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O cancer de prostata € uma doenga altamente prevalente e, excetuando o cancer
de pele ndo melanoma, ocupa o segundo lugar entre as neoplasias malignas que afetam
homens em todo o mundo. Oligoelementos estdo envolvidos em muitos processos
celulares normais e patoldgicos. A microfluorescéncia de raios X (microXRF) é uma
ferramenta avancada de alta resolucdo espacial, sensibilidade para a andlise
multielementar e ndo-destrutiva de elementos-traco. O objetivo deste estudo foi investigar
a distribui¢ao elementar em esferoides obtidos a partir de linhagens celulares prostéticas
utilizando a microfluorescéncia de raios X (SR-microXRF): linhagem celular normal
imortalizada (RWPE-1), linhagem de células tumorais dependentes de andrégeno
(LNCaP) e linhagem de células tumorais independentes de andrégeno (DU145), apds a
suplementagao com ZnCl. Estudos sugerem que o aumento do zinco na préstata pode ser
uma estratégia terapéutica potencial. As medidas foram realizadas com uma geometria
padrdo de 45 ° de incidéncia, excitada por um feixe branco usando um pixel de 25 pm e
um tempo de aquisi¢do de 300 ms / pixel na linha de luz XRF no Laboratério Nacional
de Luz Sincrotron (Campinas, Brasil). Os resultados da andlise por SR-microXRF
mostraram diferentes comportamentos de ferro, cobre e zinco em linhagens celulares
normais e de tumor de prdstata. Assim, nosso modelo pode representar uma ferramenta

importante para entender o desenvolvimento e progressao desta doenga.
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Prostate cancer is a highly prevalent disease and, except for non-melanoma skin
cancer, it ranks second among malignancies affecting men around the world. Trace
elements are involved in many normal and pathological cellular processes. X-ray
microfluorescence (microXRF) is an advanced high-spatial resolution tool, sensitivity for
multielementar and non-destructive trace element analysis. The objective of this study
was to investigate the elemental distribution in spheroids obtained from prostatic cell lines
using X-ray microfluorescence (SR-microXRF): normal immortalized cell line (RWPE-
1), androgen dependent tumor cell line (LNCaP) and androgen-independent tumor cell
line (DU145), following supplementation with ZnCI2. Studies suggest that increasing
zinc in the prostate may be a potential therapeutic strategy. The measurements were
performed with a standard 45 ° incidence geometry, excited by a white beam using a 25
pm pixel and a 300 ms / pixel acquisition time in the XRF light line at the National
Synchrotron Light Laboratory (Campinas, Brazil). The results of SR-microXRF analysis
showed different iron, copper and zinc behaviors in normal and prostate tumor cell lines.
Thus, our model may represent an important tool to understand the development and

progression of this disease.
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CAPITULO1

INTRODUCAO

Esta tese visa analisar a distribuicdo quimica elementar em linhagens celulares de
tecido prostatico humano normal, RWPE-1, e tumoral, LNCaP e DU145, em culturas
tridimensionais através da técnica de microfluorescéncia de raios X, apds a
suplementagdo com Cloreto de Zinco (ZnCl,) e suas possiveis implicacdes na patogénese
dessa doenca.

Baseado World Cancer Report 2014 da International Agency for Research on
Cancer (larc), da Organizacdo Mundial da Saide (OMS), € indubitdvel que o cancer é
um problema de satide publica, especialmente entre os paises em desenvolvimento, onde
se espera, nas proximas décadas, que seu impacto na populacao represente 80% dos mais
de 20 milhdes de novos casos de cancer estimados até 2025 (INCA, 2016 e INCA, 2018).

A estimativa mundial, realizada em 2012, pelo projeto Globocan/Iarc, mostrou
que ocorreram 14,1 milhdes de casos novos de cancer (exceto cancer de pele ndo
melanoma) e 8,2 milhdes de 6bitos, sendo notério um discreto predominio do sexo
masculino tanto na incidéncia (53%) quanto na mortalidade (57%). Estima-se, para o
Brasil, biénio 2018-2019, a ocorréncia de 600 mil casos novos de cancer, para cada ano,
excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma (cerca de 170 mil casos novos), ocorrerao
420 mil casos novos de céncer. A excecdo do cancer de pele ndo melanoma, os tipos de
cancer mais incidentes em homens serdo préstata (31,7%), pulmao (8,7%), intestino
(8,1%), estobmago (6,3%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os canceres de mama
(29,5%), intestino (9,4%), colo do utero (8,1%), pulmao (6,2%) e tireoide (4,0%)
figurardo entre os principais. Vale mencionar que, o cancer de prostata € considerado o
segundo tipo mais comum de cancer na popula¢do masculina em todo o mundo (INCA,
2016 e INCA, 2018).

A cultura celular € caracterizada por permitir a manuten¢do de células vivas em
laboratério, independentemente do organismo que as originou. A utilizacao desta técnica
possibilitou a melhor compreensao dos mecanismos moleculares da célula permitindo
importantes avangos cientificos no que se refere, por exemplo, a producdo de vacinas e a

biologia da célula tumoral (AMARAL; MACHADO-SANTELLI, 2011). Em um esforco



constante para produzir modelos in vitro cada vez mais pertinentes para estudos sobre o
cancer, a importancia de se estudar células cancerigenas em trés dimensodes (3D) € cada
vez mais reconhecida. Os esferoides sdo conhecidos por simular micro tumores mais
proximos da realidade do que as monocamadas e t€ém sido usados principalmente em
estudos de resisténcia a radio e quimioterapia. De fato, os esferoides tumorais
representam de forma bastante realista o crescimento tridimensional e a organizacio de
tumores avasculares sélidos e, consequentemente, simulam com muito mais precisao as
interacdes célula-célula e as condi¢des micro ambientais encontradas nesses tumores,
especialmente os gradientes de nutrientes e oxigénio (WEISWALD et al., 2010).

O ferro, um importante elemento traco, desempenha um papel vital no
metabolismo do oxigénio, na captagdo de oxigénio e no transporte de elétrons nas
mitocondrias, no metabolismo energético, na funcdo muscular e na hematopoese. Em
pacientes com cancer, a homeostase do ferro frequentemente estd distorcida (LUDWIG
et al., 2015).

O cobre é um oligoelemento essencial que desempenha um papel central na
bioquimica de todos 0s organismos vivos e seus niveis sao aumentados no tecido tumoral
de pacientes afetados pelo cancer de préstata (GUPTE; MUMPER, 2009; GOUGH et al.,
2014 e LEITAO et al., 2014). Concentracdes de cobre aumentadas podem estar
relacionadas a producgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e ao estresse oxidativo,
que estdo envolvidos no processo inicial do cancer, causando alteracdes no DNA
(ANTONIADES et al., 2013).

O zinco € o segundo oligoelemento essencial mais abundante e tem varios papéis
fisioldgicos. A préstata humana normal tem uma capacidade incomum de acumular altos
niveis de zinco; geralmente cerca de 10 vezes maior do que outros tecidos moles. Uma
das mais persistentes caracteristicas de malignidade da préstata € a perda da capacidade
de acumular zinco (NISHIKAWA; MORI; HARA, 2017 e JOHNSON et al., 2010). Ele
pode inibir o crescimento de células de carcinoma prostdtico humano, devido a indugdo
de parada do ciclo celular e apoptose. A insuficiéncia de zinco tem sido associada com o
desenvolvimento de muitos tumores, €, inversamente, o tratamento com zinco inibe o
desenvolvimento do tumor. Assim, o zinco mostra forte atividade anti-proliferativa contra
diferentes linhagens de células cancerosas humanas, incluindo células cancerosas da
préstata. No entanto, o mecanismo pelo qual o zinco inibe as células cancerosas ainda

nao € bem compreendido (BANUDEVI et al., 2010).



A microfluorescéncia de raios X (microXRF) é frequentemente usada para avaliar
a composicao matricial do material. Uma das vantagens da técnica é o dano térmico
desprezivel na amostra, considerando que, uma vez que menos energia € depositada, esses
danos e problemas associados a perda de elementos volateis e as alteragdes quimicas sao
evitados. Uma fonte de sincrotron fornece um tamanho de ponto submicrométrico com
fluxo de fétons muito alto, de modo que a amostra € rastreada por varredura através de
um feixe de raios X focado, e o sinal de XRF emitido de cada ponto € coletado e analisado.
Esta técnica permite a resolucdo subcelular de multiplos elementos e foi aplicada a
numerosas amostras organicas e inorganicas (LANKOSZ et al., 2004, RAK et al., 2014 e
SALES et al., 2012).

O objetivo principal desta tese foi através da técnica de microfluorescéncia de
raios X com radiag¢do Sincrotron obter a distribui¢cao de Ferro, Cobre e Zinco em amostras
de esferoides de células prostaticas humanas estabelecidos a partir das linhagens: RWPE-
1 (normal) e LNCaP (tumoral andrégeno dependente) e DU145 (tumoral andrégeno
independente) apds tratamento com ZnCly.

Os objetivos especificos foram:

a) Obter os mapas bidimensionais dos elementos quimicos Ferro, Cobre e
Zinco em cada tipo de linhagem celular;

b) Avaliar a influéncia do tratamento com Cloreto de Zinco nas
concentracgoes intracelulares dos elementos quimicos Ferro, Cobre e Zinco

em cada um dos esferoides analisados.



CAPITULO IT

ESTADO DA ARTE

IL.1. O Ferro.

O ferro € essencial para as funcdes fisiologicas normais nos seres humanos, como
parte integrante de muitas proteinas e enzimas. Também desempenha um papel vital na
regulacdo do crescimento celular e na diferenciacdo celular. A sobrecarga de ferro esta
associada a vdrias doencas cronicas, como doencgas cardiacas, cancer, diabetes e controle
regulatério imunoldgico defeituoso (BANAS et al., 2010).

O metabolismo do ferro desempenha um papel significativo no crescimento de
células cancerosas, na angiogénese e na metdstase. A ferroportina é uma proteina
transmembrana que transporta ferro do interior para o exterior das células e € o unico
exportador de ferro mamifero conhecido até o momento (XUE et al., 2015).

Qualquer nivel ndo regulado de Fe?* tem o potencial de catalisar e gerar radicais
hidroxila a partir de superéxido e peréxido de hidrogénio via Reacdo de Fenton. Os
radicais hidroxila altamente reativos subsequentemente causam peroxidagdo lipidica e
degradacao de outras macromoléculas, levando a dano celular ou morte. O ferro também
contribui para o desenvolvimento da doenga, funcionando como um nutriente para as
células microbianas e neoplasicas. O ferro promove a inflamacdo e aumenta o
crescimento das células cancerigenas. O papel do Fe na estimulacdo da angiogénese
também tem sido sugerido (BANAS et al., 2010).

Grotto (2008) abordou os diversos aspectos relacionados a cinética do ferro,
descrevendo as proteinas e mediadores nela envolvidos e, ainda, como € feita a regulacao
intracelular e sist€émica do ferro que visa a manutencio de uma quantidade 6tima de ferro
para o metabolismo das células e, em especial, para uma perfeita hematopoiese.

Banas et al. (2010) observaram niveis mais elevados de Fe nos tecidos prostaticos
malignos em relacdo aos tecidos ndo cancerosos e que as concentragdes deste elemento
aumentaram com o avang¢o do estddio do cancer: cerca de 3 vezes para os graus 2 e 3 de
Gleason. O maior nivel foi observado para o grupo grau 4 de Gleason (quase 6 vezes).

Foy et al. (2011) propuseram que altas doses de nano particulas de 6xido de ferro
podem ser usadas como um tratamento para o cancer, gerando um ataque oxidativo contra

o cancer. Esta proposta pode ser recebida com resisténcia considerando a controvérsia em



torno do ferro no campo do cancer. O ferro, em seu estado elementar, pode gerar espécies
reativas de oxigénio (EROs), através da reacdo de Fenton, que podem causar ou prevenir
o cancer. As células tumorais sdo comumente expostas a condi¢cdes de estresse, € 0
estresse oxidativo crénico € um dos mecanismos pelos quais a transformacdo maligna
ocorre. No entanto, a alta demanda por ferro pelas células cancerigenas leva a abordagens
terapéuticas contraditérias: a privacdo de ferro ou a superdosagem sdo ambas possiveis
terapias contra o cancer.

Ludwig et al. (2015) fizeram um breve resumo sobre a fisiopatologia do
metabolismo do ferro com particular €nfase no cancer. Além disso, as evidéncias
disponiveis para suplementacdo de ferro em pacientes com deficiéncia funcional de ferro
foram revisadas.

Xue et al. (2015) examinaram os niveis de expressao da ferroportina nas linhagens
celulares PC3, DU145 e LNCaP do cancer da préstata, na linhagem celular normal da
prostata RWPE-1 e em amostras de tecido em diferentes estddios de diferenciacido de
carcinoma prostatico e hiperplasia prostitica. O estudo também investigou o papel da
expressdo da proteina ferroportina no diagnéstico e progndstico do cancer de prostata.
Em comparacido com as células normais da préstata RWPE-1, a expressdo da proteina
ferroportina foi significativamente menor nas células PC3, DU145 e LNCAP. Em
comparacdo com os tecidos da hiperplasia prostitica benigna, a expressdo da proteina
ferroportina foi significativamente reduzida nos tecidos do cancer de prostata. No geral,
os niveis de expressdo de ferroportina nos tecidos de cancer de préstata foram menores
do que nos tecidos normais da préstata, o que pode fornecer informacdes clinicas valiosas
para o diagnéstico e previsao da progressao da doenga no cancer de prostata e pode indicar
um potencial alvo terapéutico para o tratamento do cancer de prdstata regulando o

metabolismo do ferro.



I1.2. O Cobre

No nivel molecular, o cobre pode contribuir para a progressdao do cancer através
de varios mecanismos, incluindo danos celulares mediados pelo estresse oxidativo ou a
estimulagdo da angiogénese (GUPTE; MUMPER, 2009).

Para células normais, altos niveis de cobre sao toxicos; nas células tumorais, niveis
aumentados deste metal podem ser encontrados. O mecanismo que permite que as células
doentes proliferem em altos niveis de cobre pode ser importante para entender a
progressao e o desenvolvimento do cancer. As células tumorais ndo podem crescer mais
de 1-2 mm de diametro sem angiogénese, que fornece oxigénio e nutrientes ao tumor, e
as células cancerosas desenvolveram formas de sintetizar seus proprios estimuladores
angiogénicos (GOUGH et al., 2014). Assim, os mecanismos pelos quais as células
cancerosas podem regular sua resisténcia a niveis aumentados de cobre dentro do
microambiente tumoral sdo de grande importancia para o desenvolvimento da doenca
(ANTONIADES et al., 2013).

Alguns possiveis mecanismos pelos quais o estresse oxidativo induzido pelo cobre
interfere no processo de carcinogénese sao mutagdes no DNA (expressdao génica), nas
mitocondrias (DNA e membrana interna) ou alteracdes nos fosfolipidios de membrana
(ANTONIADES et al., 2013).

Gupte e Mumper (2009) discutiram o direcionamento do cobre elevado (tanto em
niveis séricos quanto tumorais) e os niveis de estresse oxidativo no cancer com o auxilio
de um quelante de cobre, D-penicilamina (D-pen), para um tratamento em potencial do
cancer.

Antoniades et al. (2013) hipotetizaram que a terapia de quelagcdo de cobre poderia
ser uma estratégia anticancer possivel. Em particular, terapias que reduzem os niveis
plasmdticos de cobre possuem propriedades anticancerigenas devido a: aumento da
apoptose de células cancerosas, inibi¢do de angiogénese ou mesmo da troca angiogénica,
reducdo da degradacdo da matriz extracelular e disseminacdo de cancer e inibi¢do da
propagacio de micro metastases.

Gough et al. (2014) examinaram o papel desempenhado pela proteina precursora
de amiloide (PPA) em atenuar a inibicao do crescimento induzida por cobre da linhagem
celular de cancer de préstata (DU145).

Denoyer et al. (2015) buscaram estabelecer se as concentragdes de cobre

aumentam em tecidos prostdticos cancerosos, € em soros, em pacientes ao longo da
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progressdo da doenca e concluiram que a natureza heterogénea das concentragdes de
cobre nos tecidos prostdticos cancerosos sugere que um pequeno subgrupo de pacientes
pode responder a tratamentos que visam o cobre intratumoral elevado. Portanto, tais
abordagens provavelmente exigiriam estratégias de tratamento personalizadas.

Ja em 2016, Denoyer et al. analisaram os niveis intracelulares de cobre no cancer
de prostata, avaliados in vitro e através da progressdo da doenca em camundongos
transgenic adenocarcinoma mouse prostate (TRAMP) e os resultados forneceram uma
base para a atividade farmacoldgica dos ionéforos de cobre, sugerindo que eles sdo

passiveis de correcdo para o tratamento de pacientes com cancer de prostata.

I1.3. O Zinco

O zinco é um constituinte importante do fluido prostitico e é conhecido por
desempenhar um papel no desenvolvimento e funcionamento normal da préstata. Tecidos
normais da préstata de individuos sauddveis acumulam os niveis mais altos de zinco no
corpo. Na célula epitelial da préstata, o alto acimulo de zinco celular desempenha uma
funcdo especializada necessdria para que essas células realizem as principais funcdes
fisiolégicas de producdo e secrecdo de citrato. Células prostaticas malignas que se
desenvolvem na zona periférica da glandula ndo contém os altos niveis de zinco que
caracterizam a secrecdo normal células epiteliais. Estudos mostram consistentemente que
os niveis de zinco no tecido prostatico maligno sdo 62% -75% inferiores do que no tecido
normal da préstata. No entanto, as vias que levam a um menor acimulo de zinco em as
células epiteliais tumorais da préstata sdo pouco compreendidas (CHRISTUDOSS et al.,
2011).

