5 Gy, apresentando um valor de 0,17+0,01 x10°células. Apds quarenta e oito horas da
irradiacdo, as densidades celulares obtidas com as doses de 6 Gy (p=0,029), de 8 Gy (p=0,016),
de 10 Gy (p=0,029) e de 12 Gy (p=0,016) foram significativamente inferiores a da dose de 0,5
Gy, cujo valor obtido foi 0,19+0,02 x108células. As densidades celulares obtidas com as doses de

1 Gy, com um valor de 0,17 +0,02 x10°células, de 1,5 Gy, com um valor de 0,14+0,00 x10°células

58



e de 2 Gy, com um valor de 0,13+0,01 x10°células foram significativamente superiores a
densidade obtida com a dose de 12 Gy (p=0,016; p=0,036 e p=0,036 respetivamente). Setenta e
duas horas ap0s irradiacdo, as densidades celulares obtidas com as doses de 6 Gy (p=0,032), de
8 Gy (p=0,016), de 10 Gy (p=0,016) e de 12 Gy (p=0,036) foram significativamente inferiores a
densidade celular obtida com a dose de 1,5 Gy, com um valor de 0,16+0,01 x10%células. A
densidade celular obtida com a dose de 2 Gy foi significativamente superior a densidade celular
obtida com a dose de 10 Gy (p=0,032). Finalmente, noventa e seis horas apds exposicdo das
suspensodes celulares a radiagdo ionizante, as densidades celulares obtidas com as doses de 2 Gy
(p=0,029), de 4 Gy (p=0,029), de 6 Gy (p=0,029), de 8 Gy (p=0,029) e de 10 Gy (p=0,029) foram
significativamente inferiores a densidade celular obtida com a dose de 0,5 Gy, com um valor de
0,32+0,01 x108células. Os resultados obtidos da proliferacdo celular das linhas celulares PC3 e

LNCaP encontram-se representados na
Tabela 8.

Tabela 8: Proliferacdo das células das linhas PC3 e LNCaP 24h, 48h, 72h e 96 h apds exposicdo a irradiacado.

24 Horas 48 Horas 72 Horas 96 Horas

Dose tinhacelular ) (liatEP  MediatEP  MediatEP  MédiatEP
Ctr PC3 0,19+0,02 0,32+0,02 0,45+0,05 0,43+0,01
LNCaP 0,18+0,04 0,22+0,00 0,27+0,00 0,33+0,01

0,5 Gy PC3 0,16+0,00 0,31+0,00 0,41+0,09 0,37+0,02
LNCaP 0,17+0,01 0,19+0,02 0,21+0,01 0,32+0,01

1Gy PC3 0,14+0,01 0,28+0,05 0,37+0,01 0,34+0,03
LNCaP 0,17+0,03 0,17+0,02 0,17+0,00 0,27+0,02

1,5 Gy PC3 0,12+0,03 0,26+0,03 0,33+0,05 0,33+0,05
LNCaP 0,15+0,03 0,14+0,00 0,16+0,01* 0,27+0,02

2 Gy PC3 0,12+0,04 0,25+0,02 0,27+0,02 0,27+0,05
LNCaP 0,15+0,01 0,13+0,01* 0,16+0,02* 0,20+0,02

4Gy PC3 0,10+0,00 0,20+0,05 0,21+0,02 0,23+0,01
LNCaP 0,14+0,02 0,12+0,02 0,13+0,01* 0,19+0,01

6 Gy PC3 0,09+0,03 0,17+0,04 0,21+0,03 0,22+0,02
LNCaP 0,13+0,02 0,11+0,01 0,11+0,01 0,12+0,01*

8 Gy PC3 0,09+0,01 0,12+0,04 0,15+0,04 0,15+0,03
LNCaP 0,13+0,02 0,09+0,02 0,11+0,01 0,12+0,03

10 Gy PC3 0,09+0,02 0,09+0,02 0,12+0,02 0,13+0,01
LNCaP 0,12+0,02 0,09+0,02 0,11+0,01 0,11+0,01

12 Gy PC3 0,06+0,01 0,09+0,03 0,09+0,01 0,10+0,01
LNCaP 0,11+0,02 0,08+0,02 0,10+0,01 0,11+0,01

Legenda: Ctr=Controlo; EP= Erro Padrdo. Os resultados foram expressos como densidade celular (nimero
de células). Os resultados expressam a média e o erro padrdo de pelo menos sete ensaios independentes.
As diferencas significativas entre a linha celular LNCaP e a restante estdo representadas com * para
p<0,05.
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A proliferacdo celular foi determinada igualmente, recorrendo a pesquisa da proteina
nuclear Ki-67 nas células das linhas celulares de cancro da préstata PC3 e LNCaP, apds irradiacao
as 48 horas. Na figura 20 podemos observar os graficos que representam a populacdo de células
nas fases Gy, S G, e M, versus a populacdo de células na fase Go.

Os graficos representam a linha celular do cancro da prdstata PC3, apds 48 horas da
irradiacdo com as doses de 1,5 Gy, de 6 Gy e de 12 Gy, e ainda as células que nao foram expostas

a radiagado ionizante (controlo).

48 Horas
Controlo 1,5 Gy
68.55%
86.55%
Bl G,-S-G,/M
B s,
6 Gy 12 Gy

N .

Figura 20: Representacdo de populagdes de células nas fases G1,S e G2/M, com populagdo de células na
fase Go, apos 48 horas da irradiacdo das células da linha celular de cancro da préstata PC3. Contagem de
200 células e 500 células, ajustando ambas para 100% Os graficos representam a média das duas
contagens.

Através da andlise da figura 20, observa-se que ocorre uma diminui¢do da prolifera¢do
celular com o aumento da dose de radiagdo. Podemos observar que com a dose de 6 Gy a
maioria das populagdes de células encontram-se na fase Go.

Para a linha celular de cancro da prdstata LNCaP, representado na Figura 21, observou-

e
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se uma resposta a exposicdo a radia¢do ionizante similar a linha PC3, ou seja, hd uma diminuicado
da proliferacdo com o aumento da dose de radiacdo ionizante. A fase Gy, a partir da dose de 6

Gy é a mais frequentemente observada.

