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Karolynne de Araujo Marins José Rocha
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Orientadores: Ricardo Tadeu Lopes

Roberta Gama Leitdo
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O cancer € um problema de satde pablica mundial, e sua incidéncia no mundo
cresceu 20% na Ultima década. Os objetivos deste trabalho foram analisar o
comportamento celular em esferoides de células tumorais prostéticas, linhagem celular
DU145, e em ceélulas prostaticas normais, linhagem celular RWPE-1, ap6s a
suplementacdo com Cloreto de Zinco e as possiveis implicacdes na patogénese dessa
doenca, avaliar a organizacdo do citoesqueleto celular através da microscopia de
fluorescéncia, analisar viabilidade celular através do ensaio colorimétrico de
citotoxidade (MTT). As medidas de intensidade de zinco foram realizadas utilizando a
técnica de microfluorescéncia de raios X (uXRF) na linha de luz XRF do Laboratorio
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), em Campinas, Brasil. Nos esferoides da linhagem
celular DU145 submetidos aos tratamentos com Cloreto de Zinco por 24 horas
observou-se um aumento significativo na intensidade intracelular de zinco em relagédo
ao controle. Apds 48 horas de tratamento, uma queda nesta intensidade nos dois
primeiros tratamentos e um aumento no terceiro tratamento foram observados. Ja nos
esferoides da linhagem celular RWPE-1 observou-se um aumento significativo em
todos os tratamentos realizados, em ambos os periodos analisados. As andalises de MTT
ndo demonstraram alteracdo significativa ap6s os tratamentos. Finalmente, o ensaio de
imunofluorescéncia permitiu avaliar a organizacao do citoesqueleto e o fenotipo celular,

através da identificagdo dos filamentos de citoqueratina e vimentina.
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ANALYSIS OF ZINC DISTRIBUTION IN CELLS TUMOR PROSTATIC
DU145 USING MICRO X RAYFLUORESCENCE

Karolynne de Araujo Marins José Rocha
February/2016

Advisors: Ricardo Tadeu Lopes

Roberta Gama Leitdo

Department: Nuclear Engineering

Cancer is a worldwide public health problem, and its incidence in the world
grew by 20% in the last decade. The objectives of this study were to analyze the
behavior of cells in spheroids of prostate tumor cells, cell line DU145, and normal
prostate cells, RWPE- 1 cell line, after supplementation with zinc chloride and the
possible implications in the pathogenesis of this disease, evaluate the organization of
cytoskeleton cell by fluorescence microscopy, analyze cell viability through
colorimetric cytotoxicity assay (MTT). Zinc intensity measurements were performed
using the microfluorescence technique of X-rays (uXRF) on line XRF National
Laboratory Light Synchrotron Light (LNLS), in Campinas, Brazil. In spheroids cell line
DU145 subjected to treatment with zinc chloride for 24 hours there was a significant
increase in intracellular zinc intensity compared to control. After 48 hours of treatment,
this intensity drop in the first two treatments and an increase in the third treatment were
observed. Already in the spheroids RWPE-1 cell line was observed a significant
increase in all treatments carried out in both the periods. The MTT analysis showed no
significant change after treatment. Finally, immunofluorescence assay allowed to
evaluate the organization of the cytoskeleton and cellular phenotype, through the

identification of cytokeratin and vimentin filaments.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

Esta dissertacdo visa analisar o comportamento celular em culturas celulares em
trés dimensdes (esferoides) de células tumorais prostaticas, linhagem celular de cancer
de prostata androgeno independente DU145, e em células epiteliais prostaticas normais,
linhagem celular prostatica normal RWPE-1, ap6s a suplementacdo de Cloreto de Zinco
(ZnCl,) e suas possiveis implicacbes na patogénese dessa doenca, avaliando a
organizacdo do citoesqueleto celular através da microscopia de fluorescéncia e a
viabilidade celular através do ensaio colorimétrico de citotoxidade (MTT).

O cancer é um problema de satde pablica mundial, e sua incidéncia no mundo
cresceu 20% na Ultima década. No Brasil, o cancer de préstata é a segunda neoplasia
maligna mais comum entre os homens (atras apenas do cancer de pele ndo melanoma).
Em valores absolutos, € 0 sexto tipo mais comum no mundo e 0 mais prevalente em
homens, representando cerca de 10% do total de canceres. Sua taxa de incidéncia é
cerca de seis vezes maior nos paises desenvolvidos em comparacdo aos paises em
desenvolvimento. A estimativa de novos casos de cancer de prostata no Brasil em 2014
é de 68.800, que corresponde a 70,42 casos novos a cada 100 mil habitantes (INCA,
2014).