Apesar de o zinco ser um importante fator para muitas enzimas e proteinas
celulares e ser essencial para a fun¢do normal de todas as células, apenas recentemente
comegou-se a compreender os mecanismos de absor¢dao do zinco celular por células de
mamiferos. A existéncia de um processo de transporte rdpido de zinco tem sido relatada
para as linhagens tumorais de células da préstata humanas, LNCaP e PC-3 (FRANKLIN
et al. 2015).

O zinco atua como cofator para importantes enzimas que contribuem para o bom
funcionamento do sistema de defesa antioxidante. Além disso, este mineral protege as

células contra o dano oxidativo, pois atua na estabilizacdo de membranas, inibe a enzima



nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), uma enzima pré-oxidante, e induz
a sintese de metalotioneina. A metalotioneina esta envolvida na redugdo de radicais
hidroxila (OH) e no sequestro de espécies reativas de oxigénio produzidas sob condi¢des
de estresse (MARREIRO et al., 2017).

Johnson et al. (2010), relataram um novo método diferencial de coloracdo de Zn,
que se correlaciona com vdrios estdgios do desenvolvimento do cancer de prostata in situ,
e a expressdo de um transportador de Zn humano (hZIP1).

Christudoss et al. (2011), estimaram e compararam os niveis de zinco no tecido
da prostata, plasma e urina obtidos de pacientes diagnosticados com HPB ou carcinoma
prostatico e concluiram que no carcinoma da prostata, a média de zinco no tecido
diminuiu em 83% em compara¢do com o tecido normal. Na HPB, houve uma diminui¢ao
de 61% na média de zinco em comparacdo com os tecidos normais. No plasma de
pacientes com cancer de prostata, o Zinco mostrou uma diminui¢do de 27% em relagao
aos controles e 18% de redug@o em relacdo a HBP. Na urina, a razio zinco / creatinina
foi significativamente aumentada para 53% em pacientes com cancer de prdstata, € um
aumento significativo foi observado na HPB em comparacao com individuos normais.

Franklin (2014), caracterizou o cancer da préstata como uma doenca maligna
"ZIP1 deficiente" e um tratamento ionéforo de zinco (por exemplo, Clioquinol) para
aumentar os niveis de zinco foi considerado. Esse estudo analisou novos dados
experimentais que mostraram que o Clioquinol (5-cloro-7-iodo-8-quinolinol) que € um
ion6foro (molécula soldvel em lipidios, usualmente sintetizada por microrganismos para
transportar fons através da bicamada lipidica da membrana celular), suprimiu a
malignidade da prostata, o experimento consistiu no emprego da linhagem celular PC3
para determinar se o clioquinol iria aumentar a absor¢do e acumulacido de zinco e, se
assim fosse, isto iria resultar na inibi¢cdo da proliferacdo. Os resultados mostraram
aumento do actimulo de zinco que resultou na inibicdo da proliferacdo celular. Estas
consideragdes evidenciam que uma abordagem de tratamento com zinco para cancer de
prostata deve ser realizada com pesquisas adicionais, levando a futuros ensaios clinicos.

Franklin et al. (2015), apresentaram provas convincentes de que hZIP1 é um
transportador funcional importante e responsdvel pela rdpida absor¢ao e acumulacio de
zinco fisiologicamente eficaz em células da prostata, e sugerem um mecanismo de
transporte de zinco celular. Os resultados demonstraram que as células que super
expressam hZIP1 tiveram taxas de crescimento mais lentas do que o controle

citomegalovirus (CMV). Também foi demonstrada uma correlacido entre o aumento da
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expressdo de hZIP1 e os efeitos celulares da absorcdo e acumulacdo de zinco. A
acumulacgdo de zinco em células resultou em apoptose mitocondrial. Portanto, a relacdao
negativa entre a super expressao da proteina de transporte de zinco e o crescimento das
células € consistente com um aumento na acumulagdo de zinco mediada por hZIP1.
NISHIKAWA, MORI e HARA (2017) analisaram o gene relativo expressao de
14 Z1Ps diferentes em células-tronco / precursoras neurais murinos e células diferenciadas
por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real. A expressao de ZIP4 e de ZIP12
aumentou drasticamente, enquanto a de ZIP8 diminuiu claramente apds diferenciacio de

células-tronco.

I1.4. Analise de amostras biolégicas utilizando microXRF

A analise de fluorescéncia de raios X (XRF) € uma técnica multielementar de alta
precisdo e acuricia com alta sensibilidade para deteccao de elementos tragos. A técnica é
particularmente qtil para aplica¢cdes em muitos campos da ciéncia, pesquisa e controle de
qualidade. A espectrometria XRF tem sido amplamente utilizada para estudar a
composi¢ao elementar de amostras biomédicas. Portanto, esta técnica tem indmeras
aplicacdes em biologia e medicina (SZCZERBOWSKA-BORUCHOWSKA, 2012).

Uma vantagem importante da técnica microfluorescéncia de Raios X (uXRF) é
que o feixe primdrio pode ser focado para um tamanho muito pequeno, o que permite a
andlise de pequenas caracteristicas estruturais. Uma vez que menos energia € depositada
na amostra, como resultado da excita¢do dos raios X em relacdo a particulas de elétrons
ou fontes de excitacdo carregadas, danos térmicos para as amostras € os problemas
associados a perda de elementos voléteis e alteracdes quimicas sdo evitados (LANKOSZ
et al., 2004).

A andlise elementar precisa € de crescente importancia em muitas dreas de
investigacdo cientifica. Na literatura é possivel encontrar uma vasta gama de aplicacoes
desta técnica analitica. Ao longo dos tltimos anos, observou-se um crescente interesse na
utilizacdo de microXRF em investigagdes médicas. Isso resulta do fato de que este
método permite a investigacdo de mudancas na composi¢ao elementar no nivel de uma
unica célula, isto € particularmente importante tendo em vista que OS processos
bioquimicos normais e patologicos seguem uma micro e submicro escala. Além disso, ha
fortes evidéncias de que metais ou fons metdlicos selecionados estio intimamente

associados com a etiologia ou manifestacio de muitas doencas. A andlise elementar
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quantitativa de tecidos patologicamente alterados pode langar alguma luz sobre os
processos que conduzem a degeneracgdo e atrofia celular (CHWIEJ et al., 2005).

Banas et al. (2010) aplicaram a técnica de emissao de fluorescéncia de raios X por
radiacdo sincrotron para andlise quantitativa dos elementos Mn, Fe, Cu e Zn. Os
resultados parecem interessantes a luz da determinagdo das alteracdes nas concentracoes
de oligoelementos como um potencial marcador diagndstico e seu envolvimento
etiol6gico nos diferentes estagios das doengas da prostata.

Sales et al. (2012), analisaram a qualidade do osso para interpretar observagdes
clinicas quanto a sadde Ossea. A avaliacdo do conteddo mineral foi realizada por
mapeamentos bidimensionais de concentracdes de cdlcio, zinco e estroncio através da
técnica de uXRF, em amostras de osso das vértebras lombares L3 e L4 de ratos Wistar,
divididos em grupos de controle e de envelhecimento. O mapa bidimensional mostrou
que o célcio teve uma pequena variacao na comparacao entre estes dois grupos. Também
foi possivel notar, que a distribuicao deste elemento foi homogénea nos dois grupos, no
entanto, os elementos zinco e estroncio mostraram-se distribuidos de forma heterogénea
e as concentracdes destes minerais foram baixas no grupo de envelhecimento quando
comprada ao controle. Assim, esses autores concluiram que a reducdo destes dois
elementos pode levar a certa fragilidade na regido trabecular e que os 0ssos, nesta
condicdo, sdo mais susceptiveis a fraturas.

Gasperini et al. (2011) investigaram a distribuicdo mineral de osso em amostras
com nano hidroxiapatita (HA) e em esferas HA, especialmente a distribui¢do espacial na
microarquitetura 0ssea. A hidroxiapatita € um constituinte natural dos 0ssos e constitui
de 30 a 70 % da massa dos ossos e dos dentes; a hidroxiapatita sintética € amplamente
utilizada em proteses ortopédicas e implantes dentais (SOUZA, 2011). O objetivo deste
estudo foi avaliar a distribui¢ao elementar do Célcio. Os resultados revelaram uma maior
area 6ssea recém-formada nos materiais ndo sintetizados e grupos controle, e a técnica
utilizada mostrou que a quantidade de cédlcio do 0sso novo era consistente tanto com o
osso maduro quanto com as esferas HA. Em conclusdo, os achados sugeriram que os
biomateriais a base de HA sao biocompativeis, promovem a osteoconducdo e favorecem
a reparacdo dssea.

Cardoso et al. (2011) caracterizaram o estado pluripotente de células tronco
através da andlise da distribuicio de elementos traco usando técnica de uXRF.
Detectaram os elementos P, S, Cl, K, Ca, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu ¢ Zn. O CI ndo foi

considerado no estudo, tendo em vista que seu comportamento nao seguiu um padrao. Os
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elementos, Cr e Mn também nao foram considerados devido aos seus niveis de
distribuicao muito baixos.

Rak et al. (2014) utilizaram a técnica de uXRF para criar mapas de distribuicao
quantitativa dos elementos P, S, K e Ca em amostras flingicas. Distribui¢des de elementos
no tipo selvagem fungos refletem aspectos biolégicos ja conhecidos ou esperados de
outros tipos de andlise; no entanto, a aplicacdo de raios X e imagem de fluorescéncia
(XRF) revelou aspectos do gene, fendtipos de delecdo, que ndo estavam disponiveis
anteriormente.

Uo; Wada; Sugiyama (2015) apresentaram um esbo¢o de um aparelho de XRF e
suas aplica¢des de XRF para tecidos dentais duros e moles. Foi observada uma correlagao
positiva entre Zn, S e Pb concentracdes nos dentes e o nivel de polui¢do no ambiente.
Além disso, as concentragcdes de Zn e Pb nos dentes dos fumantes foram
significativamente maiores do que as dos nao-fumantes.

Lu et al. (2015) utilizaram microfluorescéncia de raios X baseada em radiacdo
sincrotron (SR-microXRF) para caracterizar as distribuicdes de célcio e zinco na zona de
fibrocartilagem do complexo patela-patelar do tendao de coelho (PPTC) e concluiram que
existe uma distribuicao diferencial de célcio e zinco na zona de fibrocartilagem do PPTC.

Surowka et al. (2015) realizaram uma tentativa preliminar de desvendar alguns
dos mecanismos associados a idade e responsdveis pelo metabolismo de alguns elementos
redox-ativos e redox-inativos em idosos. Para isso, amostras de tecidos de substincia
nigra, extraidas de 37 individuos que morreram sem qualquer sinal de neurodegeneragao,
foram submetidas a estudos espectroscopicos usando fluorescéncia de raios X baseada
em radiac@o sincrotron. Concluiram que nos neurdnios, Fe tende a diminuir, enquanto
Cu, Zn e Ca se acumulam a medida que o individuo envelhece.

Leitao et al. (2015) investigaram a distribui¢do de Zn em esferoides benignos da
prostata (HPB) e cancer de préstata (DU145) e analisaram as diferentes respostas ao
tratamento com Zinco usando a microfluorescéncia de raios X (SR-microXRF). Os
resultados mostraram uma distribui¢io nao uniforme de Zn em todos os esferoides
analisados. A resposta diferencial dos esferoides de células DU145 e HPB ao zinco sugere
que existem diferentes mecanismos de acumulagdo de Zn em células tumorais, sejam elas
benignas ou malignas.

Hachmoller et al. (2016) analisaram um espécime de bidpsia hepatica de um
paciente com doenca de Wilson por meio de espectroscopia de microfluorescéncia de

raios X (microXRF) para determinar sua distribui¢do elementar. Mapas de distribui¢io
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de elementos adicionais ao cobre e ferro como zinco e manganés foram obtidos devido a
uma maior sensibilidade da técnica. Além disso, a espectroscopia de absorcao de raios X
foi realizada para identificar os estados de oxidag¢ao do cobre na doenga de Wilson.

Al-ebraheem et al. (2016) utilizaram a Microfluorescéncia de raios X com
Radia¢do Sincrotron (SR-microXRF) para medir as concentracdes de manganés (Mn),
ferro (Fe), cobre (Cu) e zinco (Zn) em regides de substincia cinzenta e substincia branca
em roedores Shaker e seus controles Long Evans de mesma idade no cerebelo e na medula
espinhal e concluiram que a sensibilidade da técnica é suficiente para discriminar entre
as distribui¢cdes elementares de matéria cinzenta e branca das sec¢des do cérebro e medula
espinhal nos dois grupos.

Sartore et al. (2017), analisaram organoides cerebrais derivados de células-tronco
pluripotentes humanas por fluorescéncia de raios X com radiacdo sincrotron para medir
micronutrientes biologicamente valiosos incorporados e distribuidos no cérebro em
desenvolvimento in vitro. As descobertas indicaram que a inclusdo elementar em
organoides € consistente com o tecido cerebral humano e envolve P, S, K, Ca, Fee Zn e
lancaram luz sobre quais oligoelementos sdo importantes durante o desenvolvimento do
cérebro humano.

Epaule et al. (2017) avaliaram a capacidade da técnica de SR-microXRF para
detectar drogas em nanomedicamentos sem adicionar nenhum marcador, realizando o
mapeamento de sua distribuicao em tecidos e quantificagao local dos farmacos carregados
em nanomedicamentos. Concluiram que a andlise por microXRF baseada em radiacdo
sincrotron foi sensivel o suficiente para detectar e mapear a distribuicdo de uma droga
aprisionada em nanomedicina. E que a andlise quantitativa local é possivel com um
elemento tecidual como referéncia, ou sem quantitativamente, se a referéncia do tecido
nao for homogénea.

Wrébel et al. (2017) propuseram um esquema de cdlculo baseado em imagens
combinadas de microfluorescéncia de raios X (microXRF) e de fluorescéncia de raios X
por reflexdo total (TXRF) para determinar as distribuicdes de fragdes de massa
elementares corrigidas de tecidos de rato comumente analisados: rim, figado e baco. Os
resultados da andlise de TXRF de grandes secgdes de tecido digerido juntamente com os
valores médios de massas elementares por unidade de area obtidos com microXRF foram
utilizados para determinar as massas médias por unidade de &4rea das amostras.

Concluiram que essa nova abordagem pode ser usada para produzir contraste elementar
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em uma variedade de espécimes bioldgicos, onde as variacdes locais na densidade ou
espessura da amostra ndo sdo mais o problema.

Rocha et al. (2017) investigaram a viabilidade celular através do ensaio
colorimétrico de citotoxicidade (MTT) e o comportamento das linhagens celulares de
prostata humana obtidas do epitélio normal (RWPE-1) e tumoral (DU145), em culturas
esferoides tridimensionais apds suplementagdo com ZnCl por 24 e 48 horas usando SR-
microXRF. Concluiram que a técnica de microXRF pode ser usada como uma ferramenta
importante para entender o mecanismo da perda da capacidade de capturar o zinco pelas
células do cancer de prostata.

Sales et al. (2018) empregaram a microfluorescéncia de raios X (microXRF) e a
difracdo de raios X (XRD) para avaliar o grau de desmineralizacdo em osso cortical
bovino. Os resultados da XRD mostraram que o EDTA (4cido etilenodiamino tetra-
acético) com alta concentra¢do teve um impacto maior na cristalinidade das amostras
causando um dano severo.

Portanto, é notério que a técnica de fluorescéncia de raios X em suas diversas
variantes € ideal para fornecer informagdes acerca das condi¢des elementares

intracelulares, com alta resolucdo espacial e sensibilidade.
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CAPITULO III

FUNDAMENTOS TEORICOS

II.1. A Proéstata

A préstata € uma glandula do tamanho aproximado ao de uma noz, localizada na
porcao inferior do abdomen, sob a bexiga e em frente ao reto. Os hormodnios masculinos
sdo responsaveis pelo crescimento da prdstata. A prdstata cresce até que o homem atinja
a idade adulta e, em seguida, permanece aproximadamente o mesmo tamanho, enquanto
hormonios masculinos sdo produzidos. Ela envolve a por¢ao inicial da uretra, tubo pelo
qual a urina armazenada na bexiga é eliminada, e produz parte do s€men, liquido espesso
que contém os espermatozoides, liberados durante o ato sexual (BANAS et al., 2010 e
FUSCALDI, 2012). Segue na figura 3.1 representacdo de corte sagital da pelve

masculina.

Figura 3.1 — Representacdo esquematica da localizagc@o anatdmica da prdstata. O
esquema representa o corte sagital da pelve masculina. (Adaptado de American Cancer
Society, https://www.cancer.org/cancer/prostate-cancer/about/what-is-prostate-
cancer.html)

O histotipo mais frequente, que representa cerca de 80% de todos os canceres da
prostata, € o adenocarcinoma da préstata que surge a partir das células epiteliais secretoras

da zona periférica. A préstata normal pode ser dividida em trés partes: a zona periférica
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que representa os 70% da glandula, a zona central (cerca de 25%) e a zona de transi¢do
(5%), conforme figura 3.2. O fluido prostatico é produzido principalmente a partir das
células da zona periférica. Cerca de 90% da malignidade da prostata surge desta parte da
glandula, enquanto cerca de 10% tem origem na zona de transi¢ao (VELLA et al., 2017).

A prostata € responsdvel pela produgdo e armazenamento do liquido prostatico,
um fluido incolor com pH médio de 6,6 que contribui com uma série de proteinas e
elementos quimicos que aparentemente nao sao essenciais para a fertilizagdo, mas que
podem otimizar as condi¢des deste processo. A maior parte deste citrato é formada pelas
células epiteliais secretoras prostdticas, a partir de 4cido aspartico e glicose. Assim, as
altas concentracdes dentro da glandula decorrem, em parte, de um mecanismo de
regulacdo intrinseco de suas mitocondrias que impede a oxidagao do composto quando
ele é formado, portanto sua taxa de sintese excede a taxa de oxidagdo. Outro elemento
encontrado em grande quantidade no liquido seminal € o zinco, que assim como o citrato
€ secretado primariamente pela préstata, sendo a glandula o local do organismo onde ha

a maior concentracdo do ion (OLIVEIRA, 2013).

