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Resumo 
 

 

Os carcinomas da mama (CaM), da bexiga (CaB) e da próstata (CaP) são três dos tipos 

de neoplasias sólidas mais comuns a nível mundial, europeu e nacional, correspondendo a 

cerca de 22% dos casos de neoplasias sólidas malignas diagnosticadas no mundo, em 2020. Os 

tratamentos de primeira linha para estes cancros, tais como cirurgia ou quimioterapia, são 

geralmente invasivos e frequentemente associados a efeitos secundários graves, resultando na 

diminuição da qualidade de vida dos doentes. Além disso, a quimioterapia, ao longo do tempo, 

está associada a elevada resistência. Consequentemente, são necessárias novas abordagens 

que permitam a diminuição dos efeitos adversos induzidos pelos agentes terapêuticos e, por 

conseguinte, permitam uma melhor tolerância aos tratamentos, mantendo ou melhorando a 

sua eficácia. 

Estudos recentes sugerem que os anestésicos locais, comummente utilizados em 

abordagens clínicas de diagnóstico e terapêutica, apresentam efeitos anti-tumorais e que 

podem atuar em sinergia com outras terapêuticas convencionais oncológicas, além de 

promover a redução da dor do doente. Contudo, a escassez de informação relativa à 

sensibilidade e à especificidade destes fármacos, bem como o seu efeito na toxicidade de 

agentes quimioterapêuticos, impedem a extrapolação de uma conclusão mais definitiva sobre 

o efeito dos anestésicos locais em células tumorais.  

Perante estes factos e a relativa ausência de informação, neste trabalho, pretendeu-se 

estudar o potencial de anestésicos locais como a lidocaína, ropivacaína e levobupivacaína no 

tratamento do CaM, CaB e CaP. Para tal, o efeito dos anestésicos locais na proliferação das 

linhas celulares de CaM (MCF-7), CaB (TCCSUP e HT1376) e de CaP (PC3 e LNCaP) foi 

avaliada através do ensaio de MTT, após 48h de incubação. A seletividade da atividade anti-

tumoral dos anestésicos foi avaliada com recurso a células normais de mama (MCF-12A), de 

próstata (RWPE-1) e em queratinócitos (HaCaT) pelo mesmo método. Adicionalmente, 

pretendeu-se averiguar o efeito quimiossensibilizante destes fármacos in vitro, com a 

implementação de um modelo de associação de fármacos baseado num desenho experimental 

proposto por Chou e Talalay (1984). Alterações de viabilidade e do perfil de morte celular e 

da migração celular foram avaliados por citometria de fluxo e pelo wound healing assay, 

respetivamente. 

Todos os anestésicos locais demonstraram atividade anti-proliferativa seletiva 

dependente da concentração em que estão presentes. Além disso, a levobupivacaína mostrou 
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ser o anestésico mais promissor e a linha celular tumoral MCF-7 apresentou maior 

sensibilidade ao efeito dos três anestésicos locais estudados. 

O modelo de associação de fármacos mostrou que a concentração inibitória média de 

anestésico local sensibiliza as células de cancro da próstata ao efeito do docetaxel, 

demontrando um efeito sinérgico. A associação de levobupivacaína com docetaxel revelou ser 

a mais promissora na redução da proliferação, da migração e da viabilidade celulares sobretudo 

através da indução de necrose celular. 

Os resultados obtidos apontam o uso de anestésicos locais em associação com o 

docetaxel como uma mais-valia no tratamento de doentes com carcinoma da próstata. A 

avaliação dos anestésicos locais em associação com outros agentes de terapêutica 

convencional, noutros tipos de tumores malignos e em linhas celulares não tumorais, bem 

como a sua avaliação em modelos in vivo constituem algumas perspetivas futuras. Em curso, 

está um estudo observacional para avaliar a potencial relação entre a toma de opioides e a 

progressão tumoral, a sobrevivência e a qualidade de vida de indivíduos com carcinoma da 

próstata não localizado. 

 

Palavras-Chave: Cancro da mama, Cancro da bexiga, Cancro da próstata, Anti-álgicos, 

Docetaxel  
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Abstract  
 

 

Breast (CaM), bladder (CaB), and prostate (CaP) carcinomas are three of the most 

common types of solid neoplasms worldwide, European, and nationally, accounting for about 

22% of cases diagnosed worldwide in 2020. First-line treatments for these cancers such as 

surgery or chemotherapy are generally invasive and often associated with severe side effects, 

resulting in decreased quality of life for patients. In addition, chemotherapy over time is 

associated with high resistance. Consequently, new approaches that allow the reduction of 

the adverse effects induced by conventional therapeutic agents are needed to allow for better 

tolerance of treatments while maintaining or improving their efficacy. 

Recent studies suggest that local anesthetics, commonly used in diagnostic and 

therapeutic clinical approaches, present anti-tumor effects and may act in synergy with other 

conventional oncological therapies, besides promoting pain reduction. However, information 

regarding the sensitivity and specificity of these drugs, as well as their effect on the toxicity of 

chemotherapeutic agents is scarce, which preventing the extrapolation of a more definitive 

conclusions on the effect of local anesthetics against tumor cells.  

Given these facts and the relative absence of information, in this work, we aimed to 

study the potential effect of the local anesthetics, such as lidocaine, ropivacaine and 

levobupivacaine in the therapeutic response of breast, bladder and prostate cancer. For this 

purpose, the effect of local anesthetics on the proliferation of CaM (MCF-7), CaB (TCCSUP 

and HT1376) and CaP (PC3 and LNCaP) cell lines was evaluated by MTT assay after 48h of 

incubation. The selectivity of the anesthetics' anti-tumoral activity was evaluated recurring to 

normal breast (MCF-12A), prostate (RWPE-1) and keratinocyte (HaCaT) cells by the same 

method. Additionally, we aimed to investigate the chemosensitizing effect of these drugs in 

vitro by implementing a drug combination model based on the experimental design proposed 

by Chou and Talalay (1984). Changes in cell viability and cell death and migration profiles were 

evaluated by flow cytometry and wound healing assay, respectively. 

All local anesthetics showed selective anti-proliferative activity dependent on the 

concentration in which they were present. Furthermore, levobupivacaine showed to be the 

most promising anesthetic and the MCF-7 tumor cell line showed the highest sensitivity to the 

effect of the three local anesthetics studied. 

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

anesthetic sensitizes prostate cancer cells to the effect of docetaxel, demonstrating a 
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synergistic effect. The combination of levobupivacaine with docetaxel was the most promissing 

in reducing cell proliferation, migration, and viability mainly by inducing cell necrosis. 

Thus, the results achieved, point out the use of local anesthetics in association with 

docetaxel as an added value in the treatment of prostate carcinoma patients. The evaluation 

of local anesthetics with other conventional therapeutic agents in these, and other tumor types 

and in non-tumor cell lines, as well as their evaluation in in vivo models are future perspectives. 

Currently ongoing is an observational study to assess the potential relation between opioid 

use and tumor progression, survival, and quality of life of patients with non-localized prostate 

carcinoma. 

 

Keywords: Breast cancer, Bladder cancer, Prostate Cancer, Anti-algics, Docetaxel 
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As neoplasias malignas caraterizam-se pela sua capacidade de proliferação celular 

anormal bem como da sua aptidão para invadir as células e metastizar (Hanahan e Weinberg, 

2011). Ainda assim, este é um processo complexo denominado de carcinogénese e na qual as 

diversas células envolvidas sofrem alterações metabólicas e comportamentais (Leitão Costa, 

2020).  

 

1.1. Epidemiologia 

Em todo o mundo, no ano de 2020, foram detetados aproximadamente 19,3 milhões 

de novos casos de cancro e cerca de 10,0 milhões de mortes por cancro, como indicado na 

Figura 1-A (Sung et al., 2021). No mesmo período de 2018, detetaram-se 18,1 milhões de 

novos casos e ocorreram cerca de 9,6 milhões de mortes por cancro (Bray et al., 2018). Este 

aumento deveu-se a diversos fatores, destacando-se o crescimento e envelhecimento da 

população, causas genéticas, estilos de vida pouco saudáveis e melhorias associadas às técnicas 

de diagnóstico. Pode ainda contribuir a prevalência de certas causas de cancro associadas ao 

desenvolvimento social e económico, sobretudo evidente em países de alto rendimento 

(Leitão Costa, 2020). Na Europa, em 2020, como visível na Figura 1-B, foram diagnosticados 

cerca de 4,4 milhões de novos casos por cancro e cerca de 2 milhões de mortes por este 

grupo de doenças (Sung et al., 2021).  

 

 

 

Incidência Mortalidade 

A 
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Figura 1: Distribuição dos casos e das mortes para os tipos de cancros mais comuns em 2020, para ambos os 

sexos, a nível (A) Mundial e (B) Europeu. A área do gráfico reflete a proporção do número total de casos ou 

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

Em 2020, tanto na Europa como a nível global, o cancro da mama (CaM) foi 

considerado o tipo de cancro mais diagnosticado, ultrapassando o cancro do pulmão. De facto, 

foram diagnosticados cerca de 2,3 milhões de novos casos de CaM e mais de 680 milhares de 

mortes por esta patologia em todo o mundo (Figura 1). No sexo feminino, este tipo de cancro 

foi inclusive considerado a maior causa de mortalidade por cancro como observado na Figura 

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

No sexo masculino, o carcinoma da próstata (CaP) é o segundo tipo de neoplasia mais 

frequentemente diagnosticado assim como a quinta causa de morte a nível mundial (Figura 2-

B).  Em 2020, o CaP foi responsável por mais de 1,4 milhões de novos casos nos homens em 

todo o mundo estando apenas atrás dos números apresentados para o cancro do pulmão. No 

mesmo ano registaram-se 375 milhares de mortes por esta patologia como observado na 

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

O cancro da bexiga (CaB) é um dos 10 tipos de cancro mais comummente 

diagnosticados a nível mundial, responsável por cerca de 573 milhares de novos casos e 213 

milhares de mortes (Figura 1). É mais comum no sexo masculino, tanto a nível europeu como 

a nível mundial, sendo inclusive a sexta causa mais comum de cancro e a nona principal causa 

de morte entre os homens (Figura 2-B) (Sung et al., 2021).  
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Figura 2: Distribuição dos casos e das mortes para os tipos de cancros mais comuns em 2020, a nível mundial 

para o sexo (A) Feminino e (B) Masculino. A área do gráfico reflete a proporção do número total de casos ou 

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

Durante o ano de 2020, em Portugal, registaram-se cerca de 60,5 milhares de novos 

casos de cancro e 30,2 milhares de mortes por cancro (Figura 3-A), sendo que o CaM, o CaB 

e o CaP seguem o padrão da Europa e do Mundo para ambos os sexos. De facto, as estatísticas 

indicam que o CaM foi o tipo de cancro mais incidente (26,4%) e o mais mortal (15,6%) entre 

o sexo feminino (Figura 3-B). O CaP foi o tipo de neoplasia com maior incidência e a terceira 

causa de morte oncológica em homens (Figura 3-C). Em 2020, a incidência desta patologia 

ascendeu a 6759 casos (20%), sendo atribuídas cerca de 1917 mortes (10,5%) a este tumor. 

O CaB foi o oitavo tipo de cancro mais comummente diagnosticado em Portugal para ambos 

Incidência Mortalidade 

A 

B 
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os sexos, sendo mais incidente no sexo masculino. Além disso, o CaB foi a oitava causa de 

morte por cancro (Figura 3 – A). (The Global Cancer Observatory, 2021).  

Figura 3: Distribuição dos casos e das mortes para os tipos de cancros mais comuns em 2020, a nível nacional, 

para (A) Ambos os sexos, (B) Sexo feminino e (C) Sexo masculino. A área do gráfico reflete a proporção do 

número total de casos ou mortes. [Fonte: (The Global Cancer Observatory, 2021)]. 

Incidência Mortalidade 
A 
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1.2. Cancro da Mama 

1.2.1. Mama, Carcinogénese e Fatores de Risco 

A mama é constituída pela glândula mamária, tecido fibroso e gordura. Por sua vez, a 

glândula mamária divide-se em quadrantes e o quadrante superior externo concentra a maioria 

do volume da mama, sendo este a localização mais comum de CaM (Pandya e Moore, 2011). 

 O tecido mamário feminino envolve elementos parenquimatosos epiteliais, que tomam 

cerca de 10-15% do volume total da mama e o estroma, que toma o restante volume (Pandya 

e Moore, 2011). Os elementos epiteliais são compostos por 15 a 20 lobos que se subdividem 

em lóbulos. Os ductos secretores convergem no mamilo. Cerca de 40 a 75% dos casos de 

CaM diagnosticados provêm das células que formam os lóbulos e os ductos terminais 

(Bombonati e Sgroi, 2011; Johns Hopkins Pathology, 2021).  

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

 O CaM pode ser classificado como lobular ou ductal consoante a localização do 

nódulo, isto, se se formar no lóbulo ou ducto da glândula mamária, respetivamente. Além 

disso, pode ser considerado não invasivo se não houver invasão dos tecidos envolventes e são 

exemplos o carcinoma ductal in situ e o carcinoma lobular in situ. A progressão e crescimento 

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

O CaM pode ainda ser classificado segundo a presença de recetores, nomeadamente 

recetores de estrogénio (RE), de progesterona (RP) e HER2 (do inglês, human epidermal growth 

factor receptor 2). Estes permitem que as células recebam sinais através da ligação de 

mensageiros químicos e, consequentemente, estimulam o crescimento tumoral (Cardoso et 

al., 2019). As características moleculares e manifestações clínicas dos diferentes subtipos de 

CaM estão indicadas na Tabela 1. 
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Tabela 1: Subtipos de CaM e suas características moleculares e manifestações clínicas. Abaixo estão as 

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

Subtipo 

(Incidência) 
Caraterísticas Moleculares Manifestações Clínicas 

Luminal A  

(60-70%) 

▪ Positivo para RE e RP 

▪ Negativo para HER2 

▪ Baixo grau 

▪ Ki67(1) reduzido 

▪ Crescimento lento e menos agressivo 

▪ Baixa recorrência e melhor prognóstico 

▪ Responde à terapia endócrina 

Luminal B HER2+ 

(13-15%) 

▪ Positivo para RE ou RP 

▪ Positivo para HER2 

▪ Grau elevado 

▪ Qualquer valor Ki67(1) 
▪ Elevadas taxas de proliferação 

▪ Pior prognóstico que o subtipo Luminal A 

▪ Maior sensibilidade à quimioterapia 
Luminal B HER2- 

(10-20%) 

▪ Positivo para RE 

▪ Negativo para HER2 

▪ Grau elevado 

▪ Ki67(1) elevado ou RP positivo 

HER2+ 

(13-15%) 

▪ Negativo para RE e RP 

▪ Positivo para HER2 

▪ Grau elevado 

▪ Ki67(1) elevado 

▪ Crescimento mais agressivo 

▪ Baixa sobrevivência a curto prazo  

▪ Existem terapias específicas 

Triplo negativo 

(10-15%) 

▪ Negativo para RE, RP e HER2 

▪ Grau elevado 

▪ Ki67(1) elevado 

▪ Idade mais jovem no diagnóstico 

▪ Mau prognóstico a curto prazo 

▪ Opções de terapêutica escassas 
(1) Ki67, Marcador de proliferação. 

 

Os tumores que expressam RE ou RP são descritos como CaM hormonodependentes 

(luminal-A e luminal-B). Por outro lado, os tumores que não expressam RE, RP ou HER2 são 

designados como tumores triplo-negativos. Este último subtipo, traduz-se por uma doença 

heterogénea que apresenta subtipos, geralmente observado em mulheres em pré-menopausa 

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

O desenvolvimento de CaM pode estar associado a diversos fatores, destacando-se o 

papel dos estrogénios e a predisposição genética. O 17β-estradiol (E2) é o esteroide do ovário 

mais predominante em circulação e a hormona biologicamente mais ativa no tecido mamário. 

Na menopausa, os níveis plasmáticos de E2 diminuem cerca de 90% (Russo e Russo, 2006). 

Durante os ciclos menstruais, um desequilíbrio entre os níveis de estrogénio e os níveis de 

progesterona conduzem ao aumento da proliferação celular e podem provocar uma 

acumulação de DNA (do inglês, deoxyribonucleic acid) danificado. Com a repetição deste 

processo em cada ciclo menstrual, pode ocorrer um processo de reparação defeituoso, 

levando a mutações malignas. O estrogénio liga-se ao RE localizado no núcleo, que é um fator 

de transcrição nuclear que regula a expressão génica e permite interagir diretamente com 

proteínas, tais como recetores de fatores de crescimento, a fim de promover a proliferação e 

a sobrevivência celulares. Assim, o estrogénio atua como promotor de CaM, através da 
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suplementação endógena e exógena (i.e. contracetivos orais e terapia hormonal de 

substituição). Estilos de vida poucos saudáveis, tais como o consumo excessivo de álcool, uma 

dieta rica em gordura e o excesso de peso, podem acelerar este processo, elevando o nível 

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

Os genes mais frequentemente mutados nas células tumorais de CaM são TP53 (41% 

dos tumores), PIK3CA (30%) e ERBB2 (13%). Estes genes codificam moduladores do ciclo 

celular que podem ser reprimidos (por exemplo, P53) ou ativados (por exemplo, ciclina D1), 

promovendo a proliferação ou inibindo a apoptose. Os tumores do tipo luminal A têm uma 

alta prevalência de mutações no gene PIK3CA (49%), enquanto os tumores triplo-negativo 

apresentam uma alta prevalência de mutações no gene TP53 (84%) (Harbeck et al., 2019). O 

gene ERBB2 amplificado conduz à ativação da via de HER2 que, por sua vez, ativa a proliferação 

e a sobrevivência celulares e a metastização, através de diversas vias, tais como as vias RAS e 

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

O CaM hereditário constitui cerca de 5 a 10% dos casos diagnosticados e deve-se a 

uma mutação nos genes BRCA1 e BRCA2, que em condições ideais, funcionam como genes 

supressores tumorais. Quando ocorre uma mutação nestes genes, o crescimento anormal da 

célula deixa de ser suprimido e pode desenvolver-se um tumor. Esta alteração pode ser 

transmitida de pais para filhos e indivíduos portadores de mutação nestes genes têm um risco 

superior para CaM em relação à população em geral (Sun et al., 2017). 

Para além dos fatores de risco acima mencionados, o sexo feminino, o envelhecimento 

e a história reprodutiva como a menarca precoce, a menopausa tardia, a idade tardia na 

primeira gravidez e nunca ter tido uma gravidez estão também associados com esta doença, 

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

 

1.2.2. Diagnóstico e Estadiamento 

O diagnóstico precoce e o tratamento atempado e adequado possibilitam ao doente 

uma maior probabilidade de cura e um melhor prognóstico, uma vez que possibilita a 

intervenção nas fases mais precoces da doença, verificando-se uma maior eficácia do 

tratamento na maioria dos casos (Direcção-Geral de Saúde, 2003).  

Os exames de diagnóstico precoce utilizados são o exame clínico da mama, exames 

imagiológicos e a biópsia. No exame clínico, o médico procede à palpação das mamas para 

procurar alterações e/ou nódulos ou outros sinais da doença (Ginsburg et al., 2020). No que 
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respeita a exames imagiológicos, estes permitem revelar a presença e a localização de um 

tumor. Destaca-se a mamografia que é o método imagiológico mais importante no rastreio e 

no diagnóstico de CaM, o qual utiliza raios-X em baixas doses. Além disso, pode ser realizada 

uma ecografia que possibilita a avaliação da mama e dos gânglios linfáticos, especialmente os 

da zona axilar. Este método permite distinguir um quisto de uma massa sólida que pode, ou 

não, ser maligna. Por fim, a ressonância magnética (MRI, do inglês Magnetic resonance imaging) 

é o método mais sensível para a deteção de CaM, mas apresenta muitos falsos positivos, sendo 

recomendado apenas em doentes de alto risco. Se o resultado dos exames acima identificados 

apresentar qualquer anomalia, pode estar indicada a realização de uma biópsia que consiste na 

remoção de amostras de tecido ou de fluido para análise histológica, na qual se avalia a 

expressão dos recetores hormonais e da proteína HER2  (Cardoso et al., 2019). 

As pessoas com CaM podem ter diferentes prognósticos e têm acesso a um vasto 

leque de opções terapêuticas que depende de um conjunto de fatores, incluindo o estádio de 

desenvolvimento do tumor, o tipo de tumor e a avaliação de risco. A classificação TNM (do 

inglês, tumor-node-metastasis) é o sistema de estadiamento mais commumente utilizado, além 

de ser considerado o mais consistente, tendo sido desevolvido por diversas entidades, 

nomeadamente, pela American Joint Committee on Cancer (AJCC), Union for International 

Cancer Control (UICC) e pelo TNM Prognostic Factors Committee. Este sistema permite dar 

informações sobre o tumor, os gânglios linfáticos e as metástases, bem como agrupar os 

doentes em grupos de prognóstico semelhante. Tal como evidenciado em detalhe na Figura 5, 

o critério T é definido pelo tamanho do tumor primário, o envolvimento de gânglios linfáticos 

regionais define o critério N e a presença de metástases à distância define o critério M (Koh 

e Kim, 2019). 
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Figura 5: Representação do sistema de classificação TNM de 2017 para CaM, com imagem ilustrativa da evolução 

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

Os três critérios que estabelecem a classificação TNM permitem categorizar 

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

estádio 0 (também designado de CaM in situ) é caracterizado pela presença de células malignas 

confinadas apenas ao tecido mamário, enquanto os estádios I, II, III e IV já envolvem a 

disseminação para outros tecidos, isto é, o desenvolvimento de extensão locorregional e de 

metástases à distância (Cardoso et al., 2019). 

 

1.2.3. Carcinoma da Mama Avançado 

Em termos gerais, em doentes com CaM não metastástico, a taxa de sobrevivência 

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

lado, tem sido reportado que cerca de 30% destes doentes podem desenvolver metástases 
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após o diagnóstico e tratamento do tumor primário, levando a que a SV5 diminua para 40-

80% quando há envolvimento de metástases regionais e para 20% quando há envolvimento de 

metástases à distância (Allemani et al., 2018; Liang et al., 2020). No momento do diagnóstico 

do CaM, estima-se que um terço dos doentes já apresente doença metastática (Martins, 2017).  