A técnica de cultivo celular é uma importante ferramenta permite a manutencéao
de células vivas em laboratério independente do organismo que as originou. A
utilizacdo desta técnica possibilitou a melhor compreensédo dos mecanismos moleculares
da célula e tem permitido importantes avancos cientificos no que se refere, por exemplo,
a producdo de vacinas e a biologia da célula tumoral. O cultivo celular em 3D avancou
em diversas linhas de pesquisa tornando-se um modelo bastante utilizado em ensaios
radiologicos e quimioterapicos. O diferencial da cultura em 3D € permitir que as células
explorem as 3-dimensGes do espago, como ocorre in vivo, aumentando assim as
interacbes com o ambiente e entre as células (AMARAL; MACHADO-SANTELLI,
2011).

O zinco, um elemento traco essencial, estd envolvido em muitos processos
celulares, o que o caracteriza como um componente importante para a viabilidade das

células. A concentracdo intracelular de zinco esta correlacionada com o destino da
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célula, isto é, com a proliferagdo, diferenciacdo ou apoptose. Em relacdo ao carcinoma
prostatico, ele pode inibir o crescimento das células tumorais, devido a indugdo de
parada do ciclo celular e/ou apoptose. A insuficiéncia de zinco tem sido associada com
0 desenvolvimento de muitos tumores, e, inversamente, o tratamento com zinco inibe o
desenvolvimento do tumoral nestes casos. Assim, 0 zinco mostra forte atividade anti-
proliferativa em diferentes linhagens de células tumorais humanas, incluindo as células
tumorais da prostata (CHEN et al., 2013 e LIN et al., 2009). No entanto, 0 mecanismo
pelo qual o zinco inibe a proliferacdo das células tumorais ainda ndo é bem
compreendido (BANUDEVI et al., 2010).

Informacdes qualitativas e quantitativas precisas sobre a distribuicdo e interacdo
de elementos biologicamente significativos sdo vitais para compreender o papel destes
elementos em amostras de origem industriais, geoldgicas, arqueoldgicas, bioldgicas e
ambientais. A Microfluorescéncia de Raios X (uXRF) permite o mapeamento dos
elementos biologicamente importantes desde a escala nanométrica até submicrométrica
com elevada sensibilidade e danos despreziveis & amostra (MAJUMDAR et al., 2012).

O objetivo principal do presente trabalho é obter a distribuicdo de Zinco em
amostras de esferdides celulares estabelecidos a partir das linhagens celulares DU145 e
RWPE-1, através da técnica de microfluorescéncia de raios X com radiacdo Sincrotron
e, avaliar o comportamento celular apds o tratamento com ZnCl,.

Os objetivos especificos sdo:

» Obter os mapas bidimensionais para as intensidades de Zinco em cada
um dos esferoides;

> Verificar a viabilidade celular dos esferoides submetidos ao tratamento
com cloreto de zinco ( ZnCl,);

» Avaliar a organizacdo do citoesqueleto celular, bem como o fendtipo
celular através da identificacdo dos filamentos de citoqueratina e

vimentina, por microscopia de confocal.



CAPITULO I

ESTADO DA ARTE

1.1  Acéo do zinco na Prdstata.

O zinco é um elemento trago importante em varias circunstancias fisiologicas e
bioguimicas. Nos seres humanos, as células epiteliais prostaticas normais acumulam os
mais altos niveis de zinco, (3 a 7 vezes mais) do que qualquer dos demais tecidos moles
do corpo. Estudos anteriores demonstraram que o acimulo de um elevado nivel de
zinco na proéstata estd associado a duas funcGes principais: a producdo de citrato e ao
crescimento prostatico normal. Essa caracteristica exclusiva do tecido prostatico é
mantida na hiperplasia prostatica benigna. No entanto, no cancer de prostata as células
epiteliais normais, acumuladoras de zinco, sdo transformadas em células malignas, que
ndo acumulam zinco. Assim a perda da capacidade original do tecido prostatico de
manter os niveis intracelulares normais de zinco pode ser um fator importante para o
desenvolvimento e progressdo do cancer de préstata. Até agora, ndo foi determinado o
mecanismo exato subjacente aos niveis reduzidos de zinco observados no cancer de
préstata (CHEN et al., 2013 e LIN et al., 2009).