48 Horas
Controlo 1,5 Gy
Il G, sG,/™m
6 Gy 12 Gy Bl s,

24.65%
34.00%

Figura 21: Representacdo de populagdes de células nas fases G1,S e G2/M, com populagio de células na
fase Go, apds 48 horas da irradiacao das células da linha celular de cancro da préstata LNCaP. Contagem
de 200 células e 500 células, ajustando ambas para 100% Os graficos representam a média das duas
contagens.

4.2 Tipos de morte celular

A radiacdo ionizante induziu uma diminuicdo da populacdo de células vidveis e um
aumento do numero de células em morte celular (apoptose inicial, apoptose tardia/necrose ou

necrose). As alteracGes observadas foram dependentes da dose de irradiagdo, bem como da

e
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linha celular em estudo.

Em relacdo a linha celular do cancro da préstata PC3, representado na Figura 22,
observou-se, que apds 48 horas da irradiacdo ocorreu uma diminuicdo significativa da
viabilidade das culturas celulares irradiadas com a dose de 1,5 Gy que apresentou um valor de
67,0+1,32% (p=0,029), com a dose de 6 Gy onde se obteve um valor de 62,5+1,31% (p=0,029) e
com a dose de 12 Gy que apresentou um valor de 56,7+1,41% (p=0,029), em relagdo as culturas
celulares do controlo, onde se obteve um valor de 85,8+1,70%. O tipo de morte celular principal
observado para esta linha celular foi a apoptose inicial, que aumentou significativamente para
as doses de 1,5 Gy apresentando um valor de 16,5+2,19% (p=0,029), de 6 Gy onde se obteve um
valor de 19,5+2,63% (p=0,029) e de 12 Gy apresentando um valor de 23,7+3,22% (p=0,029), em
relagdo ao controlo, onde se obteve um valor de 4,0+£0,86%. O grupo de células que morreu por
apoptose tardia/necrose aumentou significativamente para a dose de 6 Gy com um valor de
7,211,67% (p=0,029), em relagdo ao controlo. No grupo de células em necrose ndo se registou

diferencas significativas em relacdo controlo.
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Figura 22: Tipo de morte das células da linha celular de cancro da prdstata PC3. De forma a avaliar o tipo
de morte recorreu-se a citometria de fluxo utilizando a dupla marcacdo com anexina V e iodeto de
propideo, apos 48 horas da irradiagdo. Os graficos representam a percentagem de células vidveis, em
apoptose inicial, em apoptose tardia/necrose e em necrose. Os resultados expressam a média e o erro
padrdo de pelo menos trés ensaios independentes. As diferencas significativas em relagdo ao controlo
estdo representadas com * para p<0,05. As comparagdes entre doses sdo descritas ao longo do texto.

A viabilidade celular obtida com a dose de 1,5 Gy foi significativamente superior a
viabilidade celular das células irradiadas com a dose de 12 Gy (p=0,029). Assim como, a
viabilidade celular obtida com a dose de 12 Gy foi significativamente inferior a viabilidade celular

obtida com a dose de 6 Gy (p=0,029).
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No caso da linha celular do cancro da préstata LNCaP, observdmos que o principal tipo
de morte celular induzido pela radiacao ionizante foi a necrose, onde o controlo apresentou um
valor de 10,3+0,63% significativamente inferior aos valores obtidos com as doses de 1,5 Gy
18,5+0,29% (p=0,029), de 6 Gy com o valor de 23,8%2,32% (p=0,029) e de 12 Gy apresentando
um valor de 24,3+1,44% (p=0,029). Nas restantes popula¢des ndo se registaram diferencas

significativas em relacdao ao controlo.
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Figura 23: Tipo de morte das células da linha celular de cancro da préstata LNCaP. De forma a avaliar o
tipo de morte recorreu-se a citometria de fluxo utilizando a dupla marcagdo com anexina V e iodeto de
propideo, apos 48 horas da irradiagdo. Os graficos representam a percentagem de células vidveis, em
apoptose inicial, em apoptose tardia/necrose e em necrose. Os resultados expressam a média e o erro
padrdo de pelo menos trés ensaios independentes.

Na populacdo de células mortas por necrose também se observou diferencgas
significativas entre doses, onde as células irradiadas com a dose de 1,5 Gy apresentou um valor
significativamente inferior em relacdo a dose de 12 Gy (p=0,029). Em relacdo aos outros tipos
de morte celular ndo se observou nenhumas diferengas significativas entre doses. Os resultados
obtidos para a caraterizagao dos tipos de morte celular apds irradiagdao encontram-se expostos

na Tabela 9.
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Tabela 9: Tipos de morte das células das linhas PC3 e LNCaP, 48h apds a irradiagao.

) Viadveis Apo.p?ose Apoptose Necrose
Dose Linha Inicial Tardia/Necrose
celular  \iediatEP  MédiatEp Média+EP Média+EP
Ctr PC3 85,83+1,70 4,00+0,86 2,33+0,80 7,83+1,45
LNCaP 81,67+0,67 7,00+0,58 1,40+0,25 10,25+0,63
1,5 Gy PC3 67,00£1,32 16,50+2,19 5,17+£2,18 11,33+1,02
LNCaP 69,00+2,52 10,67+2,73 2,33+0,33 18,50+0,29*
6 Gy PC3 62,50+1,31 19,50+2,63 7,17+£1,66 12,33+1,63
LNCaP 65,00+3,22 11,25+1,11* 2,17+0,31 23,75%2,32*
12 Gy PC3 56,67+1,41 23,6713,22 6,67+2,42 13,83+1,74
LNCaP 58,6714,91 15,33+2,96 2,33+0,21 24,25+1,44*

Legenda: Ctr=Controlo; EP=Erro padrdo. Os resultados representam a percentagem de células vidveis, em
apoptose inicial, em apoptose tardia/necrose e em necrose. Os resultados expressam a média e o erro
padrdo de pelo menos trés ensaios independentes. As diferengas significativas entre a linha celular LNCaP
e a restante estdo representadas com * para p<0,05.