Figura 3.2 — Visao postero-lateral em 3D de uma prostata com aumento da Zona de
Transi¢ao devido a HBP mostrando sua anatomia zonal com uma se¢do transversal
(BOUYE et al., 2009).

15



A principal fun¢do da prostata € a alta producdo e secre¢do de citrato que €
efetuada devido a acumulagdo tnica de zinco pelas células epiteliais da préstata. A reacdo
chave responsavel por esta acumulagdo de citrato € a atividade mitocondrial limitante da
enzima m-aconitase que exclusivamente minimiza a oxidag¢do de citrato em células da
prostata. Esta atividade resulta dos efeitos inibitérios de zinco sobre a enzima. Isto evita
a oxidacgdo de citrato através do ciclo de Krebs, de modo que ele se acumula para secrecdo
como um componente principal de fluido prostatico. Portanto, o citrato € um produto final
do metabolismo intermedidrio, em células da préstata. Em praticamente todas as outras
células de mamiferos, o citrato é um intermedidrio critico que € oxidado através do ciclo
de Krebs para a producdo de trifosfato de adenosina (ATP). A inibi¢do da m-aconitase é
letal para a maioria das células de mamiferos, por conseguinte, a liga¢do de zinco citrato
€ Unica para estas células da préstata (FRANKLIN et al., 2015).

Em relagcdo aos fatores de risco para o cancer de prdstata, o avanco da idade
compreende um fator de risco bem estabelecido, tendo em vista que tanto a incidéncia
quanto a mortalidade aumentam ap6s os 50 anos (HOWLADER et al., 2017). O histérico
familiar em primeiro grau apresenta associacdo positiva para aumento no risco de
desenvolvimento dessa neoplasia (CHAN; STAMPFER; GIOVANNUCCI, 1998;
STEWART et al., 2014), assim como a cor de pele/etnia sdo relevantes na etiologia desse
tipo de cancer (CHAN; STAMPFER; GIOVANNUCCI, 1998; HOWLADER et al., 2017;
NAKANDI et al., 2013). Outras associacdes controversas estdo descritas na literatura,
como horménios sexuais (HOWLADER et al., 2017; STEWART; WILD, 2014), etilismo
(STEWART; WILD, 2014), padrdes dietéticos e obesidade (HERNANDEZ et al., 2009;
STEWART; WILD, 2014; SUTCLIFFE; COLDITZ, 2013).

1.2 O Cancer de Prostata

O cancer de prostata ocorre quando as células da préstata crescem e se multiplicam
incontrolavelmente. A massa do tumor nodular invade os tecidos circundantes e,
eventualmente, se espalha para os ganglios linfaticos, ossos esqueléticos e outras regioes
do corpo. Embora vérios tipos de células sejam encontrados na prostata, mais de 99% dos
canceres de prostata se desenvolvem a partir das células glandulares e, portanto, sdao

descritos como adenocarcinoma (BANAS et al., 2010).
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Em nivel molecular, o desenvolvimento e a progressdao do cancer de prdstata sao
caracterizados pela atividade anormal de vdrias vias, dentro das células da prostata e no
tecido circundante, envolvidas na apoptose, na sinalizacdo do receptor de andrégeno
(RA), na transducao de sinal, na regulacdo do ciclo celular, na adesao e coesao celular e
na angiogénese. Além disso, numerosos estudos epidemioldgicos, experimentais e
clinicos forneceram evidéncias de apoio de que o estresse oxidativo estd associado ao
desenvolvimento do cancer de préstata (CZAPLA-MASZTAFIAK et al., 2015).

O cancer de proéstata atinge principalmente homens acima de 50 anos de idade, no
entanto, a etiologia do carcinoma prostatico permanece desconhecida. A ocorréncia da
neoplasia possui aspectos singulares e fatores de risco especificos, além da idade tais
como: a etnia (esse tumor é cerca de 1,6 vezes mais comum em homens negros, quando
comparados aos brancos) e a predisposi¢cao genética, em que a histéria familiar de pai ou
irmao que teve cancer de prostata antes dos 60 anos aumenta de 3 a 10 vezes a chance de
desenvolver a doenga em relacdo a populacdo em geral. No cancer ocorrem alteracdes
bioquimicas e enzimadticas marcantes, a adenosina e os nucleotideos da adenina possuem
papel importante na fisiologia desta doenca. (BATTISTTI et al., 2010 e FRIESTINO et al.,
2013).

A HPB e o Cancer de Préstata sdo doencas comuns em homens mais velhos, e
inclusive, ambas as doencas podem coexistir como documentado em espécimes
cirirgicos e autdpsias. O risco de um homem desenvolver HPB tem sido relatado como
sendo de 50% na sua sexta década de vida e aumenta para 70% em sua sétima década de
vida. Cerca de 30.000 mortes devido ao cancer de prostata sdo previstos para 2014,
perdendo apenas para o cancer de pulmiao e bronquios. Nesta combinagao, tanto HPB
quanto o cancer de préstata tem um grande impacto na morbidade e mortalidade em
milhdes de homens. Estima-se que em cerca de 80% dos casos, o adenocarcinoma da
prostata surge a partir do epitélio, nas células localizadas na zona periférica da prostata,
ao passo que HPB surge quase em todos os casos a partir da zona de transi¢do (AL-
KHALIL et al., 2015).

O antigeno especifico da prostata (PSA) é um marcador de tumor usado para
triagem em conjunto com o exame retal. A deteccdo do aumento do PSA aumenta
acentuadamente a sobrevida do cancer de préstata, em parte devido ao sobrediagnéstico
de tumores em estdgio inicial (VELLA et al., 2017).

O diagnéstico histopatolégico do cancer de prostata somente confirma o

diagndstico final em 67% dos casos, enquanto 33% sdo diagnosticados com as outras
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modalidades. A deteccdo precoce e o tratamento em homens assintomaticos podem
reduzir a taxa de mortalidade e melhorar a qualidade de vida. O rastreio de marcadores
como o PSA e a fosfatase acida da prostata (PAP), um marcador tumoral produzido pelos
lisossomas das células epiteliais da prostata, possibilitam a deteccdo e tratamento da
doenca numa fase anterior (SARWAR et al., 2017).

Em pacientes com HBP, os niveis de PSA podem aumentar em 2-3 vezes em
relacdo ao normal. A principal limitacdo para o uso de PSA, como um biomarcador de
cancer de prostata, € que a maioria dos homens sofre de HBP e prostatite a medida que
envelhecem, o que aumenta os niveis séricos de PSA. Portanto, o PSA sozinho ndo pode
ser usado como um biomarcador para detec¢do do cancer. Os niveis elevados de PSA nédo
indicam cancer, mas quanto maior o nivel de PSA, maior a chance de ter cancer. Os niveis
de PAP sao elevados em 60% dos homens com PCa com metastases. No entanto, o nivel
de PAP no soro € normal ou ligeiramente alto quando o carcinoma permanece localizado
na glandula da préstata e é elevado em algumas condi¢des benignas, como HBP e
osteoporose (SARWAR et al., 2017).

Para o Brasil, estimam-se 68.220 casos novos de cancer de préstata para cada ano
do biénio 2018-2019. Esses valores correspondem a um risco estimado de 66,12 casos
novos a cada 100 mil homens. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer
de préstata € o mais incidente entre os homens em todas as Regides do pais, com
96,85/100 mil na Regido Sul, 69,83/100 mil Regido na Sudeste, 66,75/100 mil na Regiao
Centro-Oeste, 56,17/100 mil na Regido Nordeste e 29,41/100 mil na Regido Norte
(INCA, 2018).

Segundo INCA (2018), a taxa de incidéncia global, em 2012, foi 31,1/100 mil,
sendo mais elevada em paises desenvolvidos, como Austrdlia, Nova Zelandia, América
do Norte, e paises da Europa Ocidental e Norte, podendo variar mais do que 25 vezes
frente aos paises em desenvolvimento (FERLAY et al., 2013, 2015). Isso pode ser
atribuido, em parte, as estratégias de rastreamento, realizacao do teste antigeno prostético
especifico (PSA) e subsequente bidpsia, uma vez que possibilita a identificacdo de
pequenos tumores, latentes ou em fases iniciais de crescimento (FERLAY et al., 2013 e
FORMAN et al., 2014). No entanto, taxas aumentadas sao observadas também em certas
Regides menos desenvolvidas, como o Caribe, paises da América do Sul e da Africa. A
incidéncia dessa neoplasia apresenta tendéncia de queda segundo informacdes do
National Cancer Institute (NCI) dos Estados Unidos, cuja taxa ajustada por idade, para o

periodo entre 1999 e 2013, foi de 126,5/100 mil, sendo estimada uma redugdo de 7,9%
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quando comparado ao periodo anterior (JEMAL et al., 2017). Para o ano de 2017, nos
Estados Unidos, s@o esperados 161.360 casos novos em homens (HOWLADER et al.,
2017).

Em relacdo a mortalidade, as estimativas mundiais do projeto Globocan, da Iarc,
da Organiza¢dao Mundial da Satide (OMS), apontaram 307 mil mortes, para o ano de 2012;
e a taxa de mortalidade global, para o mesmo ano, de 7,8/100 mil, representando 6,6% do
numero total de mortes masculinas (FERLAY et al., 2013, 2015 e STEWART; WILD,
2014). A diferenca observada entre as taxas, segundo a distribui¢do geografica, variou
entre 3 e 30 por 100 mil 6bitos. Contudo, a relacdo € inversa; ou seja, maiores taxas de
mortalidade foram observadas em paises de baixa renda quando comparados aos de alta
renda (NAKANDI et al., 2013). A tendéncia da mortalidade por esse tipo de cancer se
apresenta em declinio em quase todas as Regides do mundo (FERLAY et al., 2013), sendo
identificada queda de 3,4%, no periodo 2010-2014, nos Estados Unidos (FORMAN et
al., 2014). Por se tratar de uma neoplasia com bom progndstico, a probabilidade de
sobrevida em cinco anos € encontrada acima de 80%, variando em funcdo de fatores

clinicos, genéticos, socioecondmicos e ambientais (HOWLADER et al., 2017).

II1.2.1. O Escore de Gleason

Descri¢des mais detalhadas de canceres foram dadas por patologistas, os tecidos
da préstata foram classificados usando uma nova ferramenta — Escore de Gleason. Este
sistema € baseado nos padrdes arquiteturais das glandulas cancerosas observadas pelo
patologista sob o microscépio, ou seja, de acordo com a classificagdao de Gleason, até que
ponto as células do cancer se assemelham a células normais. As células que se parecem
com tecido glandular normal com algumas células cancerigenas no revestimento sao
denominadas "canceres bem diferenciados”, Escore de Gleason (1 ou 2), crescem
lentamente e levam muito tempo para se tornar clinicamente significativo. Células que
parecem muito pouco com glandulas normais, apresentando-se como folhas de células
cancerosas compactas sdo denominadas "canceres pouco diferenciados" Escore 4 ou 5 de
Gleason, esses tumores sdo, frequentemente, muito agressivos. E as células que formam
multiplos pequenos espagos glandulares sao chamadas de "canceres moderadamente bem
diferenciados" Escore 3 de Gleason. E inquestiondvel que a classificacio de Gleason
fornece informacdes muito valiosas em termos de classificacido do cancer de préstata, mas

uma limitacdo dessa técnica € a disparidade entre a arquitetura do tecido e seu status
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bioquimico. Entender o que exatamente acontece quando o cancer de prostata comeca a
crescer parece ser muito importante e também pode ajudar na selecio de opcdes

confidveis de tratamento e ajudar a salvar a vida de muitos homens (BANAS et al., 2010).

II1.2.2. A Progressao do Cancer de Prostata

O cancer de préstata tem inicialmente uma taxa de crescimento lenta, e os estagios
iniciais sdo caracterizados pela sensibilidade aos andrdgenos e pela capacidade de
responder a privagdo androgénica (castragdo quimica ou cirurgica). No entanto, fases
posteriores sdo caracterizadas pela invasdo dos oOrgdos adjacentes e disseminagdo
metastitica predominantemente para os linfonodos e 0ssos, juntamente com a falta de
resposta a supressdo androgénica (resisténcia a castrac@o) e resisténcia virtual as outras
terapias disponiveis (VELLA et al., 2017).

A terapia de privac@o androgénica tem sido o tratamento primario para o cancer
de prostata usado para suprimir a atividade transcricional do receptor androgénico (RA)
desde a década de 1940. No entanto, uma propor¢ao de 1/3 dos pacientes recai dentro de
uma média de 2 a 3 anos com a doenga geralmente mais agressiva que € atualmente
definida como PCa resistente a castragao (CRPC) (YU et al., 2017).

Relatorios recentes sugerem que o receptor de andrégeno (RA) desempenha um
papel critico tanto no desenvolvimento de cancer de prdstata dependente de andrégeno
quanto no independente de andrégeno. O receptor de andrégeno € um fator de transcricdo
dependente de ligante, pertence a superfamilia dos receptores de hormonios esteroides
nucleares e um mediador crucial para a atividade androgénica, reside principalmente no
citoplasma como uma forma inativa e forma um complexo com proteina de choque
térmico. Apods a ligacdo do andrégeno, RA forma um homodimero e € ativado, move-se
para o nucleo, liga-se ao elemento de resposta ao androgénio e regula a transcricdo de
muitos genes-alvo. Esses genes sdo ativados no cancer de préstata e associados a sua
progressdao. O RA pode ser ativado através de citocinas ou vias de fatores de crescimento
em estddio independente de andrégenos para promover a sobrevivéncia das células
cancerigenas. Para tratar o cancer de prostata, uma estratégia usada atualmente, que
combina a produgdo de bloqueio de ambos os andrégenos e receptores de andrégenos, €
mais eficaz em comparag¢do com o esgotamento androgénico (KONG et al., 2011).

Segundo Crea et al. (2015), as células-tronco cancerosas (CSC) tém sido

implicadas como as sementes de resisténcia ao tratamento e metdstase, que sdo as
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caracteristicas mais mortais de uma neoplasia. No entanto, uma defini¢do inequivoca do
fenétipo CSC ainda estd faltando. Uma caracteristica comum das células-tronco normais
e aberrantes € sua capacidade de entrar em um estado latente prolongado. Dessa maneira,
no estudo, foi proposta uma defini¢do unificada de células-tronco cancerosas (CSCs)
competentes em termos de dorméncia (DCCs) como a subpopulagdo neopléstica que pode
alternar plasticamente periodos de dorméncia e crescimento rdapido. Nesse sentido, vale
mencionar que mutagdes irreversiveis no DNA dificilmente podem explicar esse
comportamento versatil e, com base em evidéncias emergentes, foi proposto que a
dorméncia do cancer pode ser impulsionada pela natureza flexivel do inter-genoma
epigenético / ndo codificante.

Dois paradigmas de iniciacdo e progressdo de tumores estdo sendo debatidos
atualmente: os modelos de "evolugao clonal" e CSC. As duas teorias ndo sao mutuamente
exclusivas, uma vez que, em diferentes neoplasias e em diferentes estigios da mesma
doenca, um mecanismo pode ser mais explicativo do que o outro (CREA et al., 2015).

Resumidamente, o modelo evolutivo clonal postula que todas as células
cancerigenas tém a capacidade de se transformar em uma célula tumorigénica. Segundo
essa teoria, o cancer € um processo evolutivo decorrente do acimulo estocdstico e da
selecdo de alteracdes genéticas. Alternativamente, o modelo CSC postula que os tumores
sdo organizados em uma hierarquia com os CSCs no dpice. Os CSCs possuem
caracteristicas unicas, como capacidade de auto renovagdo a longo prazo, multipoténcia
e resisténcia a apoptose. Por essa razdo, as CSCs foram propostas como sementes de
disseminacdo metastética e resisténcia ao tratamento. E concebivel que as CSCs sejam
responsaveis pelas duas caracteristicas fundamentais das neoplasias (resisténcia a morte
celular e invasdao / metdstase). A dorméncia do cancer é um mecanismo chave para
resisténcia ao tratamento e formagdo da metdstase. No cendrio clinico, a dorméncia do
cancer foi definida como o periodo de tempo durante o qual células tumorais tnicas, ou
populacdes de células tumorais, permanecem indetectdveis até o surgimento da doenca
clinicamente evidente. A importancia clinica da dorméncia do cancer € destacada pelo
seu papel fundamental no progndstico dos pacientes. Uma das principais causas de
mortalidade do paciente € a recidiva metastatica que pode ocorrer décadas apds a remogao
do tumor primério (CREA et al., 2015).

Crea et al. (2015) propuseram o cancer de préstata como modelo iterativo de
dorméncia oncoldgica, conforme a figura 3.3, onde em (A) O curso clinico do cancer de

z

prostata € caracterizado por ciclos progressivamente mais curtos de tratamento-
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dorméncia-recidiva. A duracio do periodo de dorméncia € baseada na evidéncia clinica
de sobrevida livre de progressdo apds prostatectomia (1), terapia de privacdo de
andrégeno (2) e tratamento com docetaxel, uma droga quimioterdpica usada para tratar
diversos tipos de cancer (3). Uma taxa de mutacdo aumentada (linha vermelha)
correlaciona-se com periodos de dorméncia mais curtos. Em (B) foi proposto que as fases
iniciais da progressao do tumor sdo caracterizadas por uma organizacdo hierarquica com
algumas células-tronco cancerosas competentes em dorméncia (CSCs) (DCCs) (circulos
rosados) que impulsionam a propagacdo em longo prazo e ocasionalmente iniciam fases
dormentes (circulos brancos). Células cancerigenas diferenciadas (azul) ndo possuem
potencial tumorigénico e de dorméncia. A medida que as alteragdes genéticas se
acumulam, os DCCs perdem progressivamente seu potencial de dorméncia (circulos
laranja). Os tumores mais avancados quase exclusivamente compreendem CSCs
altamente mutantes, inoperantes e com capacidade de mutacdo, as chamadas DICs que
sd0o CSCs que sofrem grandes mutagdes e, portanto, perderam a capacidade de iniciar uma

fase inativa (circulo vermelho) e que alimentam o crescimento descontrolado.