A capacidade das células epiteliais prostaticas para acumular zinco é devido,
pelo menos em parte, a expressdo e a atividade do transportador de zinco, ZIP1. No
cancer de prostata, para evitar os efeitos antitumorais do zinco, as células prostéaticas
malignas exibem, muitas vezes, um silenciamento do gene ZIP1 e, consequentemente,
uma deplecdo de zinco intracelular. Devido a isso, ZIP1 foi considerado um gene
supressor tumoral no cancer da préstata. Além disso, semelhantes efeitos supressores de
tumor do zinco j& foram identificados em diversos outros tipos tumorais (FRANKLIN;
COSTELLO, 2007).

Em SLIWINSKI et al. (2009), analisaram a cito e genotoxicidade do sulfato de
zinco (ZnS0,) em linfécitos humanos normais e em células cancerosas mieldide
humana em presenca de zinco e de peroxido de hidrogénio (H,0,). Neste trabalho, o
zinco em concentragdes no intervalo de 10 e 1000 puM diminui viabilidade e induz
danos aos DNA das células cancerosas e, especialmente em baixas concentracfes, 0s

efeitos do zinco foram ainda mais pronunciados nas células tumorais do que em células
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normais. Observou-se uma diferenca fundamental entre a acdo do zinco, na presenca de
(H,0,), em condicdes fisiolégicas normais e em células de cancer. Os resultados
sugerem que o zinco pode proteger as células normais contra ac¢fes cito e genotoxicas
do H,0, que danificam o DNA, e aumentar as acfes que danificam o DNA em células
cancerosas, o que indica a dupla acdo deste elemento de acordo com as células alvo e,
que o0 zinco pode ser Util na terapia do cancer.

Em YAN; HARDIN; HO (2010), avaliaram os efeitos anti-proliferativos do
zinco em células cancerosas da prostata (PC-3), de hiperplasia benigna da prostata
(HBP) e de células ndo cancerosas (BPH-1). Células PC-3 e BPH-1 foram tratadas com
zinco (0-250 puM) durante 24 e 48 h, e o crescimento e a viabilidade celular foram
examinados. A resposta diferencial ao zinco em células PC-3 e BPH-1 sugere que o
zinco pode desempenhar um papel importante na regulacdo do crescimento celular e a
apoptose em células de cancer de préstata e hiperplasia. Neste estudo, nas células BPH-
1 0 zinco diminui o0 nimero de células e a viabilidade, o que foi associado ao aumento
da apoptose. Nas células PC-3, altas concentra¢fes de zinco diminuiram o nimero total
de células e viabilidade. Em geral, esse estudo demonstrou que o zinco exerce efeitos
anti-proliferativos em ambos tipos celulares, benigno e maligno, na hiperplasia
prostatica benigna e, em células tumorais PC-3. Sugerindo ainda que os efeitos do zinco
podem ser mais potentes antes da transformacdo maligna. Neste contexto, os estudos
indicam que a perda da capacidade de acumulo de zinco pelas células epiteliais
prostaticas alterar a sua funcdo metabolica, resultando em um aumento da atividade m-
aconitase, citrato de oxidacdo e o aumento da producdo de trifosfato de adenosina
(ATP). Sugerindo, assim, que restabelecimento niveis elevados de zinco nas células
cancerosas pode restaurar as condi¢des celulares normais e, eventualmente, controlar a
proliferacdo e induzir a apoptose.

Em CHEN et al. (2013), buscando compreender melhor a biologia das células
tumorais prostaticas, reportaram a detec¢do de sensibilidade a apoptose em células
tumorais prostaticas tratadas com zinco e sorafenib e investigaram a expressdo e a
funcdo de Livin (um membro da familia de proteinas inibidoras de apoptose) na
apoptose induzida por zinco em células de cancer de proéstata.

Em FRANKLIN (2014), caracterizou o cancer de prostata como uma doenca
maligna "ZIP1 deficiente” e um tratamento iondforo de zinco (como por exemplo,
Clioquinol), para aumentar os niveis intracelulares de zinco foi considerado plausivel.