Recorrendo ao ensaio de citomorfologia (coloragdo May-Griinwald-Giemsa),
observamos que no caso da linha celular de cancro da préstata PC3, no grupo de células ndo
irradiadas (controlo) apresentam uma morfologia arredondada com elevada perceg¢do do nucleo
e do citoplasma, como se pode observar na Figura 24.A. Para o grupo de células irradiadas com
doses mais elevadas apresentaram caracteristicas de morte celular por apoptose, onde se
consegue identificar, blebs na superficie das células, contracdo celular, em que a célula se torna
globalmente mais pequena, o citoplasma mais denso e desidratacdo celular como mostra na

Figura 24.B, Ce D.
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Figura 24: Avaliagdo das caracteristicas morfoldgicas das células da linha celular de cancro da préstata
PC3, 48 horas ap6s exposicdao a radiagdo. Imagens representativas de esfregacos corados com May-
Griinwald Giemsa. A imagem (A) representa as células controlo ndo irradiadas, a imagem (B) representa
as células irradiadas com 1,5 Gy, a imagem (C) representa as células irradiadas com 6 Gy, a imagem (D)
representa as células irradiadas com 12 Gy e a imagem. As imagens foram obtidas com uma ampliagdo
500x.

Em relacdo as células de cancro da prdstata LNCaP, nas células controlo observou-se
uma elevada relacdo entre o nucleo e o citoplasma, representado na Figura 25.A. Com o
aumento da dose de radiacdo passou a observar-se células com alteragées morfoldgicas que sdo
compativeis com a morte por necrose, como o ganho de volume celular, o intumescimento dos
organelos, a rutura da membrana e, consequentemente, a perda do conteudo intracelular,

como mostra na Figura 25.B, Ce D.
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Figura 25: Avaliagdo das caracteristicas morfoldgicas das células da linha celular de cancro da prostata
LNCaP, 48 horas apds exposicao a radiagdo. Imagens representativas de esfregacos corados com May-
Griinwald Giemsa. A imagem (A) representa as células controlo ndo irradiadas, a imagem (B) representa
as células irradiadas com 1,5 Gy, a imagem (C) representa as células irradiadas com 6 Gy, a imagem (D)
representa as células irradiadas com 12 Gy e a imagem. As imagens foram obtidas com uma ampliagdo
500x.

4.3 Stresse Oxidativo

A avaliagdo dos niveis de stresse oxidativo é essencial no que diz respeito aos efeitos
induzidos pela radiagdo ionizante. Na Figura 26.A, mostra a producgado intracelular basal de
peréxidos, de anido superéxido, e o comportamento da defesa antioxidante glutationa reduzida.
No que concerne a produc¢do basal de anido superdxido, representado na Figura 26.B, verificou-
se que a linha PC3 apresentou um valor significativamente inferior, de 265,00+60,12, quando
comparado com o valor obtido para a linha LNCaP, de 497+10,48 (p=0,011). Por fim,
relativamente a expressdao basal da GSH, representada na Figura 26.C, observdmos niveis
significativamente superiores na linha LNCaP, apresentando um valor de 439,83+99,17

(p=0,026), quando comparado com a linha PC3, com um valor de 180,33+55,56.
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Figura 26: Avaliagdo o ambiente oxidativo basal. Valores basais de peréxidos (A), de anido superdxido (B)
e de glutationa reduzida (C) em média de intensidade de fluorescéncia (MIF) por citometria de fluxo nas
células das linhas celulares PC3 e LNCaP. Os resultados expressam a média e o erro padrao de pelo menos
trés experiéncias independentes (n=3). As diferengas significativas estdo representadas com * para
p<0,05.

Para avaliar os niveis de stresse oxidativo induzido pela radiacdo ionizante determinou-
se a producdo intracelular de perdxidos, a produgao de anido superdxido, e o comportamento
da defesa antioxidante glutationa reduzida, analisando a sua expressao, na linha celular do
cancro da préstata PC3 e LNCaP, 48 horas apds irradiacao.

Na linha celular do cancro da préstata PC3, representado na Figura 27, observou-se que
a producdo intracelular de perdxidos foi de 1,36+0,04 nas células irradiadas com a dose de
1,5 Gy (p=0,013), de 1,46+0,04 com a dose de 6 Gy (p=0,002) e de 1,66+0,06 com a dose de

12 Gy (p=0,002), valores significativamente superiores ao obtido para o controlo.
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Figura 27: Producdo intracelular de perdxidos das células da linha celular de cancro da préstata PC3.
Através da citometria de fluxo recorrendo a marcagdao com a sonda especifica DCFH2-DA, foi possivel a
andlise da producdo intracelular de peréxidos, apds 48 horas da irradiagdo. Os resultados estdo
representados normalizados ao controlo (controlo igual a 1). Os resultados expressam a média e o erro
padrdo de pelo menos 3 ensaio independentes. As diferencas significativas estdo representadas com *
para p<0,05 e com ** para p<0,01.

Em relacdo aos niveis da producao intracelular de anido superdxido, como representado
na Figura 28, apenas se verificou que apods irradiagdo com a dose de 6 Gy (p=0,042) com o valor
de 1,091£0,03 e de 12 Gy (p=0,006) com o valor de 1,12+0,01 foram significativamente superiores

em relagdo ao controlo.
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Figura 28: Produgdo intracelular de anido superdxido das células da linha celular de cancro da prostata
PC3. Através da citometria de fluxo recorrendo a marcagdao com a sonda especifica DHE, foi possivel a
analise da producdo intracelular de anido superdxido, apds 48 horas da irradiagcdo. Os resultados estdo
representados normalizados ao controlo (controlo igual a 1). Os resultados expressam a média e o erro
padrdo de pelo menos 3 ensaio independentes. As diferencas significativas estdo representadas com *
para p<0,05 e com ** para p<0,01.

No que diz respeito a expressdo de glutationa reduzida, representada na Figura 29
verificou-se que as células expostas a radiacdo ionizante com as doses de 1,5 Gy (p=0,028) com
o valor de 0,90+0,03 de 6 Gy (p=0,029) com o valor de 0,8310,03 e de 12 Gy (p=0,005) com o

valor de 0,86+0,03 foram significativamente inferiores em relacdo ao controlo.
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Figura 29 Expressdo de glutationa reduzida das células da linha celular de cancro da préstata PC3. Através
da citometria de fluxo recorrendo a marca¢do com alaranjado de mercurio, foi possivel a andlise da
expressdo da defesa antioxidante GSH, apds 48 horas da irradiacdo. Os resultados estdo representados
normalizados ao controlo (controlo igual a 1). Os resultados expressam a média e o erro padrdo de pelo
menos 3 ensaio independentes. As diferencas significativas estdo representadas com * para p<0,05 e com
** para p<0,01.