 O CaM metastiza para diversos órgãos, essencialmente para o osso em cerca de 80% 

dos casos e, neste caso, apresenta uma SV5 de cerca de 30%. Alternativamente, cerca 20 a 

50% dos doentes apresentam metástases pulmonares e um SV5 de aproximadamente 17%. 

Cerca de 2-12% dos doentes apresentam metástases hepáticas, contudo, tem um SV5 de cerca 

de 9%. Cerca de 15 a 30% dos doentes apresentam metástases (Fernandes e Cortes, 2020; 

Liang et al., 2020). As metástases viscerais, nomeadamente hepáticas e pulmonares, são 

normalmente assintomáticas, no entanto podem provocar náuseas, perda de peso e dores no 

peito e abdómen entre outros (American Cancer Society, 2020). 

As lesões ósseas podem conduzir a complicações como a hipercalcemia e a anemia, 

que induzem alterações na estrutura e na integridade óssea, resultando em fragilidade óssea. 

Esta, por sua vez, pode resultar no surgimento de eventos relacionados com o esqueleto 

(SREs, do inglês skeletal-related events), como o aumento de fraturas patológicas e da 

compressão na medula espinhal, que promovem dores severas, diminuição da qualidade de 

vida (QdV) e aumento da mortalidade (Liang et al., 2020). Cerca de 50 a 90% dos doentes com 

metástases ósseas apresentam dor intensa, particularmente na zona lombar (Li, Wong e 

Pavlakis, 2014). 

 

1.2.4. Opções Terapêuticas 

O objetivo dos tratamentos é, no caso de estádios mais iniciais, a cura e a prevenção 

da recorrência metastática. No caso de estádios mais avançados (possivelmente com 

metástases) o objetivo passa pelo prolongamento da vida do doente, atenuação de sintomas 

e, por consequência, a melhoria da QdV (Direcção-Geral de Saúde, 2003). Na Tabela 2 

apresentam-se os diversos estádios existentes de CaM com uma breve descrição geral, de 

acordo com os critérios TNM, e suas opções terapêuticas (Cardoso et al., 2019). 

 

Tabela 2: Descrição dos estádios de CaM de acordo com os critérios TNM e opções terapêuticas. [Adaptado de 

(Cardoso et al., 2019)]. 

Estádio T(1)
 N(2) M(3) Opções terapêuticas 

0 Tis(4) N0 M0 Cirurgia com possível radioterapia 

I IA T1 N0 M0 Cirurgia e Radioterapia 
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IB T0-T1 N1mi(5) M0 Tratamento adjuvante ou neoajuvante 

sistémico 

II 
IIA 

T0-T1 N1 M0 

T2-T3 N0 M0 

IIB T2 N1 M0 

Tratamento neoadjuvante sistémico 

Cirurgia com possível radioterapia III 

IIIA 
T0-T2 N2 M0 

T3 N1-N2 M0 

IIIB T4 N0-N2 M0 

IIIC Qualquer T N3 M0 

IV Qualquer T Qualquer N M1 
Tratamento adjuvante sistémico 

Radioterapia e Cirurgia 
(1) T, tumor primário; (2) N, gânglios linfáticos regionais; (3) M, metástases à distância; (4) Tis, in situ; (5) mi, 

micrometástase 

 

A quimioterapia (QT) neoadjuvante visa o controlo da doença e cerca de 80% dos 

doentes cuja doença é considerada inoperável ao diagnóstico são candidatas a cirurgia após a 

realização de QT (Coudert et al., 2006). Por outro lado, a QT adjuvante, a mais comum na 

terapêutica de CaM, é usada como uma medida de profilaxia para prevenir o crescimento de 

células neoplásicas remanescentes, após cirurgia ou radioterapia, e como terapêutica paliativa, 

quando já não é possível controlar o curso natural da doença. A QT está assim associada a 

menor recorrência local, morbilidade e mortalidade assim como a um melhor prognóstico. 

Em tumores com sobreexpressão de HER2 geralmente administra-se terapia específica e 

dirigida ao HER2. Os doentes com CaM triplo-negativo não são candidatos à terapia hormonal 

nem à terapia dirigida ao HER2, sendo a QT a única opção terapêutica antes ou depois da 

radioterapia (Cardoso et al., 2019). 

No que concerne a terapêutica sistémica para CaM, destacam-se os regimes 

terapêuticos baseados nas antraciclinas, como a doxorrubicina e a epirrubicina, seja em 

monoterapia ou em associação a ciclofosfamida, o 5-fluorouracil ou o docetaxel (Fernandes e 

Cortes, 2020). 

 

1.2.4.1. Antraciclinas: Doxorrubicina e Epirrubicina 

As antraciclinas fazem parte do grupo dos antibióticos antitumorais. Este grupo 

pertence aos agentes antineoplásicos mais importantes (Anampa, Makower e Sparano, 2015). 

O seu mecanismo de ação passa pela indução da apoptose celular devido à sua capacidade de 

intercalarem o DNA, afetando diretamente a transcrição e a replicação. As antraciclinas 

reagem com a topoisomerase II, a enzima responsável pela quebra das ligações de hidrogénio 

entre os pares de bases do DNA antes da sua replicação. A inexistência das quebras das 
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ligações, impossibilita a transcrição celular, o que acaba por induzir a apoptose das células. A 

doxorrubicina e a epirrubicina são compostos quinona que permitem ainda aumentar a 

formação de espécies reativas de oxigénio através de ciclos redox na qual estas quinonas são 

reduzidas a semiquinonas, contribuindo para a sua citotoxicidade. Deste modo, por inibirem 

a síntese de DNA por uma série complexa de ações, as antraciclinas não são especificas para 

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

 A doxorrubicina é um composto sintetizado a partir de um fungo denominado de 

Streptococcus peucetius variante caesius. É um dos fármacos quimioterapêuticos mais eficazes 

utilizado para tratar o CaM e é administrado através de injeção intravenosa ou por infusão 

contínua (Anampa, Makower e Sparano, 2015). No entanto, este fármaco está associado ao 

aumento do risco de infeções devido à diminuição abrupta de glóbulos brancos e a 

cardiotoxicidade, originada pela inibição da topoisomerase-IIB nos cardiomiócitos, pela 

formação de espécies reativas de oxigénio e pela acumulação de produtos metabólicos 

(McGowan et al., 2017). A doxorrubicina pode levar a uma disfunção ventricular, que pode 

evoluir para cardiomiopatia grave, para a insuficiência cardíaca congestiva e, inclusivamente, 

ser fatal. Ainda assim, o aparecimento de cardiomiopatia depende da dose cumulativa de 

doxorrubicina, com uma incidência de cerca de 4% quando a dose total de doxorrubicina 

atinge os 500-550 mg/m2, de 18% quando atinge os 551- 600 mg/m2 e 36% quando a dose 

excede os 600 mg/m2 (Chatterjee et al., 2010). 

 Como forma de ultrapassar a limitação do uso da doxorrubicina, surgiu a epirrubicina 

que é um estereoisómero da doxorrubicina e a diferença entre estes compostos reside na 

epimerização do grupo hidroxilo na posição C-4’ do anel de daunosamina (Khasraw, Bell e 

Dang, 2012). Esta alteração tem pouca interferência no espetro de ação bem como no 

mecanismo de ação, mas induz importantes alterações nas propriedades físico-químicas e 

farmacocinéticas. Em particular, a epirrubicina é uma base mais fraca e mais lipofílica que a 

doxorrubicina. Consequentemente, a epirrubicina apresenta, em comparação com a 

doxorrubicina, uma glucuronidação exclusiva pela UDP-glucuronosiltransferase 2B7 e, 

consequentemente, uma semi-vida mais curta. Assim, estas modificações, alteram a atividade 

anti-proliferativa relacionada com a dose de epirrubicina, bem como apresentam 

cardiotoxicidade significativamente menor, em comparação com a doxorrubicina, quando 

administrada em doses que resultam em níveis idênticos de mielossupressão (Khasraw, Bell e 

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

1.3.1. Bexiga, Carcinogénese e Fatores de Risco 

A bexiga é um órgão oco, situado na parte inferior do abdómen, capaz de expandir e 

contrair para armazenar ou expulsar a urina produzida pelos rins, conforme necessário 

(American Society of Clinical Oncology, 2020). Tal como descrito na Figura 6, a sua parede é 

constituída por diversas camadas: o urotélio ou camada mucosa (camada mais interna da 

bexiga formada por células epiteliais), a camada submucosa ou lâmina própria (composta por 

tecido conjuntivo estromal, vasos sanguíneos e a muscularis mucosae), a muscular própria ou 

músculo detrusor (composto por três camadas de músculo liso) e mais externamente, a 

camada serosa. Esta camada é constituída por tecido adiposo, tecido fibroso e vasos 

sanguíneos (Hickling, Sun e Wu, 2015). 

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

O CaB pode desenvolver-se quando as células da bexiga proliferam de forma 

descontrolada. Consoante o tipo histológico que origina o tumor, pode classificar-se os 

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

O carcinoma urotelial ou carcinoma de células de transição (TCC, do inglês transitional 

cell carcinoma) é o tipo mais comum de CaB, correspondendo a cerca de 90% dos casos 

diagnosticados e tem origem nas células da camada interna denominadas por células de 

transição (American Cancer Society, 2019). Pode ser classificado de acordo com o grau de 

invasão da parede da bexiga, como cancro não-músculo invasivo da bexiga (NMIBC, do inglês 

non-muscle invasive bladder cancer) ou cancro músculo invasivo da bexiga (MIBC, do inglês 

muscle invasive bladder cancer). No primeiro tipo, o tumor permanece cirscunscrito na camada 
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mais interna do epitélio de transição, sem atingir as camadas mais profundas. Quando o tumor 

atinge as camadas mais profundas da bexiga denomina-se de MIBC, em que o tumor afeta a 

lâmina própria ou penetra a musculatura. Esta última subforma é potencialmente mais agressiva 

e propaga-se frequentemente para outros tecidos ou órgãos, formando metástases. São 

exemplos de CaB invasivos o adenocarcinoma, que tem origem nas células das glândulas do 

revestimento que produzem muco, e o carcinoma de células escamosas, que tem origem nas 

células finas e planas do revestimento da bexiga (American Cancer Society, 2019; National 

Cancer Institute, 2016). 

O desenvolvimento de CaB está associado a diversos fatores de risco, dos quais se 

destaca o tabagismo e a exposição a determinados carcinogéneos. Os indivíduos fumadores, 

cerca de 50% dos casos diagnosticados, apresentam um risco três vezes superior de vir a 

desenvolver CaB em comparação com não fumadores uma vez que o fumo do tabaco contém 

substâncias que, processadas endogenamente, chegam à bexiga através da urina (Powles et al., 

2022). No entanto, outros fatores de risco podem ser considerados, como infeções crónicas 

das vias urinárias, polimorfismos genéticos de alguns genes, como os genes RB1 e 

PTEN/MMAC1, antecedentes familiares, sexo masculino e envelhecimento (American Cancer 

Society, 2019). 

 

1.3.2. Diagnóstico e Estadiamento 

O diagnóstico de CaB é feito através de uma avaliação clínica completa do doente com 

o intuitivo de averiguar o estado de saúde geral e eventuais sinais ou sintomas. Em casos de 

suspeita de CaB, o diagnóstico final é feito recorrendo a análises de urina para detetar a 

presença de sangue ou células tumorais e à citoscopia com o objetivo de visualizar a bexiga e 

detetar a presença de tumores (American Cancer Society, 2019). Pode ainda recorrer-se a 

exames como a tomografia computorizada (TC), a MRI, atomografia por emissão de positrões 

(PET, do inglês posítron emission tomography) e a ecografia para identificar infiltrações nos 

tecidos e propagação para órgãos adjacentes (American Society of Clinical Oncology, 2020; 

Powles et al., 2022). 

O estadiamento de CaB é feita de acordo com o sistema TNM descrito no Figura 7, 

onde o critério T diz respeito ao tamanho do tumor, o envolvimento dos gânglios linfáticos 

define o critério N e a existência de metástases à distância define o critério M. A combinação 

dos diferentes parâmetros de avaliação da classificação TNM permite uma avaliação mais 
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cuidada das decisões terapêuticas, o agrupamento dos doentes pelos diferentes estádios da 

doença e a avaliação do prognóstico para cada doente (Babjuk et al., 2022; Sanguedolce et al., 

2015).  

Figura 7: Representação do sistema de classificação TNM de 2017 para o CaB, com imagem ilustrativa da evolução 

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

 

1.3.3. Carcinoma da Bexiga Avançado 

Em estádios de doença mais precoces, a hematúria macroscópia indolor é o sinal mais 

comum (85%) entre os doentes diagnosticados com CaB (Rebola, 2019). Neste tipo de CaB, 

a SV5 é de 96%. Contudo, estes tumores, geralmente removidos por cirurgia, tendem a 

reincidir em cerca de 40-70% dos casos ao fim de dois anos, e a progredir para a invasão 

muscular em aproximadamente 20% dos casos. Ainda assim, 30% dos casos diagnosticados já 

apresentam invasão do músculo detrusor (Martini et al., 2020; Yang et al., 2018). 

O CaB pode propagar-se a outras regiões além da bexiga como os gânglios linfáticos 

(25,4%), diminuindo a SV5 para 40% ou para locais à distância como os ossos (24,7%), o trato 

urinário (23,5%), o fígado (19,4%), os pulmões (18,1%) e o cérebro (3,1%), diminuindo a SV5 

para 10%. Aproximadamente 10-15% dos casos diagnosticados com CaB já apresentam 

metástases a quando do diagnóstico (American Society of Clinical Oncology, 2022; Mushtaq, 
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Thurairaja e Nair, 2019).  Particularmente, as metástases ósseas localizam-se mais 

frequentemente nos ossos da bacia (68%), na coluna vertebral (cervical 12%, torácica 38% e 

lombar 34%), nas costelas (24%) e no fémur (22%) (Stellato et al., 2021). Esta localização das 

metástases promovem o aparecimento de dor severa, além de fraturas patológicas devido à 

fragilidade óssea. A disseminação linfática, por sua vez, manifesta-se sobretudo por 

insuficiência renal, hidronefrose e dor abdominal. As metástases viscerais, nomeadamente 

hepáticas e pulmonares, podem provocar náuseas, perda de peso e dores no tórax e no 

abdómen, entre outros. Estas lesões culminam na diminuição da QdV do doente (Chin, 

Siddiqui e Tran, 2017). 

 

1.3.4. Opções Terapêuticas 

Cerca de 75% dos doentes apresentam NMIBC que se manifesta essencialmente a nível 

da mucosa (Ta e Tis ou Cis) ou sub-mucosa (T1). Apesar destes tumores apresentarem um 

prognóstico favorável, têm uma elevada taxa de recidiva. Aproximadamente 15% dos doentes 

são diagnosticados com MIBC, classificado com T2, T3 e T4, visto que apresentam invasão do 

tecido muscular da bexiga. Os tumores do tipo T4 apresentam também extensão para os 

órgãos e para as regiões envolventes da bexiga (Babjuk et al., 2022; Sanguedolce et al., 2015). 

Na Tabela 3 encontram-se os estádios de CaB, de acordo com os critérios TNM, e suas 

opções terapêuticas (Babjuk et al., 2022). 

Tabela 3: Descrição dos estádios de CaB, de acordo com os critérios TNM, e suas opções terapêuticas. 

[Adaptado de (Babjuk et al., 2022) ]. 

Estádio T(1) N(2) M(3) Opções terapêuticas 

0 Ta-Tis N0 M0 
Resseção transuretal 

QT 

Imunoterapia 

Cistectomia I T1 N0 M0 

II T2a-T2b N0 M0 Cistectomia radical 

QT neoadjuvante 

Radioterapia 
III 

T3a-T3b N0 M0 

T4a N0 M0 

IV 

T4b N0 M0 
QT adjuvante 

Imunoterapia 
Qualquer T N1-N3 M0 

Qualquer T Qualquer N M1 
(1) T, tumor primário; (2) N, gânglios linfáticos regionais; (3) M, metástases à distância 

 

Em estádios da doença mais precoces (estádios 0 e I), o objetivo principal do 

tratamento é a cura, pelo que se recorre à resseção transuretal para remover completamente 
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o tumor e adicionalmente a terapia intravesical adjuvante (QT ou a imunoterapia), de modo a 

minizar a possibilidade de recidiva. No caso de não existir resposta aos tratamentos anteriores 

recorre-se à cistectomia. No entanto, em estádios mais avançados desta patologia (estádios II 

e III), nos quais já não é medicamente recomendável ou possível a excisão do tumor por 

completo, a terapêutica visa, principalmente, atacar as células tumorais através de terapêuticas 

adjuvantes. Deste modo, a terapêutica associada ao controlo do CaB pode incluir a cirurgia 

após quimioterapia nos casos em que haja diminuição do tumor, ou pode recorrer-se à 

cistectomia radical ou à radioterapia. Ainda assim, o tratamento de CaB metastizado (estádio 

IV) é feito essencialmente por quimioterapia ou por imunoterapia. O tipo de tratamento eleito 

dependerá de diversos fatores, tais como o estado geral do doente, a idade, o estádio do 

tumor, a preferência do doente e os possíveis efeitos secundários (Babjuk et al., 2022). 

As opções quimioterapêuticas convencionais para o CaB incluem, essencialmente, o 

antimetabolito gemcitabina e o composto de platina, cisplatina, em monoterapia ou em 

associação, nos casos mais avançados (Chin, Siddiqui e Tran, 2017). 

 

1.3.4.1. Gemcitabina 

A gemcitabina ou dFdC (2,2'-difluorodesoxicitidina) é um antimetabolito análogo da 

citidina. Durante o processo de replicação do DNA, a molécula de gemcitabina liga-se à 

guanosina, ao invés da citidina, impedindo a síntese de DNA (terminação da cadeia mascarada) 

e induzindo a morte por apoptose. Além disso, a gemcitabina é um pró-fármaco que, por ação 

de desoxicitidina cinases gera anabolitos ativos, nomeadamente o dFdC difosfato e o dFdC 

trifosfato. O dFdC disfodato inibe a ribonucleotídeo redutase responsável pela catálise de 

reações que originam os desoxinucleótidos-trifosfatos para a síntese do DNA. Por outro lado, 

o dFdC trifosfato integra-se na cadeia de DNA provocando a terminação desta (Cavalcante e 

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

A administração de gemcitabina é feita por perfusão intravenosa durante 30 minutos e 

a sua ação citotóxica, in vitro, demonstrou ser específica para a fase S do ciclo celular e de 

forma dependente da concentração e do tempo. Em monoterapia é um fármaco geralmente 

bem tolerado pelos doentes e o seu perfil de toxicidade pode variar de acordo com o regime 

de administração. O regime em que as administrações são próximas está associado a uma 

elevada resposta ao tratamento e, por outro lado, os regimes em que as administrações são 

feitas com uma diferença de 4 ou 5 dias têm associada uma baixa resposta à terapêutica. 
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Apresenta como efeitos adversos neutropenia, trombocitopenia, anemia, dispneia, cefaleia e 

o aumento das transaminases hepáticas, da fosfatase alcalina e da bilirrubina (Cavalcante e 

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

 

1.3.4.2. Cisplatina 

A cisplatina é um composto inorgânico que contém um átomo metálico [Cis-

diaminedicloridoplatina (II)] e atua, sobretudo, através da inibição da síntese de DNA. A 

cisplatina ao entrar nas células tumorais, liga-se ao DNA nuclear. Este composto de platina, 

pouco solúvel em água e estável à temperatura e pressão normais, é composto por um átomo 

de platina ligado a dois iões cloreto (Cl-) e a dois grupos amónia (NH3), ambos na posição Cis 

como observado na Figura 8. Os ligandos de cloro são substituídos por água, formando-se 

aductos de cisplatina com carga positiva, que se ligam irreversivelmente às bases nucleotídicas 

do DNA formando aductos de platina-DNA. Este processo leva à inibição da replicação e da 

transcrição de DNA, levando à indução da apoptose das células tumorais (Kenny et al., 2017). 

Figura 8: Estrutura do isómero Cis do complexo diaminocloroplatina (II), cisplatina. [Adaptado de (Kenny et al., 

2017)]. 

 

No que respeita ao tratamento do cancro, a cisplatina é administrada por via 

intravenosa. Ainda assim, a sua utilização contínua apresenta várias limitações, tais como a 

resistência por parte de diversos tipos de cancro e ainda diversos efeitos indesejáveis e graves, 

tais como a nefrotoxicidade, a ototoxicidade, a neurotoxicidade, a cardiotoxicidade e a 

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

 

1.3.4.3. Associação de Gemcitabina e Cisplatina 

Em doentes com CaB avançado é comum recorrer-se à associação de gemcitabina com 

cisplatina para controlo da doença. Estudos in vitro têm demonstrado interações sinérgicas 

entre estes dois fármacos, possivelmente devido ao aumento da formação de aductos de 

cisplatina-DNA. Ainda assim, foi demonstrado que quando a gemcitabina é administrada em 

associação com derivados de platina, o risco de neutropenia e de trombocitopenia é maior 

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

1.4.1. Próstata e Carcinogénese 

A próstata é um órgão músculo-glandular localizado no compartimento subperitoneal, 

entre o diafragma pélvico e a cavidade peritoneal, imediatamente por baixo da bexiga (Lee, 

Akin-Olugbade e Kirschenbaum, 2011).  A sua função principal como glândula acessória da 

reprodução é segregar um fluido alcalino, parte do ejaculado e que auxilia na motilidade e na 

nutrição dos espermatozoides  (Drudge-Coates e Turner, 2012). 