Figura 3.3 — O cancer de préstata como modelo iterativo de dorméncia oncoldgica.
(Adaptado de CREA et al., 2015).

A terapia personalizada do cancer € cada vez mais reconhecida como a préxima

geracdo de abordagens terap€uticas. Estd bem estabelecido que os tumores exibem
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substancial heterogeneidade em seu tipo, local e estagio. Mesmo pacientes com 0 mesmo
tipo de doenga podem apresentar de tumores bastante diferentes. Assim, para escolher
uma terapia eficiente, € preciso lidar com a vasta complexidade da biologia do tumor. No
entanto, a maioria das informacdes genéticas atuais € pouco traduzida em termos de
tratamento clinico, como resultado da falta de medicamentos direcionados a genes-chave
especificos. Além disso, a heterogeneidade tumoral macica frequentemente desafia o
mapeamento da representacdo tumoral pds-bidpsia, uma vez que ha grande diversidade
na informagao genética obtida a partir de diferentes bidpsias do mesmo tumor. Devido a
essa grande complexidade do cancer, existe atualmente uma grande necessidade de
desenvolver ferramentas preditivas de desempenho de medicamentos com relevancia
clinica. Portanto, modelos experimentais confidveis que preveem a funcionalidade celular

global de maneira fisiologicamente relevante sao de alto valor (SHOVAL et al., 2017).

II1.2.3. O Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo, frequentemente encontrado em malignidades, leva a danos
continuos de constituintes celulares e, finalmente, de células com impacto potencial em
todo o organismo (CZAPLA-MASZTAFIAK et al., 2015).

Espécies reativas, que incluem principalmente espécies reativas de oxigé€nio
(EROs), sao produtos gerados como consequéncia de reagdes metabdlicas nas
mitocOndrias de células eucaridticas. O oxigénio durante o transporte de elétrons na
mitocondria pode ser reduzido parcialmente gerando EROs, tais como o anion superéxido
(O2), peréxido de hidrogénio (H20») e radical hidroxila (OH ). Ao ocorrer a perda do
equilibrio entre producio e elimina¢do de EROs, o que é chamado de estresse oxidativo,
podem ocorrer danos ao DNA, RNA, lipidios e proteinas, conforme esquematico da
figura 3.4. Além de fragmentacdo do DNA, as EROs podem causar o mal funcionamento
do sistema de reparo do DNA, contribuindo para o desenvolvimento de doengas, como o

cancer (SILVA; JASIULIONIS, 2014).
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Figura 3.4 — Esquemadtico do Estresse Oxidativo. (Adaptado de SILVA;
JASIULIONIS, 2014).

Nas células normais, concentragdes de baixo nivel destes compostos sdo
necessdrias para a transducao de sinal antes da sua eliminac¢do. No entanto, as células
cancerosas, que exibem um metabolismo acelerado, exigem altas concentragdes de EROs
para manter sua alta taxa de proliferacdo. Diferentes formas de desenvolver a resisténcia
a EROs incluem a execucgdo de vias alternativas, que podem evitar grandes acumulacoes
de EROs sem comprometer a demanda de energia requerida pelas células cancerigenas.
As implicacgdes para a regulacdo de EROs sdo altamente significativas para a terapia do
cancer, porque os medicamentos radio e quimioterdpicos comumente usados influenciam
o resultado do tumor através da modulacdo de EROs (SOSA et al., 2013).

Portanto, tracando um paralelo entre a concentracdo de elementos tracos € o
estresse oxidativo, podemos dizer resumidamente, que a alta concentracdo de cobre
intracelular promove o estresse oxidativo através da producao de EROs e este mecanismo
estd diretamente relacionado ao processo de malignidade das células. O ferro promove a
inflamacdo e aumenta o crescimento das células cancerigenas, pois também pode gerar
EROs e a alta demanda por ferro pelas células cancerigenas, torna este elemento
contraditério em abordagens terapé€uticas. O zinco, por sua vez, induz a sintese de
metalotioneinas, proteinas eficazes na reducao de radicais hidroxila e sequestro de EROs

produzidas em situacdes estressantes, como diabetes tipo 2, obesidade e cancer.
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IL3. O Papel do Zinco no Cancer de Préstata

A funcdo fisioldgica da glandula porstdtica normal € a acumulacgdo de niveis muito
elevados de zinco e citrato. Estes componentes desempenham um papel essencial na
reproducdo. As células epiteliais luminais da prostata foram adaptadas para acomodar os
niveis de zinco intracelulares que seriam téxicos para outras células. Acumulagdo de
citrato e zinco estao relacionados pelo fato de o mecanismo celular para a acumulacdo de
citrato envolve a inibi¢do da atividade de m-aconitase devido ao nivel elevado de zinco
intra-mitocondrial. Acumulagdo de zinco pelas células epiteliais é alcancada através da
atividade de proteinas transportadoras de zinco, que sdao membros da familia de
transportadores ZIP. As proteinas ZIP sdo codificadas por genes relacionados SLC39. A
hZIP1, € um membro da familia ZIP e tem sido relatada como sendo a principal
transportadora de absor¢do de zinco em células da prostata. Uma vez na mitocOndria, o
zinco inibe a oxidag¢do do citrato terminal pelas células da préstata. Contudo, o efeito do
zinco sobre a proliferacdo e funcdo de células epiteliais da prdstata ainda nao foi
estabelecido (FRANKLIN et al., 2015).

No céncer de prdstata, as células malignas exibem um silenciamento do gene ZIP1
acompanhada de uma deple¢do de zinco celular. Devido a isso, ZIP1 foi considerada um
gene supressor de tumor no cancer da préstata. Além das células da préstata, os efeitos
supressores do tumor de zinco, foram também identificados em outros tipos de tumores
(FRANKLIN; COSTELLO, 2007).

A ZIP1 foi identificada como uma importante transportadora para acumulacdo de
zinco em células da préstata, e € uma candidata l6gica para a causa da incapacidade da
célula neopldsica a acumular zinco. Correspondentemente, as glandulas malignas exibem
também uma deplecdo de zinco celular. Assim, ZIP1 pode ser um gene supressor de tumor
no cancer da préstata. Assim, evidéncias recentes sugerem que a regulacio negativa da
expressao hZIP1 e perda de funcao desse transportador resulta na perda de acumulagao
de zinco, o que leva a uma diminui¢do da inibi¢do de m-aconitase e oxidag¢ao do terminal.

(FRANKLIN et al., 2015).
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I14. A Culturade Células

O cultivo de células se iniciou no principio do século XX com Harrison, em 1907,
e Carrel, em 1912. Essa técnica foi desenvolvida como um método para estudar o
comportamento de células animais fora do organismo, em um meio ambiente controlado.
Em 1951, George Gey cultivou células de tecido tumoral humano estabelecendo a
linhagem HeLa, utilizada até hoje em todo o mundo. O fato de que tumores humanos
poderiam dar origem a células continuas em linhagem aumentou o interesse pelo cultivo
de tecidos. O avango na cultura de células ocorreu, em grande parte, por intermédio dos
experimentos de Hayflick e Moorhead, em 1961, considerados classicos, nos quais eles
utilizaram células de vida finita. Em 1962, Nakamura e colaboradores, no Japao,
estabeleceram a linhagem VERO, oriunda de rim de macaco-verde africano
(Cercopithecusaethiops). Essa célula € uma das poucas, na atualidade, aprovadas para uso
em producao de vacinas pela OMS, o que a torna um excelente modelo de pesquisas para
o desenvolvimento de novas vacinas. Atualmente, a cultura de células ndo se limita ao
estudo do comportamento de determinado tecido ou célula in vitro, seu uso se estende a
medicina, pois células em cultivo tém importante papel no tratamento de doencas
degenerativas (ALVES; GUIMARAES, 2010).

O controle do ambiente, a homogeneidade da amostra, quando comparada ao uso
de animais em experimentos, € a economia sdo as principais vantagens dessa técnica.
Atualmente, com a implementacio das Comissoes de Etica de Uso de Animais em
Pesquisa (CEUA), a cultura de células € o principal modelo alternativo para a substitui¢ao
dos animais em experimentos de pesquisa (ALVES; GUIMARAES, 2010 e LEITAO,
2013).

Uma cultura primaria € estabelecida a partir do crescimento de células oriundas
de um fragmento de tecido obtido por desagregacdo mecanica ou enzimatica. Essas
células possuem as caracteristicas do tecido de origem, podem crescer em cultura por um
determinado periodo de tempo e sdo denominadas células priméarias. Essa forma de
cultivo € a mais utilizada para estudar o comportamento de determinada célula in vitro
devido a presenca de suas caracteristicas genotipicas e fenotipicas (ALVES;
GUIMARAES, 2010 e LEITAO, 2013).

A linhagem celular é formada a medida que a cultura primadria € repicada e as
células com uma maior capacidade de proliferacdo predominam na garrafa de cultivo.

Essas células ainda ndo perderam as caracteristicas do tecido de origem, mas possuem
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alta proliferacdo. A linhagem celular € muito utilizada em pesquisa, pois pode ser mantida
em cultura por um grande periodo de tempo (quando comparado as células primdrias) e
ainda guarda grande parte das caracteristicas do tecido original. Muitas linhagens
celulares podem ser propagadas sem perder suas caracteristicas por até oitenta passagens,
além de serem euploides, ou seja, possuem um numero de cromossomos multiplo do

nimero original da espécie (LEITAO, 2013)

IIL.5. Cultura em Trés Dimensoes (3D)

Leighton em 1951 j4 percebia as limitagdes do cultivo em monocamadas, pois este
sistema de cultivo ndo reproduz a arquitetura do tecido in vivo e ndo prevé a toxidade
orgdo-especifica e, além disso, ndo prevé a sinalizacio mecanica e bioquimica e a
comunicacdo célula-célula sdo perdidas (MAZZOLENI et al., 2009, PAMPALONI;
STELZER, 2009).

Células cultivadas como modelos 3D exibem caracteristicas que estdo mais
proximas das complexas condigdes in vivo (VINCI et al., 2012). Os modelos de cultura
3D provaram ser mais realistas para traduzir os resultados do estudo para aplicagdes in
vivo. Embora as linhagens de células fornecam um excelente material de estudo
homogéneo, cultiva-las como modelos 3D induzem as células a comportarem-se de uma
maneira que € um passo mais proximo das condi¢des naturais. Sabe-se também que os
requisitos ideais de condi¢do 3D variam entre os tipos de células e as caracteristicas de

células em culturas 3D diferem de acordo com seus tipos (RAVI et al., 2014).

Alguns aspectos da cultura 3D:

a) Reducdo de custos;

b) Inadequacdo de determinados modelos animais para a compreensao de
vias de sinaliza¢@o de células humanas;

c) Aspectos bioéticos relacionados ao uso de animais;

d) Em determinadas condicdes, resultados obtidos em cultura 2D
mostram-se muito distantes dos organismos analisados exigindo uma

gradual substituicdo deste modelo por culturas 3D (AMARAL, 2010).
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Sistemas tridimensionais de cultura sdao de crescente interesse na pesquisa do
cancer, uma vez que a arquitetura do tecido e a matriz extracelular influenciam
significativamente as respostas das células tumorais aos sinais microambientais. Alguns
estudos destacaram diferencas significativas entre culturas bidimensionais e
tridimensionais, com o ultimo refletindo melhor o microambiente tumoral in vitro em
termos de heterogeneidade celular, gradientes de nutrientes e oxigénio, interacdes de
célula celular, deposicao de matriz e perfis de expressao génica (VINCI et al., 2012).

Estudos mostram que a organizacdo 3D de células revela mais visdes novas e
inesperadas no mecanismo de tumorigénese e pode representar um componente integral
nos estudos de cancer in vitro. A utilidade das culturas de células 3D para a pesquisa do
cancer inclui abordagens de vias de sinalizag¢do, expressao e interacdes com componentes
da matriz extracelular, comunicacdo celular, diferencas nas taxas de proliferacdo celular
e padroes (LEE et al., 2007; MAZZOLENI et al., 2009; RAVI et al., 2014).

Pesquisas sobre céancer envolvendo estudos sobre biomarcadores, invasao,

metastase e angiogénese tumoral tém sido amplamente realizadas (RAVI et al., 2014).

II1.6. Fluorescéncia de Raios X

A fluorescéncia de raios X estd associada a emissao de radiacdo eletromagnética
devido as transi¢des de elétrons entre diferentes orbitais. Este fenomeno estd relacionado
ao modelo quantico da estrutura atdmica. Na teoria quantica, o elétron € representado por
uma fungdo de onda y(x,y,z). O quadrado do médulo da funcdo de onda do elétron
|1|?d4 a probabilidade de se encontrar o elétron numa certa regido do espago préximo do
nucleo (EISBERG e RESNIK, 1988). Esta regiao é conhecida como o orbital, e representa
a regiao do espaco, onde se tem grande probabilidade de encontrar um determinado
elétron. Segundo este modelo, enquanto o elétron permanece num orbital, ele ndo ganha
e nem perde energia. Quando ocorre um salto quantico, o elétron faz uma transi¢c@o entre
dois estados diferentes. Como estados diferentes estao associados a energias diferentes,
os saltos quanticos sao acompanhados com a emissdo de radiacdo eletromagnética. Os
elétrons sdo caracterizados pelos seus estados quanticos, € a estes estados quanticos estao
associados quatro nimeros quanticos: o nimero quantico principal n (¢ um nimero
positivo inteiro); o nimero quantico orbital 1 (pode ter qualquer valor inteiro entre 0 e

n-1); o nimero quantico magnético m (pode ter 21 + 1 valores inteiros possiveis entre -1
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e +1) e o nimero quantico spin s (pode assumir apenas os valores +1/2 e —1/2) (COSTA,
2003).

A técnica de Fluorescéncia de Raios X € um método quali-quantitativo baseado
na medida das intensidades (nimero de raios X detectados por unidade de tempo) dos
raios X caracteristicos emitidos pelos elementos que constituem uma amostra
(KLOCKENKAMPER, 1996).

No processo de interacdo, efeito fotoelétrico, pode ocorrer a ionizagdao dos
elementos, e como consequéncia, os elementos (dtomos) emitem linhas espectrais com
energias caracteristicas cujas intensidades estdo relacionadas com a concentracdo do
elemento na amostra. A figura 3.5 mostra o processo do efeito fotoelétrico.

Quando um elemento de uma amostra é excitado, este tende a ejetar os elétrons
dos seus orbitais e, como consequéncia, elétrons dos niveis mais afastados podem realizar
um salto quantico para preencher a vacancia produzida. Cada transicdo eletronica
constitui uma perda de energia para o elétron, e esta energia é emitida na forma de um
foton de raios X de energia caracteristica e bem definida para cada elemento. Assim, de
modo resumido, a andlise por fluorescéncia de raios X consiste de trés fases: excitacao
dos elementos que constituem a amostra, dispersdo dos raios X caracteristicos emitidos

pela amostra e detec¢do desses raios X (LACHANCE e CLAISSE, 1995).

A B C
4 Energia 4 Energia 4 Energia
oo *—o - @
. v
“1| yd A
& - o

Figura 3.5 - Esquematico do Efeito Fotoelétrico - (A) O f6ton incidente chega ao
atomo, (B) Um elétron de orbital mais interno € ejetado deixando uma vacancia, (C)
Um elétron de orbital mais energético ocupa a vacancia emitindo fluorescéncia.
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IIL7. Excitacao dos Elementos

Para provocar a emissao dos raios X caracteristicos dos elementos que constituem
uma determinada amostra, a excitacdo pode ser feita de varias maneiras: excitacao por
particulas aceleradas como elétrons, prétons, particulas alfas e fons ou usando radiagdo
eletromagnética como radiacdo gama ou raios X.

Para haver producao de raios X caracteristicos ha necessidade de se retirar elétrons
mais fortemente ligados, ou seja, aqueles localizados nos niveis mais internos dos 4tomos
como, por exemplo, na camada K. Para que isto ocorra, a energia minima necessdria deve
ser superior a energia de ligacdo do elétron nesse nivel, denominada energia de ligagcao
eletronica ou energia corte de absorc¢ao.

Esta energia de ligacdo eletronica pode ser calculada de modo aproximado,
aplicando-se a teoria atomica de Bohr para o 4tomo de hidrogénio e &tomos
hidrogenoides. Desse modo, a equacdo (1) permite o cédlculo aproximado dessa energia
para os elétrons das camadas K e L dos dtomos de um elemento (NASCIMENTO FILHO,
2009).

4 2

me*(Z-b

E 2(22)
8eph‘n

ey

Onde:

E = energia de ligacdo eletronica (J);

m = massa de repouso do elétron = 9,11. 107! kg;

e = carga elétrica do elétron = 1,60.10'19C;

Z = namero atdbmico do elemento emissor dos raios X;

b = constante de Moseley, com valores iguais a 1,00 e 7,40, para niveis K e L,

respectivamente;

20N,

€y = permissividade elétrica no vacuo = 8,85. 107! —

h = constante de Planck = 6,6310'34 Js;e
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n = n° quantico principal do nivel eletronico (n = 1 para o nivel K, n = 2 para o
nivel L, etc).
Substituindo-se na equacao (1) os valores das constantes no sistema internacional

de unidades, a energia de ligacdo (em joules) é dada por:

Y
=21810" 2 )

E possivel observar que nesta equago a energia de ligacdo para um determinado
nivel de energia é diretamente proporcional ao quadrado do nimero atdmico Z do
elemento. Assim, para retirar elétrons do nivel K dos elementos Al, Fe e Te, por exemplo,
de nimeros atomicos 13, 26 e 52, respectivamente, sdo necessarios 1,56, 7,11 e 31,81
keV e 0,074, 0,723 e 4,61 keV para o nivel L.