Para a linha celular do cancro da préstata LNCaP, representado na Figura 30, a producdo
de peroxidos intracelulares aumentou significativamente para a populacao de células irradiadas

com a dose de dose de 12 Gy (p=0,006) com um valor de 1,2+0,03, em rela¢do ao controlo.
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Figura 30: Produgdo intracelular de perdxidos das células da linha celular de cancro da préstata LNCaP.
Através da citometria de fluxo recorrendo a marcagdo com a sonda especifica DCFH2-DA, foi possivel a
andlise da producdo intracelular de peréxidos, apds 48 horas da irradiagdo. Os resultados estdo
representados normalizados ao controlo (controlo igual a 1). Os resultados expressam a média e o erro
padrdo de pelo menos 3 ensaio independentes. As diferencas significativas estdo representadas com **
para p<0,01.

A producdo do anido superdxido, na linha celular do cancro da préstata LNCaP,
aumentou significativamente, como mostra na Figura 31, para a populacao de células irradiadas
com a dose 1,5 Gy (p=0,016) com um valor de 1,06+0,01 e para a dose de 6 Gy (p=0,013)

apresentando um valor de 1,14+0,02, em relagdo ao controlo.
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Figura 31: Produgdo intracelular de anido superdxido das células da linha celular de cancro da proéstata
LNCaP. Através da citometria de fluxo recorrendo a marcacdo com a sonda especifica DHE, foi possivel a
analise da producdo intracelular de anido superdxido, apds 48 horas da irradiacdo. Os resultados estdo
representados normalizados ao controlo (controlo igual a 1). Os resultados expressam a média e o erro
padrdo de pelo menos 3 ensaio independentes. As diferencas significativas estdo representadas com *
para p<0,05.

Quanto a expressdo da glutationa reduzida, como mostra na Figura 32, ndo se

observaram diferencas significativas em relagdo ao controlo, nem entre as diferentes doses.
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Figura 32: Expressdo de glutationa reduzida das células da linha celular de cancro da préstata LNCaP.
Através da citometria de fluxo recorrendo a marcagao com alaranjado de mercurio, foi possivel a andlise
da expressdo da defesa antioxidante GSH, apds 48 horas da irradiagdo. Os resultados estdao representados
normalizados ao controlo (controlo igual a 1). Os resultados expressam a média e o erro padrdo de pelo
menos 3 ensaio independentes.

Os resultados relativos a avaliacdo do stresse oxidativo apds as irradiacdes com as vdrias

doses encontram-se sintetizados na Tabela 10.

Tabela 10: Stresse oxidativo nas células das linhas celulares PC3 e LNCaP, 48 horas apds a irradiagao.

. Anidao Glutationa

Peréxidos . . .
Dose Linha celular Superoxido reduzida
MédiatEP MédiatEP MédiatEP
Ctr PC3 1,00+0,00 1,00£0,00 1,00+0,00
LNCaP 1,00+0,00 1,0040,00 1,00+0,00
1,5 Gy PC3 1,360,04 1,07%0,07 0,90+0,03
LNCaP 1,12+0,06 1,06%0,01 0,98+0,03*
6 Gy PC3 1,4610,04 1,09+0,03 0,83+0,03
LNCaP 1,21+0,05 1,14+0,02 0,95+0,03
12 Gy PC3 1,66+0,06 1,1240,01 0,86+0,03
LNCaP 1,23+0,03 1,14+0,04 0,94+0,03

Legenda: Ctr=Controlo; EP=Erro Padrdo. Os resultados estdo representados em MIF, normalizados ao
controlo (controlo igual a 1) e expressam a média e o erro padrdo de pelo menos trés ensaios
independentes. As diferencas significativas entre a linha celular LNCaP e a restante estdo representadas
com * para p<0,05.

73



4.4 Ciclo Celular

Para determinar os efeitos da radiacdo ionizante nas linhas celulares do cancro da
prostata PC3 e LNCaP, analisou-se o modelo de agressao celular e calculo da respetiva DLsg, a
viabilidade e proliferacdo celular, o tipo de morte e as alteragdes a nivel do stresse oxidativo e
defesa antioxidante, revelando-se fundamental estudar o eventual efeito antiproliferativo da
radiacdo ionizante no ciclo celular.

Na Figura 33, esta representado o efeito da radiagdo ionizante ao nivel do ciclo celular
para a linha celular do cancro da préstata PC3. Para a populagdo de células que nao foi irradiada
(controlo), a avaliacdo do ciclo celular, demonstrou uma distribuicdo normal do ciclo celular em
que 54,2+2,80% de células na fase Go/G1, com 16,6+1,47% de células na fase S e com 29,2+2,27%
de células na fase G/M. Analisando a fase Go/G; ap0s a irradiacdo verificou-se que para as doses
de 6 Gy com valores 37,4+1,29% e 32,2+2,40% e 12 Gy, diminuiram significativamente (p=0,029
e p=0,029, respetivamente) em relagdo ao controlo. Ainda na fase Go/G1, se comparamos entre
doses verificou-se que com a dose de 1,5 Gy obteve-se um valor de 50,8+1,78%