Tal como observado na Figura 9, a glândula prostática é constituída maioritariamente 

por três zonas glandulares, a zona periférica, a zona central e a zona de transição, que se 

distinguem entre si histológica e biologicamente (McNeal, 1988). A zona periférica 

corresponde a cerca de 70% do volume da porção glandular da próstata e constitui o local de 

origem de 70-80% do CaP (Sinnott et al., 2015). A zona central constitui 25% do volume da 

porção glandular da próstata e rodeia os canais ejaculadores, por onde o esperma vai passar 

para a uretra. A zona de transição constitui cerca de 5% do volume e, é normalmente, a zona 

onde se desenvolve a hiperplasia benigna da próstata. Além das zonas glandulares, McNeal 

descreve ainda uma zona não glandular composta por tecido muscular e fibroso denominada 

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

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

O epitélio glandular da próstata humana é constituído, maioritariamente, por três tipos 

de células: as luminais ou secretoras, as basais e as neuroendócrinas. As células luminais são 

responsáveis por segregar diversos produtos para o lúmen, e contribuem para a formação do 

líquido seminal. Estes produtos incluem o antigénio específico da próstata (PSA, do inglês 

prostate-specific antigen). As células basais são adjacentes à membrana basal, e são menos 

abundantes que as anteriores. A ausência destas células pode ser um marcador determinante 

de CaP (Ittmann, 2018). As células neuroendócrinas são células reguladoras intra-epiteliais que 
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segregam serotonina e diversas hormonas peptídeas, regulam o crescimento e a diferenciação 

das células prostáticas e estão envolvidas na regulação da atividade secretora exócrina 

(McNeal, 1969; Sant’agnese, 1998). 

 A próstata pode ser afetada por diversas patologias de lenta evolução e manifestação. 

Dentro destas destaca-se a prostatite, a hiperplasia benigna prostática (HBP) e o CaP. A 

prostatite consiste na inflamação da próstata. Por sua vez, na HBP verifica-se um aumento do 

volume da próstata desencadeado pelo aumento do número de células epiteliais e do estroma 

da zona de transição, pelo que esta hiperplasia é mais frequentemente nesta zona. A HBP 

depende de androgénios para o seu desenvolvimento (Krušlin et al., 2017; Sciarra et al., 2008). 

 O CaP é marcado por um crescimento descontrolado de células malignas na glândula 

prostática. O seu desenvolvimento está, frequentemente, associado à neoplasia intra-epitelial 

prostática de alto grau (HGPIN, do inglês high-grade prostatic intraepithelial neoplasia). De facto, 

a HGPIN e o CaP apresentam diversas semelhanças como a localização preferencial na zona 

periférica, as transições morfológicas e a partilha de vários marcadores genéticos e 

moleculares. A neoplasia intra-epitelial prostática (PIN), consiste numa displasia das glândulas 

prostáticas que revestem o epitélio e esta lesão pode preceder o CaP, em 10 ou mais anos, 

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

 

1.4.2. Fatores de Risco 

O desenvolvimento de CaP está maioritariamente associado a três principais fatores 

de risco, sendo o mais significativo a faixa etária, seguido da etnia e da predisposição familiar. 

De facto, a taxa de incidência aumenta drasticamente com o avanço da idade, verificando-se 

que cerca de 75-85% dos casos estão registados em homens com mais de 65 anos. São raros 

os registos de ocorrência de CaP antes dos 40 anos de idade (Drudge-Coates e Turner, 2012; 

Rawla, 2019). 

A etnia é outro fator de risco que faz variar as taxas de incidência de CaP. Os indivíduos 

de etnia negra estão associados a um maior risco de CaP avançado e agressivo em idade jovem, 

sendo geralmente afetados por esta doença cerca de 2-3 anos mais cedo que os homens 

caucasianos. Esta relação entre a etnia e o desenvolvimento de CaP poderá ser explicada pela 

interação entre fatores epidemiológicos e genéticos (Hussein, Satturwar e Kwast, van der, 

2015). Pressupõe-se que os homens de etnia negra têm acesso a cuidados de saúde de menor 

qualidade, e consequentemente, são mais suscetíveis a um diagnóstico tardio desta doença. 

Além disso, os indivíduos com descendência africana, com ou sem CaP, apresentaram níveis 
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de PSA e de testosterona significativamente mais elevados quando comparado com homens 

de etnia caucasiana (Vijayakumar et al., 1998). Deste modo, outra possível explicação são as 

alterações na expressão de genes associados à manutenção dos níveis de testosterona em 

circulação, tal como o SRD5A2 (Zeigler-Johnson et al., 2008), ou de genes associados à 

supressão de tumores como o EphB2 ou de regulação da apoptose celular como o BCL-2 

(Rawla, 2019).  

Outro fator que desempenha um papel de destaque na incidência de CaP é a 

predisposição genética, responsável por 5-10% dos casos desta patologia. O CaP hereditário 

manifesta-se, geralmente em idades mais jovens e em particular, o risco relativo de 

desenvolver CaP aumenta de 1,5 para 2,5 em homens cujos familiares de primeiro grau tenham 

sido diagnosticados com CaP, antes dos 60 anos em comparação com a população em geral 

(Hussein, Satturwar e Kwast, van der, 2015). Esta relação entre a predisposição genética e o 

aumento da incidência de CaP poderá ser explicada pela presença de fatores genéticos bem 

como um padrão semelhante de exposição a certos carcinogéneos ambientais e hábitos de 

vida comuns (Rawla, 2019). Diversos genes predisponentes têm sido identificados, em várias 

regiões cromossómicas. Destacam-se as mutações dos genes BRCA1 e BRCA2, associadas a 

apresentações da doença mais precoces e agressivas e caraterizadas por uma elevada taxa de 

metastização, bem como uma maior taxa de mortalidade em comparação com os indivíduos 

não portadores. As mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 são responsáveis por 0,9-1,25% e 

1,2-5,3% dos casos de CaP hereditário, respetivamente (Hussein, Satturwar e Kwast, van der, 

2015; Vietri et al., 2021). O gene HOXB13 interage com o recetor de androgénios (RA), 

promovendo o desenvolvimento e a diferenciação da próstata normal em carcinoma. Os 

portadores de mutações neste gene constituem 0,6-6,25% dos casos de CaP hereditário (Vietri 

et al., 2021). A síndrome de Lynch tem também sido associada ao aumento da incidência desta 

patologia (Hsing e Chokkalingam, 2006).  

Outros fatores tais como a obesidade, o tabagismo, a ingestão de gordura animal, os 

níveis mais elevados de androgénios, a radiação ionizante utilizada em técnicas de diagnóstico 

e a inflamação crónica da próstata estão associados a um maior risco e incidência de CaP. Por 

outro lado, a ingestão de vegetais e de vitamina E e níveis mais baixos de testosterona livre 

podem estar associados a um menor risco de desenvolver CaP. Além disso, a existência de 

diabetes poderá correlacionar-se inversamente com o risco para o CaP e exposição à radiação 

solar UV está inversamente associada à incidência e à mortalidade por CaP devido à síntese e 

papel fisiológico da vitamina D (Feng et al., 2020; Mullins e Loeb, 2012; Rawla, 2019; Stallone 

et al., 2014; Venkateswaran e Klotz, 2010; Watts et al., 2018). 
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1.4.3. Diagnóstico e Estadiamento 

Durante a última década, observou-se um aumento da taxa de incidência de CaP, mas 

por outro lado, a taxa de mortalidade diminuiu cerca de 7% desde 2015. Esta diminuição pode 

estar associada à deteção e diagnóstico mais precoces, bem como ao aumento do número de 

opções terapêuticas disponíveis e eficazes (Carioli et al., 2020). 

O rastreio é efetuado com recurso a dois exames: a pesquisa do PSA e o toque retal. 

Se o resultado destes exames apresentar anomalias poderá ser indicada a realização de uma 

biópsia prostática ou o uso de outras técnicas de imagem tais como a ecografia prostática 

transretal (ET), a MRI, a TC, a cintigrafia óssea e a PET que permitem determinar as 

características associadas à glândula prostática e CaP (American Cancer Society, 2019). 

 O PSA é uma glicoproteína serino-protease produzida em concentrações elevadas pelo 

epitélio prostático normal e maligno. Apresenta baixas concentrações no soro, em condições 

normais, mas a libertação de PSA está aumentada na doença prostática. Deste modo, o PSA é 

um marcador sérico sensível para o CaP, mas não específico, uma vez que fatores como o 

aumento da idade, a presença de HBP, infeções do trato urinário e certos fármacos podem 

conduzir ao aumento dos níveis de PSA (Stenman et al., 1999). De acordo com a idade e com 

a etnia dos indivíduos foram determinados valores de referência para a PSA livre no soro, que 

estão apresentadas na Tabela 4.  Não existe nenhum valor de “cut off” definido para indicar se 

um homem tem ou não CaP. Assim, em grande parte da Europa considera-se que 

concentrações séricas de PSA superiores ou iguais a 4 ng/mL são anormais e recomenda-se a 

biópsia prostática. No entanto, alguns médicos recomendam a realização da biópsia para 

concentrações séricas de PSA acima de 3 ng/mL. Cerca de 15% dos indivíduos com PSA 

inferior a 4 ng/mL serão diagnosticados com CaP se uma biópsia for realizada. Homens com 

níveis de PSA livre entre 4 e 10 ng/mL têm cerca de 25% de probabilidade de ter CaP e, se o 

valor for superior a 10 ng/mL, esta probabilidade aumenta para 50% (American Cancer Society, 

2019; Greene et al., 2009). 

Tabela 4: Concentrações de referência de PSA para intervalos etários, de acordo com a etnia dos doentes. 

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

 Valores de referência (ng/mL) 

Faixa etária (anos) Asiático-Americanos Afro-Americanos Caucasianos 

40 - 49 0 - 2,0 0 - 2,0 0 - 2,5 

50 - 59 0 - 3,0 0 - 4,0 0 - 3,5 

60 - 69 0 - 4,0 0 - 4,5 0 - 4,5 

70 - 79 0 - 5,0 0 - 5,5 0 - 6,5 
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O toque retal permite a avaliação da região periférica da próstata, procurando nódulos 

suspeitos. Ainda assim, é menos eficaz que a análise à PSA, mas por vezes consegue encontrar 

nódulos malignos em indivíduos com níveis de PSA normais (American Cancer Society, 2019). 

No que concerne as técnicas de obtenção de imagem: a ecografia transretal (mais 

utilizada) permite a avaliação da anatomia e volume da próstata e é mais fiável e preciso que 

o toque rectal; a MRI que permite a avaliação rigorosa de uma eventual extensão extra-

prostática da doença; a TC é útil para a deteção de adenopatias (aumento do volume dos 

gânglios linfáticos) ou metástases noutros órgãos e tecidos moles; a cintigrafia óssea é utilizada 

para deteção de metástases ósseas; e a PET permite identificar células tumorais pelas 

mudanças que ocorrem no metabolismo celular (American Cancer Society, 2019). 

Os tumores da próstata apresentam diferentes graus de agressividade. Assim, quanto 

menos diferenciadas forem as células malignas, mais agressivo será o tumor, ou seja, mais 

rápida e mais grave será a sua evolução. Deste modo, o grau de diferenciação histológico, 

obtido pela análise de amostras recolhidas por biópsias guiadas por ET, é essencial para a 

escolha da melhor terapêutica, bem como para o prognóstico que daí advém (American 

Cancer Society, 2019). A escala de Gleason é um sistema de classificação histopatológico 

desenvolvido em 1966 por Donald F. Gleason, que atualmente continua a ser amplamente 

utilizada na prática clínica. Este sistema classifica em cinco graus, sendo que o grau 1 

corresponde ao mais diferenciado e menos agressivo e o grau 5 ao menos diferenciado e mais 

agressivo, com base nas características celulares e histológicas do tumor (American Cancer 

Society, 2019). Em 2015, a Sociedade Internacional de Patologia Urológica (ISUP, do inglês 

International Society of Urological Pathology) fez algumas modificações no sistema de Gleason e 

padrões histológicos (Figura 10) (Epstein et al., 2016). 

Figura 10: Padrões histológicos do adenocarcinoma da próstata: Diagrama de Gleason original à esquerda e 

diagrama de Gleason modificado do ISUP 2015 à direita. [Fonte: (Epstein et al., 2016)]. 
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O score de Gleason, isto é, a classificação final, indica o tipo histológico e é atribuída em 

função dos dois tipos celulares predominantes no tumor. O resultado final resulta da soma 

dos dois graus mais frequentes e pode variar entre 2 (mais diferenciado) e 10 (menos 

diferenciado, mais agressivo). Os tumores com classificação de Gleason de 2 a 6 correspondem 

ao grau 1 da escala ISUP e indicam baixa agressividade das células tumorais e estão associados 

a melhor prognóstico que os tipos mais agressivos. Os scores de 8 a 10, correspondem aos 

graus 4 e 5 da escala ISUP e indicam tumores mais agressivos e na qual há maior probabilidade 

do tumor metastizar mais precocemente. Um score de 7 é um score intermédio no qual os 

tumores apresentam caraterísticas e agressividade intermédias e corresponde aos graus 2 e 3 

da escala ISUP  (American Cancer Society, 2017). 

 Atualmente, o sistema TNM desenvolvido pela AJCC/UICC é o sistema de classificação 

do estadiamento de CaP mais utilizado, tal como descrito no Figura 11. Este sistema é 

constituído por diversas subdivisões que permitem dar informações sobre o tumor (T), os 

gânglios linfáticos (N) e as metástases (M), bem como agrupar os doentes em grupos de 

prognóstico semelhante (Mottet et al., 2021). Deste modo, é possível classificar a doença em 

três grandes grupos: localizada, quando se encontra restrita apenas à próstata; localmente 

avançada, quando a doença se estende para a região extra-prostática; e por último, o 

carcinoma da próstata metastático ou não localizado (CaPm) definido pela presença de 

metástases à distância, geralmente nos gânglios linfáticos e/ou no osso (National Cancer 

Institute, 2015; Union for International Cancer Control, 2022).  
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Figura 11: Representação do sistema de classificação TNM de 2017 para CaB, com imagem ilustrativa da evolução 

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

O estadiamento pode depois ser apresentado com a classificação TNM ou em 

combinação com o score de Gleason e com o nível sérico de PSA como apresentado na Tabela 

5 (Cleto et al., 2013).  

 

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

Prognóstico Estádio 

Possíveis combinações 

T(1) N(2) M(3) “Score” de 

Gleason 

PSA 

(ng/mL) 

Localizado de baixo risco 

I T1-T2a N0 M0 ≤6 < 10 

IIA 

T1 N0 M0 7 < 20 

T1 N0 M0 ≤6 10≤PSA< 20 

T2a N0 M0 ≤7 < 20 

Localizado de risco 

intermédio 

T2b N0 M0 ≤7 < 20 

Localizado de alto risco 

IIB 

T2c N0 M0 Qs(4) Qv(5) 

T1-T2 N0 M0 Qs(4) ≥20 

T1-T2 N0 M0 ≥8 Qv(5) 

III T3 N0 M0 Qs(4) Qv(5) 

IV 

T4 N0 M0 Qs(4) Qv(5) 

Localmente avançado Qv(5) N1 M0 Qs(4) Qv(5) 

Metastático Qv(5) Qv(5) M1 Qs(4) Qv(5) 
(1) T, tumor primário; (2) N, gânglios linfáticos regionais; (3) M, metástases à distância; (4) Qs, qualquer “score”; (5) 

Qv, qualquer valor 
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1.4.4. Carcinoma da Próstata Não Localizado 

 

O CaP pode propagar-se a outras regiões além da próstata, incluindo os ossos e órgãos 

distantes como o fígado, o pulmão e os gânglios linfáticos, passando a denominar-se de cancro 

da próstata avançado ou metastásico (CaPm). Entre 20 e 30% dos doentes inicialmente 

diagnosticados com CaP localizado irão progredir para CaP não localizado e cerca de 10 a 

20% dos doentes serão diagnosticados inicialmente com CaP não localizado (Bahl, 2013). A 

mortalidade associada ao CaP é cerca de 90% dos casos devido às metástases ao invés do 

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

Cerca de 5 a 12% dos doentes com CaP não localizado apresentam evidências de 

metástases em gânglios linfáticos, mas a sua presença é raramente uma condição fatal. Ainda 

assim, as células tumorais induzem alterações na arquitetura dos gânglios adjacentes ao tumor 

primário, que culminam no aumento da pressão e permeabilidade tecidular a fluidos e a células 

e, portanto, permite a invasão das células tumorais no sistema linfático. Uma vez neste sistema, 

estas células podem circular livremente e alcançar, numa primeira fase, os gânglios linfáticos 

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

A presença de metástases ósseas tem sido observada em cerca de 85 a 90% dos 

doentes com CaPm, sendo o primeiro local de metastização para cerca de 80% dos doentes 

(Gonçalves, 2020; Ribeiro, 2018). Estas localizam-se mais frequentemente nas vértebras (69%), 

seguidas da pélvis (41%), dos ossos longos, mais frequentemente o fémur proximal (25%), e 

do crânio (14%). Menos frequentemente ocorrem nas costelas, no esterno, e no úmero 

proximal. Estas metástases podem conduzir à fragilidade óssea, bem como, à perda de 

funcionalidade óssea, que se vai traduzir em dor severa, fraturas patológicas e compressão da 

medula espinhal. E, consequentemente, na diminuição da QdV e aumento da mortalidade 

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

 

1.4.5. Opções Terapêuticas 

 

Os tratamentos do CaP diferem consoante a fase em que a doença é diagnosticada. 

Em casos de doença localizada o objetivo é a cura e em casos de doença avançada o objetivo 

é impedir a progressão da doença e aliviar o sofrimento que esta possa causar. As decisões 

terapêuticas são tomadas considerando as melhores opções disponíveis de acordo com o 

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

estratégias terapêuticas associadas a cada estádio de CaP (Mottet et al., 2021). 

 

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

Prognóstico Estádio Estratégia terapêutica 

Localizado de baixo risco 

I Vigilância ativa 

Braquiterapia 

Prostatectomia radical 

Radioterapia externa + ADT neoadjuvante (1) 

IIA 

Localizado de risco 

intermédio 

Vigilância ativa 

Prostatectomia radical + linfadenectomia pélvica 

Radioterapia externa + ADT neoadjuvante (1) 

Braquiterapia 

Localizado de alto risco 

IIB Neoadjuvante ADT (1) + Radioterapia externa + 

adjuvante ADT (1) 

Radioterapia externa + prostatectomia radical + 

linfadenectomia pélvica 

QT adjuvante ou neoadjuvante 

III 

IV 
Localmente avançado 

Radioterapia externa + prostatectomia radical + 

linfadenectomia pélvica 

ADT adjuvante (1) 

QT adjuvante 

Metastático 
ADT adjuvante (1) 

QT adjuvante 
(1) ADT, terapêutica de privação androgénica 

O CaP normalmente evolui lentamente ao longo de muitos anos e poucos são os casos 

que se disseminam rapidamente. Assim, para estádios de doença mais precoces (estádios I e 

IIA), a terapêutica de CaP pode passar pela vigilância ativa através da verificação regular dos 

níveis de PSA, realização de biópsias ou MRI. Para os doentes que optam por um tratamento 

ativo, pode optar-se pela prostatectomia radical complementada por uma linfadenectomia 

pélvica ou pela braquiterapia ou radioterapia externa isoladamente ou em associação com a 

terapêutica de privação androgénica (ADT, do inglês androgen deprivation therapy) quando o 

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

Nos casos de CaP localizado de alto risco (estádios IIB, III e IV), a terapêutica inclui 

radioterapia externa complementada com ADT ou a abordagem cirúrgia após QT 

neoadjuvante com docetaxel (Doc). Se o tumor for diagnosticado numa fase avançada da 

doença (estádio IV) são necessários tratamentos mais agressivos. De facto, neste estádio, se 

o tumor for hormonodependente, a abordagem terapêutica standard é a hormonoterapia, 

particularmente a ADT em monoterapia ou em associação com análogos da hormona 

libertadora da hormona luteinizante (LHRH, do inglês luteinizing hormone releasing hormone), 
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antagonistas da LHRH e antiandrogénios e estrogénios. No entanto, esta opção terapêutica 

não é considerada um método curativo, uma vez que, em alguns casos, o cancro se torna 

resistente a este tratamento e passa a denominar-se de CaP resistente à castração (CPRCm) 

(Parker et al., 2020). A abordagem terapêutica prescrita a estes doentes inclui normalmente 

regimes de QT convencional, nomeadamente através do uso de Doc, sendo este taxano 

considerado o tratamento padrão de primeira linha para o CPRCm. Em doentes cujo 

tratamento prévio com Doc não foi eficaz, pode recorrer-se, em segunda linha, a fármacos 

como o acetato de abiraterona e enzalutamida (inibidores da biossíntese de androgénio); 

sipuleucel-T (utilizado em imunoterapia), rádio-223 (atua como um mimético de cálcio) e o 

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

 

1.4.5.1. Taxano: Docetaxel 

O primeiro composto do grupo dos taxanos a ser descoberto, em 1971, foi o paclitaxel 

proveniente da casca da Taxus brevifolia. No entanto, este fármaco apresenta diversos efeitos 

adversos, tais como neutropenia, reações de hipersensibilidade, neurotoxicidade periférica e 

cardíaca e diversas interações farmacológicas, levando à impossibilidade de algumas 

combinações terapêuticas (Apolinário, 2012; Santos, 2016). 

Com o objetivo de contornar os problemas associados ao paclitaxel, foi desenvolvido 

um agente semissintético derivado das agulhas das árvores do Teixo do Pacífico, o Doc. Este 

fármaco, apresenta um mecanismo de ação semelhante ao do paclitaxel, isto é, atua no 

bloqueio do processo mitótico. O taxano liga-se à proteína β-tubulina, levando à inibição da 

formação dos microtúbulos que compõem o citoesqueleto da célula e impedindo a divisão 

celular. Visto que não ocorre a separação dos cromatídeos para os polos durante a anafase, 

estes são, portanto, específicos do ciclo celular, atuando na fase de mitose. No entanto, e 

ainda que estes fármacos sejam extremamente eficazes contra as células em proliferação, 

também os neurónios (que não são células em divisão) são afetados pela sua ação, através de 

uma reconfiguração dos microtúbulos dos axónios com consequente reconfiguração do 

axónio que inclui alteração do seu comprimento, orientação e distribuição. Esta 

reconfiguração e alteração da estrutura do axónio conduz a alterações no transporte axonal 

e que clinicamente se traduz no desenvolvimento de neuropatia essencialmente sensorial que 

se manifesta pela perda sensorial, parestesias e dor (Carozzi, Canta e Chiorazzi, 2015; Yu Tian 

et al., 2015). 
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O Doc é mais potente e solúvel em água que o paclitaxel, pelo que a sua administração 

é por via endovenosa. Além disso, o Doc apresenta efeitos adversos semelhantes aos do 

paclitaxel, no entanto, em menor frequência e de forma menos gravosa. Conduz a retenção 

hídrica, particularmente com o aumento das doses cumulativas (Apolinário, 2012; Pienta, 2001; 

Santos, 2016). 