Assim, a analise experimental consistiu no emprego da linhagem celular PC3 para
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determinar se o tratamento com o iono6foro clioquinol (5-cloro-7-iodo-8-quinolinol)
poderia aumentar a absorcao e o acimulo de zinco e, se isto poderia resultar o controle
da proliferacdo celular. De fato, os resultados demonstraram o aumento no acumulo de
zinco e inibicdo da proliferacao celular. Como ainda nédo existem relatos considerando o
cancer uma doenga ZIP1 deficiente, para mimetizar esta situacdo no cancer de prostata
humano, células da linhagem celular PC3 foram xenotransplantadas em animais com o
objetivo de desenvolver tumores ectdpicos ZIP1 deficientes. Ao longo do periodo de
tratamento (5 semanas), o clioquinol suprimiu o crescimento tumoral por ~ 85%; e
diminuiu de forma semelhante o peso dos tumores em ~ 78%. . Estas consideragdes
evidenciam a importancia de se perseguir e desenvolver pesquisas adicionais para uma
abordagem de tratamento com zinco para o cancer de prostata.

Em FRANKLIN et al. (2015), provas convincentes de que hZIP1 é um
transportador funcionalmente importante e responsavel pela rapida absorcéo e acimulo
de zinco em células prostaticas normais foram mostradas. Apesar de o zinco ser
essencial para a funcdo normal de todas as células, por ser um importante fator para
muitas enzimas e proteinas celulares, apenas recentemente comegou-se a compreender
0s mecanismos de absorcédo celular do zinco por células de mamiferos. A existéncia de
um processo rapido de transporte e absor¢do zinco tem sido relatada para as linhagens
de células prostaticas humanas, como por exemplo, para as linhagens tumorais
prostaticas LNCaP e PC-3. Nestes casos, o transportador hZIP1 (SLC39A1) foi
identificado hZIP1 (SLC39A1) como possivel um transportador possivel de zinco,
responsavel pela absorcdo e acimulo de zinco nestas células. Diferentes trabalhos ja
demonstraram que as células que super expressam hZIP1 apresentam taxas de
crescimento lento do que o controle citomegalovirus (CMV). Ainda neste trabalho, o
tratamento com 15 uM de ZnCl, resultou numa diminui¢do no numero de células ap6s
24h (aproximadamente 50%) e 72 h (aproximadamente 70%) em relacdo ao controle
(CMV). Demonstrou-se também uma correlacdo entre 0 aumento da expressao de hZIP1
e os efeitos celulares de absorcdo e acimulo de zinco, bem como de indugdo de
apoptose mitocondrial. Portanto, a relacdo negativa entre a super expressao da proteina
transportadora de zinco e o crescimento celular é consistente com um acumulo de zinco
mediado por hZIP1.



11.2  Analise de amostras bioldgicas utilizando uXRF

A microfluorescéncia de Raios X (UXRF) é uma ferramenta para a moderna
andlise de composi¢do elementar de varios tipos de amostras. Uma vantagem importante
desta técnica é que o feixe primario pode ser focado para um tamanho muito pequeno, o
que permite a analise de pequenas caracteristicas estruturais. Uma vez que menos
energia é depositada na amostra, como resultado da excitacdo dos raios X em relagéo a
particulas de elétrons ou fontes de excitagdo carregadas, danos térmicos para as
amostras e 0s problemas associados a perda de elementos volateis e alteracGes quimicas
sdo evitados. Estas caracteristicas oferecem uma capacidade de aplicacdo na analise
multielementar ndo destrutiva simultdnea de pequenas areas geoldgicas e ambientais e
amostras organicas (LANKOSZ et al., 2004).

Andlise elementar precisa é de crescente importancia em muitas areas de
investigacdo cientifica. A técnica de microfluorescéncia de Raios X (uXRF) é uma
ferramenta muito poderosa que permite o desempenho do rastreio da analise elementar
ao nivel de micrometros. Na literatura é possivel encontrar uma vasta gama de
aplicacdes desta técnica analitica. Ao longo dos Gltimos anos, observou-se um crescente
interesse na utilizacdo de uXRF em investigacdes médicas. Isso resulta do fato de que
este método permite a investigacdo de mudancas na composicdo elementar no nivel de
uma Unica célula, isto € particularmente importante tendo em vista que 0S processos
bioquimicos normais e patoldgicos seguem uma micro e submicro escala. Além disso,
ha fortes evidéncias de que metais ou ions metalicos selecionados estdo intimamente
associados com a etiologia ou manifestacdo de muitas doencas. A andlise elementar
quantitativa de tecidos patologicamente alterados podem lancar alguma luz sobre os
processos que conduzem a degeneracdo das células no caso das doengas selecionadas
(CHWIEJ et al., 2005).