significativamente mais elevado em relacdo as doses de 6 Gy (p=0,029) e de 12 Gy (p=0,029).
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Figura 33: Ciclo celular das células da linha celular de cancro da prdstata PC3. A citometria de fluxo
permitiu avaliar o ciclo celular através da quantificagio do DNA marcado com iodeto de propideo. Os
gréaficos representam a percentagem de células nas fases pré-Go, Go/Gi, S e G2/M. Os resultados
expressam a média e o erro padrao de pelo menos trés ensaios independentes. As diferengas significativas
estdo representadas com * para p<0,05. As comparacgdes entre doses sdo descritas ao longo do texto.
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Para a populacao em fase S, verificou-se uma diminuicao significativa para as doses de
6 Gy (p=0,029) com o valor de 9,4+1,47% e de 12 Gy (p=0,029) com o valor de 9,7+1,41%, em
relacdo ao controlo. Entre doses verificou-se que a percentagem de populacdo em fase S,
irradiada com 1,5 Gy, foi significativamente superior em relacdo as doses de 6 Gy (p=0,029) e de
12 Gy (p=0,029). As populacdes das células, na fase G,/M, irradiadas com as doses de 6 Gy
(p=0,029) e de 12 Gy (p=0,029) com valores de 52,6+2,36% e de 58,7+2,99% respetivamente,
sofreram um aumento significativo em relagdao ao controlo, o valor obtido da popula¢do de
células irradiadas com 1,5 Gy, na fase G,/M foi significativamente inferior aos valores obtidos
com as doses de 6 Gy (p=0,029) e de 12 Gy (p=0,029).

Para a linha celular do cancro da préstata LNCaP, representado na Figura 34, as células
do controlo mostraram uma distribuicdo com 89,8+0,74% de células na fase Go/Gi;, com
4,5+0,29% de células para a fase S e com 6,6+0,51% de células para a fase Go/M. Analisando, em
pormenor o que acontece em cada fase, observou-se que para a fase Go/G; as células irradiadas
com as doses de 1,5 Gy com um valor de 86+0,0%, de 6 Gy com um valor de 83,3+1,65% e de 12
Gy com um valor de 83,8+0,63%, apresentaram valores significativamente inferiores em relacdo
ao controlo (p=0,008, p=0,016 e p=0,016, respetivamente). Entre doses, verificou-se que as
células irradiadas com a dose de 1,5 Gy apresentaram um valor significativamente superior de
células em fase Go/G: em relacdo aos valores das células irradiadas com a dose de 12 Gy

(p=0,016).
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Figura 34: Ciclo celular das células da linha celular de cancro da préstata LNCaP. A citometria de fluxo
permitiu avaliar o ciclo celular através da quantificagdo do DNA marcado com iodeto de propideo. Os
graficos representam a percentagem de células nas fases pré-Go, Go/G1, S e G2/M. Os resultados
expressam a média e o erro padrao de pelo menos trés ensaios independentes. As diferengas significativas
estdo representadas com * para p<0,05 e com ** para p<0,01. As comparagdes entre doses sdo descritas
ao longo do texto.

Para a populacdo em fase S, observou-se que as células irradiadas com 12 Gy
apresentaram um valor de 6,3+0,25%, significativamente superior em relagdo ao controlo
(p=0,029). Entre doses verificou-se que para as células irradiadas com a dose de 1,5 Gy
apresentaram um valor significativamente inferior em relagdo as células irradiadas com a dose
de 12 Gy (p=0,029), na mesma fase. Observamos ainda, que as células irradiadas com a dose de
12 Gy apresentaram um valor significativamente inferior em relagdo ao valor obtido com a dose
de 6 Gy (p=0,016).

Observamos um aumento significativo da percentagem das células na fase G,/M,
quando irradiadas com a dose de 1,5 Gy (p=0,008) com um valor de 11,6+0,75%, de 6 Gy
(p=0,036) com um valor de 12,0£1,53% e de 12 Gy (p=0,036) apresentando um valor de
12,7+1,45%, em relacdo ao valor obtido no controlo. Ndo se observaram diferencas significativas
entre doses. Por ultimo, o pico apoptdtico aumentou significativamente para as células
irradiadas com a dose de 6 Gy com um valor de 5,3+0,63% e para a dose de 12 Gy apresentando
um valor de 8,5+0,29%, em relacdo ao valor obtido no controlo (p=0,016 e p=0,016,
respetivamente). Também se verificou que as células irradiadas com a dose de 6 Gy (p=0,029)

apresentaram um valor significativamente inferior ao valor obtido para as células irradiadas com
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a dose de 12 Gy, para o pico pré apoptoético. Os resultados relativos a avaliagdo do ciclo celular

apos irradiacdo encontram-se sintetizados na Tabela 11.

Tabela 11: Ciclo celular nas células das linhas celulares PC3 e LNCaP 48 h apds a irradiagao.

Pré-Go Go/G1 S Gz/M

Dose AlLCICETIE Média+EP Média+EP Média+EP Média+EP
cr PC3 0,4+0,25 54,20+2,80  16,60+147  29,20%2,27
LNCaP 2,000,445  89,80+0,74  450%0,29  6,60+0,51

156y PC3 133+021  50,83+1,78  1583+1,14  33,33+1,84
LNCaP 400£2,00  86,00:0,00*  3,50+0,65*  11,60+0,75*

6 Gy PC3 2,0040,71  37,40+129  940+1,47  54.60+2,36
LNCaP 5,25+0,63*  83,25+1,65*  4,40£0,25*  12,00+1,53

126y PC3 2,00£0,73  32,17+2,40  9,67+1,41  5867+2,99
LNCaP 8,50+0,29*  83,75+0,63*  6,25¢0,25*  12,67+1,45

Legenda: Ctr=Controlo; EP= Erro Padrao. Os resultados representam a percentagem de células nas fases
pré-Go, Go/G1, S e G2/M. Os resultados expressam a média e o erro padrdo de pelo menos trés ensaios
independentes. As diferencas significativas entre a linha celular LNCaP e a restante estdo representadas
com * para p<0,05.
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O cancro da préstata é uma doenca maligna, a segunda mais frequente entre homens
(Daniyal et al., 2014). Bubendorf et al. estimaram que em 35% das autdpsias efetuadas a
cadaveres com cancro da prdstata, apresentavam metastases, dos quais 90 % eram metastases
dsseas. Encontra-se igualmente descrito o surgimento de metdstases nos ganglios linfaticos, que
sdo o segundo local mais comum de metdstases no cancro da prdstata (Conde Moreno et al.,
2014; Wang et al., 2015).