O Doc está ainda associado ao aparecimento de resistência medicamentosa em 

diversos tipos de tumores sólidos. De facto, os tumores adaptam-se ao ambiente outrora letal 

de Doc através de alterações nos vasos sanguíneos o que afeta a distribuição do fármaco, nas 

bombas de efluxo que diminuem a concentração intracelular do mesmo, e através de 

alterações na estrutura ou na função dos microtúbulos ou da sobreregulação de vias anti-

apoptóticas (Antonarakis e Armstrong, 2011). 

 

1.5. Conceito de Dor e Dor Oncológica 

Segundo a Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP, do inglês Internacional 

Association for the Study of Pain), a dor é uma experiência sensorial e emocional desagradável 

associada a uma lesão tecidular potencial ou real, ou cuja descrição pode corresponder à 

existência de tal lesão. E, esta definição permite que a dor seja uma experiência pessoal, 

multidimensional que resulta da complexa interação entre fatores biológicos, psicológicos e 

sociais. Consequentemente pode ter diversos efeitos nefastos na QdV do indivíduo, 

resultando em sofrimento e alterações fisiopatológicas que vão contribuir para o aparecimento 

de comorbilidades e de alterações orgânicas e psicológicas e que podem conduzir à 

perpetuação do fenómeno doloroso. A dor não é determinada pela quantidade de dano físico 

(International Association for the Study of Pain, 2011).  

A dor pode ser classificada de acordo com a sua duração, local de origem, intensidade, 

fisiopatologia e etiologia (Figura 12). De acordo com a duração, define-se dor aguda quando 

esta ocorre subitamente e tem uma duração limitada, havendo normalmente uma definição 

temporal e/ou causal. Quando a dor dura mais de três meses, persistindo além do curso 

normal de uma doença aguda ou da cura da lesão que lhe deu origem, passa a definir-se por 

dor crónica. Esta apresenta diversas repercussões no bem-estar e QdV do individuo e 

sociedade pelo que é encarada como uma doença por si só e pode estar associada a uma 

etiologia relacionada, ou não, com cancro (Janeiro, 2017; Orr, Shank e Black, 2017).  
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 Figura 12: Esquema de classificação da dor. [Adaptado de [(Orr, Shank e Black, 2017)]. 

 

A dor oncológica é qualquer dor relacionada à experiência de uma doença oncológica, 

seja causada pelo tumor, seu diagnóstico ou seu tratamento. De facto, a dor é comum em 

doentes com cancro, particularmente na fase intermédia e avançada da doença, quando a 

prevalência é estimada em mais de 70%. Ainda assim, a presença de cancro nem sempre é 

sinónimo de presença de dor, além da frequência da dor depender do tipo de tumor e do seu 

estádio, as causas podem ser variadas (Lameiras, 2010; National Cancer Institute, 2002). O 

crescimento do tumor e/ou metástases podem provocar dor, dado que pressionam estruturas 

adjacentes às massas tumorais (i.e. ossos, órgãos, vasos sanguíneos, nervos, etc.). No entanto, 

a terapêutica cirúrgica pode conduzir a lesões inflamatórias que podem ser dolorosas no pós-

operatório. Já a radioterapia pode levar à inflamação ou fibrose nas zonas irradiadas, 

provocando dor. A QT pode provocar mucosites, neuropatias e dores musculares 

generalizadas (Associação de Enfermagem Oncológica Portuguesa, 2015; Matos et al., 2022).  

 

1.5.1. Avaliação e Terapêutica 

Dada a complexidade do conceito da dor e a sua subjetividade, um dos grandes desafios 

da medicina atual prende-se com a avaliação desta. A quantificação de um fenómeno subjetivo 

como a dor é difícil, pelo que a sua avaliação deve ser feita de forma contínua e regular. De 

uma forma geral, a avaliação da dor faz-se recorrendo ao uso de escalas, que podem ser visuais 

analógicas, escalas numéricas, escalas qualitativas ou, ainda, escalas de faces  (Figura 13). A 

escolha da escala deve ser baseada nas características de cada doente e aspetos cognitivos 

deste. Após a escolha, a escala deve ser mantida no futuro, em intervalos de tempo regulares, 

para detetar qualquer alteração. Ainda assim, o doente deve ser também inquirido sobre a 

localização, extensão e irradiação da dor. Além de questionado sobre os fatores que 

conduzem ao agravamento e alívio da dor, bem como historial de patologias clínicas que 

podem ter associada dor ou não, antecedentes medicamentosos e respetivos outcomes e ainda 

 

 

 

 

 

 

 

 

Classificação da dor 

Duração 

• Aguda 

• Crónica 
❖ Oncológica 
❖ Não oncológica 

 

Local de origem Intensidade 

• Leve 

• Moderada 

• Intensa 
 

Fisiopatologia 

• Nociceptiva 

• Neuropática 

• Sensibilização central 



Anti-álgicos na resposta terapêutica dos carcinomas da mama, bexiga e próstata  

33 
 

questionado sobre como esta dor afeta a sua vida diária (Direcção-Geral de Saúde, 2001, 

2008). 

Figura 13: Exemplo de escalas. 1 - escala visual analógica, 2 - escala numérica, 3 - escala qualitativa, 4 - escala de 

faces. [Adaptado de (Direcção-Geral de Saúde, 2003)]. 

 

O tratamento adequado da dor assume um aspeto relevante e prioritário na medicina 

atual, uma vez que a ineficácia no controlo da dor relacionada com o cancro pode levar a uma 

resposta de stresse exacerbada e prolongada, resultando em imunossupressão e promovendo 

a propagação das células tumorais à distância (Afsharimani, Cabot e Parat, 2011; Matos et al., 

2022). Assim, existem múltiplas intervenções que devem ser usadas, de forma combinada, de 

acordo com a dor de cada doente e, segundo indicações específicas para um tratamento eficaz 

da dor (Janeiro, 2017). 

Os objetivos do controlo da dor são a redução da mesma e a melhoria da QdV do 

doente. Assim, em 1986, a Organização Mundial de Saúde (WHO, do inglês World Health 

Organization) publicou as primeiras guidelines relacionadas com o uso de analgésicos no 

tratamento da dor em doentes oncológicos. Esta abordagem, a “escada analgésica” de três 

degraus (Figura 14), consiste na diferenciação do uso de analgésicos de acordo com a 

intensidade da dor e é o instrumento padronizado mais utilizado no controlo da dor a nível 

mundial. Em 2019 a escala foi atualizada. A cada degrau corresponde um nível de intensidade 

de dor que o doente apresenta: leve, moderada ou intensa, ao qual se associa a terapêutica 

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

No primeiro degrau, a dor é considerada leve pelo que se recorre ao uso de 

analgésicos não opioides que vão ter ação analgésica, antipirética e anti-inflamatória (World 

Health Organization, 1986). No degrau II, dor considerada moderada, sugerem-se para 

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

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

Cada degrau da escada analgésica, pode ainda ser complementado com fármacos 

adjuvantes de forma a melhorar a terapêutica eleita. Estes adjuvantes, apesar de não serem 

verdadeiros analgésicos, contribuem para o alívio da dor, potenciando os analgésicos e 

interferindo nos vários fatores que podem agravar o quadro álgico, pelo que podem permitir 

a redução da dose de opioide necessária e contribuir para um controlo adequado da dor. São 

exemplo os corticosteroides, os antidepressivos, os anticonvulsionantes, os bifosfonastos, os 

anestésicos locais, entre outros. Em 40-50% dos casos, a dor oncológica não é passível de ser 

controlada apenas com a toma de opioides, sendo necessário associar um fármaco 

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

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

 

Esta escala revolucionou a terapêutica de controlo de dor e de facto é eficaz em cerca 

de 80-90% dos casos. Ainda assim, alguns autores sugerem a criação de um quarto degrau 

para dar resposta aos doentes cuja dor não foi controlada com os três degraus anteriores. 

Este quarto degrau apoiar-se-ia em técnicas específicas como bloqueios de plexos, ou 

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

No que respeita à terapêutica farmacológica, estão apresentados na Tabela 7 os 

principais fármacos propostos pela National Comprehensive Cancer Network (NCCN) para o 

controlo da dor oncológica, em função da sua intensidade (Swarm et al., 2019). 
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Tabela 7: Lista de fármacos recomendados pela National comprehensive cancer network para alívio da dor 

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

Classe Fármacos Alternativa 

Não opioides 

Ácido acetilsalicílico 

Paracetamol 

Ibuprofeno 

Indometacina 

Naproxeno 

Diclofenac 

Diflunisal 

Opioides Fracos Codeína 
Tramadol 

Tapentadol 

Opioides Fortes Morfina 

Oxicodona 

Hidromorfina 

Buprenorfina 

Fentanilo 

Antagonistas dos recetores opioides Naloxona - 

Antidepressivos Amitriptilina Imipramina 

Anticonvulsivantes Carbamazepina Ácido valpróico 

Corticosteróides 
Prednisolona 

Dexametasona 

Prednisona 

Betametasona 

Anestésicos Locais Lidocaína 
Ropivacaína 

Bupivacaína 

 

Além do tratamento farmacológico, existem medidas não farmacológicas para controlo 

de dor que se centram na inibição da entrada nociceptiva, tais como as intervenções 

psicológicas, incluindo a gestão do stresse, a hipnose e intervenções cognitivas 

comportamentais, a acupunctura e a acupressão, as físicas incluindo a fisioterapia e a osteopatia 

e a estimulação nervosa elétrica transcutânea (TENS, do inglês Transcutaneous electrical nerve 

stimulation) (Lewis et al., 2018). 

 

1.6. Analgésicos Opioides 

Os fármacos opioides são substâncias derivadas do ópio, uma substância extraída da 

papoila com propriedades analgésicas e incluem a morfina, codeína, entre outros (Direcção-

Geral de Saúde, 2008). A WHO considera o índice de consumo de medicamentos opioides 

per capita como um indicador da qualidade dos cuidados de saúde no âmbito da terapêutica 

da dor. A nível europeu, Portugal apresenta uma das taxas de prescrição de medicamentos 

opioides mais baixa possivelmente devido a fatores culturais, educacionais e económicos 

(Direcção-Geral de Saúde, 2008). Ainda assim, entre 2010 e 2018, registou-se um aumento 

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

Os opioides são os únicos analgésicos que atuam diretamente em recetores cujo 

objetivo é o alívio da dor, particularmente, os recetores opioides denominados μ (MOR), κ 
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(KOR) e δ (DOR) (Pedro e Silva, 2017; Starke e Br, 2007). Os agonistas que se ligam a 

recetores µ podem causar analgesia, mas também obstipação (presente em cerca de 90% dos 

doentes), náuseas, vómitos, sedação, depressão respiratória, bradicardia, euforia e 

dependência física. A ativação dos recetores δ pode causar analgesia, mas também depressão 

respiratória enquanto a estimulação dos recetores κ pode produzir analgesia, depressão 

respiratória, sedação, dispneia e a disforia (Cardoso, 2014; Trescot et al., 2008). Todavia, 

certos tratamentos como a QT e a radioterapia tendem a contribuir para a exacerbação destes 

sinais e sintomas (Lisboa, 2015). 

A escolha do opioide deve efetuar-se tendo em conta a sua intensidade, duração de 

ação, via de administração e efeitos adversos. Estes fármacos podem ser classificados quanto 

à sua duração de ação como opioides de ação curta ou de ação prolongada. Os de ação curta 

devem ser utilizados em situações de dor aguda ou intermitente e incluem a morfina, a 

oxicodona, a hidromorfona, o fentanilo ou o tramadol. Os opioides de ação prolongada (i.e. 

meperidina) têm a vantagem de possibilitar um alívio de dor mais longo (Cardoso, 2014). 

Podem ainda ser subdivididos, com base na sua potência para controlo de dor, em opioides 

fracos (i.e. codeína, tramadol) e opioides fortes (i.e. morfina, metadona, fentanilo, oxicodona) 

(Cardoso, 2014). 

Nem todos os doentes respondem de forma similar ao tratamento com os opioides. 

Estima-se que cerca de 80% dos doentes sob terapêutica opioide, tenham que, pelo menos 

uma vez, trocar o opioide com que estão a ser tratados. Esta necessidade pode surgir quando 

há um desequilíbrio entre a eficácia analgésica e os efeitos adversos aceitáveis  (Bruera e Paice, 

2015). Ainda assim, não existe limite de dose máxima de opioides. Todavia, o aumento da 

dose promove o aparecimento de efeitos adversos e possibilita o desenvolvimento de 

tolerância farmacológica (Cardoso, 2014). Além disso, esta classe farmacológica tem 

normalmente associada um aumento de tolerância, isto é, a necessidade de aumentar a dose 

para a obtenção do mesmo efeito. Ainda assim, a necessidade de aumentar a dose deve-se 

geralmente ao agravamento da dor em si e não com a tolerância ao fármaco (Cardoso, 2014). 

 

1.6.1. Avanços recentes na investigação clínica 

Os analgésicos opioides são fármacos bastante eficazes no controlo da dor relacionada 

com o cancro. Todavia, os recetores opioides encontram-se não só no sistema nervoso 

central, mas também em células do sistema imune como em macrófagos, leucócitos 

polimorfonucleares e linfócitos T. Deste modo, os opioides têm a capacidade de modular a 
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resposta imunitária através de mecanismos centrais e periféricos (Kim, 2018). Todavia também 

se pressupõe que os opioides poderão exercer os seus efeitos através da sua ligação a 

recetores não opioides como o recetor toll-like 4 (TLR4) (Börner et al., 2008, 2009; Hutchinson 

et al., 2010). Foi demonstrado um forte efeito modulador do sistema imune para a codeína, a 

metadona, a morfina, o fentanilo e o sufentanilo, e um fraco efeito modulador para a oxicodona 

e a hidromorfona (Sacerdote et al., 1997; Zajaczkowska et al., 2018). Por outro lado, o 

tramadol poderá ser um potencial estimulante da resposta imunitária (Gaspani et al., 2002) e 

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

Em geral, verifica-se que o efeito que os analgésicos opioides poderão ter na formação 

e na progressão tumoral pode alterar consoante diversos fatores como a dose, a duração da 

exposição, o tipo de administração e o opioide em si, o que pode influenciar o tratamento e 

o resultado clínico dos doentes com cancro (Matos et al., 2022). De facto, em concentrações 

clinicamente mais relevantes, os opioides parecem estimular angiogénese e a progressão do 

cancro (Bimonte et al., 2015; Ustun et al., 2011). Em concentrações mais baixas aparenta ter 

efeitos anti-proliferativos (Ge et al., 2014). Alternativamente em doses análgésicas, estes 

fármacos parecem não influenciar o crescimento e a angiogénese do tumor nem facilitar a sua 

disseminação (Doornebal et al., 2015). Relativamente ao tipo de administração, observou-se 

que a morfina administrada por via intratecal, diminui a atividade das células NK (do inglês, 

natural killer cells) de forma mais marcada que a morfina oral (Provinciali et al., 1991). No que 

concerne ao tempo de exposição, para a mesma densidade celular, uma exposição curta aos 

opioides aparenta resultar em efeitos anti-proliferativos (Ge et al., 2014), enquanto numa 

exposição mais duradoura ao opioide, promove a estimulação do efeito proliferativo celular 

(Bimonte et al., 2015; Boland et al., 2014; Niu et al., 2015; Provinciali et al., 1996). Esta evidência 

torna-se problemática uma vez que os doentes oncológicos apresentam sobretudo dor 

crónica associada a uma exposição aos opioides prologada. 

Como consequência, não existem atualmente dados suficientes que permitam basear 

uma escolha mais racional de opioides para otimizar o controlo de dor sem afetar 

negativamente a função imunitária essencial dos doentes (Matos et al., 2022). Assim, torna-se 

essencial clarificar o efeito ou o ponto de mudança do efeito dos opioides, em exclusivo ou 

associação com outros fatores influenciadores como técnicas de tratamento, estilos de vida e 

fatores de risco, a fim de incentivar ao uso racional de opioides em doentes oncológicos e 

promover um acompanhamento e vigilância ao doente e à sua situação clínica mais reforçada 

e fundamentada na evidência clínica. 
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1.7. Anestésicos Locais 

A dor oncológica nem sempre é passível de ser aliviada com recurso aos analgésicos 

opioides e não opioides anteriormente referidos. Nestas situações recorre-se geralmente a 

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

 Quase todos os LAs partilham a mesma estrutura química: uma cadeia hidrofóbica 

aromática, uma cadeia intermédia e uma amina terciária. A ligação entre a cadeia hidrofóbica 

e a cadeia intermédia pode ser efetuada através de uma ligação éster (-COO-), sendo os 

compostos com esta ligação denominados de aminoésteres (i.e. cloroprocaína, procaína, 

tetracaína); ou por uma ligação amida (-CONH-), sendo estes compostos denominados de 

aminoamidas (i.e. lidocaína, bupivacaína, levobupivacaína, ropivacaína). Os LAs do tipo amida 

são, atualmente, os mais usados na prática clínica pois representam uma alternativa menos 

tóxica, mais eficaz, com maior duração de ação e capazes de provocar menos alergias que os 

LAs do tipo éster. Estes fármacos podem ainda ser classificados de acordo com o seu início e 

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

 

Tabela 8: Anestésicos locais classificados quanto ao início da ação, duração da ação, dose máxima recomendada 

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

Fármaco 
Início da 

ação 

Duração da 

ação 

Dose máxima 

recomendada (mg/Kg) 

Dose máxima absoluta 

recomendada (mg) 

Lidocaína 
Rápido Intermédio 

4,4 300 

Mepivacaína 4,4 300 

Bupivacaína 

Médio Longa 

2 175 

Levobupivacaína 2 150 

Ropivacaína 3 225 

Procaína 
Rápido Curta 

7 500 

Cloroprocaína 10 800 

 

Os LAs contactam com as fibras nervosas periféricas e bloqueiam os canais de sódio 

localizados nas membranas lipídicas dos axónios, o que interrompe a transmissão dos impulsos 

nervosos aferentes e eferentes, proporcionando analgesia e anestesia. Todavia, os LAs não 

são seletivos para as fibras de dor e bloqueiam também outras fibras sensoriais, motoras e 

autónomas, bem como os potenciais de ação no músculo esquelético e no músculo cardíaco, 

pelo que os LAs podem exercer efeitos gerais, principalmente a nível cardíaco (taquicardia e 

hipertensão) e neurológico (parestesias, tremores e desorientação), quando são atingidas 

elevadas concentrações sistémicas (Alves, 2013; Marvão e Guimarães, 2010). 
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1.7.1. LAs e a Terapêutica convencional do cancro 

Além do uso dos LAs como co-adjuvantes no controlo da dor, esta classe 

farmacológica é habitualmente utilizada em procedimentos técnicos quer de diagnóstico quer 

de tratamento (Raimundo, 2014). No que concerne ao diagnóstico de CaM, CaB e CaP, os 

LAs são utilizados como adjuvantes nas biópsias mamárias, prostáticas, citoscopia e biópsia 

aos gânglios linfáticos invadidos. Nestes tipos de tumores, os LAs são ainda utilizados na 

resseção cirúrgica dos tumores e nódulos linfáticos, bem como em associação com a 

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

Recentemente, tem sido demonstrado que os LAs podem afetar direta ou 

indiretamente a progressão de tumores. Estes fármacos têm a vantagem de proporcionar uma 

analgesia e anestesia eficaz, minimizando os efeitos adversos e imunossupressores da dor pré- 

e pós-operatória e, portanto, reduzindo a dose necessária de analgésicos no período pós-

operatório. Quando utilizados como co-adjuvantes também permitem reduzir a dose de 

opioide prescrito, o que se traduz numa maior segurança da terapia em termos da 

imunossupressão induzida por opioides e menor risco potencial de progressão do cancro 

(Matos et al., 2022; Zajaczkowska et al., 2018). Além disso, estudos in vitro e in vivo 

demonstraram que os LAs reduzem a recorrência e o desenvolvimento do cancro através da 

inibição da proliferação, da viabilidade, da invasão e da migração celulares e da promoção da 

morte celular de células tumorais (Matos et al., 2022). Alguma evidência clínica é corroborada 

por dados de ensaios clínicos (Biki et al., 2008; Toner et al., 2021; Wuethrich et al., 2010). No 

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

É improvável que os LAs sejam utilizados como em terapêuticas anti-tumorais em 

monoterapia, contudo, estudos sugerem que os LAs podem ser utilizados como agentes 

sinérgicos de terapêuticas convencionais como a QT. Por exemplo, a lidocaína aumentou a 

toxicidade de fármacos quimioterapêuticos como a mitomicina C, a epirrubicina, a cisplatina 

e a sensibilidade de células tumorais ao tamoxifeno (Gong et al., 2018; Sui et al., 2019; Zhang 

et al., 2017). O efeito que outros LAs podem ter na citotoxicidade dos agentes 

quimioterapêuticos, bem como na sensibilidade das células tumorais a estes, é escassa, pelo 

que esta capacidade dos LAs precisa de ser explorada em estudos futuros (Liu, Dilger e Lin, 

2020; Zhang et al., 2021).  