Em Al-ebraheem et al. (2010), utilizaram a técnica de microfluorescéncia de
raios X para determinar a localizacéo e as respectivas concentracdes dos elementos Zn,
Cu, Fe e Ca em cancer de colo retal primario e metastases hepaticas de colo retais
secundarias.

Em Guerra et al. (2010), analisaram dentes de leite utilizando a técnica de
uXRF, para determinar a distribuigdo elementar de chumbo e célcio, em diferentes
regides dos dentes incisivos primarios de criangas que vivem em uma area notoriamente

contaminada (Santo Amaro da Purificacdo, Bahia ,Brasil). Concluiram que um elevado
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nivel significativo de Pb foi observado na superficie do esmalte. Além disso, a
intensidade da razdo Pb / Ca diminuiu a partir da superficie do esmalte para
circumpulpal dentina. A analise de mapeamento micro de distribuicdo de chumbo
fornece uma metodologia para caracterizar as vias através das quais o nivel chumbo esta
envolvido no esmalte e pode esclarecer como os niveis de chumbo no esmalte
superficial estdo relacionadas com o fundo ambiental.

Em Cardoso et al. (2011), caracterizaram o estado pluripotente de células tronco
através da andlise da distribuicdo de elementos traco usando técnica de WUXRF.
Detectaram os elementos P, S, Cl, K, Ca, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu e Zn. O CI nédo foi
considerado no estudo, tendo em vista que seu comportamento ndo seguiu um padréo.
Os elementos Cr e Mn também ndo foram considerados devido aos seus baixos niveis
de distribuicdo. Os resultados mostraram aumento de elementos metalicos de conteido
e padrdo de polarizacdo elementar consistente de P e S em ambas as células tronco
pluripotentes, humanas e de camundongo, indicando que a diferenciacdo neural e
polarizacdo elementar estdo fortemente correlacionados.

Em Gasperini et al. (2011), investigaram a distribuicdo mineral de 0sso em
amostras com nano hidroxiapatitae (HA) e em esferas HA, especialmente a distribuigéo
espacial na arquitetura de um 0sso. O objetivo deste estudo era avaliar a distribuigdo
elementar do Célcio. O maior pico da uXRF foi de Célcio e em as amostras de 0SS0
compostas por HA é esperado encontrar valores altos para concentracdo de Ca.

Em Sales et al. (2012), analisaram a qualidade do o0sso para interpretar
observacgdes clinicas quanto a saude Ossea. A avaliacdo do conteudo mineral foi
realizada por mapeamentos de concentracdes bidimensionais de calcio, zinco e
estréncio atraves da técnica de uXRF, em amostras de 0sso 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 variagdo na comparacdo entre
estes dois grupos. Também foi possivel notar, que a distribuicdo deste elemento foi
homogénea nos dois grupos, no entanto os elementos zinco e estrdncio mostram-se
distribuidos de forma heterogénea e as concentracfes destes minerais foram abaixo no
grupo de envelhecimento quando comparada ao controle. Concluiram que a reducgéo
destes dois elementos pode levar a certa fragilidade na regido trabecular e 0ssos nesta
condicdo sdo mais susceptiveis a fraturas.

Em Rak et al. (2014), utilizaram a técnica de UXRF para criar mapas de

distribuicdo quantitativa dos elementos P, S K e Ca em amostras fangicas.
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Em Leitdo et al. (2015) foi investigado a distribuicdo de zinco em esferdides
celulares de hiperplasia prostatica benigna e cancer e foram analisadas as diferentes
respostas ao tratamento com zinco utilizando micro fluorescéncia de raios X e concluiu
que diferentes respostas ao tratamento com zinco sugerem que existem diferentes

mecanismos de acumulacgdo de zinco em células tumorais.