Para que a transi¢do entre dois estados quanticos ocorra € necessdrio que um
elétron seja ejetado do dtomo. Logo, a energia da radiagdo que excita o 4&tomo, deve ser
igual ou superior a energia de ligacao do elétron ao 4&tomo, no caso no exemplo anterior,
EK. De forma andloga, para que elétrons da camada L sejam ejetados, gerando o espectro
de energia das linhas L, a energia de radiacdo incidente deve ser igual ou superior as
energias de ligacao, neste caso chamadas de EL1, EL2 e EL3. Em espectrometria de raios
X, sabe-se que os estados quanticos estdo associados a niveis de energias. Estes niveis de
energia ndo dependem apenas dos dois nimeros quanticos n € [, mas também de outro
nimero quantico j, que representa a soma vetorial de / e s, com a restricdo que j ndo pode
ser negativo.

j=1+s 3)

Assim, j somente assumird os seguintes valores:

“)

—~
Il
o
[+
N |-

. . . . L. 3 .
Quando / assumir valor zero, j = > Selforigualal,j= 5€J =3 e sucessivamente

para todos os valores de 1. O nimero maximo de elétrons em um subnivel é dado por:
n,.=2j+1 (5)
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Para ilustrar a producdo de um espectro de raios X supomos que um elétron do
nivel K seja inicialmente removido do dtomo. Na primeira etapa do processo de
desexcitacdo, um elétron do nivel L, pode realizar um salto quantico para preencher a
vacancia. Isto produz uma vacancia no nivel L, que podera ser preenchida por um elétron
no nivel M, deixando uma vacéncia no nivel M que por sua vez serd preenchida por um
elétron do nivel N. O efeito resultante, de cada etapa, € a passagem de uma vacancia para
um menor nivel energético.

Quando a vacancia atinge o nivel de mais baixa energia (banda de valéncia), ela é
preenchida por outro elétron qualquer, livre, no material. Deste modo, o dtomo fica
novamente neutro e no estado fundamental.

Cada transi¢ao entre estados quanticos constitui uma perda de energia, resultando
na emissao de raios X, com uma energia caracteristica bem definida para cada elemento.
Estes f6tons formam o chamado espectro de raios X caracteristicos. O Quadro 1 mostra,
esquematicamente, os estados quanticos com seus respectivos niveis e subniveis
associados.

A energia dos fétons emitidos serd igual a diferenca entre os dois estados
quanticos envolvidos. Por exemplo: a transicdo entre um elétron do subnivel L3 para o
nivel K, resulta na emissdo de fétons chamada K-L3. A energia deste féton é expressa

como:

Exm,=Ex-Ey, (6)

Todos esses fotons representam as emissdes da linha ou série K. As emissoes das
linhas L sdo semelhantes, neste caso os elétrons dos niveis M, N,..., etc. preenchem as

vacancias no nivel L, o conjunto dessas emissdes representa as linhas L ou série L.
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Numeros quanticos Nimero maximo de
Nivel | Subnivel
1 1 ] Elétrons
K 1 0 172 2
L: 2 0 172 2
L L, 2 1 172 2
| 2 1 372 4
M; 3 0 172 2
M, 3 1 172 2
M M3 3 1 372 4
My 3 2 372 4
Ms 3 2 572 6
N, 4 0 172 2
N> 4 1 172 2
N3 4 1 372 4
N Ny 4 2 3/2 4
N;s 4 2 52 6
N6 4 3 52 6
N7 4 3 772 8

Quadro 1 - Os niveis e subniveis de energias de K a N

No entanto, nem todas as transi¢des entre estados quanticos ocorrem, uma vez que
existem transi¢Oes proibidas (EISBERG e RESNIK, 1988). Existem as seguintes regras

de selecdo para a variagdo dos nimeros quanticos:
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(o< 021) g

Sdao permitidas apenas as transicoes que estdo de acordo com as regras
representadas pela equagao 7. O nivel L, por exemplo, possui trés subniveis Li, Lo e Ls.
Apenas as transicoes K-L> e K-L3 ocorrem. A transi¢do K-L; € proibida (4/=0e 4j =0).

As transi¢des entre estados quanticos sdo representadas em termos de um
diagrama de niveis de energia. O quadro 1 mostra, esquematicamente, os principais niveis

até n = 4.

I1.8. A Emissao de Fluorescéncia de Raios X

A fragdo da radiacdo incidente que leva a emissdao de uma determinada linha de
raios X caracteristicos € determinada por uma probabilidade de excitagdo que € produto
de trés outras probabilidades (LACHANCE e CLAISSE, 1995), conforme a equagdo 8.

A figura 3.6 mostra as transicdes de niveis de energias.

PEL- = Pnivel -Plinha : Pfluorescéncia (8)

Onde:

PLivel € a probabilidade que a radiacao incidente retire elétrons de um dado estado
quantico;

Piinha € a probabilidade que uma determinada linha seja emitida dentro de sua
série. Para um elétron retirado da camada K, podemos ter as seguintes transi¢cdes na
camada L : K-L, e L-L3;

Priuorescencia € @ probabilidade de ocorrer a emissdo de fluorescéncia de raios X
ao invés do elétron Auger. Este elétron é liberado do dtomo com uma energia igual a
diferenca entre a energia do f6ton absorvido e a energia de ligacdo do elétron. Uma
importante consequéncia na emissao de elétrons Auger € o fato de que o ntimero de raios

X caracteristicos produzidos € menor do que o esperado.
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Figura 3.6 - Transi¢des de niveis de energias (Adaptado de ANJOS, 2000).

O rendimento de fluorescéncia ® € definido como a probabilidade para que o
foton produzido seja liberado do 4&tomo sem ser reabsorvido gerando um elétron Auger.

Assim, ® pode ser representado como:

0= )
n, =ng +n, (10)

Onde:
ng é o nimero de fétons produzidos com fluorescéncia de raios X;
n, € o nimero de fétons que sdo produzidos devido as vacancias nos niveis e

subniveis atomicos;
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n, € o nimero de fétons que sao reabsorvidos dentro do dtomo.

A figura 3.7 representa esquematicamente o efeito Auger para um modelo classico

do elemento magnésio (Mg).

Figura 3.7 - Representacdo esquematica do efeito Auger (Adaptado de
https://www.eag.com/pt/resources/tutorials/auger-tutorial-theory/).
Podemos definir, entdo, o rendimento de fluorescéncia como o nimero de raios X
efetivamente emitidos em relacdo ao nimero de vacancias produzidas em uma dada

camada.

II19. Intensidade Relativa das Linhas de Raios X Caracteristicos

A intensidade relativa entre a linha especifica e as outras linhas na série fornecem
a probabilidade para que uma determinada linha especifica seja emitida dentro de uma
série. Assim, a probabilidade que a linha K-L> 3, seja emitida em relag@o as outras linhas

K ¢ dada pelo fator:
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Ik—L2_3

(11)

fk-lyy =5
23 > Itodasaslinhask

Experimentalmente a Linha K-L.2,3 €, aproximadamente, duas vezes mais intensa

que a linha K-L2. A intensidade relativa para linha K-L 3 € dada por:

Ik—L2_3

fioty, = (12)

Ik—L2'3 +Ik—M3

Podem-se desprezar as intensidades das demais linhas que sdo muito pequenas. A

probabilidade de emissdo da série L.3-May s em relagdo as outras linhas é:

IL-Mys

fra-mys (13)

x ItodasaslinhasL

IIL.10. Quantificaciao por Fluorescéncia de Raios X (XRF)

Para a andlise quantitativa por XRF € necessdrio relacionar as intensidades
fluorescentes dos elementos medidos na amostra com suas respectivas concentracdes
(VAN GRIEKEN, et al., 2002). O método dos parametros fundamentais se baseia-se na
teoria que permite calcular a intensidade da radiacdo fluorescente, origindria de uma
amostra de composi¢do conhecida. As equagdes utilizadas geralmente consideram tanto
a fluorescéncia primdria quanto a secunddria (realce) (VRIES; VREBOS, 1993). A
equacgdo que descreve a intensidade da radiagdo fluorescente em fung¢do da composicao

do espécime, da configuracio do espectrometro e do espectro incidente € a equagdo 14:

L) = [ P + 2, Si(A 27)]dA (14)
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Onde:

J(A) aintensidade do espectro incidente no comprimento de onda 4 ;

P;(1) é a contribuicdo da fluorescéncia primaria causada por fétons incidentes com
comprimento de onda A.

S;,j € a contribui¢do da fluorescéncia secundaria (realce) por fotons de caracteristicas A;
que foram excitadas por fétons primérios A.

A soma 34 € sobre todos os elementos j que possuem linhas caracteristicas que
podem excitar o analito i. Para cada um desses elementos j, todas as linhas caracteristicas
devem ser consideradas. Isto é bastante simples se nenhuma das linhas L ou M do
elemento j puderem excitar o analito. Nesse caso, apenas as linhas K,e Kz devem ser
consideradas. Se as linhas L de um elemento j sdao suficientemente energéticas para
melhorar o analito, o grande nimero de linhas L tornaria o cédlculo muito demorado.
Portanto, a maioria dos programas considera apenas de trés a cinco linhas L para cada
elemento. Um raciocinio semelhante vale para as linhas M (VRIES; VREBOS, 1993).

A aplicacdo do método de parametros fundamentais para andlise de amostras
consiste em duas etapas: calibracdo e andlise.

a) Calibragao

A equagdo dos parametros fundamentais € usada para prever a intensidade das
linhas caracteristicas para uma composi¢do idéntica a do padrdo usado. Se mais de uma
amostra padrdao for usada, os célculos serdo repetidos para cada um dos padrdes. Os
calculos sdo realizados usando a geometria apropriada e os parametros que determinam
o espectro do tubo correspondentes aos usados no espectrometro para as medi¢des. As
intensidades previstas teoricamente sdo entdo ligadas as medidas efetivamente medidas.
Se apenas uma amostra padrdo for usada, a razdo entre a intensidade medida e a
intensidade calculada € calculada. Se mais de um padrao for utilizado, as intensidades
liquidas obtidas a partir das medicdes s@o plotadas em relacdo as intensidades calculadas
e uma linha reta pode ser determinada para cada linha caracteristica medida (VRIES;

VREBOS, 1993).
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A inclinacdo de tal linha € o fator de proporcionalidade entre as intensidades
previstas e medidas. Em geral, essa relacdo serd determinada com mais precisao se mais
padrdes forem usados(VRIES; VREBOS, 1993).

Um caso especial de calibragdo ocorre quando se usam elementos puros como
padrdes. Dividindo cada uma das intensidades medidas do elemento puro correspondente,
obtém-se a intensidade relativa. Essa intensidade relativa pode ser calculada diretamente
por alguns programas de parametros fundamentais. De fato, alguns programas usam
equagdes que expressam a intensidade da radiacdo caracteristica diretamente em termos
de intensidade relativa. A intensidade relativa € assim definida como a intensidade da
amostra, dividida pela intensidade do correspondente elemento puro (ou composto, se a
concentracdo do analito for definida na concentragdo do composto), sob condicdes
idénticas para excitacdo e deteccao (VRIES; VREBOS, 1993).

Basicamente, a funcdo de calibracdo, que é determinada usando as intensidades
medidas dos padrdes e as intensidades calculadas, contabiliza apenas fatores relacionados
ao instrumento. Os efeitos matriciais sdo contabilizados usando a teoria fisica descrita na
equacdo do parametro fundamental (VRIES; VREBOS, 1993).

b) Andlise

Passo 1. Para cada amostra desconhecida, é feita uma primeira estimativa da
composi¢ao.

Passo 2. Para esta estimativa da composi¢cdo, as intensidades tedricas sao
calculadas.

Estes sao convertidos em intensidades medidas, usando os dados de calibracao,
de modo que esses dois conjuntos de intensidades para o mesmo espécime possam ser
comparados.

Etapa 3. A préxima estimativa da composicdo € obtida com base na diferenca
entre as intensidades medida e calculada.

Etapa 4. O processo, comecando na Etapa 2, € agora repetido até que a
convergéncia seja obtida.

Diferentes critérios de convergéncia existem. O célculo pode ser rescindido se um
dos seguintes critérios for satisfeito para todos os elementos (compostos) em questao:

1. As intensidades, calculadas no Passo 2, ndo mudam de um passo para o outro,

por mais do que um nivel presente.
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2. As intensidades, calculadas no Passo 2, concordam, dentro de um nivel pré-
definido, com as intensidades medidas

3. As composig¢des, calculadas no Passo 3, ndao mudam de um passo para o outro
em mais do que um nivel presente (por exemplo, 0.0005 ou 0.0001 em fracdo de peso).

O uso de bons padrdes (semelhante a amostra desconhecida) quase sempre levara
a resultados mais precisos, em comparacdo com uma situacdo em que os padroes
utilizados t€m uma composicdo amplamente diferente daquela do desconhecido. Isso
ocorre porque a maioria das incertezas, causadas por imprecisdes nas constantes fisicas,
€ cancelada. O grau de similaridade entre padrdes e amostra desconhecida tem um efeito

importante na precisao da analise (VRIES; VREBOS, 1993).

III.11. Microfluorescéncia de Raios X (microXRF)

A Microfluorescéncia de raios X (microXRF) é uma variante da XRF
diferenciando-se principalmente nas dimensdes e geometria do feixe. E baseada na
excitacdo localizada de uma &4rea microscopicamente pequena (na ordem de um) na
superficie de uma amostra, fornecendo informacdes da distribui¢cdo espacial de elementos
majoritarios € minoritdrios no material de estudo, conforme esquema da figura 3.8. Por
esse motivo a microXRF é uma técnica bastante atrativa para a andlise local e para o
mapeamento elementar em vdrios tipos de materiais (BERNASCONI et al., 1994).

O mapeamento elementar € realizado dividindo-se a drea a ser analisada em pixels,

e em cada pixel, obtém-se um espectro de fluorescéncia de raios X (PRINS et al., 1984).
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Figura 3.8 — Esquema simplificado da anélise por microXRF (MELO JUNIOR, 2007).

b)

c)

Trés tipos de informagdes podem ser obtidas através da aplicacdo da microXRF:

Informagdo pontual - Fornece uma rdpida comparacdo de materiais heterogéneos

através da andlise de apenas uma drea da amostra;

Perfil - E uma anélise sequencial de varios pixels (areas) alinhados ou verticalmente

ou horizontalmente que fornece informacao a respeito da homogeneidade da amostra;

Mapas elementares - E uma combinacio de varios perfis que possui uma matriz com
linhas e colunas que permite analisar a composicdo de uma superficie inteira
(HAVRILLA,1997). Fornece imagens coloridas onde as variagdes das cores mostram
as diferentes intensidades relativas do elemento quimico presente da amostra
(LEITAO, 2013).

Um esquema da obtencao de uma imagem de uXRF € representado na figura 3.9.
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Figura 3.9 - Representacdo esquematica da obtenc¢do de uma imagem.

Conforme observa-se na Figura 3.9, no processo de obten¢do de uma imagem de
uXRF, a amostra € dividida em pixels, cada um desses pixels ao ser atingido pelo feixe
incidente emite fétons de fluorescéncia e da origem a um espectro de fluorescéncia de
Raios X, onde as energias dos elementos constituintes da amostra sdo caracteristicas e
suas intensidades estdo relacionadas com a concentracdo do elemento na amostra. As
imagens foram obtidas através do software PyMca® versdo 5.0.2.

A microXRF é um poderoso método para anédlise em amostras bioldgicas, tendo as
seguintes vantagens: limite de deteccdo baixo (0,01 pgg™'), pequeno dano térmico e as
medidas podem ser realizadas no ar (EKTESSABI et al., 1999).

O uso de raios X como fonte de excitacdo para a radiacdo caracteristica tem algumas
vantagens em relacdo a outras fontes (elétrons e particulas pesadas carregadas): baixa
energia de dissipagdo e praticamente nenhum dano térmico na amostra (PRINS, 1984).

A utilizacdo de radiac@o sincrotron em microXRF permite maior sensibilidade para
a andlise de concentragdes muito baixas e possibilita estudar amostras menores (da ordem
de pm) de modo que seria impossivel através do uso de outras fontes. A
microfluorescéncia de raios X com radiacao sincrotron (SR-microXRF) € uma ferramenta

muito poderosa na andlise elementar ao nivel de micrometros (JANSSENS et al., 2000).
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III.12. Radiacio Sincrotron

A luz sincrotron é uma fonte de luz brilhante que os cientistas podem usar para
reunir informagdes sobre as propriedades estruturais e quimicas dos materiais em nivel
molecular.

Um sincrotron produz luz usando poderosos eletroimas e ondas de radiofreqiiéncia
para acelerar os elétrons quase a velocidade da luz em um anel de armazenamento. Este
anel é um poligono, feito de seccdes retas inclinadas em conjunto com imés de flexdo. A
medida que o elétron passa através de cada ima, perde energia, sob a forma de luz
altamente concentrada (KLOCKENKAMPER et al., 2015).

Esta luz, composta por diferentes espectros de luz tais como infravermelho,
ultravioleta e raios X, pode, entdo, ser canalizada para fora da parede do anel de
armazenamento para as estacdes experimentais (linhas de luz) onde os pesquisadores
escolhem o comprimento de onda desejado para estudar suas amostras.