Outro problema está associado à sensibilidade e à especificidade dos LAs. Em geral, a 

concentração e a duração da aplicação dos LAs necessárias para exercer um efeito anti-

tumoral significativo não são passíveis de ser alcançados através da infiltração local. Ainda 
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assim, cada tipo de cancro apresenta uma resposta distinta aos LAs, pelo que podem existir 

tipos de cancro particularmente sensíveis aos LAs. E, portanto, surge a necessidade de estudar 

os efeitos dos LAs em diferentes tipos de células tumorais para identificar os tipos de cancro 

mais sensíveis aos LAs e comparar com os efeitos dos LAs em células normais de modo a 

determinar a especificidade dos LAs. Por fim, os estudos referentes ao efeito dos LAs na 

migração e invasão tumoral são escassos, pelo que são essenciais mais estudos acerca desta 

matéria (Liu, Dilger e Lin, 2020; Zhang et al., 2021). 
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O CaM, CaB e CaP constituíram três dos tipos de cancro mais comummente 

diagnosticados no mundo durante o ano de 2020. Entre os casos diagnosticados com estas 

patologias, um dos maiores desafios centra-se no controlo de dor associada ao tumor em si e 

a abordagens de diagnóstico e terapêutica. O controlo ineficaz da dor oncológica pode levar 

a uma resposta de stresse exacerbada e prolongada, resultando em imunossupressão e 

promovendo a propagação das células tumorais para o resto do organismo (Afsharimani, 

Cabot e Parat, 2011). Entre as várias opções terapêuticas disponíveis no mercado para 

controlo de dor oncológica, o uso de analgésicos opioides continua a ser o mais destacado 

bem como considerados os mais eficazes.  

Alternativamente, o uso terapêutico de LAs como co-adjuvantes no controlo de dor 

e em técnicas de diagnóstico e terapêutica tem sido demonstrado estar associado a uma 

menor progressão tumoral, através da inibição da proliferação, viabilidade, invasão e migração 

celular. Evidências destacam ainda uma menor presença de efeitos adversos e 

imunossupressores da dor pré- e pós-operatória, uma redução da necessidade de doses 

elevadas de opioides prescritos e a presença de um efeito sinérgico quando associados com 

agentes quimioterapêuticos (Zhang et al., 2021). 

Assim, o propósito do projeto “Anti-álgicos na resposta terapêutica dos carcinomas 

da mama, bexiga e próstata: Estudo pré-clínico” foi identificar e caracterizar os efeitos de três 

LAs na resposta terapêutica de CaM, CaB e CaP. Com este intuito foram utilizadas diferentes 

metodologias de modo a alcançar os seguintes objetivos específicos: 

▪ Identificar as linhas celulares e tipos de cancro mais sensíveis aos LAs; 

▪ Avaliar a especificidade dos LAs através da comparação do efeito dos LAs em linhas 

celulares tumorais e linhas celulares não tumorais de mama, bexiga e próstata; 

▪ Avaliar o efeito dos LAs quando em associação com Doc na proliferação de células 

de CaP; 

▪ Avaliar o efeito das melhores associações de LAs a Doc na viabilidade e migração 

de células de CaP; 
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Os LAs atuam através do bloqueio da produção e condução de impulsos nervosos e 

estão associados a diversos efeitos anti-tumorais, quando utilizados em monoterapia e em 

associação com outros agentes terapêuticos. No entanto, a sua especificidade e sensibilidade 

bem como o seu efeito em associação com agentes quimioterapêuticos ainda não se encontra 

completamente esclarecida. O conhecimento destes efeitos e da especificidade e sensibilidade 

podem dar origem a novas abordagens terapêuticas ou permitir melhorar a eficácia das opções 

terapêuticas atuais. 

Os estudos in vitro possibilitaram avaliar a especificidade dos LAs e a sensibilidade de 

células tumorais de CaM, de CaB e de CaP a estes fármacos. Adicionalmente, estes estudos 

permitiram avaliar o efeito da associação dos LAs a Doc a nível da proliferação, da migração, 

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

Neste capítulo, é feita uma descrição de todos os materiais químicos e biológicos 

utilizados neste estudo, juntamente com as explicações necessárias para a sua preparação. 

Este capítulo está subdividido em quatro secções, que se referem às quatro etapas deste 

estudo. A primeira secção apresenta os fármacos e as linhas celulares utilizados e a forma 

como foram manipulados. As secções seguintes descrevem os métodos utilizados para avaliar 

os efeitos dos fármacos em monoterapia em linhas celulares de CaM, de CaB e de CaP, e em 

associação terapêutica em vários processos biológicos, nomeadamente na proliferação celular, 

na viabilidade e morte celulares e na migração celular de linhas celulares de CaP. Finalmente, 

a última secção descreve os métodos estatísticos utilizados para processar os resultados 

obtidos. 

 

3.1. Cultura Celular e Fármacos 

A cultura celular consiste no cultivo das células, em suspensão ou aderentes em 

monocamada, originárias de uma linha celular, cultura primária ou tecido. O conhecimento da 

morfologia celular e dos procedimentos e das técnicas básicas de cultura celular são essenciais 

para a manutenção das culturas celulares in vitro.  

Durante a realização deste projeto utilizaram-se oito linhas celulares. Duas linhas 

celulares humanas de CaP (PC3, ATCC® CRL-1435™; e LNCaP, ATCC® CRL-1740™), uma 

linha celular humana de epitélio normal da próstata (RWPE-1, ATCC® CRL-11609™), duas 

linhas celulares humanas de CaB (TCCSUP, ATCC® HTB-5™; e HT1376, ATCC® CRL-

1472™), uma linha celular humana de CaM (MCF-7, ATCC® HTB-22™), uma linha celular 

humana de mama normal (MCF-12A, ATCC® CRL-10782™) e uma linha celular de 
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queratinócitos (HaCaT, ATCC® PCS-200-011™). Todas as linhas celulares utilizadas foram 

obtidas da American Type Culture Collection (ATCC®, Rockville, U.A). 

 As linhas celulares de CaP diferem na sensibilidade a androgénios e a estrogénios, 

sendo estes elementos fulcrais na carcinogénese do CaP  (Tan et al., 2015). A linha celular 

LNCaP expressa recetores hormonais, pelo que é hormono-dependente, contrariamente à 

linha celular PC3 que não expressa recetores hormonais. Por outro lado, diferem ainda na 

localização de origem, sendo a linha celular LNCaP obtida de uma metástase linfática e a linha 

celular PC3 de uma metástase óssea (Horoszewicz et al., 1983; Kaighn et al., 1979). A linha 

celular humana RWPE-1 expressa o recetor de androgénios e foi obtida através da transfeção 

de células epiteliais derivadas da zona periférica de uma próstata adulta histologicamente 

normal com uma única cópia do vírus do papiloma humano 18 (HPV- 18). 

As linhas celulares da mama utilizadas neste projeto são ambas originárias de células 

epiteliais de glândula mamária, sendo que a linha celular MCF-7 é uma linha de CaM do tipo 

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

Foram utilizadas linhas celulares de CaB com diferentes características moleculares e 

pertencentes a diferentes fases da doença, sendo a linha celular HT-1376 representativa do 

carcinoma da bexiga no estádio III e a linha celular TCCSUP representativa do carcinoma 

urotelial de estádio IV. 

As linhas celulares normais RWPE-1 e MCF12A foram utilizadas nesta investigação para 

avaliação da seletividade dos LAs. 

As linhas celulares foram descongeladas e propagadas em culturas aderentes, de acordo 

com as instruções do fornecedor, e mantidas numa atmosfera húmida com 95% de ar e 5% de 

dióxido de carbono (CO2) e a 37 ⁰C numa incubadora Binder® (Binder, Alemanha). As linhas 

celulares de PC3 e LNCaP foram cultivadas em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI, 

Sigma R4130) suplementado com 1 mM de piruvato de sódio (Gibco 11360), 5% de soro 

bovino fetal (FBS, do inglês fetal bovine serum, Sigma F7524) e 1% de antibiótico (Sigma A5955). 

As linhas celulares TCCSUP, HT1376, MCF-7 e HaCaT foram cultivadas em Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium (DMEM, Sigma D5648) suplementado com 1% de antibiótico, 0,25 mM 

de piruvato de sódio, e 10 ou 5% FBS para a linha celular HT1376 e a linha celular HaCaT ou 

a linha celular TCCSUP e a linha celular MCF-7, respetivamente. A linha celular MCF12A foi 

cultivada em meio RPMI suplementado com 1 mM de piruvato de sódio, 5% de FBS, 1% de 

antibiótico, 500 ng/mL de hidrocortisona (Sigma, H0888) e 20 ng/mL de fator de crescimento 

epidérmico (EGF, do inglês epidermal growth factor, Sigma 11376454001). A linha celular 
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RWPE-1 foi cultivada em Keratinocyte Serum Free Medium, (K-SFM, Gibco 17005042) 

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

Para a realização dos estudos foi necessário preparar suspensões celulares. Assim, o 

meio de cultura foi removido e procedeu-se à lavagem das células com uma solução salina de 

tampão fosfato (PBS, do inglês phosphate buffered saline) constituída por 137 mM de cloreto 

de sódio (Sigma S7653), 2,7 mM de cloreto de potássio (Sigma P9333), 10 mM de fosfato 

monossódico (Sigma S5011) e 1,8 mM de fosfato monopotássico (Sigma P0662), a pH 7,4. 

Seguidamente, descartou-se o PBS e as células foram incubadas com 2 mL de solução tripsina-

EDTA a 0,25% (Sigma T4049), durante 3 a 5 minutos, para o destacamento celular. Decorrido 

este tempo, inibiu-se a ação da tripsina adicionando 5 mL do respetivo meio de cultura e 

procedeu-se à determinação da concentração celular. Para tal, a uma amostra da suspensão 

celular adicionou-se igual volume de uma solução de 0,02% de azul de tripano (Sigma T0776) 

em PBS e contaram-se as células, com recurso a uma câmara de neubauer e a um microscópico 

ótico invertido (Motic AE31) com ampliação 100x. Após a contagem, retirou-se o volume 

necessário, centrifugou-se a suspensão celular a 1000 rpm durante 5 min (Heraeus Multifuge 

1L-R; raio do rotor 18,7 cm), com o intuito de remover as células mortas, e adicionou-se o 

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

Todos os fármacos utilizados neste estudo, a lidocaína (Lid), a ropivacaína (Rop), a 

levobupivacaína (Lev) e o docetaxel (Doc) foram cedidos pelos Serviços Farmacêuticos do 

Centro Hospitalar e Universitário de Coimbra (CHUC). 

A descrição do tratamento com os LAs em monoterapia e em associação com o Doc 

para cada experiência é detalhada abaixo. A restante descrição detalhada de cada metodologia 

será feita na respetiva secção. 

Previamente à administração, e de forma que o volume em cada poço ou frasco se 

mantivesse constante, foi retirado o mesmo volume de meio de cultura que posteriormente 

se vai adicionar de LA, em monoterapia ou em associação com Doc, às culturas. Este 

procedimento foi aplicado em todos os métodos descritos. Foi ainda realizado um controlo 

de solvente nomeadamente com cloreto de sódio. 
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3.2. Tratamento com os fármacos 

3.2.1. Anestésicos locais e docetaxel em monoterapia 

Inicialmente, as células foram semeadas em placas de 48 poços (Sarstedt) a uma 

densidade de 80 000 células/mL (MCF12A e LNCaP), de 100 000 células/mL (MCF7, HT1376 

e PC3), de 120 000 células/mL (TCCSUP), num volume de 500 μL por poço. Após incubação 

durante a noite, as células foram tratadas com os anestésicos locais Lid, Rop e Lev, em 

diferentes concentrações, que vão de 0,01 a 10 mM ou com o agente quimioterapêutico Doc 

em concentrações crescentes, durante 48 horas. Na Tabela 9 apresentam-se as gamas de 

concentrações de Lid, de Rop, de Lev e de Doc testadas no primeiro ensaio experimental de 

MTT (do inglês 3-(4,5-dimethylthiazolyl2)2,5-diphenyltetrazolium bromide), descrito 

posteriormente para cálculo dos valores de IC50 (concentração inibitória média) após 48 horas 

de incubação. As células controlo não foram sujeitas a qualquer tratamento. 

Tabela 9: Concentrações de LAs (mM) testadas nas linhas celulares para avaliação da proliferação celular através 

do ensaio MTT. 

Fármaco Concentração inicial (mg/mL) Gama de concentrações testada 

Lidocaína 20 0,3 – 10 mM 

Ropivacaína 7,5 0,01 - 1 mM 

Levobupivacaína 5 0,01 - 1 mM 

Docetaxel 20 0,01-100 nM 

 

3.2.2. Associação de anestésicos locais e docetaxel 

As combinações de LAs com Doc foram feitas através do tratamento concomitante 

das células tumorais com concentrações crescentes de Doc e uma concentração fixa de LA.  

No caso do Doc, usou-se a mesma gama de concentrações testadas em monoterapia. No caso 

dos LA, a concentração fixa correspondeu ao valor de IC50 obtido para cada LA em 

monoterapia. 

Para verificar o tipo de resposta induzida pelas diferentes associações, este estudo teve 

por base o desenho experimental proposto por Chou e Talalay que visa quantificar o tipo de 

interações entre os dois fármacos no que diz respeito ao seu efeito aditivo, antagonista ou 

sinérgico (Chou, 2006; Chou e Talalay, 1984). 
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Este método requer os valores de IC50 e as curvas dose-resposta obtidas pelo ensaio 

de MTT de cada um dos compostos, testados individualmente e em associação. Segundo Chou 

et al. (2010), a equação base deste método deriva da teoria unificada das equações de Michaelis-

Menten, Hill, Henderson-Hasselbalch, e Scatchard e denomina-se de equação dos efeitos 

medianos (Chou e Talalay, 1984; Chou, 2010). Esta equação pode ser simplificada para uma 

versão linearizada (Equação 1): 

𝑙𝑜𝑔 (
𝑓𝑎

𝑓𝑢
) = 𝑚 𝑥 𝑙𝑜𝑔(𝐷) − 𝑚 𝑥 𝑙𝑜𝑔(𝐷𝑚)     (1) 

onde fa é a fração de células afetadas (ou seja, mortas), fu é a fração de células não afetadas (ou 

seja, vivas), D é a dose de fármaco usada, Dm é a dose de efeito mediano e m é a sigmoidicidade 

da curva dose-efeito. A partir desta equação simplificada, os valores para Dm e para m podem 

ser estimados e, então, ser usados para calcular as estimativas de variáveis na equação 2, dando 

o índice de combinação: 

𝐼𝐶 =
(𝐷)1

(𝐷𝑥)1
+

(𝐷)2

(𝐷𝑥)2
=

(𝐷)1

(𝐷𝑚)1[𝑓𝑎/(1−𝑓𝑎)]1/𝑚1
 + 

(𝐷)2

(𝐷𝑚)2[𝑓𝑎/(1−𝑓𝑎)]1/𝑚2
  (2) 

em que IC representa o índice de combinação, (D)1 representa o valor da concentração do 

fármaco 1 utilizada na associação, (D)2 representa o valor da concentração do fármaco 2 

utilizada na associação, e (Dx)1 e (Dx)2 representam os valores de concentração, dos 

respetivos fármacos, que seriam necessários para alcançar a resposta em monoterapia. (Dx)1 

e (Dx)2 podem ser calculados utilizando os valores de Dm e de m previamente calculados. 

Quando os valores de IC são inferiores a 1 significa que se obteve sinergia, quando os valores 

são iguais a 1 significa que o efeito é de adição, e quando os valores são superiores a 1 significa 

que ocorreu antagonismo (Chou e Talalay, 1984; Chou, 2010). Foi adotado um valor de nível 

de efeito (Fa) de 0,5 para o cálculo de IC. Ainda que este possa ser calculado para qualquer Fa, 

a determinação mais rigorosa ocorre para Fa= 0,5 uma vez que o plot do efeito médio se 

apresenta pouco fidedigno nos extremos, pois trata-se da representação linear de uma função 

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

Este modelo permitiu-nos ainda calcular o índice de redução da dose (DRI, do inglês 

dose reduction index) segundo a equação 3 para Fa=0,5. O valor de DRI traduz quantas vezes a 

dose de um fármaco, no nosso caso o Doc, pode ser reduzida quando em associação para um 

dado nível de efeito anti‑tumoral, comparativamente com o mesmo fármaco em monoterapia. 

Valores de DRI superiores a 1, ou inferiores a 1, indicam redução de dose favorável e não 

favorável, respetivamente. Para DRI=1 não há indicação de redução da dose (Chou, 2010).  
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(𝐷𝑅𝐼)𝐷𝑜𝑐 =
(𝐷𝑥)𝐷𝑜𝑐

(𝐷)𝐷𝑜𝑐
=

𝐼𝐶50 𝑑𝑜 𝐷𝑜𝑐 𝑒𝑚 𝑚𝑜𝑛𝑜𝑡𝑒𝑟𝑎𝑝𝑖𝑎

𝐼𝐶50 𝑑𝑜 𝐷𝑜𝑐 𝑛𝑎 𝑎𝑠𝑠𝑜𝑐𝑖𝑎çã𝑜
        (3) 

Através do cálculo de IC, foram eleitas como as associações mais promissoras aquelas 

com o menor valor de IC, abaixo de 1. As melhores associações prosseguiram para os estudos 

subsequentes. 

 

3.3. Avaliação da proliferação celular pelo ensaio MTT 

Para compreender o efeito que os LAs e o Doc têm, em monoterapia e em associação, 

na proliferação de células de CaM, de CaB e de CaP, recorreu-se ao ensaio MTT (brometo 

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

O MTT, um sal de tetrazólio amarelo solúvel em água, é reduzido pelas células 

metabolicamente ativas formando sais de cor violeta, insolúveis em soluções aquosas, os 

cristais de formazano. Este processo de redução está associado à função de desidrogenases 

localizadas principalmente nas mitocôndrias de células metabolicamente ativas. Contudo, 

também pode ser devida à ação de moléculas como o NADH e o NADPH (equivalentes 

redutores) (Mosmann, 1983). Após a solubilização dos cristais de formazano, através da adição 

de solventes orgânicos, pode-se quantificar, por espectrofotometria, a quantidade de cristais 

formados (Buch et al., 2012). 

Para a realização deste estudo, as células foram preparadas e tratadas com os fármacos 

em monoterapia ou em associação. Após um tempo de incubação de 24, 48 e 72 horas, o 

meio dos poços foi removido, e as células foram lavadas com PBS. Depois, 200 μL de uma 

solução de MTT (Sigma M2128) na concentração de 0,5 mg/mL (em PBS) e pH=7,4 foi 

adicionado a cada poço e as células foram incubadas durante cerca de 2 horas no escuro a 

37ºC e 5% de CO2. As linhas celulares MCF12A e RWPE-1 foram incubadas overnight. 

Posteriormente, 200 μL de isopropanol ácido (Sigma I9516) a 0,04 M foram adicionados aos 

poços e as placas foram agitadas para dissolver os cristais de formazano. Os valores de 

absorvância foram medidos a 570 e a 620 nm num espectrofotómetro ELISA (EnSpire® 

Multimode Plate Reader, PerkinElmer®). Os resultados estão expressos em percentagem de 

inibição da proliferação das células tratadas em relação às células controlo (não tratadas), 

normalizadas para 100%, utilizando a equação 4: 

𝑃𝑟𝑜𝑙𝑖𝑓𝑒𝑟𝑎çã𝑜 (%) =
(𝐴570𝑛𝑚−𝐴620𝑛𝑚)(𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠)

(𝐴570𝑛𝑚−𝐴620𝑛𝑚)(𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜)
 ×  100   (4) 
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Os dados percentuais obtidos permitiram estabelecer curvas de dose-resposta e 

determinar o valor de IC50 utilizando o software GraphPad 8.0 (GraphPad Software).  

Para cada LA, a seletividade das células tumorais em relação às normais foi avaliada, 

através do cálculo do índice de seletividade (SI, do inglês selectivity index), ou seja, a relação 

entre os valores de IC50 das linhas de células normais e tumorais, como descrito na equação 

5  (Indrayanto, Putra e Suhud, 2021). Quanto maior for o valor SI, maior será a seletividade 

do LA em relação às células tumorais. De facto, um composto com SI > 2 é altamente seletivo 

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

𝑆𝐼 =
𝐼𝐶50

𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎 𝑛ã𝑜 𝑡𝑢𝑚𝑜𝑟𝑎𝑙

𝐼𝐶50
𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎 𝑡𝑢𝑚𝑜𝑟𝑎𝑙                   (5) 

 

3.4. Avaliação de efeitos celulares das melhores associações 

Com o intuito de compreender o papel dos LAs na resposta terapêutica à QT de 

diversos tipos de cancro, nomeadamente do CaM, do CaB e do CaP, realizaram-se estudos 

de citotoxicidade celular com as melhores associações obtidas na secção 3.2.2.. 

Para cada tipo de estudo houve uma condição controlo e várias condições 

experimentais que corresponderam à utilização de diferentes concentrações de Doc (Tabela 

10). As células controlo (condição 1) não foram sujeitas a qualquer tratamento. Nas restantes 

condições, as células foram tratadas, em concomitância, com a concentração de IC50 dos LAs 

e com a concentração de Doc na qual se obteve o menor valor de IC inferior a 1 (condições 

2-8 e 10-14).  

 

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

proliferação celular das células das linhas prostáticas PC3 e LNCaP. 

Linha celular PC3 LNCaP 

Condição Legenda [LA] (mM) [Doc] (nM) [LA] (mM) [Doc] (nM) 

1 Controlo 0 0 0 0 

2 Lid 3,17 0 1,74 0 

3 Rop 0,99 0 (1) (1) 

4 Lev 0,40 0 0,56 0 

5 Doc 0 50 0 10 

6 Doc + Lid 3,17 50 1,74 10 

7 Doc + Rop 0,99 50 (1) (1) 

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

(1) Condição não testada 
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3.4.1. Análise da viabilidade celular e perfil de morte celular por 

citometria de fluxo 

A viabilidade celular foi determinada com recurso à citometria de fluxo, utilizando a 

dupla marcação com Anexina V (AnV) acoplada ao fluorocromo isotiocianato de fluoresceína 

(FITC, do inglês fluorescein isothiocyanate) e iodeto de propídeo (IP). Esta técnica permite 

distinguir as células viáveis das células mortas e dentro destas, distinguir qual o mecanismo 

que desencadeou a morte celular (apoptose ou necrose). 

A AnV é uma proteína anticoagulante que se liga com elevada afinidade a fosfolípidos 

de carga negativa, nomeadamente a fosfatidilserina. Em células viáveis há uma distribuição 

assimétrica dos fosfolípidos na bicamada lipídica, sendo que no folheto interno existe 

fosfatidilserina, enquanto no folheto externo se encontram a fosfatidilcolina e esfingomielina. 