CAPITULO 11l

FUNDAMENTOS TEORICOS

I11.1 A Préstata

A prostata € uma glandula pequena localizada na porcéo inferior do abdémen,
logo abaixo da bexiga e a frente do reto (Figura 3.1 e 3.2). Ela envolve a porc¢éo inicial
da uretra, tubo pelo qual a urina armazenada na bexiga é eliminada, e produz parte do

sémen, liquido espesso que contém os espermatozdides, liberados durante o ato sexual

(FUSCALDI, 2012).
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Figura 3.1 — llustracdo da localizacdo anatdbmica da prostata (ZELLER, 2006).
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Figura 3.2 — llustracdo da secdo transversal da localizagdo da préstata. Observe que a
porcao inicial da uretra, a uretra prostatica, perfura-a longitudinalmente da base ao apice
(ZELLER, 2006)

Histologicamente a prostata € composta por tecido epitelial glandular, tecido
conjuntivo e tecido muscular liso (OLIVEIRA, 2013).

A prostata é responsavel pela producdo 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 ndo sdo essenciais para a fertilizacdo, mas que
podem otimizar as condi¢Oes deste processo (HAYWARD; CUNHA, 2000). O citrato,
presente no liquido prostatico e cuja concentracdo na ejaculacao é de 500 a 1000 vezes
maior do que no plasma, esta relacionado a capacidade de coagulacdo e de liquefacdo
do sémen e, ainda, devido ao seu efeito tamp&o ajuda a neutralizar os efeitos nocivos do
ambiente &cido vaginal sobre a motilidade espermatica. A maior parte deste citrato é
formada pelas células epiteliais secretoras prostaticas, a partir de acido aspartico e
glicose. Assim, as altas concentracdes dentro da glandula decorrem, em parte, de um
mecanismo de regulagdo intrinseco de suas mitocondrias que impede a oxidacdo do
composto quando ele é formado, portanto sua taxa de sintese excede a taxa de oxidagéo
(COSTELLO; FRANKLIN, 1998). Qutro elemento encontrado em grande quantidade
no liquido seminal é o zinco, que assim como o citrato é secretado primariamente pela
prostata, sendo a glandula o local do organismo onde ha a maior concentracdo do ion
(OLIVEIRA, 2013).

10



Foi publicado por McNeal (1988) o conceito de anatomia zonal da préstata. De
acordo com este conceito foram identificadas quatro zonas distintas (Figura 3.3). A zona
periférica que representa 70% do volume prostatico no adulto jovem, a zona central
representando 25% deste volume e, a zona de transi¢cdo que constitui 5% do volume
prostatico. Cerca de 60 a 70% dos carcinomas de préstata tém origem na zona
periférica, 10 a 20% na zona de transicdo e 5 a 10% na zona central (LEZE, 2011 e
LEITAO, 2013).

Zona,
transicion

N fibromuscular

Figura 3.3 — Modelo esquematico da distribuicdo das trés zonas glandulares prostaticas
histologicamente distintas, nas quais hd uma variacdo na quantidade de estroma e de
epitélio (MARTINEZ et al., 2013).

Os niveis de zinco e citrato na zona periférica prostatica normal sdo 3-10 e 30-
50, respectivamente, maior do que o encontrado em outros tecidos moles. A
concentracdo comparativa de zinco e citrato no fluido prostatico em relacdo ao plasma
sanguineo sdo de aproximadamente 75 e 1000 vezes, respectivamente, mais elevada do
que a encontrada no plasma (FRANKLIN et al., 2015).

Uma das principais funcdes da préstata é a alta producéo e secrecdo de citrato
que é efetuada devido ao acumulo caracteristico de zinco pelas células epiteliais da
prostata. A reacdo chave responsavel por este acumulo de citrato é a atividade
mitocondrial limitante da enzima m-aconitase, que exclusivamente minimiza a oxidacgao
de citrato em células da prostata. Esta atividade resulta dos efeitos inibitérios de zinco
sobre a enzima. Isto evita a oxidacgéo de citrato através do ciclo de Krebs, de modo que
ele se acumula para secre¢cdo como um componente principal de fluido prostatico.

Portanto, o citrato é um produto final do metabolismo intermediario, em células da
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prostata. Em praticamente todas as outras células de mamiferos, o citrato ¢ um
intermediério critico que é oxidado através do ciclo de Krebs para a producdo de
trifosfato de adenosina (ATP). A inibicdo da m-aconitase € letal para a maioria das
células de mamiferos, por conseguinte, a ligacdo de zinco citrato é Unica para estas
células da prostata (FRANKLIN et al., 2015).