A telerradioterapia de alta dose, usando técnicas modernas de modulacdo de
intensidade e de técnicas de imagem, é um tratamento padrdao para cancro da proéstata
localizado. Geralmente, é usado em combinagdo com a terapia hormonal, que inibe a sua
estimulacdo por androgénios. Em termos de metastases, a combinacdo destes dois tipos de
tratamentos alcanca o bloqueio maximo de androgénios (Schmidt-Hansen et al., 2014).

Na maioria dos casos de cancro da prdstata com envolvéncia de metastases, o uso de
radioterapia é utilizado apenas como tratamento paliativo. A principal fonte de morbilidade em
homens com esta patologia é a dor associada as metastases dsseas.

As metateses ésseas do cancro da prdstata sdo geralmente radiossensiveis, pelo que a
maioria dos homens ird experienciar um alivio parcial ou total da dor com a radia¢do (Hotte e
Saad, 2010). As metastases nos ganglios linfaticos de cancro da prdstata, usualmente sdo
removidas por cirurgia ou por radiocirurgia estereotdxica. A radioterapia pode ser depois
utilizada para garantir que ndo haja reincidéncia do tumor, a chamada radioterapia adjuvante
(Rischke et al., 2015). A tomografia por emissdo de positrées-tomografia computorizada (PET-
CT, do inglés positron emisson tomography-computed tomography) é usada para delinear o
tumor e assim garantir que o tratamento lhe é direcionado, preservando os tecidos saudaveis
(Schick et al., 2013).

Estudos que utilizem a radioterapia em doses individuais, ndo sao muito frequentes. Ao
longo dos anos, com o avangar da tecnologia e com a inovagao de técnicas de imagem
tridimensional e funcional, e nos aceleradores lineares torna-se fundamental avaliar os modelos
que melhor se ajustam a entrega da dose de radiagdo. Tendo em conta todos estes avangos
tecnoldgicos, pretendeu-se avaliar o efeito da radiagdo ionizante através da utilizacdo de
diferentes doses de radiagdao administradas em dose Unica. Foram feitos estudos in vitro com
linhas celulares do cancro da préstata, onde se estudou o modelo de agressdo celular que
melhor se ajusta a cada tipo de cancro da préstata e avaliaram-se os efeitos na proliferacdo, na
viabilidade celular, no tipo de morte celular, nos niveis de stresse oxidativo e no ciclo celular.

Os efeitos diretos ou indiretos da radiagdo ionizante foram avaliados em duas linhas
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celulares do cancro da préstata PC3 e LNCaP, através da administracdo de doses de radiacdo
entre 0s 0,5 Gy e 0s 12 Gy.

A perda de integridade reprodutiva e a incapacidade de proliferacdo sao as
caracteristicas mais comuns de morte celular apds exposicdo a radiacdo ionizante,
manifestando-se como morte reprodutiva ou morte celular clonogénica. O ensaio clonogénico
tém um papel essencial no estudo dos efeitos da radiagdo ionizante, e é o ponto de partida do
estudo da radiobiologia (Djavid, Goliaie e Nikoofar, 2015). Apds a realizacdo do ensaio
clonogénico, e efetuada a contagem das coldnias, é possivel calcular um fator que relaciona o
numero de colénias formadas nas condi¢Ges da irradiagdo com as coldnias obtidas no controlo,
o fator de sobrevivéncia. Posto isto, é possivel deduzir o efeito produzido pelas diferentes doses
de radiagdo na capacidade proliferativa das células (Franken et al., 2006).

Os fatores de sobrevivéncia das diferentes doses de radiacdo, obtidos do ensaio
clonogénico, permitiram obter graficos de sobrevivéncia celular em fun¢do da dose de radiacao
(FS vs. Dose). Seguidamente, foi possivel obter o ajuste para cada linha celular ao modelo de
agressao celular mais apropriado. Neste estudo foi utilizado o modelo linear quadratico,
suportado na ideia de que varias lesdes induzidas pela radiacdo ionizante desencadeiam uma
interacdo entre respostas, com a finalidade de eliminar as células atingidas pela radiacdo (Joiner
e Kogel, 2009; Mendes, 2016).

A sobrevivéncia celular como resposta a radiacdo com as doses até 12 Gy, representadas
na Figura 15, apresentaram um decréscimo na sobrevivéncia celular nas duas linhas celulares do
cancro da prostata. A dose letal média (DLso) permite comparar radiossensibilidades, e é definida
como a dose com a qual metade da populacdo celular perde viabilidade e/ou capacidade
proliferativa. A linha celular do cancro da prdstata PC3 apresentou uma DLso de 1,75+0,07 Gy, e
a linha celular LNCaP de 1,68+0,03 Gy. Estes resultados permitem-nos concluir que a linha LNCaP
parece ser mais radiossensivel do que a linha PC3.

O modelo linear quadratico é amplamente utilizado para descrever matematicamente
os efeitos da radiagdo ionizante sobre o tecido normal e neoplasico. Segundo a literatura, este
modelo, representa a morte celular induzida por duas ou mais ioniza¢des, que desencadeiam
quebras na dupla cadeia de DNA, onde a primeiro lesdo da cadeia de DNA é reparado antes da
ocorréncia de uma segunda lesdo (McParland, 2010).

Os graficos de sobrevivéncia obtidos apds a exposi¢cdo a radiagdo ionizante nos ensaios
in vitro, ndo anteveem o comportamento dos tecidos como um todo, como acontece na
radioterapia clinica. No entanto, a relagdo a/B demonstrou ser util para a compreensdo das

respostas aos diferentes regimes de fracionamento in vivo. Esta relagcdo representa a dose para
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a qual as componentes linear e quadratica contribuem igualmente para a morte celular, e se
relaciona com as respostas imediata e tardia a radiacdo (Mendes, 2016).

Os graficos de sobrevivéncia obtidos a partir de estudos in vitro, podem ser empregados
para orientar a resposta clinica numa base relativa. Com base nos resultados obtidos para a
sobrevivéncia celular, consegue-se ter uma ideia do comportamento de metastases ésseas e
linfaticas do cancro da prdstata em resposta a radiacdo ionizante. Fatores como a taxa de
crescimento, o ciclo celular, a vascularizagdo e a consequente oxigena¢cdo determinam
diferentes respostas. Tendo isto em conta, é sugerido que sejam realizados estudos in vivo para
a avaliacdo do isoefeito de modo a estimar a razdo a/p e a calcular a dependéncia da dose
(Garcia, Wilkins e Raaphorst, 2007; Mendes, 2016).