Durante a apoptose ocorre a translocação da fosfatidilserina do folheto interno para o folheto 

externo da membrana celular, podendo ser identificada através da incubação das células com 

AnV-FITC. Este mecanismo ocorre enquanto ainda existe integridade da membrana celular, 

sendo um evento característico de células em apoptose inicial (Chen et al., 2008; Vermes, 

Haanen e Reutelingsperger, 2000). Por outro lado, a perda da integridade da membrana 

celular, característica de células em necrose ou em fases mais avançadas da apoptose, permite 

a entrada de IP para o interior da célula. O IP é um composto capaz de intercalar no DNA, 

emitindo fluorescência (Abrantes et al., 2010). 

Assim, a dupla marcação AnV-FITC e iodeto de propídeo permite agrupar e classificar 

as populações celulares em 4 grupos distintos: grupo I, caracterizado por células viáveis; grupo 

II, caracterizado por células em apoptose inicial; grupo III, composto por células em apoptose 

tardia/necrose; e, por último, o grupo IV, caracterizado por células em necrose. Deste modo, 

cada um destes grupos possui um perfil de marcação caraterístico. Assim, as células vivas 

apresentam-se negativas para a marcação dupla, enquanto as células em apoptose inicial se 

apresentam positivas para a marcação com AV-FITC e negativas para a marcação com o IP. 

As células que se apresentam positivas para a dupla marcação significa que se encontram em 

apoptose tardia/necrose e as células que se encontram em necrose apresentam-se negativas 

para a marcação com AV-FITC e positivas para a marcação com o IP (Tabela 11) (Vermes, 

Haanen e Reutelingsperger, 2000). 
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Tabela 11: Padrões de marcação com anexina-V e iodeto de propídeo para os diferentes grupos de células. 
Grupos Anexina V Iodeto de propídeo 

Células vivas - - 

Células em apoptose inicial + - 

Células em apoptose tardia/necrose + + 

Células em necrose - + 

 

Para a realização desta técnica, foram utilizados 1×106 de células por tubo, obtidas após 

centrifugação, de uma suspensão celular, a 2500 rpm (Heraeus Multifuge 1L-R; raio do rotor 

18,7 cm), durante 5 min. As células foram previamente tratadas com diferentes concentrações 

de LA/Doc como descrito na Tabela 10. O sobrenadante foi retirado e o pellet obtido foi 

ressuspenso em 1 mL de PBS e lavado, por centrifugação, nas condições referidas 

anteriormente. O pellet resultante da centrifugação foi colocado em gelo e ressuspenso em 

100 µL de tampão de ligação frio, constituído por 0,01 M de Hepes (Sigma H7523), 0,14 M de 

NaCl e 0,25 mM de CaCl2 (Sigma C4901), e incubou-se com 2,5 µL de AnV-FITC e 1 µL de 

iodeto de propídeo, durante 15 minutos na ausência de luz e à temperatura ambiente. Por 

último, adicionaram-se 400 μL de tampão de ligação frio. A deteção foi feita num citómetro 

FACSCalibur (Becton Dickinson), usando os comprimentos de onda de excitação de 488 nm 

e os comprimentos de onda de emissão de 530 nm para a AV-FITC e de 640 nm para o IP. 

Os resultados desta dupla marcação são apresentados na forma de percentagem de células 

presentes em cada grupo e baseiam-se na positividade e/ou negatividade de marcação para a 

AV-FITC/IP. 

 

3.4.2. Análise da migração celular pelo wound healing assay 

A capacidade de migração é uma das características fenotípicas principais das células 

tumorais. Assim, a migração celular foi avaliada pelo wound healing assay, o qual se baseia na 

criação de uma lesão (wound) na monocamada celular confluente. As células na borda da fenda 

mover-se-ão em direção à abertura para fechar o "arranhão" até que novas interações célula-

célula sejam novamente estabelecidas. As imagens são capturadas no início e durante a 

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

e Guan, 2007). 

Assim, para este ensaio as células PC3 e LNCaP foram semeadas em placas de 24 poços 

com a uma densidade de 1×105 células por poço, e incubadas a 37°C, 5% CO2 em meio 

completo. O crescimento celular foi permitido até à formação de uma monocamada 
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confluente. Com a ponta de uma micropipeta estéril de 200 µL fez-se um sulco na base de 

cada poço, de forma a se obter uma lesão uniforme linear sem qualquer célula aderente tal 

como mostrado na Figura 15. Os detritos foram removidos por lavagem das células duas vezes 

com PBS. De seguida, meio de cultura novo foi adicionado com diferentes concentrações de 

LA/Doc, correspondentes às condições 2-8 descritas na Tabela 10. As células foram 

posteriormente incubadas a 37ºC e 5% de CO2. O fecho das feridas (imagens das áreas 

arranhadas em cada condição) foi fotografado imediatamente após a criação do risco (tempo 

0 horas), 4, 24 e 48 horas. As fotos digitais foram obtidas a partir de um microscópio invertido 

Motic AE31 e de câmera Moticam 5000 cooled (Jed Pella, Inc.) e analisadas através do programa 

Motic Images Advanced 3.2 (Jed Pella, Inc.). A migração celular para a zona de deteção foi medida 

com o auxílio da ferramenta de contagem de células do programa de análise ImageJ (versão 

1.45s). Os resultados foram expressos em percentagem de zona fechada e normalizada para 

controlo. Para cada condição testada efetuaram-se 3 réplicas e para cada réplica tiraram-se 3 

fotografias. 

Figura 15: Imagem representativa de células PC3 imediatamente após a criação do risco. 

 

3.5. Análise Estatística 

A análise estatística foi realizada com recurso ao software GraphPad 8.0. 

Na análise de proliferação celular segundo o ensaio do MTT, os valores experimentais 

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

𝑃𝑟𝑜𝑙𝑖𝑓𝑒𝑟𝑎çã𝑜 (%) = 𝐴1 +  
𝐴2−𝐴1

1+ 10(𝑙𝑜𝑔𝑥0−𝑥)𝑝        (6) 

onde A1 e A2 correspondem às assíntotas da curva, 𝑥0 à concentração inibitória média (IC50) 

e p corresponde ao fator de inclinação. Após o ajuste matemático, foram obtidos os seguintes 

parâmetros estatísticos: coeficiente de ajuste da curva (r2) e intervalo de confiança com nível 

de confiança de 95% (IC95%) do valor de IC50. Foi considerada a existência de diferenças 

estatisticamente significativas nos casos em que não houve sobreposição de IC95% dos IC50 

dos fármacos. 
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O índice de combinação (IC) foi calculado através software CompuSyn, que define efeito 

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

A distribuição normal foi avaliada utilizando o teste Shapiro-Wilk para todas as outras 

experiências. A deteção de outliers foi realizada utilizando o método ROUT com Q=10%. Por 

defeito, foram utilizados testes paramétricos em caso de distribuição normal e testes não 

paramétricos, caso contrário. 

A comparação dos valores obtidos entre diferentes condições terapêuticas, dentro da 

mesma linha celular e entre linhas celulares para a mesma condição terapêutica, foi realizada 

segundo o teste Analysis of Variance (ANOVA) de um fator, com comparações múltiplas 

segundo o teste de Tukey. 

As comparações entre as várias condições terapêuticas (para cada linha celular) foram 

realizadas segundo o teste ANOVA de um fator (no caso de distribuição normal e 

homogeneidade de variâncias) ou segundo o teste Kruskal-Wallis (caso contrário). As 

comparações múltiplas em caso de variâncias não presumidas foram realizadas segundo o teste 

de Dunn ou com a correção de Sidak em caso contrário. 

Considerou-se uma significância de 0,05 para todas as comparações. 
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A potencial sinergia proveniente da associação de LAs com os fármacos 

anticancerígenos convencionalmente utilizados no tratamento de CaM, de CaB e de CaP 

poderá diminuir a toxicidade associada à QT. Adicionalmente, poderá permitir o aumento ou 

a manutenção da eficácia destes fármacos através do aumento da tolerância aos fármacos 

utilizados nos regimes de QT. Consequentemente, poderá melhorar a QdV dos doentes.  

Numa primeira fase pretendeu-se avaliar o efeito citotóxico de LAs em células 

tumorais e não tumorais de mama, de bexiga e de próstata. Posteriormente, avaliou-se o efeito 

da associação de LAs com Doc, o qual está incluído nos principais regimes de QT usados no 

tratamento de CaP. Os efeitos da associação de LAs ao fármaco quimioterapêutico Doc, foram 

determinados a nível da atividade metabólica, da viabilidade e do perfil de morte celulares e 

da migração, recorrendo-se, para tal, a diferentes técnicas de biologia celular e molecular. Para 

obter estes resultados foram utilizadas as metodologias descritas no capítulo anterior. 

 

4.1. Avaliação da atividade metabólica 

De modo a avaliar o efeito do tratamento dos LAs em monoterapia nas cinco linhas 

celulares tumorais anteriormente descritas, bem como para avaliar o efeito da associação de 

LAs a Doc nas linhas celulares de CaP, realizou-se o ensaio de MTT que avalia a proliferação 

celular de forma indireta através de reações metabólicas. Para avaliar a seletividade dos LAs, 

a atividade metabólica de três linhas celulares normais, previamente descritas (MCF-12A, 

HaCaT e RWPE-1), também foi avaliada.  

 

4.1.1.  Atividade metabólica em resposta aos anestésicos locais em 

monoterapia 

Como referido anteriormente, recorreu-se ao ensaio de MTT para avaliar os efeitos 

dos LAs estudados na proliferação celular. Nas Figuras 16, 17 e 18 encontram-se 

representadas as curvas de dose-resposta obtidas 48h após o tratamento com os três LAs 

considerados neste projeto, a Lid, a Rop e a Lev. A partir das curvas dose-resposta obtidas foi 

possível determinar as concentrações inibitórias médias (IC50), ou seja, as concentrações 

necessárias para inibir a proliferação celular em 50%, cujos valores estão apresentados na 

Tabela 12. 

De acordo com as Figuras 16, 17 e 18, verifica-se que a resposta após o tratamento 

com os três LAs é dependente da concentração à qual as células foram submetidas. Em geral, 

verifica-se que a linha celular tumoral de mama, MCF-7 demonstra ser a mais sensível a todos 
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os fármacos enquanto as linhas celulares tumorais de próstata, LNCaP e PC3 se apresentam 

como as menos sensíveis. Além disso, é de salientar que, a Lev é o LA que apresenta maior 

atividade anti-proliferativa, visto que o IC50 assume concentrações mais baixas (Tabela 12).  

Figura 16: Curvas de dose-resposta das células de mama (MCF-7 e MCF-12A) e queratinócitos (HaCaT) após 

tratamento com os anestésicos locais. Os resultados foram obtidos pelo ensaio de MTT após 48h do tratamento 

com (A) Lid, (B) Rop, (C) Lev. As curvas representam o ajuste dos resultados ao modelo sigmoide de dose-

resposta e cada ponto experimental corresponde à média ± SEM de 3 experiências independentes em triplicado 

para cada ponto experimental. 

 

No que concerne às células tumorais de mama, MCF-7, verifica-se que a resposta após 

o tratamento com os três LAs é dependente do tempo de incubação (Anexo I). Em particular, 

para a Lid, após 24h de incubação, o valor de IC50 obtido foi de 1,87 mM. Este valor foi 

significativamente superior (p<0,005) ao obtido após 48 e 72h de incubação (IC50=1,16 mM e 

IC50=0,91 mM, respetivamente) (Figura 16-A). Resultados semelhantes foram obtidos com os 

LAs de longa duração, para os mesmos tempos experimentais. Particularmente, após 24h de 

incubação com Rop, o valor de IC50 obtido foi de 0,90 mM, o qual foi significativamente 

superior (p<0,05) ao obtido após 48 e 72h de tratamento (IC50=0,55 mM e IC50=0,42 mM, 

respetivamente) (Figura 16-B). Após 24h de incubação com Lev, o valor de IC50 obtido foi de 
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0,35 mM, o qual foi significativamente superior (p<0,001) ao obtido após 48 e 72h de incubação 

(IC50=0,16 mM e IC50=0,11 mM, respetivamente) (Tabela 12 e Figura 16-C). 

Considerando a Figura 16 e a Tabela 12, observou-se que após 48h de tratamento com 

os LAs, os valores de IC50 determinados para a linha celular tumoral de mama, MCF-7 foram 

de 1,16 mM, 0,55 mM e 0,16 mM para a Lid, a Rop e a Lev, respetivamente.  Estes valores são 

significativamente inferiores (p<0,001) aos valores de IC50 obtidos para a linha celular de mama 

normal, MCF-12A, para os mesmos LAs (IC50=2,69 mM, IC50=0,86 mM e IC50=0,42 mM para 

a Lid, a Rop e a Lev, respetivamente), resultando num de índice de seletividade (SI) de 2,3, de 

1,6 e de 2,6, respetivamente. Em relação à linha celular de queratinócitos de pele, a linha 

HaCaT, os valores de IC50 obtidos foram significativamente superiores (p=0,002) aos obtidos 

na linha tumoral (IC50=2,55 mM, IC50=0,90 mM e IC50=0,64 mM para a Lid, a Rop e a Lev, 

respetivamente), associados a um SI de 2,2, de 1,6 e de 4, respetivamente. Estes valores de SI 

sugerem uma alta seletividade dos LAs em relação às células tumorais, onde um LA com um 

valor de SI > 1 é seletivo e com SI > 2 é altamente seletivo para células tumorais.  

Figura 17: Curvas de dose-resposta das células de próstata (PC3, LNCaP e RWPE-1) após tratamento com os 

anestésicos locais. Os resultados foram obtidos pelo ensaio de MTT após 48h do tratamento com (A) Lid, (B) 

Rop, (C) Lev. As curvas representam o ajuste dos resultados ao modelo sigmoide de dose-resposta e cada ponto 
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experimental corresponde à média ± SEM de 3 experiências independentes em triplicado para cada ponto 

experimental. 

No que concerne às linhas celulares de próstata, a linha celular não tumoral RWPE-1, 

que expressa apenas o recetor de androgénio, após 48h de incubação com os LAs, apresentou 

valores de IC50 de 4,25 mM e de 0,86 mM para a Lid e para a Lev, respetivamente (Tabela 12). 

Estes valores são significativamente superiores (p<0,001) aos obtidos para a linha tumoral 

hormono-dependente LNCaP (IC50=1,74 mM e IC50=0,56 mM para a Lid e para a Lev, 

respetivamente), associados a valores de SI de 2,4 e de 1,5.  As células que não expressam 

recetores hormonais, as PC3, apresentaram valores de IC50 significativamente inferiores 

(p<0,05) aos obtidos para a linha celular RWPE-1 (IC50=3,17 mM, IC50=0,99 mM e IC50=0,40 

mM para a Lid, a Rop e a Lev, respetivamente) com valores de SI associados de 1,3 para a Lid 

e de 2,2 para a Lev. Além disso, a concentração máxima testada não permitiu obter um valor 

de IC50 para as linhas celulares LNCaP e RWPE-1, sendo necessário mais de 1 mM para inibir 

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

Considerando a Tabela 12 e as Figura 17, verifica-se que a linha celular de CaP 

hormono-dependente LNCaP demonstrou ser significativamente mais sensível (p<0,001) à Lid 

(IC50=1,74 mM) que a linha PC3 (IC50=3,17 mM). Alternativamente, a linha celular hormono-

independente PC3 foi significativamente mais sensível (p<0,05) à Rop (IC50=0,99 mM) e à Lev 

(IC50=0,40 mM) que a linha celular LNCaP (IC50>1 mM e IC50=0,56 mM para a Rop e para a 

Lev, respetivamente). 
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Figura 18: Curvas de dose-resposta das células de bexiga (TCCSUP e HT1376) após tratamento com os 

anestésicos locais. Os resultados foram obtidos pelo ensaio de MTT após 48h do tratamento com (A) Lid, (B) 

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

experimental corresponde à média ± SEM de 3 experiências independentes em triplicado para cada ponto 

experimental. 

 

Observando a Figura 18 e a Tabela 12, relativamente às linhas celulares de bexiga, 

verificou-se que após 48h de incubação com os LAs, a linha tumoral TCCSUP apresentou 

valores de IC50 de 1,99 mM e de 0,86 mM para a Lid e para a Rop, respetivamente. Estes 

valores são significativamente inferiores (p<0,05) aos obtidos para a linha tumoral HT1376 

(IC50=2,84 mM e IC50=0,99 mM para a Lid e para a Rop, respetivamente), sugerindo que as 

células TCCSUP são mais sensíveis ao tratamento com Lid e com Rop. Alternativamente, a 

linha celular HT1376 mostrou ser mais sensível para a Lev, apresentando um valor de IC50 de 

0,39 mM, significativamente inferior (p<0,05) ao obtido para as células TCCSUP após 48h de 

incubação com Lev (IC50=0,47 mM). Estes dados, em concordância com os obtidos para as 

linhas celulares de CaP sugerem que a resposta aos LAs é específica para o tipo de células.  
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Tabela 12: Valores de IC50, obtidos pelo ensaio de MTT, dos anestésicos Lid, Rop e Lev nas linhas celulares de 

mama (MCF-7 e MCF-12A), próstata (PC3, LNCaP e RWPE – 1), bexiga (TCCSUP e HT1376) e queratinócitos 

(HaCaT). Os resultados dos IC50 e respetivos IC95% estão expressos em mM. Para o cálculo do IC50 foram 

utilizadas 3 experiências independentes em triplicado para cada ponto experimental. 

Linha 

celular 

Tempo 

(h) 

Lidocaína Ropivacaína Levobupivacaína 

IC50 

(mM) 
R2 

IC95% 

(mM) 

IC50 

(mM) 
R2 

IC95% 

(mM) 

IC50 

(mM) 
R2 

IC95% 

(mM) 

MCF-7 

24 1,87 0,94 [1,67 ; 2,11] 0,90 0,96 [0,84 ; 0,96] 0,35 0,88 [0,31 ; 0,39] 

48 1,16 0,99 [0,99 ; 1,34] 0,55 0,97 [0,47 ; 0,60] 0,16 0,91 [0,14 ; 0,19] 

72 0,91 0,97 [0,84 ; 0,98] 0,42 0,84 [0,37 ; 0,46] 0,11 0,88 [0,10 ; 0,13] 

MCF12A 48 2,69 0,99 [2,60 ; 2,99] 0,86 0,99 [0,82 ; 0,90] 0,42 0,98 [0,36 ; 0,45] 

HaCaT 48 2,55 0,99 [2,21 ; 3,08] 0,90 0,98 [0,84 ; 0,98] 0,64 0,99 [0,54 ; 0,73] 

PC3 48 3,17 0,98 [2,90 ; 3,50] 0,99 0,98 [0,89 ; 1,15] 0,40 0,97 [0,37 ; 0,44] 

LNCaP 48 1,74 0,99 [1,48 ; 2,06] >1 - - 0,56 0.95 [0,51 ; 0,61] 

RWPE-1 48 4,25 0,99 [4,02 ; 4,72] >1 - - 0,86 0,99 [0,76 ; 1,06] 

TCCSUP 48 1,99 0,98 [1,81 ; 2,18] 0,86 0,99 [0,81 ; 0,92] 0,47 0,99 [0,46 ; 0,54] 

HT1376 48 2,84 0,99 [2,82 ; 2,85] 0,99 0,99 [0,94 ; 1,06] 0,39 0,97 [0,36 ; 0,42] 

 

Pela análise dos resultados mostrados nas Figuras 16, 17 e 18 e da Tabela 12, verificou-

se que os LAs diminuiram a proliferação das linhas celulares tumorais de um modo 

significativamente mais evidente e específica em comparação às linhas celulares normais, na 

medida em que todos os valores de SI são superiores a 1. De uma forma geral, a Lev 

demonstrou ser o LA mais seletivo para linhas celulares tumorais uma vez que assume os 

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

 

4.1.2. Atividade metabólica em resposta ao docetaxel em monoterapia 

e em associação com os anestésicos locais 

Uma vez efetuada a avaliação do efeito da Lid, da Rop e da Lev em monoterapia na 

proliferação celular, procedeu-se à avaliação em monoterapia do Doc por forma a obter as 

respetivas curvas dose-resposta e os valores de IC50 para as linhas LNCaP e PC3 (Figura 19 e 

Tabela 13). Nos estudos apresentados subsequentemente, as concentrações de Lid, de Rop e 

de Lev utilizadas corresponderam aos valores de IC50 conforme descrito na Tabela 12. 

Após o tratamento das células com a associação de cada LA com o Doc, segundo o 

desenho experimental descrito na secção dos Materiais e Métodos, a proliferação celular foi 

avaliada com recurso ao ensaio de MTT.  
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O modelo de combinação permitiu a determinação dos valores de IC50 do Doc quando 

presente em terapia combinada com cada LA. Os valores de IC50 para as linhas celulares de 

próstata PC3 e LNCaP estão descritos na Tabela 13 e as respetivas curvas dose-resposta 

representadas na Figura 19. Estes são comparados com os valores de IC50 do Doc obtidos em 

monoterapia, isto é, na ausência de LAs.  

Figura 19:  Curvas de dose-resposta das células tumorais de próstata (A) PC3 e (B) LNCaP após tratamento com 

Doc em monoterapia e em associação com os LAs. Os resultados foram obtidos pelo ensaio de MTT após 48h 

do tratamento com Doc, com Doc+Lid, com Doc+Rop e com Doc+Lev. As curvas representam o ajuste dos 

resultados ao modelo sigmoide de dose-resposta e cada ponto experimental corresponde à média ± SEM de 3 

experiências independentes em triplicado para cada ponto experimental. 

De acordo com Figura 19 e com a Tabela 13, verificou-se que a linha celular LNCaP 

aparentou ser mais sensível ao Doc, apresentando um valor de IC50 de 68,40 nM enquanto 

para a linha celular PC3 o valor de IC50 foi de 82,79 nM. Contudo, não se verificaram diferenças 

estatisticamente significativas entre os valores de IC50 obtidos. 