I11.2 Céancer de Préstata

O céncer de prostata 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, tais como: a
idade, a etnia (esse tumor é cerca de 1,6 vezes mais comum em homens negros, quando
comparados aos brancos) e a predisposicdo genética, em que a histéria familiar de pai
ou irmdo que teve cancer de prostata antes dos 60 anos aumenta de 3 a 10 vezes a
chance de desenvolver a doenca em relacdo a populacdo em geral. No cancer ocorrem
alteragBes bioquimicas e enzimaticas marcantes, a adenosina e 0s nucleotideos da
adenina possuem papel importante na fisiologia desta doenca. (BATTISTI et al., 2010 e
FRIESTINO et al., 2013).

A Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) e o Cancer de Prdstata (Cap) séo
doencas comuns em homens mais velhos, e inclusive, ambas as doencas podem
coexistir como documentado em espécimes cirdrgica e autopsias. 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
CaP séo previstas para 2014, perdendo apenas para o cancer de pulméo e brénquios.
Assim, tanto a HPB como o CaP tem um grande impacto na morbidade e mortalidade
de milhdes de homens. Estima-se que em cerca de 80% dos casos, 0 adenocarcinoma da
préstata surge das células localizadas na zona periférica da préstata, ao passo que HPB
surge quase exclusivamente a partir da zona de transicdo (AL-KHALIL et al., 2015).

O PSA, antigeno prostatico especifico € uma enzima (uma glicoproteina) com
algumas caracteristicas de marcador tumoral ideal, embora ainda controverso como uma
ferramenta de diagndstico, tem sido bem utilizado na detec¢do de CaP desde que foi
introduzido no inicio de 1980. Na década seguinte, PSAD foi introduzido, que é

calculado como nivel sérico de PSA por volume da préstata. Baseia-se na premissa de

12



que CaP liberta PSA no soro do paciente, em maior propor¢cdo do que 0 aumento
esperado explicado em volume em hiperplasia, resultando em maior PSAD em
pacientes com CaP do que aqueles com HBP. O PSAD foi popularizado em meados dos
anos 1990, mas foi abandonado devido a dificuldade em medir o volume estimado da
prostata. (AL-KHALIL et al., 2015)

O céancer € um problema de saude publica mundial, e sua incidéncia no mundo
cresceu 20% na ultima década. No Brasil, o cancer de prostata é o segunda neoplasia
maligna mais comum entre 0os homens (atras apenas do cancer de pele ndo melanoma).
Em valores absolutos, é o sexto tipo tumoral mais comum no mundo e 0 mais
prevalente em homens, representando cerca de 10% do total de canceres. Sua taxa de
incidéncia € cerca de seis vezes maior nos paises desenvolvidos em comparacao aos
paises em desenvolvimento. A estimativa de novos casos de cancer de prostata no Brasil
em 2014 foi de 68.800, que corresponde a 70,42 casos novos a cada 100 mil habitantes
(INCA, 2014)

A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) estimou que, no ano 2030, podem-se
esperar 27 milhGes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e 75
milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer. O maior efeito desse aumento vai

incidir em paises de baixa e média renda (INCA, 2011).

111.3 O Papel do Zinco no Cancer de Prostata

Uma das funces fisioldgicas da prostata normal é o acimulo de niveis muito
elevados de zinco e citrato. Estes componentes desempenham um papel essencial na
reproducdo. A célula epitelial luminal da préstata evoluiu para realizar a funcdo de
acumular e secretar zinco e citrato. Assim, estas células foram adaptadas para acomodar
niveis de zinco intracelulares que seriam tdxicos para outras células. A capacidade de
acumulo de zinco pelas células epiteliais é alcancada através da atividade de proteinas
transportadoras de zinco, que sdo membros da familia de transportadores ZIP,
codificadas por genes relacionados SLC39. A hZIP1, é um membro da familia ZIP e
tem sido reportada como sendo a principal transportadora de zinco em células epiteliais
da prostata. Uma vez na mitocondria, o zinco inibe a oxidacdo terminal pelas células da
préstata (FRANKLIN et al., 2015).