A irradiacdo também demonstrou induzir uma inibicdo significativa da proliferacdo
celular nestas duas linhas celulares do cancro da préstata. A proliferacdo foi avaliada
indiretamente através de dois ensaios, a pesquisa do azul tripano e do Ki-67, em que o primeiro
avalia a integridade da membrana celular e o segundo informa-nos sobre a capacidade
proliferativa das células em estudo. Observou-se que o efeito anti proliferativo da radiacao
ionizante variou com a dose e com o tempo, ainda que este efeito fosse maior na linha celular
do cancro da préstata PC3, como mostra na Figura 18. Pela pesquisa de Ki-67 podemos afirmar
gue, para ambas as linhas, nas doses de radiacdo mais altas, a radiacdo ionizante induziu
guiescéncia celular. Isto verificou-se, uma vez que a proteina nuclear Ki-67 ndo se encontra
presente na fase Go do ciclo celular, fase na qual a maioria das células se encontram, como
representado nas Figura 20 e Figura 21 (Jalava et al., 2006).

A radiacdo ionizante induziu altera¢gdes na proliferacdo e na viabilidade celular
dependente da dose, do tempo e do tipo de linha celular. As duas linhas celulares apresentam
diferentes sensibilidades a radiacdo ionizante, que podem ser explicadas por serem obtidas de
tumores com caracteristicas moleculares e fenotipicas diferentes.

A analise da viabilidade celular, através de citometria de fluxo com dupla marcagdo com
anexina V e iodeto de propideo, mostrou que em ambas as linhas celulares existiu uma
diminuicdo da viabilidade, que consequentemente levou ao aumento da morte celular.
Resultados concordantes com o previamente observado com o azul de tripano.

Para a linha celular do cancro da préstata PC3 verificou-se que esta morte ocorreu
maioritariamente por apoptose, como mostra na Figura 22. Por outro lado, na linha celular
LNCaP o tipo de morte principal foi por necrose, representado na Figura 23.

A radioterapia, como a maioria dos tratamentos anticancerigenos, atinge o seu efeito

terapéutico ao induzir diferentes tipos de morte celular. Contudo, ndo consegue aniquilar
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células cancerigenas de imediato, podendo este processo demorar dias ou semanas de
tratamento até que se verifique a sua morte. A morte celular pode ocorrer por apoptose,
necrose, catastrofe mitdtica, ou até por autofagia. A morte por apoptose ou por catdstrofe
mitdtica parecem ser os dois principais mecanismos na morte de células irradiadas com radiacao
ionizante (Baskar et al., 2012; Mendes, 2016). De acordo com os resultados com a dupla
marcacao com anexina V e iodeto de propideo, observamos diferencas no tipo de morte mais
frequente entre as linhas celulares de cancro da prdstata PC3 e LNCaP. Este facto demonstra
que os perfis moleculares poderdo ter um papel importante na resposta celular a radioterapia.
A necrose ocorre quando a célula sofre lesGes graves, devido a agentes externos toéxicos,
auséncia de oxigénio e também exposicdo a radiacdo ionizante. Neste tipo de morte, as
mitocondrias sdo danificadas, ndo ocorrendo a morte por apoptose, a célula intumesce e acaba
por se romper a membrana celular. O conteudo celular é libertado para o meio extracelular,
onde acaba por atrair moléculas do sistema imunitario, causando inflamac¢do nesta regido
(Yoshimura e Okuno, 2010).

Através da observacdo das caracteristicas morfoldgicas das células foi possivel
corroborar os dados obtidos anteriormente, onde na linha celular do cancro da préstata PC3 se
observou a formacdo de blebs, desintegracdo do nucleo em fragmentos envoltos pela
membrana nuclear, condensacdo da cromatina nuclear, tragos caracteristicos de morte por
apoptose, como mostra na Figura 24.B, C e D. Contrariamente, na linha celular do cancro da
prostata LNCaP os tragos caracteristicos observados correspondem a morte por necrose, mais
concretamente a observac¢do da perda da integridade membranar e do conteldo intracelular,
Figura 25.B, Ce D.

A radiacdo ionizante também é capaz de provocar lesbes em macromoléculas
importantes da célula indiretamente, através da radidlise da agua. A radidlise induz a producdo
de espécies reativas de oxigénio, que por sua vez sdo capazes de lesar macromoléculas
importantes na célula. Neste estudo, apds exposicdo a radiacdo observou-se que para as duas
linhas celulares do cancro da prdstata houve um aumento dos niveis de perdxidos e do anido
superoéxido.

As espécies reativas de oxigénio tém um papel importante em muitos processos
fisiolégicos, tais como: crescimento celular, diferenciagao, proliferacdo, sinalizacdo e
senescéncia, assim como, em processos patoldgicos (Kim et al., 2015). Certos estudos sugerem
que estas espécies estdo envolvidas de certa forma na indugdo de apoptose. Também
apresentam uma grande capacidade citotéxica, pois sdo capazes de provocar lesdes nas células

através da peroxidacdo de lipidos, quebrar a cadeia dupla de DNA e oxidar aminoacidos
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(Antognelli et al., 2014). As espécies reativas de oxigénio ainda podem ativar diretamente a
permeabilidade mitocondrial com consequente perda do seu potencial de membrana e
induzindo morte celular por apoptose (Mendes, 2016).

Neste trabalho, ambas as linhas celulares do cancro da préstata apresentaram um
aumento significativo dos niveis de stresse oxidativo, tanto de perdxidos como do anido
superodxido. Na expressao da glutationa reduzida observou-se que com o aumento da dose
houve uma diminuicdo significativa dos niveis desta proteina na linha PC3, que se verificou ser
significativamente inferior em relacdao a linha LNCaP, na dose de 1,5 Gy (Tabela 10). Estes
resultados sugerem que este tripeptideo foi consumido na tentativa de eliminacdo das espécies
reativas de oxigénio produzidas. Houve um desequilibrio no ambiente oxidativo celular, com o
aumento dos niveis das espécies reativas de oxigénio e a diminuicdo da expressdo da GSH. Com
estes resultados podemos concluir que houve a inducdo de stresse oxidativo provocado pela
radiacdo ionizante, e consequente morte celular.