 

Tabela 13: Valores de índice de redução de dose (DRI) e de IC50 do Doc em monoterapia e em associação com 

Lid, com Rop e com Lev nas linhas celulares de próstata PC3 e LNCaP após 48h do tratamento. Os resultados 

dos IC50 estão expressos em nM. Para o cálculo do IC50 foram utilizadas 3 experiências independentes em 

triplicado para cada ponto experimental. 

Fármaco/ 

Associação 

PC3 LNCaP 

IC50 (nM) R2 IC95% (nM) DRI IC50 (nM) R2 IC95% (nM) DRI 

Doc 82,79 0,96 [66,84 ; 104,7] - 68,40 0,93 [43,60 ; 95,43] - 

Doc+Lid 0,54 0,93 [0,36 ; 0,73] 153,31 3,59 0,93 [1,52 ; 7,87] 19,05 

Doc+Rop 8,50 0,86 [5,64 ; 12,30] 9,74 - - - - 

Doc+Lev 4,61 0,88 [2,89 ; 7,01] 17,96 0,003 0,94 [0,0005 ; 0,01] 22800 
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As interações com o fármaco foram avaliadas por intermédio do software CompuSyn 

com base no modelo matemático descrito na secção 3.2.2. e que permite estudar o efeito da 

associação dos fármacos em comparação com o seu efeito isolado, através do cálculo do índice 

de combinação (IC), cujo valor indica a presença de efeito sinérgico (IC<1), de efeito aditivo 

(IC=1) ou de efeito antagónico (IC>1) e do índice de redução de dose, cujo valor indica uma 

redução de dose favorável (DRI>1), desfavorável (DRI<1) ou sem indicação para redução de 

dose (DRI=1).  

A análise da Tabela 13 e da Figura 19 respeitantes às linhas celulares PC3 e LNCaP 

será feita de seguida tendo por base os valores de IC descritos na Tabela 14. 

 

Tabela 14: Valores dos índices de combinação (IC) obtidos nas linhas celulares de cancro da próstata PC3 e 

LNCaP após 48h de tratamento. 

 Índice de Combinação (IC) 

PC3 LNCaP 

[Doc] (nM) Lid 3,19 mM Rop 0,99 mM  Lev 0,40 mM Lid 1,74 mM Lev 0,56 mM 

0,01 1,86 1,61 1,73 0,95 0,96 

0,05 1,43 1,58 1,57 0,88 0,87 

0,5 0,98 1,51 1,30 0,80 0,75 

5 0,75 1,17 1,19 0,62 0,60 

10 0,62 1,12 0,98 0,60* 0,42* 

50 0,55* 0,93* 0,86* 0,64 0,55 

100 0,66 1,08 0,87 0,82 0,59 

As condições na qual um efeito sinérgico foi observado (IC<1) encontram-se destacados a negrito; *Dizem 

respeito às associações eleitas como as mais promissoras. 

 

Numa primeira análise da Tabela 13, verifica-se de uma forma geral que a presença de 

LAs induziu uma diminuição estatisticamente significativa do IC50 do Doc, comparativamente 

com o IC50 do mesmo em monoterapia para ambas as linhas celulares.  

Todas as associações nas células PC3 ao fim de 48h de tratamento mostraram 

resultados promissores com redução da ordem de grandeza do IC50 de Doc (Figura 19-A). 

Observou-se a maior diminuição do valor de IC50 na associação de Doc e Lid (IC50=0,54 nM) 

em relação ao valor obtido para o Doc em monoterapia (IC50=82,79 nM) associado a um valor 

de DRI de 153,31, isto é, é necessário cerca de 153,31 vezes menos concentração de Doc 

quando em associação com a Lid para se obter a mesma inibição da proliferação celular com 

Doc em monoterapia. Por outro lado, a diminuição observada com a associação de Lid com 

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

Doc 0,5 nM), como descrito na Tabela 14. Quanto à associação de Doc com Rop observou-

se igualmente a diminuição do IC50 do Doc, no entanto apenas se verificou a existência de 

sinergia no regime terapêutico em que o Doc apresenta uma concentração de 50 nM 

(IC=0,93). Neste caso, o IC50 do Doc na ausência de Rop foi de 82,79 nM, reduzindo para 8,51 

nM na presença de Rop, associada a um DRI=9,74.  Analisando a Tabela 13 verifica-se 

igualmente que a Lev conduz à redução significativa do IC50 do Doc quando em associação 

(IC50=4,61) em relação ao seu valor em monoterapia (IC50=82,79 nM), observando-se um valor 

de DRI de 17,96. No entanto, um efeito sinérgico entre estes fármacos apenas foi observado 

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

Nas células LNCaP, após 48h de incubação com o Doc em monoterapia e em 

associação com Lid ou com Lev, verificou-se que ambas as associações testadas culminaram 

na redução do valor de IC50 do Doc obtido em monoterapia (IC50=68,40 nM), particularmente 

para 3,59 nM quando associado a Lid e para 0,003 mM em associação com Lev, permitindo 

obter valores de DRI de 19,05 e de 22800, respetivamente (Tabela 13 e Figura 19-A). Como 

observado na Tabela 14, a associação de Doc e de Lev traduziu-se em efeito sinérgico para 

todas as concentrações de Doc, observando-se valores de IC entre 0,42 (Lev 0,56 mM + Doc 

10 nM) e 0,96 (Lev 0,56 mM + Doc 0,01 nM), sendo esta considerada a associação mais eficaz 

nas células LNCaP. No que concerne a associação de Lid e de Doc, verificou-se a existência 

de sinergia para quase todas as concentrações de Doc, com valores de IC entre 0,60 (Lid 1,74 

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

Pela análise simultânea da Tabela 13 e Tabela 14 verifica-se que em ambas as linhas 

celulares, todas as associações com Doc na concentração de 50 nM demonstraram ser 

sinérgicas (IC=0,55-0,93). Além disso, a associação de Lev com o Doc aparenta ser a mais 

sinérgica, permitindo a redução da dose de Doc em cerca de 17,96-22800 vezes de modo a 

obter o mesmo efeito na proliferação celular que quando Doc está em monoterapia. 

 

4.2. Avaliação dos efeitos celulares das melhores associações 

Após a avaliação do efeito da associação dos fármacos na proliferação celular, 

elegeram-se as condições que aparentavam ser mais promissoras, após 48 horas de incubação 

nas linhas celulares PC3 e LNCaP, para avaliar as alterações na capacidade de migração celular. 

Na linha celular PC3, as melhores condições foram ainda avaliadas a nível da viabilidade e do 

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

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

recorrendo à dupla marcação com anexina-V-FITC e com iodeto de propídeo (IP). 

Como referido anteriormente, esta técnica permite-nos distinguir as diferentes 

populações celulares: células viáveis (V), células em apoptose inicial (AI), células em apoptose 

tardia e necrose (AT/N) e células em necrose (N). A Figura 20 representa os efeitos na 

viabilidade e no perfil de morte celular, em células das linhas PC3 de CaP, incubadas durante 

48h, com o valor de IC50 dos LAs e de Doc na concentração de 50 nM em monoterapia e, 

com os mesmos LAs em associação com Doc.  

Figura 20: Viabilidade e vias de morte celular. Os resultados foram obtidos para as células PC3 por citometria de 

fluxo através da dupla marcação com AnV/IP 48h horas após o tratamento com os LAs e Doc em monoterapia 

e em associação: (A) Doc+Lid; (B) Doc+Rop e (C) Doc+Lev. Os resultados encontram-se expressos como a 

percentagem de células viáveis (V), em apoptose (AI), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e necrose (N). As 

diferenças estatisticamente significativas em relação ao controlo e após os tratamentos com os fármacos em 

monoterapia encontram-se assinaladas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001. 

Os resultados apresentam a média ± SEM de 3 experiências independentes em duplicado para cada ponto 

experimental. 
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Analisando a Figura 20, verificamos que a associação de Doc com Lid diminuiu 

significativamente a viabilidade das células PC3 (p<0,001) de 92,1 ± 1,2% no controlo para 67,5 

± 5,3% nas células tratadas com a terapia combinada, com consequente aumento significativo 

de morte celular, de 7,9 ± 1,2% no controlo para 32,5 ± 5,3% no tratamento combinado. A 

percentagem de células vivas obtida após a terapia combinada (67,5 ± 5,3%) foi ainda 

estatisticamente inferior (p<0,001) à obtida após tratamento com Lid em monoterapia (80,9 

± 3,8%). Das diversas vias de morte, salienta-se que morte celular após terapia combinada 

ocorreu essencialmente por necrose (16,0 ± 2,0%), apenas com diferenças em relação ao 

controlo (2,5 ± 0,6%). Não se verificaram diferenças estatísticas entre a associação de Lid e 

Doc e o tratamento com Doc em monoterapia. 

Paralelamente, com a associação de Doc com Rop, a viabilidade celular decresceu 

significativamente (p<0,001) de 92,1 ± 1,2% no controlo para 67,2 ± 7,3% nas células PC3 após 

tratamento com a associação e com consequente aumento da morte celular de 7,9 ± 1,2% 

para 32,8 ± 7,3%. A percentagem de células vivas, obtida com a associação de fármacos, foi 

também estatisticamente inferior (p<0,01) à obtida com os tratamentos apenas com Rop (78,8 

± 2,2%). Em relação ao perfil de morte celular, verificou-se o aumento significativo da morte 

celular por apoptose tardia/necrose (p<0,05) após o tratamento com a associação (12,5 ± 

3,5%) em relação ao obtido nas células controlo (2,2 ± 0,5%) e nas células tratadas apenas 

com Rop (4,0 ± 0,7%). Não se verificaram diferenças estatísticas entre a associação de Rop e 

Doc e o tratamento com Doc em monoterapia. 

 Na associação de Lev e de Doc, verificou-se que a viabilidade celular diminuiu 

significativamente (p<0,001), passando de 92,1 ± 1,2% no controlo para 65,6 ± 1,5% nas células 

tratadas com a terapia combinada, com consequente aumento significativo da morte celular, 

de 7,9 ± 1,2% para 34,4 ± 1,5%. A percentagem de células vivas, obtida com a associação de 

fármacos, foi também estatisticamente inferior (p<0,001) à obtida com os tratamentos apenas 

com Lev (79,2 ± 1,7%) ou apenas com Doc (75,8 ± 4,4%). Assim, esta foi considerada a 

associação mais promissora nesta linha celular. A morte celular após o tratamento combinado 

foi predominantemente por necrose, tendo-se obtido o valor percentual de 21,2 ± 3,6%, 

estatisticamente superior (p<0,001) ao obtido nas células controlo (2,5 ± 0,6%) e nas células 

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

De acordo com os resultados acima descritos na secção 4.1.2, procurámos estudar em 

maior detalhe o efeito dos LAs (em monoterapia na concentração correspondente ao IC50 e 

em associação com Doc) na capacidade de migração das linhas celulares de CaP utilizando o 

ensaio de cicatrização de feridas, tal como descrito na secção 3.4.2. Nesta experiência 

observámos a capacidade de migração celular antes da incubação com os fármacos acima 

referidos (0 horas), e 4, 24 e 48 horas após a sua administração, para as linhas celulares PC3 

e LNCaP (Figuras 22 e 23). Os resultados representam a percentagem de área fechada, foram 

normalizados ao tempo 0 h e são expressos como média ± SEM de 3 experiências 

independentes em triplicado para cada ponto experimental. 

Ambas as linhas celulares PC3 e LNCaP de CaP, demonstraram capacidade de 

migração, verificando-se o fecho completo da ferida às 48 horas na condição controlo (Figura 

21). 
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Figura 21: Imagens representativas do ensaio de cicatrização de feridas nas linhas celulares (A) PC3 e (B) LNCaP 

incubadas com os LAs e Doc em monoterapia e em associação, às 0, 4, 24 e 48 horas. Os resultados são 

representativos das imagens de microscopia ótica da zona do risco (ampliação de 20x). 

No que concerne a linha celular PC3, através da Figura 22, verificou-se que todas as 

associações testadas resultaram na diminuição acentuada da migração celular. Além disso, após 

4h de incubação, não se verificaram diferenças estatísticas entre a percentagem de área fechada 

obtida na terapêutica combinada e as restantes condições, para todas as associações testadas.  

Após 24 e 48h, a associação de Doc e de Lid diminuiu significativamente a migração 

celular (p<0,001) de 150,23 ± 8,10% e 195,24 ± 3,48% no controlo para 59,59 ± 9,12% e 29,22 

± 3,86% nas células tratadas com a terapia combinada, respetivamente. Além disso, após 48h 

de incubação, a percentagem de área fechada obtida nas células sob a terapia combinada foi 

estatisticamente inferior (p<0,01) às obtidas após o tratamento com Lid (66,17 ± 6,48%) ou 

Doc em monoterapia (67,69 ± 4,17%) (Figura 22-B).  
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A associação de Rop e de Doc, apenas após 24 e 48h de incubação, apresentou valores 

em percentagem de área fechada (59,59 ± 9,12% e 29,22 ± 3,86%, para 24 e 48h, 

respetivamente) estatisticamente inferiores (p<0,001) ao obtido no controlo (150,23 ± 8,10% 

e 195,24 ± 3,48%, para 24h e 48h, respetivamente). Como observado na Figura 22-C, apenas 

após 48h de incubação, a percentagem de área fechada obtida nas células sob a terapia 

combinada foi estatisticamente inferior (p<0,01) às obtidas após o tratamento com Rop (74,71 

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

A associação de Lev e de Doc (Figura 22-D), nas células PC3 diminuiu significativamente 

(p<0,05) a migração celular das células tratadas com a terapia combinada em relação às células 

no controlo ou tratadas com Lev ou com Doc em monoterapia após 24 e 48h de incubação. 

De facto, após 24 e 48h de incubação com a terapia combinada obtiveram-se valores de 

percentagem de área fechada de 52,15 ± 3,75% e 35,75 ± 4,47%, respetivamente. Estes valores 

foram estatisticamente inferiores (p<0,05) aos obtidos no controlo (150,23 ± 8,10% e 195,24 

± 3,48%), após o tratamento com Lev (85,05 ± 9,60% e 67,90 ± 5,65%), ou com Doc (75,41 

± 3,63% e 67,69 ± 4,17%), respetivamente.  

Figura 22: Migração celular de células PC3 a 0, 4, 24 e 48 horas em (A) Controlo; e quando incubadas com (B) 

Lid, Doc e Doc+ Lid, (C) Rop, Doc e Doc + Rop, (D) Lev, Doc e Doc+Lev. Os resultados estão expressos como 

média ± SEM de 3 experiências independentes em triplicado para cada ponto experimental. As diferenças 



Resultados 

76 
 

estatisticamente significativas em relação ao tratamento com os fármacos em monoterapia encontram-se 

assinaladas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001. 

No que concerne à linha celular LNCaP, verificou-se que a migração celular diminuiu 

significativamente (p<0,05) após incubação com a associação de Lid e de Doc para todos os 

tempos experimentais em relação ao controlo e em relação ao tratamento com Lid ou com 

Doc em monoterapia. Tal como observado na Figura 23-B, após 4, 24 e 48h de incubação com 

a terapia combinada a percentagem de área fechada foi de 81,68 ± 2,16%, 58,52 ± 1,87% e 

44,25 ± 1,65%, respetivamente. Estes valores foram estatisticamente inferiores aos obtidos no 

controlo (129,55 ± 5,97%, 155,77 ± 6,27% e 190,35 ± 12,22%) e após o tratamento com Lid 

(98,26 ± 2,58%, 85,21 ± 2,59% e 73,30 ± 1,30%) ou com Doc (91,03 ± 1,36%, 77,15 ± 2,42% 

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

Também a associação de Lev e de Doc, nas células LNCaP diminuiu significativamente 

(p<0,05) a migração celular das células tratadas com a terapia combinada em relação às células 

no controlo ou tratadas com Lev ou com Doc em monoterapia em todos os tempos 

experimentais (Figura 23-C). Nas células tratadas com a terapia combinada, obtiveram-se 

valores de percentagem de área fechada de 81,54 ± 1,95%, 52,23 ± 3,83% e 34,77± 0,93% após 

4, 24 e 48h de incubação. Estes valores foram estatisticamente inferiores (p<0,05) aos obtidos 

no controlo (129,55 ± 5,97%, 155,77 ± 6,27% e 190,35 ± 12,22%), após o tratamento com Lev 

(91,96 ± 2,45%, 81,14 ± 0,65% e 70,20 ± 1,07%), ou com Doc (91,03 ± 1,36%, 77,15 ± 2,42% 

e 66,41 ± 2,25%), para os mesmos tempos. Assim, em concordância com os resultados obtidos 

na linha celular PC3, a associação de Lev e Doc foi a associação mais promissora.  
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Figura 23; Migração celular de células LNCaP a 0, 4, 24 e 48 horas em (A) Controlo; e quando incubadas com 

(B) Lid, Doc e Doc+ Lid ou (C) Lev, Doc e Doc+Lev. Os resultados estão expressos como média ± SEM de 3 

experiências independentes em triplicado para cada ponto experimental. As diferenças estatisticamente 

significativas em relação ao tratamento com os fármacos em monoterapia encontram-se assinaladas com *, em 

que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001. 
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O CaM, o CaB e o CaP constituíram cerca de 22 % dos casos de neoplasias sólidas 

malignas diagnosticadas no mundo em 2020. No mesmo período, foram responsáveis por 

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

Os doentes portadores destas patologias, maioritariamente na fase intermédia e 

avançada da doença podem ser afetados pela dor promovida pelo crescimento do tumor ou 

metástases ou pelas técnicas de diagnóstico ou terapêutica, a qual interfere significativamente 

na QdV dos doentes, apresentando efeitos psicológicos, sociais e biológicos (Associação de 

Enfermagem Oncológica Portuguesa, 2015). Além disso, a dor oncológica pode levar a uma 

resposta de stresse exacerbada e prolongada, resultando em imunossupressão e promovendo 

a propagação das células tumorais (Afsharimani, Cabot e Parat, 2011). Estes dados salientam 

a necessidade de um controlo eficaz da dor oncológica. 

Considerando as várias opções terapêuticas disponíveis no mercado para controlo de 

dor oncológica, a WHO desenvolveu a “escada analgésica” de três degraus para diferenciar o 

uso de analgésicos de acordo com a intensidade da dor (World Health Organization, 2018). 

A cada degrau da escada analgésica, pode ainda ser complementado com fármacos adjuvantes 

que, ainda que não sejam analgésicos, contribuem para o alívio da dor, potenciando os 

analgésicos e interferindo nos vários fatores que podem agravar o quadro álgico. Destacam-

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

Os LAs bloqueiam a produção e a condução de impulsos nervosos e atualmente, são 

utilizados como co-adjuvantes no controlo de dor e em técnicas de diagnóstico e de 

terapêutica. Contudo, apesar da sua aplicabilidade terapêutica, o seu potencial efeito anti-

tumoral e possível sinergia com terapêuticas convencionais têm sido recentemente estudados. 

No entanto, os resultados são escassos e limitados no que concerne à sensibilidade e à 

especificidade dos LAs, assim como ao seu efeito na proliferação, na viabilidade, na migração 

e na invasão celulares quando em monoterapia ou em associação com outras terapêuticas 

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

Perante as limitações e a escassez de informação que impedem a extrapolação de uma 

conclusão mais definitiva sobre o efeito dos LAs em células tumorais, este estudo incluiu duas 

fases: estudos de monoterapia e estudos de associação. Numa fase inicial avaliou-se o efeito 

anti-tumoral que os LAs, nomeadamente, a Lid, a Rop e a Lev, em monoterapia em linhas 

celulares tumorais e não tumorais de mama, de bexiga e de próstata. Com o objetivo de 

melhorar os resultados ou reduzir a dose dos quimioterapêuticos convencionais, e assim 

diminuir os potenciais efeitos secundários ou adversos, também foi estudada a associação de 
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LAs na concentração de IC50 com quimioterapêuticos convencionais, particularmente o Doc. 

O efeito da associação dos LAs com o Doc foi avaliado a nível da proliferação, da migração, 

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

Desta forma, com este estudo pretende-se contribuir para um melhor conhecimento 

dos efeitos dos LAs em monoterapia e em associação contra células de CaM, de CaB e de 

CaP, de modo a possibilitar a melhoria da eficácia das opções terapêuticas atuais e o 

surgimento de novas abordagens terapêuticas. 

Os estudos in vitro incluíram inicialmente a avaliação do efeito dos LAs na proliferação 

celular, através do ensaio de MTT. Este ensaio permitiu avaliar a resposta das diversas linhas 

celulares a concentrações de Lid, de Rop e de Lev da ordem dos milimolar e, 

consequentemente, a obtenção de curvas de dose-resposta e o cálculo da concentração 

inibitória média, designada por IC50. 

Evidências anteriores mostram que elevadas concentrações de Lid, de Rop e de Lev 

induzem um efeito citotóxico em vários tipos de células tumorais (Jiang et al., 2016; Jose et al., 

2018; Li et al., 2018, 2019; Liu, Dilger e Lin, 2020; Sun, Li e Zhang, 2021; Wang e Li, 2020). De 

um modo geral, os nossos resultados mostraram também que os LAs inibem a proliferação 

celular, de um modo dependente da linha celular e do aumento da concentração de LA. No 

caso da linha celular MCF-7 de CaM, os nossos resultados indicaram que a inibição da 

proliferação é ainda dependente do tempo de incubação com os LAs. 