Este instrumento pode ser usado para sondar a matéria e analisar uma variedade
de processos fisicos, quimicos, geolégicos e biologicos.

A utilizacdo de uma fonte de radiacdo sincrotron permite alcangar limites de
deteccao mais baixos do que quando se utiliza um tubo de raios X de alta poténcia

(KLOCKENKAMPER et al., 2015, CASTRO, 2001).

II1.13. Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS)

O Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, localizado em Campinas, S.P.,
(LNLS) opera a tnica fonte de Luz Sincrotron da América Latina. Projetado e construido
com tecnologia brasileira, o LNLS foi inaugurado em 1997, com instalacdes abertas para
a comunidade cientifica e empresarial em todo o pais e no exterior, tem como objetivo
fomentar o desenvolvimento cientifico e tecnolégico, colocando ao alcance de
pesquisadores do Brasil e do exterior infraestrutura de luz sincrotron, microscopios
eletronicos de alta resolugdo, microscépios de varredura de ponta e espectrometros de
ressonancia magnética nuclear. A fonte de luz sincrotron de segunda geracdo, chamada
UVX, possui hoje 17 estagdes experimentais, chamadas linhas de luz, que permitem a
execucdo de experimentos em diversas técnicas de andlise microscopica da matéria
usando radiacdo infravermelha, ultravioleta e raios X. O LNLS estd neste momento

construindo o Sirius, uma fonte de luz sincrotron de quarta geracdo, planejada para ser
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uma das mais avangadas do mundo. Sirius serd a maior e mais complexa infraestrutura
cientifica j4 construida no Pais, planejada para colocar o Brasil na lideranca mundial de
geragdo de luz sincrotron.

A nova fonte de luz sincrotron é projetada para ter o maior brilho dentre todos os
equipamentos na sua classe de energia e comportar até 40 linhas de luz. Sirius abrird
novas perspectivas de pesquisa em dreas como ciéncia dos materiais, nanotecnologia,
biotecnologia, ciéncias ambientais e muitas outras (LNLS, 2019).

O LNLS faz parte do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais
(CNPEM), com outros trés laboratérios: Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio),
Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE) e de Nanotecnologia
(LNNano).O Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) é uma
organizacao social supervisionada pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacdes e
Comunicag¢des sob Contrato de Gestdo (LNLS, 2019).

A figura 3.10 mostra uma panoramica do anel e a disposicao da linha de XRF no

LNLS.

Figura 3.10 — Foto Panoramica do Anel.
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CAPITULO IV

MATERIAIS E METODOS

IV.1. Obtencao e Preparacio dos Esferoides Celulares.

Os esferoides celulares foram estabelecidos a partir das linhagens prostaticas
humanas: RWPE-1, LNCaP e DU145.

A linhagem ndo tumoral de células normais imortalizadas, RWPE-1, foi obtida a
partir da imortalizacdo de uma cultura primadria de epitélio prostatico sadio, ndo tumoral,
de individuo adulto de 54 anos, por pesquisadores da Universidade Estadual do Michigan,
do Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos da América. Apds a obtengdo desta
cultura primdria, foi realizado procedimento de engenharia celular para a imortalizacio e
obtencdo da linhagem, com o uso de cépia simples do virus do papiloma humano (HPV
— humanpapilloma virus) (MOROZ, 2013). A linhagem de células dependentes de
andrégeno, LNCaP, é derivada da metastase do linfonodo supra clavicular esquerdo de
um homem caucasiano de 50 anos de idade em 1977. E a linhagem de células
independentes de andrégeno, DU145, foi obtida a partir de metastase do sistema nervoso
central.

As linhagens celulares foram mantidas rotineiramente em meios de cultura
(mistura de sais enriquecidos com aminodcidos, vitaminas € outros componentes
essenciais para o crescimento celular) apropriados, RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) com 10% Soro Fetal Bovino (SFB), para as linhagens tumorais, e Queratindcito
— SFM (KSF9), para as células de linhagem RWPE-1. A cultura foi mantida em estufa, a
37°C, em uma atmosfera de 5% de COx.

A figura 4.1 representa o esquematico de obtencao e preparacdo os esferoides.
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Figura 4.1 — Esquematico de obtencdo e preparagdo os esferoides. I — Pré-preparacao:
revestimento dos pocos com agarose 1%. II — Tripsinizacdo e Contagem de Células.
III — Plaqueamento e Tratamento: onde sio depositados 2 x 10* células e 200 uL de

meio por cada pogo. IV — Arranjo na placa de 96 pogos: a placa € tampada antes de ser

colocada na estufa para protecdo contra evaporagao.

Na Figura 4.1 € observada a cultura dos esferoides. As células foram cultivadas
em placas contendo 96 pocos com fundo em U, de diametro 0,5 cm, previamente
recobertos por uma pelicula de gel agarose 1%, utilizado para evitar a aderéncia das
células no fundo do pogo (I - Pré - Preparacao). Em (II) ocorre a tripsinizagao, com o uso
da enzima tripsina, onde o objetivo € liberar as células do suporte sélido onde elas se
encontram e dissocia-las entre si, apds esta dissociacdo a tripsna € diluida em meio de
cultura para, em seguida, a contagem das células ser efetuada. A cultura foi estabelecida
a partir de 2 x 10* células e 200 uL de meio por cada pogo (III). As células foram mantidas
em estufa, a 37°C, em uma atmosfera de 5% de COz. O tempo suficiente para formagao
dos esferoides foi de dois a quatro dias de cultivo.

Ap6s 12 dias em cultura, os esferoides receberam os tratamentos com cloreto de
zinco durante um periodo de 24 horas.

As solugdes para o tratamento foram obtidas utilizando os meios de cultura
adequados, RPMI com 10% SFB, para as células de tumorais, e Queratindcito — SFM
(KSF9), para as células de linhagem RWPE-1, suplementados com solu¢des de cloreto
de zinco (ZnCl,). Os esferoides foram suplementados com 6 diferentes concentragdes de

cloreto de zinco: 0, 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM e 250 uM.
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Para a andlise por uXRF, ap6s os 12 dias de cultura e o periodo do tratamento (24
horas), os esferoides foram fixados em paraformaldeido 4,0% por 30 minutos, em seguida
lavados 3 vezes com solucdo tampao fosfato (PBS) 0,1M, pH 7,4 a 4°C e ao final
colocados em PBS até o momento da andlise. No momento da andlise os esferoides foram
lavados com Milli-Q e depositados em filme ultralene de 4 um de espessura e em seguida

postos para secar a temperatura ambiente.

IV.2. Analise por microXRF

As andlises foram realizadas na linha DO9B - XRF no Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS) através da técnica de Microfluorescéncia de Raios X com Radiagdo
Sincrotron (SR-microXRF). As amostras foram posicionadas em um suporte situado a
45° em relacdio ao detector e ao feixe, incidente, ou seja, posicionamento 45%45°. O plano
de imagem das amostras possui acurdcia de 0,5 um com os trés eixos (X, Y, Z)
controlados através de um motor de passo.

As amostras foram excitadas utilizando um feixe branco com 25 wm de extensao na
vertical e 12 wm na horizontal logrado por um sistema de microfoco KB. O tamanho do
passo foi de 25 um em ambas as dire¢des e o tempo de aquisicao foi de 300 ms/pixel.

Para a detec¢do dos raios X caracteristicos emitidos por cada pixel foi utilizado um
detector Silicon Drift com resolucdo de 165 eV em 5,9 keV posicionado a 90° com relacio
ao feixe incidente. Nenhum método de correc@o de absor¢do foi necessario, uma vez que
as amostras sdo consideradas finas (SCOFIELD, 1974 e¢ SALEM; PANOSSIAN;
KRAUSE, 1974). A tabela 1 mostra as condi¢cdes experimentais e as figuras 4.2 e 4.3
mostram o arranjo experimental.

Para a quantificacdo foram analisadas, sob as mesmas condi¢des experimentais, as
amostras de referéncia certificadas monoelementares de filme fino fornecidas pela
MicroMatter, EUA, onde foi possivel definir o fluxo de fétons apropriado para que a
fracdo de massa do elemento analisado fosse igual a 1,0 g/g. Apés este procedimento
um modelo para cada espessura de amostra foi criado utilizando o fluxo de f6tons
adequado.

A metodologia foi validada através da andlise de uma amostra certificada de figado

bovino (NIST- 1577b) que foi analisada sob as mesmas condi¢des dos esferoides.
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Tabela 1 - Condicdes experimentais

Condi¢des experimentais

Feixe: BRANCO
Geometria: 45°/45°
Céamara 1: 2x1
Absorvedor 45 um Al no feixe incidente
Distancia amostra - detector: 22 mm
Distancia fonte- amostra: 20 cm

Detector de raios X:

Silicon Drift com resolucio de 165 eV em 5,9 keV

Detector A Camara de ionizacio
Tempo 300 ms/pixel
Colimacio do feixe - S{stema de microfoco 25 12 um
KB:
Tamanho do passo 25 um
Area do Detector 0,07 cm?
Feixe
Incidente Camera de
Video
Detector
Porta Silicon Drift
Amostra

Figura 4.2 — Esquema experimental.
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Figura 4.3 — Arranjo experimental (Adaptado de MERA et al., 2019).

As tabelas 2, 3 e 4 mostram a dimensao, matriz € o nimero de espectros de cada uma
das amostras das linhagens celulares RWPE-1, LNCaP e DU145, respectivamente, onde

h € a altura, 1 a largura, L é quantidade de linhas e C a quantidade de colunas.

Tabela 2 - Dimensao, matriz e nimero de espectros das amostras de RWPE-1.

Amostra Dimensao h x 1 (mm) Matriz (L x C) Espectros
Controle_S01 1,2x 1,22 49 x 50 2450
Controle_S02 0,75 x 0,95 31x39 1209
Controle_S03 1,05 x 1,20 43 x 49 2107

Tratamento 1_SO1 0,95 x 0,80 39 x 33 1287
Tratamento 1_S02 0,85x 1,1 35 x45 1575
Tratamento 1_S03 0,85x 1,1 35x45 1575
Tratamento 2_S01 0,85 x 0,65 35x27 945
Tratamento 2_S02 0,45 x 0,65 19 x 27 513
Tratamento 2_S03 1,25x 1,55 51 x63 3213
Tratamento 3_S01 1,10x 1,05 45x43 1935
Tratamento 3_S02 1,15x 1,25 47 x 51 2397
Tratamento 3_S03 0,70x 1,0 29 x 41 1189
Tratamento 4_SO01 0,72 x 0,70 30x29 870
Tratamento 4_S02 0,50 x 0,70 21 x29 609
Tratamento 4_S03 0,60 x 0,80 25x33 825
Tratamento 5_S01 0,60 x 0,70 25x29 725
Tratamento 5_S02 0,55 x 0,90 23 x 37 851
Tratamento 5_S03 0,90 x 1,35 37x55 2035
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Tabela 3 - Dimensdo, matriz e niimero de espectros das amostras de LNCaP.

Amostra Dimenséo h x 1 (mm) Matriz (L x C) Espectros
Controle_SO1 0,55 x 0,55 23 x 23 529
Controle_S02 0,55 x 0,75 23 x31 713
Controle_S03 0,80 x 1,05 33 x 43 1419

Tratamento 1_SO01 0,75x 1,25 31x51 1581
Tratamento 1_S02 0,75 x 0,90 31x37 1147
Tratamento 1_S03 0,85 x 1,05 35x43 1505
Tratamento 2_S01 0,65 x 0,90 27 x 37 999
Tratamento 2_S02 0,90 x 1,80 37x73 2701
Tratamento 2_S03 0,90 x 1,20 37 x 49 1813
Tratamento 3_S01 1,40 x 1,45 57 x 59 3363
Tratamento 3_S02 0,50 x 0,50 21 x21 441
Tratamento 3_S03 0,55 x 1,00 23 x41 943
Tratamento 4_S01 1,35 x 1,30 55x53 2915
Tratamento 4_S02 1,35x 1,50 55x61 3355
Tratamento 4_S03 1,45x 1,35 59 x 55 3245
Tratamento 5_SO01 1,35 x 1,40 55x57 3135
Tratamento 5_S02 1,35 x 1,40 55 x 57 3135
Tratamento 5_S03 0,40 x 0,50 17 x 21 357
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Tabela 4 - Dimensdo, matriz e nimero de espectros das amostras de DU145.

Amostra Dimenséo h x 1 (mm) Matriz (L x C) Espectros
Controle_SO1 0,95 x 0,90 39 x 37 1443
Controle_S02 0,75 x 0,90 31x37 1147
Controle_S03 0,70 x 0,70 29 x 29 841

Tratamento 1_SO01 0,85 x0,95 35x39 1365
Tratamento 1_S02 0,70x 0,75 29 x 31 899
Tratamento 1_S03 0,75 x 0,90 31x37 1147
Tratamento 2_S01 0,70 x 1,00 29 x 41 1189
Tratamento 2_S02 0,75 x 0,75 31 x 31 961
Tratamento 2_S03 0,60 x 0,65 25 x27 675
Tratamento 3_S01 0,75 x 0,75 31 x 31 961
Tratamento 3_S02 0,60 x 0,60 25 x 25 625
Tratamento 3_S03 0,55 x 0,80 23x33 759
Tratamento 4_S01 0,50 x 0,60 21 x25 525
Tratamento 4_S02 0,70x 0,75 29 x 31 899
Tratamento 4_S03 0,70x 0,75 29 x 31 899
Tratamento 5_SO01 0,75 x 0,70 31x29 899
Tratamento 5_S02 0,60 x 0,75 25 x 31 775
Tratamento 5_S03 0,75 x 0,75 31 x 31 961

Para a andlise da distribuicdo elementar por microXRF foram utilizados 3
esferoides de cada tratamento e de cada linhagem celular. Os dados de concentracdes
obtidos a partir do Pymca® foram analisados através do software GraphPad Prism 6. O
PyMca® é um software que pode ser baixado gratuitamente para aplicacdes nio
comerciais e foi desenvolvido no European Synchrotron Radiation Facility (ESRF). O
programa € capaz de resolver a maioria das necessidades relacionadas a fluorescéncia de
raios X e permite o processamento interativo e em lote de grandes conjuntos de dados
(SOLE et al., 2007).

Para investigar a presenca de valores extremos, foi utilizado o teste ROUT e, apds
a aplicacdo do teste, os outliers foram excluidos. O teste estatistico utilizado para
comparacao entre as medianas dos tratamentos de cada linhagem celular, assim como a
comparacao entre as linhagens foi o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis com nivel de
significancia de 5%.

Em todos os mapas bidimensionais, as concentracdes de Fe, Cu e Zn foram

normalizadas pelo valor maximo do controle (0 uM).
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CAPITULO V
RESULTADOS E DISCUSSAO
V.1. Resultados da Analise dos Esferoides Celulares da Prostata através da uXRF

A figura 5.1 ilustra o espectro de XRF de um esferoide de células de prostata. Foi
possivel detectar segundo as condi¢des experimentais descritas no CAPITULO IV, os

elementos: Ar, P, S, Cl, Ca, Fe, Cue Zn.

Figura 5.1 — Espectro de ponto tnico de XRF de esferoide de células normais da
prostata humana.

Observa-se que elemento Ar estd presente no espectro, tendo em vista que o
experimento foi realizado em atmosfera normal e a atmosfera possui aproximadamente
1,0 % de Ar. Apesar dos elementos P, S, Cl, Ar, Ca, Fe, Cu e Zn terem sido detectados
apenas o Ferro, Cobre e Zinco sdo de interesse neste estudo, como justificado no capitulo
L

A seguir, na figura 5.2, temos as imagens resultantes dos mapas bidimensionais
da concentracdo de Ferro nos esferoides da linhagem RWPE-1 suplementados com O uM,

50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM e 250 uM de Cloreto de Zinco.
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Figura 5.2 — Imagens da distribuicao de Fe em esferoides RWPE-1 com tratamento de
a) O uM, b) 50 uM, c) 100 uM, d) 150 uM, e) 200 uM e ) 250 uM.

Em prosseguimento, nas figuras 5.3, temos as imagens resultantes dos mapas
bidimensionais da concentracdo de Cobre nos esferoides da linhagem RWPE-1
suplementados com 0 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM e 250 uM de Cloreto de

Zinco.
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Figura 5.3 — Imagens da distribui¢do de Cu em esferoides RWPE-1 com tratamento de
a) 0 uM, b) 50 uM, c) 100 uM, d) 150 uM, e) 200 uM e f) 250 uM.

Em prosseguimento, na figura 5.4, temos as imagens resultantes dos mapas
bidimensionais da concentracdo de Zinco nos esferoides da linhagem RWPE-1
suplementados com 0 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM e 250 uM de Cloreto de

Zinco.
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Figura 5.4 — Imagens da distribui¢ao de Zn em esferoides RWPE-1 com tratamento de
a) O uM, b) 50 uM, c) 100 uM, d) 150 uM, e) 200 uM e f) 250 uM.

Analisando a figuras 5.2 a 5.4, pode-se observar que apenas alguns esferoides de
RWPE-1 mantiveram a forma esférica. Quanto a concentracdo dos elementos analisados
€ possivel notar que houve um acimulo de Ferro concentrado em algumas regides dos
esferoides, porém este acimulo parece nao ter relacdo com a quantidade de Cloreto de
Zinco utilizada nos tratamentos, porém nos tratamentos de 200 uM e 250 uM ¢é notério
que a concentracdo de Ferro € melhor distribuida pela extensdo do esferoide. Quanto a
concentracdo de Cobre, percebe-se que o acimulo deste elemento é mais pontual pela
extensdo dos esferoides. Quanto ao Zinco, apesar do notério actimulo, observa-se um

comportamento heterogéneo quando se compara os esferoides, ou seja, pelos mapas
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bidimensionais nao € possivel notar uma relacao de causa e efeito entre a distribui¢do do
Zinco e os tratamentos aplicados.