A radiacdo ionizante induz a quebra da dupla cadeia de DNA que é a forma mais
prejudicial de lesdo de DNA. Um dos mecanismos que as células desenvolveram para sinalizar e
reparar a lesdo foi o atraso, ou mesmo o bloqueio da progressao do ciclo celular, principalmente
nas fases G1/S, S e Go/M (Noguchi e Gadaleta, 2014). Se a célula conseguir reparar a lesdo no
DNA, o ciclo celular prossegue, contudo se o erro for irreparavel a célula pode iniciar o processo
de morte celular programada (Santivasi e Xia, 2014). A fase G,/M mostra ser a fase mais
radiossensivel, por outro lado a fase S é a mais radioressistente. A fase G; apresenta niveis
intermédios de radiossensibilidade (Scott et al., 2004).

O processo de tumorigénese induz multiplas alteracbGes genéticas que alteram a
regulacdo de vias de sinalizagcdo, como as envolvidas nos pontos de controlo do ciclo celular. O
cancro da prostata é caracterizado por alteragdes genéticas que afetam estas vias e lhe confere
vantagem proliferativa (Scott et al., 2004).

A linha celular do cancro da préstata LNCaP é caracterizada por apresentar P53 wild-
type, e o inibidor da cinase dependente de ciclina 1 (P21) (CDKN1 (P21), do inglés cyclin-
dependent kinase Inhibitor 1 (P21)), mas apresenta baixa expressdo do regulador do ciclo celular,
o inibidor da cinase dependente de ciclina 2 (P16) (CDKN2 (P16), do inglés cyclin-dependent
kinase Inhibitor 2 (P16)), e sobreexpressdo do gene anti apoptotico BCL2. A linha celular do
cancro da prdstata PC3 tem uma grande diferenga em relagao a linha LNCaP, ndo apresentando
a proteina P53. Também tem diferengas na CDKN2 (P16), pois encontra-se na forma mutada, e
apresenta baixos niveis da expressdo de CDKN1 (P21) (Scott et al., 2004).

No trabalho desenvolvido, na linha celular do cancro da préstata PC3 observou-se um
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aumento significativo da popula¢do de células em fase G»/M, com o aumento da dose de
radiacdo ionizante, e consequente uma diminuicdo significativa na fase Go/Gi. Esta ocorréncia
pode dever-se ao facto desta linha ndao apresentar a proteina P53, e assim ndo ser capaz de
induzir o bloqueio do ciclo celular na fase Go/Gi, para que a célula consiga reparar a lesdo no
DNA antes da replicacdo do DNA. Verificou-se ainda o surgimento de um pico apoptético,
geralmente designado por pré-Go, apds irradiacdo, o que vem corroborar, o tipo de morte
observado a apoptose, o principal tipo de morte para esta linha celular. Por outro lado, na linha
celular LNCaP observou-se que com o aumento da dose de radiacdo houve um aumento
significativo de percentagem de células na fase G,/M, em relagdo ao controlo. Contudo,
independentemente da dose, a maioria das células encontram-se na fase Go/Gi. Este facto pode
ser explicado pela circunstancia de esta linha apresentar a proteina P53 wild-type, como
anteriormente mencionado esta proteina esta envolvida na indugdo do bloqueio na fase Go/G1

do ciclo celular.
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Conclusao e Perspetivas Futuras






Com a realizacdo deste trabalho foi possivel avaliar alteracdes celulares e moleculares
induzidas pela radiagao ionizante em linhas celulares de cancro da préstata PC3 e LNCaP. As
células foram expostas a diferentes doses de radiacdo de 0,5 Gy a 12 Gy, de forma a avaliar os
seus efeitos a nivel da viabilidade e da proliferagdo celular, na sobrevivéncia celular, nos tipos
de morte, nas alteragdes no ciclo celular e nas alteragGes dos niveis de stresse oxidativo.

Observou-se que a radiacdo ionizante tem um efeito antiproliferativo e citotdxico para
as células em estudo, sendo dependente da dose e do tempo.

O ensaio clonogénico permitiu avaliar a longo prazo o efeito da radiagdo ionizante nas
linhas celulares PC3 e LNCaP, onde se observou uma redugao na sobrevivéncia celular de modo
dependente da dose. A linha celular LNCaP mostrou uma maior radiossensibilidade comparada
com a linha celular PC3. As duas linhas comportaram-se de acordo com o mesmo modelo de
agressao celular, modelo linear quadratico.

O tipo de morte celular preferencial, 48 horas apds exposicdo a radiacdo ionizante,
demostrou ser por apoptose na linha PC3, e por necrose na linha LNCaP. Em relacdo ao ciclo
celular houve alteracdo na linha PC3, onde o ciclo foi bloqueado na fase G,/M. Na linha LNCaP
também houve um bloqueio do ciclo celular na fase G,/M, contudo a maioria das células
encontravam-se na fase Go/Gi.

A radiacdo ionizante induziu stresse oxidativo nas duas linhas celulares de cancro da
prostata. Observou-se o aumento dos niveis de perdxido e anido superdxido. A expressao da
defesa antioxidante GSH, mostrou uma diminuicdo para ambas as linhas, contribuindo assim
para o stresse oxidativo.

Posto isto, é possivel concluir que as linhas celulares apresentam mecanismos
moleculares distintos em resposta a exposicdo de radiacdo ionizante, ou seja, os perfis
moleculares e celulares sdo determinantes para a compreensao da resposta celular a radia¢do
ionizante.

E essencial perceber a interagio complexa entre células em morte e o seu
microambiente. Tendo isto em vista, podemos entrar numa mudanga de paradigma na
interpretacdo da resposta a radioterapia nos doentes com cancro.

Nos estudos in vitro, o modelo de irradiagdo forma uma plataforma otimizada,
permitindo a continuacdo desta investigacdo. O proximo passo seria o estabelecimento de
culturas primarias a partir de biopsias representativas desta patologia tendo em vista o estudo,

usando co-culturas, das interagdes entres estas células na circunstancia da radioterapia.
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