Os valores de IC50 por nós obtidos e exibidos na Tabela 12, após 48h de incubação 

com os LAs, indicam que a linha celular MCF-7 é a mais sensível a todos os LAs, com valores 

de IC50 que variam entre 0,16 mM e 1,16 mM. Em contraste, as linhas celulares de CaP são as 

mais resistente a concentrações elevadas de LAs, com valores de IC50 que variam entre 0,56 

mM e 1,74 mM nas células LNCaP e entre 0,40 mM e 3,17 mM nas células PC3. Liu e seus 

coautores analisaram a resposta de 20 linhas celulares tumorais humanas após 48h de 

incubação com Lid e verificaram que, ainda que diferentes linhas celulares tenham 

sensibilidades diferentes, a proliferação celular da maioria das células diminuiu 

significativamente após incubação com 1-3 mM de Lid. Além disso, os autores obtiveram 

valores de IC50 superiores a 10 mM em oito delas, valores de IC50 que variaram entre os 5 

mM e os 10 mM em outras sete e valores de IC50 inferiores a 5 mM em cinco delas (Liu, Dilger 

e Lin, 2020). Os mesmos autores analisaram a resposta de 15 linhas celulares tumorais 

humanas após 48h de incubação com Rop e observaram uma diminuição significativa na maioria 

das linhas celulares para concentrações de 0,5 a 1 mM de Rop, no entanto, obtiveram-se 
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valores de IC50 superiores a 1 mM em onze delas, valores de IC50 que variaram entre os 0,5 

mM e os 1 mM em outras duas e valores de IC50 inferiores a 0,5 mM em duas delas (Liu, Dilger 

e Lin, 2020). A Lev na concentração de 1 mM diminuiu a proliferação de células de cancro do 

cólon, de CaP, de CaM, de cancro do colo do útero, de cancro dos ossos e de cancro do 

fígado (Castelli et al., 2019; Jose et al., 2018; Li et al., 2019). No presente estudo, a proliferação, 

da maioria das linhas celulares de CaM, de CaB e de CaP diminuiu significativamente após 48h 

incubação com 1-3 mM de Lid, sendo que apenas se obteve um valor de IC50 superior a 3 mM 

nas células PC3. Resultados semelhantes foram obtidos após incubação com 0,5-1 mM de Rop 

ou com 0,1-0,5 mM de Lev, com exceção para as células LNCaP na qual foi obtido um valor 

de IC50 superior a 1 e 0,5 mM, respetivamente. Estes dados evidenciam o potencial anti-

proliferativo dos LAs nestes tipos de cancro. 

Em duas linhas celulares tumorais, nomeadamente de CaM triplo-negativo (MDA-MB-

231) e de melanoma (A375), foi demonstrado que a Lev e a Rop em concentrações entre 

5 µM a 1 mM, reduziu significativamente a proliferação celular, contudo a Lev foi o LA 

considerado mais eficaz (Castelli et al., 2019). Por sua vez, Li e seus coautores demonstraram 

que a Lev em concentrações entre 0,3 e 10 mM foi o LA mais eficaz na redução da proliferação 

e migração celular em comparação com a Lid, a mepivacaína, a Rop, a bupivacaína e a 

cloroprocaína (Li et al., 2018). Os dados por nós obtidos corroboram a hipótese de que a Lev 

apresenta a maior atividade anti-proliferativa, uma vez que apresentou valores de IC50 mais 

baixos para todas as linhas celulares em estudo. 

Li e seus coautores avaliaram o efeito de seis LAs, nomeadamente Lid, Rop, Lev, 

bupivacaína, mepivacaína e cloroprocaína na proliferação celular de duas linhas celulares 

tumorais de mama, a MCF-7 e a MDA-MB-231 e de uma linha celular normal de mama, a 

MCF10A. Os autores verificaram que a gama de concentrações 0,01-10 mM de todos LAs 

resultou na inibição da proliferação celular em cerca de 45-80% para a linha celular MCF-7 e 

em cerca de 65-90% para as células MDA-MB-231. Por outro lado, os LAs reduziram a 

proliferação celular das células normais MCF10A, mas apenas em cerca de 15%, demonstrando 

uma especificidade para células tumorais em detrimento de células normais humanas (Li et al., 

2018). Resultados semelhantes foram obtidos para o carcinoma espinocelular oral (Kobayashi 

et al., 2012). No presente, comparou-se o efeito da Lid, da Rop e da Lev na proliferação de 

células tumorais e não tumorais e calculou-se o índice de seletividade (IS) para cada relação 

entre célula tumoral e não tumoral respetiva. Todos os valores de IS obtidos foram superiores 

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

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

Li e seus coautores demonstraram que na mesma gama de concentrações de 

0,3 - 10 mM, após 48h de incubação, a linha celular de CaM triplo-negativo MDA-MB-231 foi 

mais sensível aos LAs Lid, bupivacaína, Lev e mepivacaína enquanto a linha celular do tipo 

luminar com expressão de RE, MCF-7, mostrou ser mais sensível à Rop e à cloroprocaína (Li 

et al., 2018). Considerando as diferenças entre as linhas celulares tumorais e os LAs utilizados 

no nosso estudo, verificámos que a linha celular de CaB TCCSUP aparenta ser mais sensível 

à Lid (IC50=1,99 mM) e à Rop (IC50=0,86 mM), enquanto a linha celular HT1376 mostrou ser 

mais sensível para a Lev (IC50=0,39 mM). Relativamente às linhas celulares de CaP, os nossos 

resultados demonstraram que a linha celular hormonodependente, LNCaP, é a linha celular 

tumoral mais sensível à Lid (IC50=1,74 mM), enquanto que a linha celular hormono-

independente PC3 é mais sensível aos LAs de longa duração, Rop (IC50=0,99 mM) e Lev 

(IC50=0,40 mM). Em conjunto, estes resultados sugerem que o efeito dos LAs é específico para 

o tipo de células tumorais. 

Os estudos abaixo discutidos foram realizados apenas em linhas celulares de CaP, que 

demonstraram ser as menos sensíveis aos LAs. A mestastização está associada ao aumento da 

dor oncológica nos doentes oncológicos, e de todas as linhas celulares tumorais utilizadas na 

primeira fase do projeto, apenas as células de CaP representam células metastáticas. Além 

disso, na literatura não foram encontrados estudos que focassem os efeitos dos LAs em 

monoterapia e em associação com fármacos quimioterapêuticos em linhas celulares de CaP. 

Adicionalmente, existe uma estreita colaboração com o Serviço de Urologia do CHUC, pelo 

que este projeto será complementado por um trabalho clínico em curso em doentes com 

CaP. Por todas estas razões, optámos por dar continuidade ao estudo pré-clínico nas linhas 

celulares de CaP. 

Tendo por base os valores de IC50 obtidos em monoterapia, aplicou-se o modelo de 

combinação de fármacos de Chou e Talalay que constitui um dos métodos mais usados 

atualmente em investigação para aferir sobre o potencial efeito sinérgico, aditivo ou 

antagónico de dois fármacos (Chou, 2010). A sinergia, a aditividade e o antagonismo definem-

se como as interações entre dois ou mais componentes, levando a um efeito combinado 

superior, igual ou inferior, respetivamente, em relação à soma dos efeitos individuais 

esperados (Pinto, Moreira e Simões, 2010).O Doc é amplamente usado no tratamento do 

cancro. No entanto, tem associados diversos efeitos adversos tais como a neutropenia, a 
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neurotoxicidade, a cardiotoxicidade e reações de hipersensibilidade que se tornam mais 

frequentes com o aumento da dose cumulativa (Apolinário, 2012; Santos, 2016). Além disso, 

a longo prazo tendem a conferir resistência medicamentosa ao tumor e podem dar origem a 

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

Após 48h de exposição, o Doc assumiu valores de IC50 de 82,79 nM para as células 

PC3 e de 68,40 nM para a linha celular LNCaP. O seu efeito, em ambas as linhas, foi assim, 

dependente da concentração. Quando combinado com os LAs, em ambas as linhas celulares 

obtivemos um IC50 do Doc muito inferior ao obtido em monoterapia com o Doc e de forma 

dependente do regime de combinação. Às 48 horas o IC50 do Doc assumiu valores de 0,54 

nM quando combinado com a Lid, de 8,50 nM em associação com a Rop e de 4,61 nM em 

associação com a Lev nas células PC3. Enquanto na linha celular LNCaP, às 48 horas o IC50 do 

Doc assumiu valores de 3,59 nM em associação com Lid e de 0,003 nM em associação com 

Lev. A determinação do IC permitiu aferir a existência ou não de sinergia entre os dois 

compostos. A determinação do DRI permitiu aferir quantas vezes a dose de um fármaco pode 

ser reduzida quando em associação para um dado nível de efeito anti‑tumoral, 

comparativamente com o mesmo fármaco em monoterapia, respetivamente. Desta forma, 

verificou-se que tanto a concentração de LA, e a linha celular desempenham um papel 

fundamental na existência de sinergia.  

Analisando os valores dos índices de combinação, observou-se a existência de sinergia 

em todas as associações testadas para as linhas celulares PC3 e LNCaP. Nas células PC3 após 

tratamento com a associação de Lid com Doc, verificou-se a existência de antagonismo para 

concentrações mais baixas e sinergismo para concentrações mais elevadas para a associação 

de Lid com Doc. A associação de Rop com Doc apenas se mostrou sinérgica para o Doc na 

concentração de 50 nM e a associação de Lev com Doc mostrou atuar em sinergia para 

concentrações de Doc entre 10 e 100 nM, enquanto para os restantes valores de 

concentração de Doc se verificou a existência de antagonismo. Nas células LNCaP, verificou-

se a existência de sinergismo para todas as concentrações. Assim, podemos concluir que os 

LAs aumentam a sensibilidade das linhas celulares de CaP ao Doc na medida em que na 

presença do IC50 de Lid, a concentração de Doc necessária para inibir a proliferação celular 

em 50% é cerca de 19-153 vezes (DRI) inferior aquela que é necessária para a obtenção do 

mesmo efeito na ausência de Lid. Por sua vez, a Rop e a Lev permitiram reduzir a concentração 

de Doc necessária para inibir a proliferação celular em 50% em cerca de 10 e 18-22800 vezes, 

respetivamente. 
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De uma forma geral, observámos que as concentrações inibitórias médias dos LAs 

sensibilizaram as células de CaP ao efeito do Doc. Apesar da presença de LAs ter induzido 

uma diminuição do IC50 do Doc, este efeito foi mais notório nas associações de Doc com Lid 

ou com Lev. Um estudo realizado em linhas celulares de CaM, MCF-7 e MDA-MB-231, 

demonstrou que o tratamento com Lid (0,01-1 mM) levou ao aumento do efeito inibitório da 

cisplatina na proliferação celular, em relação ao obtido pelo mesmo fármaco em monoterapia 

(Li, Yang e Han, 2014). Resultados semelhantes foram obtidos, in vitro e in vivo, quando a 

cisplatina foi associada com Lid, com Rop ou com bupivacaína em linhas celulares de cancro 

do pulmão e em cancro hepatocelular (Chen et al., 2020; Xing et al., 2017; Yang et al., 2019). 

Por outro lado, Yang e seus coautores demonstraram que a associação de Lid com mitomicina 

C ou com pirarrubicina inibiu de modo mais eficaz a proliferação de células tumorais de bexiga 

BIU-87 de modo dependente da concentração, em relação ao obtidos pelos fármacos 

quimioterapêuticos em monoterapia. Além disso, em modelos animais, a mitomicina C em 

monoterapia não foi eficaz para o tratamento. No entanto, os autores verificaram que a 

associação de Lid com os agentes quimioterapêuticos prolongou a sobrevivência dos animais 

(Yang et al., 2018). Em células de melanoma, a Rop e a Lid aumentaram a eficácia in vitro da 

dacarbazina na inibição da migração, na inibição da proliferação, e no aumento da apoptose 

(Zheng, Peng e Zhang, 2020). Em associação com o 5-fluorouracil, a Lid, a Rop, a bupivacaína 

e a mepivacaína em doses de 0.01 a 5 mM, sensibilizaram as linhas celulares de coriocarcinoma, 

de melanoma e de cancro gástrico, do esófago e de CaM para o tratamento com o 

5- fluorouracil (Dan et al., 2018; Gong et al., 2018; Wang et al., 2017; Zhang et al., 2019; Zhu 

et al., 2020). Zhu e seus coautores obtiveram resultados semelhantes na associação de Lid 

com paclitaxel em linhas celulares de cancro do esófago (Zhu et al., 2020). Os nossos 

resultados corroboram assim a hipótese de que, de um modo geral, os LAs atuam de modo 

sinérgico com os agentes quimioterapêuticos. 

Após a observação dos efeitos dos LAs e das suas associações com Doc na proliferação 

celular, pretendeu-se examinar até que ponto o efeito inibitório da proliferação celular se 

traduziu também num efeito citotóxico, isto é, no aumento da morte celular. Paralelamente, 

averiguaram-se as alterações induzidas na capacidade de migração das células tumorais.  

A viabilidade e os tipos de morte celular induzidos foram avaliados com recurso à dupla 

marcação com anexina V e iodeto de propídeo. A anexina V liga-se à fosfatidilserina, um 

fosfolípido da membrana que se externaliza durante o processo apoptótico. A necrose é 

estimada pela marcação positiva de iodeto de propídeo, o qual se intercala no DNA quando a 

membrana celular está desintegrada. A dupla marcação com anexina V e iodeto de propídeo 
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permite a distinção de 4 populações celulares, nomeadamente, a das células viáveis, a das 

células em apoptose inicial, a das células em apoptose tardia/necrose e a das células em 

necrose. Os resultados obtidos indicam que todas as associações de LA+Doc diminuíram a 

percentagem de células viáveis, em relação às células em controlo e ao respetivo tratamento 

com o LA em monoterapia. A associação de Lev com Doc diminuiu ainda a percentagem de 

células viáveis de modo mais significativo que o obtido com o tratamento com Doc em 

monoterapia. Nas células PC3, a diminuição da viabilidade após tratamento combinado foi 

acompanhada predominantemente por morte celular por necrose, com exceção para a 

associação de Doc+Rop, onde se verificou uma predominância da morte celular por apoptose 

tardia/necrose. Na literatura o efeito citotóxico induzido pelos LAs difere com a dose de LA 

utilizada e com o tipo de linha celular tumoral estudada. Ribeiro avaliou a eficácia terapêutica 

dos LAs Lid e Mepivacaína e seus mecanismos, em linhas celulares de carcinoma espinho-

celular da cavidade oral (CECCO) in situ e metastático, quer em monoterapia, quer em 

associação com os agentes quimioterapêuticos cisplatina e 5-fluorouracil (Ribeiro, 2016). O 

autor verificou que todas as associações LA com cisplatina ou com 5-fluorouracil induziram a 

morte celular de forma mais evidente que os respetivos tratamentos em monoterapia. A 

morte celular ocorreu principalmente por apoptose tardia/necrose e necrose em ambas as 

linhas celulares estudadas (HSC-3 e BICR-10), em comparação com o obtido nas células 

tratadas com os fármacos em monoterapia, sugerindo uma relação sinérgica entre os dois 

fármacos (Ribeiro, 2016). Em células de cancro do esófago, a Rop, a Lid, a bupivacaína e a 

mepivacaína em associação com 5-fluorouracil e paclitaxel conduziram a resultados 

semelhantes aos anteriores (Zhu et al., 2020). Estes resultados indicam que os LAs induzem o 

aumento do efeito citotóxico dos quimioterapêuticos.  

Paralelamente, o efeito das associações mais promissoras foi avaliado a nível da 

migração de linhas celulares de CaP PC3 e LNCaP através do ensaio “Wound healing”. Em 

geral, todas as associações testadas, em ambas as linhas celulares de CaP, após 48h de 

incubação, resultaram na diminuição acentuada da migração das células PC3 e LNCaP em 

relação às células em controlo ou tratadas com os fármacos em monoterapia, com exceção 

da associação de Doc a Rop nas células PC3. Além disso, a associação de Lev e Doc 

demonstrou diminuir mais eficazmente a migração das células PC3 e LNCaP em relação às 

células em controlo ou tratadas com os fármacos em monoterapia. O mesmo efeito foi 

observado por outros autores em outro tipo de células tumorais. Em duas linhas celulares de 

cancro do esófago, OE19 e SK-GT-4, a mepivacaína, a Rop, a Lid e a bupivacaína demonstraram 

atuar sinergicamente com o paclitaxel e com o 5-fluorouracil na inibição da migração em 
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relação à inibição obtida em monoterapia. Além disso, verificou-se que, assim como exposto 

anteriormente, também o efeito exercido pelas associações pode depender do tipo de células. 

A linha celular OE19 demonstrou ser mais sensível à mepivacaína e à Lid enquanto as células 

SK-GT-4 mostraram ser mais sensíveis à Rop e à bupivacaína, resultando na inibição mais 

marcada da migração celular quando o 5-fluorouracil e o pacitaxel eram associados a Lid e a 

mepivacaína ou a Rop e a bupivacaína, respetivamente para cada tipo celular (Zhu et al., 2020). 

Zheng e seus colaboradores concluíram que a Rop e a Lid melhoraram significativamente a 

eficácia in vitro da dacarbazina na inibição da migração de células de melanoma (Zheng, Peng e 

Zhang, 2020). 
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A dor oncológica constituiu um dos maiores desafios da medicina centrada no doente 

oncológico e pode estar associada ao tumor em si e a abordagens de diagnóstico ou de 

terapêutica. Os LAs são atualmente utilizados como co-adjuvantes no controlo de dor e em 

técnicas de diagnóstico e terapêutica. Recentemente, o seu potencial efeito anti-tumoral e 

possível sinergia com terapêuticas convencionais têm sido estudados, mas os resultados são 

escassos e limitados. 

Ao longo deste trabalho experimental, foi possível, numa primeira fase, avaliar o efeito 

anti-tumoral que os anestésicos locais Lid, Rop e Lev, em monoterapia, têm em linhas celulares 

tumorais e não tumorais de mama, bexiga e próstata. Numa fase posterior foi possível estudar 

o efeito da associação de LAs com o Doc a nível da proliferação, da migração, da viabilidade 

e do perfil de morte de células de CaP. 

Todos os LAs estudados demonstraram atividade anti-proliferativa dependente da 

concentração, sendo a Lev o LA mais promissor. Além disso, todos os LAs apresentaram 

maior seletividade para as linhas celulares tumorais em relação às linhas celulares não 

tumorais.  De uma forma geral, verificou-se que todos os LAs atuaram de modo sinérgico com 

o Doc, permitindo reduzir a sua dose quando dada em associação, facto corroborado pela 

redução significativa da proliferação, da migração e da viabilidade celular após o tratamento 

com as associações em relação à obtida com os respetivos tratamentos em monoterapia. A 

principal via de morte após o tratamento com as diferentes associações foi a necrose.  A 

associação de Lev com Doc demonstrou ser a mais eficaz e seletiva, permitindo a redução da 

concentração de Doc em até 22800 vezes. Contudo, não foram encontrados mais estudos 

que foquem o possível efeito sinérgico da Lev com outros agentes quimioterapêuticos.   

Em suma, os resultados apresentados ao longo desta dissertação, apontam para o uso 

de LAs como uma mais-valia no tratamento de doentes com CaP, podendo ainda 

possivelmente ser aplicável como terapêutica noutros tumores malignos.  

Deste modo, considera-se que o presente estudo é relevante para o avanço de uma 

área que ainda não se encontra muito aprofundada e que poderá implicar muitos benefícios 

em termos clínicos. Assim, no contexto da investigação pré-clínica, a prossecução deste 

trabalho deve incluir o estudo dos mecanismos de ação associados à terapêutica de 

combinação, à avaliação do efeito das associações de LA com Doc na angiogénese, bem como 

o seguimento do estudo em modelos in vivo. Alguns dos mecanismos propostos para o 

aumento da eficácia in vitro dos quimioterapêuticos por parte dos LAs incluem a 

sobreregulação da expressão de RASSF1A e demetilação, da subregulação do microRNA 21, 

da sobreexpressão do microRNA 493 e inativação das vias PI3K/AKT e TGF-β ou pela 
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supressão da via AKT/mTOR com consequente indução de stress oxidativo nas células 

tumorais, entre outros. Por conseguinte, a deteção e a quantificação destas moléculas é de 

extrema relevância de modo a esclarecer o potencial mecanismo pela qual os LAs atuam como 

quimiossensibilizantes e pela potencial criação de novos biomarcadores que avaliem a eficácia 

destas terapêuticas. Quanto aos modelos in vivo, estes permitirão mimetizar o microambiente 

tumoral e simular e avaliar as respostas tumorais às associações com maior rigor. 

No contexto da investigação clínica, a realização de ensaios clínicos prospetivos para 

determinar o efeito dos LAs em monoterapia e em associação com outras terapias 

convencionais na recorrência e progressão tumoral a longo-prazo é crucial. 

Os opioides são considerados os fármacos mais eficazes no controlo de dor 

oncológica, contudo, no seguimento da revisão sistemática realizada pelo nosso grupo de 

investigação, verificámos que a influência que os opioides exercem na progressão tumoral e, 

consequentemente, no prognóstico dos doentes, é controversa. Assim, propusemo-nos a 

realizar um estudo observacional que visa avaliar a potencial relação entre a toma de opioides 

e a progressão tumoral de indivíduos com CaP não localizado, bem como avaliar o impacto 

que a utilização destes fármacos e suas características inerentes têm na progressão da doença, 

na sobrevivência e na qualidade de vida do doente. Este projeto recebeu um parecer favorável 

da comissão de ética da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra a 17 de janeiro 

de 2022 e aguarda a aprovação pela comissão de ética do Centro Hospitalar e Universitário 

de Coimbra (CHUC). Com este projeto, espera-se obter dados fiáveis em relação à 

informação controversa obtida na literatura e deste modo clarificar a potencial relação entre 

a toma desta classe de analgésicos e a progressão tumoral, sobrevivência e qualidade de vida. 

Assim, com o melhor conhecimento dos efeitos e mecanismos moleculares envolvidos 

no modo de atuação dos LAs e dos opioides em monoterapia e em sinergia com outros 

fármacos, será possível otimizar as terapêuticas existentes, melhorar os outcomes, o 

prognóstico e a QdV do doente, de modo que este receba os melhores cuidados clínicos 

possíveis para o controlo da dor. 
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Anexo I 

A linha celular de mama MCF-7 foi incubada durante 24, 48 e 72h com os anestésicos 

locais em monoterapia e observou-se que a resposta após o tratamento é dependente do 

tempo de incubação como ilustrado na Figura 24.  

Figura 24: Curvas de dose-resposta das células MCF-7 ao tratamento com os anestésicos locais. Os resultados 

foram obtidos pelo ensaio de MTT após 24, 48 e 72h do tratamento com (A) Lid, (B) Rop, (C) Lev. As curvas 

representam o ajuste dos resultados ao modelo sigmoide de dose-resposta e cada ponto experimental 

corresponde à média ± SEM de 3 experiências independentes em triplicado para cada ponto experimental. 

 

 

 

 