Em prosseguimento, na figura 5.5, temos as imagens resultantes dos mapas
bidimensionais da concentracio de Ferro nos esferoides da linhagem LNCaP
suplementados com 0 uM, 50 uM, 100 uM, 150 puM, 200 uM e 250 uM de Cloreto de

Zinco.

Figura 5.5 — Imagens da distribui¢do de Fe em esferoides LNCaP com tratamento de a)
0 uM, b) 50 uM, ¢) 100 uM, d) 150 uM, e) 200 uM e f) 250 uM.
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Em prosseguimento, na figura 5.6, temos as imagens resultantes dos mapas
bidimensionais da concentragdo de Cobre nos esferoides da linhagem LNCaP
suplementados com 0 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM e 250 uM de Cloreto de

Zinco.

Figura 5.6 — Imagens da distribui¢do de Cu em esferoides LNCaP com tratamento de a)
0 uM, b) 50 uM, ¢) 100 uM, d) 150 uM, e) 200 uM e f) 250 uM.

Em prosseguimento, na figura 5.7, temos as imagens resultantes dos mapas
bidimensionais da concentracio de Zinco nos esferoides da linhagem LNCaP
suplementados com 0 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM e 250 uM de Cloreto de

Zinco.
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Figura 5.7 — Imagens da distribuicdo de Zn em esferoides LNCaP com tratamento de a)
0 uM, b) 50 uM, c) 100 uM, d) 150 uM, e) 200 uM e f) 250 uM.

Observando as figuras 5.5 a 5.7, nota-se que os esferoides da linhagem celular
LNCaP ndo adquiriram forma esférica. Quanto ao acimulo de Ferro, nota-se que no
controle e o no tratamento de 50 uM ocorreu uma distribui¢do mais regular pelo esferoide,
enquanto nos outros tratamentos o acimulo foi mais pontual em determinadas regioes.

Quanto ao actiimulo do Cobre, nota-se que também no controle e tratamento de 50 uM o
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actimulo € maior do que nos demais tratamentos, com destaque para o tratamento de 150
uM. Quanto ao acimulo de Zinco, é notdrio que algumas regides estdo bem mais intensas,
porém a localizac¢do dessa regido nao ocorreu de forma uniforme quando comparamos os
esferoides submetidos as diferentes concentra¢des de tratamento.

Em prosseguimento, na figura 5.8, temos as imagens resultantes dos mapas
bidimensionais da concentragdo de Ferro nos esferoides da linhagem DUI145
suplementados com 0 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM e 250 uM de Cloreto de

Zinco.

Figura 5.8 — Imagens da distribuicio de Fe em esferoides DU145 com tratamento de a)
0 uM, b) 50 uM, c) 100 uM, d) 150 uM, e) 200 uM e f) 250 uM.
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Em prosseguimento, na figura 5.9, temos as imagens resultantes dos mapas
bidimensionais da concentracdo de Cobre nos esferoides da linhagem DU145
suplementados com 0 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM e 250 uM de Cloreto de

Zinco.

Figura 5.9 — Imagens da distribuicdo de Cu em esferoides DU145 com tratamento de a)
0 uM, b) 50 uM, c) 100 uM, d) 150 uM, e) 200 uM e f) 250 uM.

Em prosseguimento, na figura 5.10, temos as imagens resultantes dos mapas

bidimensionais da concentracdo de Zinco nos esferoides da linhagem DU145
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suplementados com 0 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM e 250 uM de Cloreto de

Zinco.

Figura 5.10 — Imagens da distribui¢ao de Zn em esferoides DU145 com tratamento de
a) O uM, b) 50 uM, c) 100 uM, d) 150 uM, e) 200 uM e f) 250 uM.

Analisando as figuras 5.8 a 5.10, pode-se notar que continua ocorrendo acimulo
de Ferro e Zinco, porém através dos mapas nao € possivel comparar os resultados entre
os diferentes tipos de linhagens celulares. No entanto, é possivel observar o grande

aumento na concentragdo do Cobre nesta linhagem celular tumoral.
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A Tabela 5 apresenta a média das concentracdes medidas por microXRF, os
valores certificados, o desvio relativo e o erro relativo. O erro relativo varia de 3% a 10%,

o que significa que os resultados obtidos estdo de acordo com os valores certificados.

Tabela 5 - Comparacdo entre os resultados experimentais e os valores de referéncia da

amostra certificada: NIST - Standard Reference Material 1577b (Figado Bovino).

Elemento uXRF? (ug.gh) Valor Certificado® (ug.g™) Erro Relativo (%)
Fe 165+5 184 15 10
Cu 172 +4 160 + 8 8
Zn 131+3 127 + 16 3

a Média + desvio-padrao relativo.

b Média * erro sistematico.

A figura 5.11 mostra os gréficos referentes as comparacdes da concentracao
(ug/g) de Ferro, Cobre e Zinco nos esferoides celulares de RWPE-1 para cada tratamento.

As tabelas 6, 7 e 8 mostram o valor de P para cada comparacao.

* Nao significativos
Figura 5.11 — Comparagao da concentracio (ug/g) de Fe, Cu e Zn nos esferoides
celulares de RWPE-1 entre os tratamentos com ZnCl,.
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Tabela 6 — Comparacio do Controle com Tratamentos e entre Tratamentos para

concentracdo (ug/g) de Ferro da linhagem RWPE-1.

Comparacdes Significante? Valor de P
Controle x 50 uM Nao > 0.9999
Controle x 100 uM Sim < 0.0001
Controle x 150 uM Nao 0.2300
Controle x 200 uM Sim < 0.0001
Controle x 250 uM Sim 0.0374

50 pM x 100 uM Sim <0.0001
50 uM x 150 uM Néo 0.1072

50 uM x 200 uM Sim <0.0001
50 uM x 250 uM Sim 0.0164

100 uM x 150 uM Sim <0.0001
100 uM x 200 uM Sim 0.0088

100 puM x 250 uM Sim <0.0001
150 uM x 200 uM Sim <0.0001
150 uM x 250 uM Nao > 0.9999
200 pM x 250 pM Sim <0.0001

Tabela 7 — Comparagdo do Controle com Tratamentos e entre Tratamentos para

concentracdo (ug/g) de Cobre da linhagem RWPE-1.

Comparagdes Significante? Valor de P
Controle x 50 uM Nao 0.1130
Controle x 100 uM Sim < 0.0001
Controle x 150 uM Sim < 0.0001
Controle x 200 uM Sim <0.0001
Controle x 250 uM Sim 0.0019
50 uM x 100 pM Sim <0.0001
50 uM x 150 pM Sim <0.0001
50 uM x 200 pM Sim <0.0001
50 uM x 250 uM Sim <0.0001
100 uM x 150 pM Sim 0.0011
100 uM x 200 uM Sim <0.0001
100 uM x 250 pM Sim <0.0001
150 UM x 200 uM Sim <0.0001
150 uM x 250 uM Sim <0.0001
200 uM x 250 uM Sim <0.0001
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Tabela 8 — Comparacdo do Controle com Tratamentos e entre Tratamentos para

concentracdo (ug/g) de Zinco da linhagem RWPE-1

Comparagdes Significante? Valor de P
Controle x 50 pM Sim < 0.0001
Controle x 100 uM Sim < 0.0001
Controle x 150 uM Sim < 0.0001
Controle x 200 uM Sim < 0.0001
Controle x 250 uM Sim < 0.0001
50 uM x 100 pM Sim < 0.0001
50 uM x 150 uM Sim < 0.0001
50 uM x 200 uM Nio 0.1014
50 uM x 250 uM Sim < 0.0001
100 uM x 150 uM Sim < 0.0001
100 uM x 200 uM Nio 0.1371
100 uM x 250 uM Sim < 0.0001
150 uM x 200 uM Sim < 0.0001
150 uM x 250 uM Nio >0.9999
200 uM x 250 uM Sim < 0.0001

De acordo com a Figura 5.11, observa-se que os resultados da concentragdo de
ferro e zinco ndo seguem um padrdo em relagdo ao tratamento com cloreto de zinco. A
concentracao (ug/g) do cobre nao segue um padriao em relag@o ao tratamento com cloreto
de zinco, porém as medianas das concentracdes permanecem menores em todos os
tratamentos quando comparadas as medianas do grupo controle.

A figura 5.12 mostra os gréficos referentes as comparacdes da concentracao
(ug/g) de Ferro, Cobre e Zinco nos esferoides celulares de LNCaP para cada tratamento.

As tabelas 9, 10 e 11 mostram o valor de P para cada comparacgao.
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Figura 5.12 — Comparag¢ao da concentracio (ug/g) de Fe, Cu e Zn nos esferoides
celulares de LNCaP entre os tratamentos com ZnCl,.

Tabela 9 — Comparagdo do Controle com Tratamentos e entre Tratamentos para

concentracdo (ug/g) de Ferro da linhagem LNCaP.

Comparagdes Significante? Valor de P
Controle x 50 pM Sim <0.0001
Controle x 100 uM Sim <0.0001
Controle x 150 uM Sim <0.0001
Controle x 200 uM Sim <0.0001
Controle x 250 uM Sim 0.0089
50 uM x 100 uM Sim <0.0001
50 uM x 150 uM Sim < 0.0001
50 uM x 200 uM Sim < 0.0001
50 uM x 250 uM Sim < 0.0001
100 uM x 150 uM Sim >0.9999
100 uM x 200 uM Sim <0.0001
100 uM x 250 uM Sim <0.0001
150 uM x 200 uM Sim <0.0001
150 uM x 250 uM Sim < 0.0001
200 uM x 250 uM Sim < 0.0001
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Tabela 10 — Comparagdo do Controle com Tratamentos e entre Tratamentos para

concentracdo (ug/g) de Cu da linhagem LNCaP.

Comparagdes Significante? Valor de P
Controle x 50 uM Sim < 0.0001
Controle x 100 uM Sim <0.0001
Controle x 150 uM Sim < 0.0001
Controle x 200 uM Sim <0.0001
Controle x 250 uM Sim <0.0001
50 uM x 100 pM Sim <0.0001
50 uM x 150 pM Sim <0.0001
50 uM x 200 pM Sim <0.0001
50 uM x 250 pM Sim <0.0001
100 uM x 150 uM Sim <0.0001
100 UM x 200 uM Sim <0.0001
100 uM x 250 uM Sim <0.0001
150 uM x 200 uM Sim <0.0001
150 uM x 250 pM Sim <0.0001
200 pM x 250 pM Sim <0.0001

Tabela 11 — Comparagao do Controle com Tratamentos e entre Tratamentos para

concentracao (ug/g) de Zn da linhagem LNCaP.

Comparagdes Significante? Valor de P
Controle x 50 uM Sim <0.0001
Controle x 100 uM Sim <0.0001
Controle x 150 uM Sim <0.0001
Controle x 200 uM Sim <0.0001
Controle x 250 uM Sim <0.0001
50 uM x 100 uM Sim <0.0001
50 uM x 150 uM Sim < 0.0001
50 uM x 200 uM Sim < 0.0001
50 uM x 250 uM Sim < 0.0001
100 uM x 150 uM Sim <0.0001
100 uM x 200 uM Sim <0.0001
100 uM x 250 uM Sim <0.0001
150 uM x 200 uM Sim < 0.0001
150 uM x 250 uM Sim < 0.0001
200 uM x 250 uM Sim <0.0001
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De acordo com a Figura 5.12, observa-se que os resultados da concentragdo de ferro
dos esferoides obtidos a partir da linhagem LNCaP nio seguem um padrdo em relacdo ao
tratamento com cloreto de zinco, porém nota-se que a mediana do tratamento de 50 uM
destaca-se das demais. Nota-se também um aumento na concentracido (ug/g) de Cobre
nos tratamentos de 50 uM e, os tratamentos de 100 uM e 150 uM mantiveram suas
medianas abaixo do controle. Observa-se que hd um aumento significativo na
concentracao (ug/g) de Zinco no tratamento de 50 uM e apds hd um grande declinio no
tratamento de 100 uM e a partir deste tratamento ocorre um aumento progressivo e
discreto da mediana da concentragdo (ug/g) de Zinco, conforme aumenta-se a
concentracdo de Cloreto de Zinco.

A figura 5.13 mostra os gréficos referentes as comparacdes da concentracao
(ug/g) de Ferro, Cobre e Zinco nos esferoides celulares de DU145 para cada tratamento.

As tabelas 12, 13 e 14 mostram o valor de P para cada comparacdo.

* Nao significativos
Figura 5.13 — Comparac¢do da concentragdo (ug/g) de Fe, Cu e Zn nos esferoides
celulares de DU145 entre os tratamentos com ZnCl,.

67



Tabela 12 — Comparagdo do Controle com Tratamentos e entre Tratamentos para

concentracdo (ug/g) de Fe da linhagem DU145.

Comparagdes Significante? Valor de P
Controle x 50 uM Sim 0.0001
Controle x 100 uM Sim 0.0265
Controle x 150 uM Sim < 0.0001
Controle x 200 uM Nao > 0.9999
Controle x 250 uM Sim <0.0001
50 uM x 100 uM Nao 0.8560
50 uM x 150 uM Nao > 0.9999
50 uM x 200 uM Sim 0.0054
50 uM x 250 pM Sim <0.0001
100 uM x 150 pM Nao 0.1740
100 uM x 200 pM Nao 0.2569
100 uM x 250 uM Sim <0.0001
150 uM x 200 uM Sim 0.0005
150 uM x 250 pM Sim <0.0001
200 pM x 250 pM Sim <0.0001

Tabela 13 — Comparagao do Controle com Tratamentos e entre Tratamentos para

concentracdo (ug/g) de Cu da linhagem DU145.

Comparagdes Significante? Valor de P
Controle x 50 uM Sim < 0.0001
Controle x 100 uM Nao > 0.9999
Controle x 150 uM Sim < 0.0001
Controle x 200 uM Sim <0.0001
Controle x 250 uM Nao 0.0055
50 uM x 100 pM Sim <0.0001
50 uM x 150 pM Sim <0.0001
50 uM x 200 pM Sim <0.0001
50 uM x 250 pM Sim <0.0001
100 uM x 150 pM Sim <0.0001
100 uM x 200 uM Sim <0.0001
100 uM x 250 uM Nao 0.5924
150 UM x 200 uM Nao > 0.9999
150 uM x 250 uM Sim <0.0001
200 pM x 250 uM Sim < 0.0001

68



Tabela 14 — Comparagdo do Controle com Tratamentos e entre Tratamentos para

concentracdo (ug/g) de Zn da linhagem DU145.

Comparagdes Significante? Valor de P
Controle x 50 uM Sim 0.0074
Controle x 100 uM Sim <0.0001
Controle x 150 uM Sim < 0.0001
Controle x 200 uM Sim <0.0001
Controle x 250 uM Sim <0.0001
50 uM x 100 pM Sim <0.0001
50 uM x 150 pM Sim <0.0001
50 uM x 200 pM Sim <0.0001
50 uM x 250 pM Sim <0.0001
100 uM x 150 uM Nao 0.4412
100 UM x 200 uM Sim <0.0001
100 uM x 250 uM Sim <0.0001
150 uM x 200 uM Sim <0.0001
150 uM x 250 uM Nao 0.3383
200 pM x 250 pM Sim <0.0001

A Figura 5.13, mostra que a concentragao (ug/g) de Ferro na célula tumoral DU145
aumentou nos tratamentos de 50 uM, 100 uM, 150 uM e 250 pM, nota-se que ha um
declinio na concentracio (ug/g) de cobre nas células tumorais DU145 no tratamento de
50 uM, e nos tratamentos de 150 uM e 200 pM ha um aumento quando comparado ao
controle, ¢ um novo declinio nos tratamentos de 100 uM e 250 pM. As maiores
concentracdes (ug/g) sdo observadas nos tratamentos de 150 uM e 200 uM. Quanto ao
zinco, observa-se que hd um aumento na concentragdo (ug/g) de Zinco a partir do
tratamento de 100 uM comparado ao controle, também se observou que ndo houve
diferenca significativa na concentragdo do zinco entre os tratamentos de 100 uM e 150
puM e 150 uM e 250 pM.

Nas figuras a seguir, 5.14, 5.15 e 5.16, compara-se as linhagens celulares em cada
tratamento para cada oligoelemento estudado, a fim de verificar como a progressdo do
cancer influencia no comportamento desses elementos e qual o papel dos tratamentos
efetuados nesta progressdo. As tabelas 15, 16 e 17 mostram o valor de P para cada

comparagao.
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Figura 5.14 — Comparac¢do da concentragao (ug/g) de Fe nos esferoides submetidos ao
tratamento de 0 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM e 250 uM de ZnCl, entre as
linhagens celulares estudadas.
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Tabela 15 — Comparacgdo da concentragdo (ug/g) de Fe entre as linhagens RWPE-1,

LNCaP e DU145 nos esferoides submetidos aos tratamentos de ZnCl,.

Tratamento Comparagdes Significante? Valor de P
0 uM RWPE-1 x. LNCaP Sim i
OuM RWPE-1 x. DU145 Sim 0.0002
OuM LNCaP x. DU145 Sim <0.0001
S0uM RWPE-1 x. LNCaP Sim <0.0001
0uM RWPE-1 x. DU145 Sim <0.0001
>0 uM LNCaP x. DU145 Sim <0.0001

100uM RWPE-1 x. LNCaP Sim <0.0001
100uM RWPE-1 x. DU145 Sim <0.0001
100 1M LNCaP x. DU145 Sim <0.0001
150uM RWPE-1 x. LNCaP Sim <0.0001
150uM RWPE-1 x. DU145 Sim <0.0001
150uM LNCaP x. DU145 Sim <0.0001
200uM RWPE-1 x. LNCaP Sim <0.0001
200uM RWPE-1 x. DU145 Sim <0.0001
200uM LNCaP x. DU145 Sim <0.0001
20uM RWPE-1 x. LNCaP Sim <0.0001
250uM RWPE-1 x. DU145 Sim <0.0001
250pM Sim <0.0001

LNCaP x. DU145

Observa-se na figura 5.14 que, em geral, as células de LNCaP acumulam menos
Ferro do que as células normais, enquanto que as células de DU145 sdo as que mais
acumulam este elemento traco, porém € importante observar que houve aumento nas

medianas de acordo com o aumento da concentracdo de Cloreto de Zinco.

71



Figura 5.15 — Comparac¢ao da concentragao (ug/g) de Cu nos esferoides submetidos ao
tratamento de 0 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM e 250 uM de ZnCl, entre as
linhagens celulares estudadas.
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Tabela 16 — Comparacdo da concentragdo (ug/g) de Cu entre as linhagens RWPE-1,

LNCaP e DU145 nos esferoides submetidos aos tratamentos de ZnCl,.

Tratamento Comparagdes Significante? Valor de P
0 uM RWPE-1 x. LNCaP Sim -
OuM RWPE-1 x. DU145 Sim <0.0001
OuM LNCaP x. DU145 Sim <0.0001
S0uM RWPE-1 x. LNCaP Sim <0.0001
0uM RWPE-1 x. DU145 Sim <0.0001
>0 uM LNCaP x. DU145 Sim <0.0001

100uM RWPE-1 x. LNCaP Sim <0.0001
100uM RWPE-1 x. DU145 Sim <0.0001
100 1M LNCaP x. DU145 Sim <0.0001
150uM RWPE-1 x. LNCaP Sim <0.0001
150uM RWPE-1 x. DU145 Sim <0.0001
130uM LNCaP x. DU145 Sim <0.0001
200uM RWPE-1 x. LNCaP Sim <0.0001
200uM RWPE-1 x. DU145 Sim <0.0001
200uM LNCaP x. DU145 Sim <0.0001
20uM RWPE-1 x. LNCaP Sim <0.0001
250uM RWPE-1 x. DU145 Sim <0.0001
250pM Sim <0.0001

LNCaP x. DU145

Observa-se na figura 5.15 que os esferoides de LNCaP e RWPE-1, acumulam uma
concentracao baixa de Cobre, exceto no tratamento de 50 uM, tendo em vista que ocorre
um actimulo em células LNCaP e uma redu¢do na mediana de DU145, enquanto nas
células de DU145 o acimulo deste elemento traco € bastante expressivo, nota-se ainda
que, de forma geral, o comportamento das linhagens celulares permaneceu o mesmo
durante os tratamentos com Cloreto de Zinco. No entanto, € importante destacar que
apesar da linhagem DU145 acumular concentragao significante de Cobre, no tratamento
de 50 uM houve uma reducido da mediana deste elemento traco e no tratamento de 200

UM houve um aumento nesta mediana.
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Figura 5.16 — Comparac¢ao da concentragao (ug/g) de Zn nos esferoides submetidos ao
tratamento de O uM de ZnCl, entre as linhagens celulares estudadas.
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Tabela 17 — Comparacgdo da concentracdo (ug/g) de Zn entre as linhagens RWPE-1,

LNCaP e DU145 nos esferoides submetidos aos tratamentos de ZnCl,.

Tratamento Comparagdes Significante? Valor de P
0 uM RWPE-1 x. LNCaP Sim -
OuM RWPE-1 x. DU145 Sim <0.0001
OuM LNCaP x. DU145 Sim <0.0001
S0uM RWPE-1 x. LNCaP Sim <0.0001
0uM RWPE-1 x. DU145 Sim <0.0001
>0 uM LNCaP x. DU145 Sim <0.0001

100uM RWPE-1 x. LNCaP Sim <0.0001
100uM RWPE-1 x. DU145 Sim <0.0001
100 1M LNCaP x. DU145 Sim <0.0001
150uM RWPE-1 x. LNCaP Sim <0.0001
150uM RWPE-1 x. DU145 Nao 0.1935

130uM LNCaP x. DU145 Sim <0.0001
200uM RWPE-1 x. LNCaP Sim <0.0001
200uM RWPE-1 x. DU145 Sim <0.0001
200uM LNCaP x. DU145 Sim <0.0001
20uM RWPE-1 x. LNCaP Sim <0.0001
250uM RWPE-1 x. DU145 Nao > 0.9999
250pM Sim <0.0001

LNCaP x. DU145

Observa-se na figura 5.16 resultados interessantes, a iniciar pelo controle, tendo
em vista que as medianas das linhagens RWPE-1 e DU145 sao préximas, enquanto na
mediana de LNCaP ha uma queda acentuada comparada a linhagem normal. Nota-se
ainda, que o tratamento de 50 uM foi o Unico capaz de aumentar a mediana de LNCaP,
no tratamento de 100 uM e 200 uM a mediana da concentracdo de Zn aumenta na
linhagem DU145. O tratamento de 150 uM e 250 uM foram os udnicos capazes de

aumentar a mediana da concentragdo de Zn na linhagem RWPE-1.

V.2. Discussao dos Resultados da Analise por microXRF

A andlise dos dados obtidos através da técnica de uXRF nos permitiu verificar
que quanto a concentragdo de ferro, as células de LNCaP acumularam menos ferro do que
as células normais, enquanto que as células de DU145 sdo as que mais acumularam este

elemento traco (Figura 5.14). Pode-se observar, ainda que, nas células normais, o cloreto
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de Zinco nao influenciou na concentragdo de ferro intracelular, exceto pelo tratamento de
200 uM, onde ocorreu uma queda na mediana da concentragdo, nos esferoides obtidos a
partir da linhagem LNCaP ndo seguiram um padrao em relag¢do ao tratamento com cloreto
de zinco (Figura 5.12). Nas células tumorais DU145 (Figura 5.13), os tratamentos de 50
uM, 100 uM, 150 uM e 250 uM aumentaram significativamente a concentragdo de ferro.
O Ferro é um elemento traco controverso, o que leva a abordagens terapéuticas
contraditdrias: a privacdo de ferro ou a superdosagem, que levaria a um ataque oxidativo
contra o cancer, sdo ambas possiveis terapias contra o cancer (FOY et al., 2011). Células
malignas exibem frequentemente uma necessidade aumentada de Fe, e proteinas
envolvidas na regulacio de Fe sdo frequentemente desreguladas em canceres e
desempenham um papel significativo durante o processo tumoral (VELLA et al., 2017).
A ferroportina, uma proteina transportadora transmembrana que governa o fluxo de Fe da
célula pode ser reduzida em células de cancer de prostata, e seu decremento intracelular
estd associado a diminuicao da diferenciacdo de células de cancer de prdstata e aumento
do grau de malignidade (XUE et al., 2015). Acredita-se que a diminuicdo dos niveis de
expressdo de ferroportina nas células cancerigenas, reduzindo a exportacio de Fe
intracelular e causando sobrecarga de Fe intracelular, ativa EROs e consequente o dano
ao DNA, favorecendo a tumorigénese e / ou a promocao tumoral (XUE et al., 2015). A
contradicdo em torno do Ferro foi refletida neste estudo, tendo em vista que nas células
de cancer menos agressivo, LNCaP, houve uma diminuicdo da concentracdo de ferro
quando submetidas aos tratamentos e comparadas a linhagem de células normal, porém
nas células com caracteristicas de cancer mais agressivo, DU145, todos os tratamentos

aumentaram a concentragao de ferro.

Quanto ao cobre observou-se que sua concentracdo em células normais foi
préxima a mediana do controle (Figura 5.11), ou seja, os tratamentos com cloreto de zinco
ndo influenciaram a metaboliza¢do deste elemento tragco, portanto a fisiologia celular
permaneceu praticamente inalterada. Para a célula tumoral LNCaP (Figura 5.12) notou-
se um aumento na concentracdo de cobre no tratamento de 50 uM e os tratamentos de
100 uM e 150 uM mantiveram suas medianas abaixo do controle. Para a célula tumoral
DU145 (Figura 5.13) o resultado interessante foi observado no tratamento de 50 uM,
onde a mediana da concentracdo do cobre, que sabe-se estar aumentada em tecidos
tumorais, diminuiu em relagio ao controle. Nos tratamentos de 150 uM e 200 uM ha um

aumento quando comparado ao controle, e um novo declinio nos tratamentos de 100 uM
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e 250 uM. As maiores concentragdes foram observadas nos tratamentos de 150 uM e 200
puM. Entre as linhagens estudadas € importante destacar o acimulo deste metal em células
de cancer mais agressivo, DU145, e ainda, que o tratamento com cloreto de zinco manteve
as medianas préximas a do controle para essas células, ressalta-se que a célula tumoral
LNCaP nao sofre o mesmo actimulo deste oligoelemento, dessa maneira, pode-se dizer
que o actimulo deste metal, considerado téxico as células normais estd diretamente ligado
a progressdo da doenca. O cobre € um mineral necessario para o bom funcionamento dos
muitos sistemas enziméticos e a ruptura da homeostase do cobre estd associada a vdrias
doencas, incluindo cancer e distirbios cronicos. E estd envolvido em processos de vitais,
com um papel essencial nas reacdes de crescimento e de desenvolvimento. E também
importante para a funcdo de vérias enzimas e proteinas envolvidas no metabolismo
energético, respiracdo e sintese de DNA. O Cu catalisa diversas reagdes que levam a
producdo de EROs, portanto regular com precisdo a sua homeostase € necessdrio para
garantir o fornecimento adequado desse elemento sem gerar efeitos toxicos dentro a
célula (VELLA et al., 2017). No cancer, o estresse oxidativo estd envolvido no processo
de inicia¢do, por causar alteracdes no DNA, que podem ser permanentemente
incorporadas ao genoma apds um periodo de tempo ainda desconhecido (ANTONIADES

et al., 2013).

Para o zinco, observou-se que o tratamento ndo teve influéncia significativa para
as células normais, porém para as células tumorais LNCaP observou-se que o tratamento
foi capaz de aumentar progressivamente a concentragdo de zinco quando comparado ao
controle, destaca-se ainda o tratamento de 50 uM onde ocorreu um aumento significativo
da concentracdo de zinco, oligoelemento este de extrema importancia para a prostata.
Ressalta-se que por se tratar de células que representam o estdgio inicial de cancer
prostatico, este resultado é bastante interessante. Para as células tumorais DU145
observou-se que ocorreu um aumento na concentragao de zinco a partir do tratamento de
100uM comparado ao controle. A comparagcdo entre as linhagens trouxe resultados
interessantes, a iniciar pelo controle, tendo em vista que as medianas das linhagens
RWPE-1 e DU145 foram préximas, enquanto a mediana de LNCaP € inferior comparada
a linhagem normal. O tratamento de 50 uM foi o tinico que aumentou a mediana de
LNCaP e os tratamentos de 150 uM e 250 uM foram os tinicos que aumentaram a mediana
da concentracdo de zinco na linhagem RWPE-1. Uma importante fun¢do da prostata

humana é produzir altos niveis de Zn e citrato, importantes constituintes do fluido
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prostdtico. As células epiteliais localizadas na zona periférica da glandula sdo
especializadas no acimulo de Zn e na secrecdo de citrato. A importacdo de zinco €
regulada pela ZIP1, uma proteina transportadora, localizada na membrana celular
basolateral e apical. Uma vez que o zinco intracelular total é principalmente determinado
pela sua absorcdo a partir do fluido extracelular, é essencial que as células tenham
transportadores ZIP1 funcionalmente ativos. A expressdo de ZIP1 € alta em células
normais da prostata, enquanto € regulada negativamente em células de cancer de préstata
devido ao silenciamento epigenético de ZIP1 (ZOU et al., 2011, FRANKLIN et al., 2003
e VELLA et al., 2017). Além disso, o zinco ¢ um componente estrutural da enzima
super6xido dismutase presente no citoplasma das células, esta enzima promove a
conversdo de dois radicais superéxido em peréxido de hidrogénio e oxigénio molecular,
reduzindo a toxicidade das EROs, pois converte espécies altamente reativas em espécies
menos nocivas. Portanto, manter concentragdes adequadas de zinco nos compartimentos

celulares € essencial para o bom funcionamento do sistema de defesa antioxidante

(MARREIRO et al., 2017).

O estudo dos mecanismos que levam as células tumorais da préstata a perderem a
capacidade de acumular zinco, a acumularem cobre em niveis que seriam toxicos a células
normais e o entendimento do contraditério papel do ferro sdo de extrema importancia para
o entendimento desta patogénese. O tratamento com cloreto de zinco influenciou no
comportamento das células da prdstata, quanto a absorcdo de ferro, cobre e zinco.
Ressalta-se que entre as linhagens estudadas, manteve as concentragdes de cobre baixas
em células normais e em células de cancer menos agressivo, porém nao foi capaz de
diminuir a concentracdo deste metal em células de cancer mais agressivo (DU145).
Contudo, apesar de ndo ser capaz de diminuir a concentracao de cobre em células de
DU 145, o tratamento ndo aumentou as concentragdes nas células normais e de LNCaP,
ou seja, o tratamento ndo estd tornando o ambiente intracelular toéxico para estes tipos
celulares; quanto ao ferro, houve um comportamento ndo linear, tendo em vista que em
alguns tratamentos aumentou as medianas das concentracdes € em outros diminuiu as
mesmas. Considerando que o papel do ferro ainda é controverso na literatura, este pode
ser um resultado interessante; quanto ao zinco observou-se que em células normais
somente o tratamento de 250 uM foi capaz de aumentar a concentracdo de zinco
intracelular, dessa maneira, os tratamentos tem pouca influéncia em células normais, o

que € interessante, pois a concentracdo de zinco em células epiteliais normais da préstata
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J4 se encontra em niveis 6timos. Nas células tumorais observa-se que os tratamentos com
menores concentragdes ndo influenciaram em células de cincer mais agressivo, porém
aumentaram a concentragao do Zn em células de cancer menos agressivo, e tratamentos
com maiores concentragdes de cloreto de zinco foram capazes de aumentar o acimulo de
zinco em células de cancer mais agressivo. Estes resultados sd@o importantes, tendo em
vista que as células de ciancer menos agressivo sdo dependentes de andrégeno enquanto
que as de cancer mais agressivo sdo independentes, pois os comportamentos estudados
podem estar diretamente ligados a dependéncia androgénica que, por sua vez, estd
diretamente relacionado com a progressao da tumorigénese. Os resultados desse estudo
sugerem que o zinco pode atuar tanto na prevencdo quanto no controle de cancer

prostatico
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CAPITULO VI

CONCLUSAO

Neste trabalho a técnica de microfluorescéncia de raios X com radiagao Sincrotron
(uSRXREF) foi utilizada para analisar esferoides de células tumorais prostaticas, linhagens
LNCaP e DU145 e de células normais, linhagem RPWE-1, suplementadas com diferentes
concentracdes de cloreto de Zinco.

As medidas foram realizadas na linha de luz XRF do Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS), sendo capaz de detectar os elementos: P, Ar, S, Cl, Ca, Fe, Cu e Zn.

Para analise de cultura celular tridimensional, a técnica de microfluorescéncia
mostrou-se eficiente. Neste estudo, a concentracdo de ferro nas células tumorais DU145
aumentou a partir do tratamento de 50 uM de cloreto de zinco, enquanto que nas células
tumorais LNCaP ndo houve um padrao de comportamento quanto as concentragdes deste
elemento. O cloreto de zinco ndo influenciou na concentragao de ferro intracelular, para
células normais, exceto pelo tratamento de 200 uM, onde ocorreu uma queda na mediana
da concentracdo. Entre os grupos estudados, pode-se observar que as células de LNCaP
acumularam menos ferro do que as células normais, enquanto que as células de DU145
sd0 as que mais acumulam este metal.

Pdde-se notar ainda que, inicialmente, o tratamento com cloreto de zinco auxiliou
na reducdo da concentragdo de cobre nas células de DU145, mas os ultimos tratamentos
ajudaram a aumentar a concentragio deste metal. Nas células tumorais LNCaP houve um
aumento na concentragdo de cobre no tratamento de 50 uM e uma redugdo nos
tratamentos de 100 uM e 150 uM. Nas células normais, o cloreto de zinco nao influenciou
na metabolizacdo do cobre, tendo em vista que, a concentracdo permaneceu menor em
todos os tratamentos quando comparada ao controle.

Para células tumorais LNCaP observou-se que o tratamento foi capaz de aumentar
progressivamente a concentracdo de zinco e nas células tumorais DU145 observou-se que
ocorreu um aumento na concentragdo de zinco a partir do tratamento de 100 uM
comparado ao controle.

Tendo em vista o comportamento diferente que foi exibido por cobre, ferro e zinco
em linhagens celulares normais e de tumor de préstata, nosso modelo pode representar
uma ferramenta importante para entender o desenvolvimento e progressiao desta doenca

através da reducdo da concentracao do cobre, da controversa relacao o ferro e o cancer e
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o aumento do actimulo de zinco intracelular, elementos de grande importancia em

processos metabolicos que sofrem sérias alteracdes em pacientes enfermos.

O desdobramento deste estudo poderd guiar outros estudos in vitro e ensaios

clinicos para estabelecer o possivel uso terapéutico do zinco sobre o cancer prostatico

Sao sugestdes de trabalhos futuros:

1.

Realizar testes bioldgicos a fim de verificar o comportamento do
transportador de zinco ZIP1 e das proteinas transportadoras
transmembrana de ferro e cobre, ferroportina e hCTR1, respectivamente,
com o tratamento com Zn;

Realizar testes biolégicos que verifiquem proliferagdo e morte celular apds
o tratamento com Zn;

Realizar anélise por microXRF dos esferoides seccionados;

Utilizar tratamentos com Zn em intervalos de concentracdo menores;

Suplementar com outros metais.
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