13



A insuficiéncia de zinco tem sido associada com o desenvolvimento de muitos
tumores, o0 zinco mostra forte atividade anti-proliferativa em diferentes linhagens de
células tumorais humanas, incluindo as células tumorais da prostata. Entretanto, o
mecanismo pelo qual o zinco inibe a proliferacdo das células tumorais ainda nao é bem
compreendido (BANUDEVI et al., 2010).

O cancer de prostata envolve a transformacdo das células epiteliais normais em
células epiteliais malignas, que ndo acumulam zinco (CHEN et al., 2013). A proteina
ZIP1 foi identificada como um importante transportador para o acumulo de zinco em
células epiteliais da prostata, sendo, assim, uma candidata Idgica para explicar a
incapacidade da célula neoplasica em acumular zinco. Evidéncias recentes sugerem que
a regulacdo negativa da expressdo hZIP1l, bem como a perda de funcdo desse
transportador resulta na perda da capacidade de acimulo de zinco, o que leva a uma
diminuigéo da inibigdo de m-aconitase e oxidagdo terminal. Assim, ZIP1 pode ser um
gene supressor de tumor no cancer da prostata (FRANKLIN et al., 2015).

I11.4 A Cultura de Células

O cultivo de células se iniciou no comecgo 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, muito utilizada até os dias atuais em todo o mundo. O
fato de que tumores humanos poderiam dar origem a células continuas, a linhagens
imortalizadas, aumentou o interesse pelo cultivo de tecidos. O avanco 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 Japdo, estabeleceram a linhagem
VERO, oriunda de rim de macaco-verde africano (Cercopithecusaethiops). Essa célula é
uma das poucas, na atualidade, aprovadas para uso em producdo de vacinas pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o que a torna um excelente modelo em
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 estudos in vitro com o cultivo de células tém importante
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papel no estudo da biologia celular e no desenvolvimento de tratamentos de doencas
degenerativas (ALVES; GUIMARAES, 2010).

O controle do ambiente, a homogeneidade da amostra e o baixo custo, quando
comparado ao uso de animais experimentais, sdo as principais vantagens dessa técnica.
Atualmente, com a implementagio das Comissdes de Etica de Uso de Animais em
Pesquisa (CEUA), a cultura de células é o principal modelo alternativo para a
substituicdo dos animais em experimentos de pesquisa (ALVES; GUIMARAES, 2010 e
LEITAO, 2013).

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

A linhagem celular é formada a medida que a cultura primaria é imortalizada. As
linhagens celulares também guardam as caracteristicas do tecido de origem e possuem
alta capacidade de expansdo. Assim, linhagens celulares sdo muito utilizadas em
pesquisas, pois podem ser mantidas em cultura por um grande periodo de tempo
(quando comparado as células primarias) e ainda retém grande parte das caracteristicas
do tecido de origem. Muitas linhagens celulares podem ser propagadas sem perder suas
caracteristicas por muitas passagens (LEITAO, 2013).

I11.5 Culturaem Trés Dimensoes (3D)

Leighton em 1951 j& percebia as limitagBes do cultivo em monocamadas, pois
este sistema de cultivo ndo reproduz a arquitetura 3D do tecido in vivo, ndo prevé a
toxidade 6rgdo-especifica, a sinalizagdo mecanica e bioquimica e a comunicagédo célula-
célula em um microambiente tridimensional (LEITAO, 2013).

Estudos envolvendo a terapia radiologica foram uma das primeiras linhas de
pesquisa bastante exploradas por meio de cultivo celular em 3D. As diferencas entre o
ambiente 2D e 3D, foram mostradas principalmente no que se refere a resisténcia das

células, e direcionaram esta abordagem experimental para diversas linhas de pesquisa,
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como os estudos relacionados a radiagdo ionizante, a geracao de radicais livres, inibi¢ao
da respiracdo celular e toxicidade preferencial em regides de hipdxia. Outra importante
aplicacdo dos esferdides envolve testes de sensibilidade a drogas. Inicialmente, estes
testes eram aplicados empregando a cultura de celulas crescidas em monocamada,
todavia, percebeu-se que o efeito de algumas concentracdes de drogas ndo tinham
equivaléncia in vivo aos valores encontrados na cultura 2D. Neste sentido, crescentes
evidéncias tém mostrado que células arranjadas em esferoides, principalmente as
localizadas no interior destes agregados celulares, sdo mais resistentes a agentes
citotoxicos do que as células em cultura 2D. (AMARAL, 2010).

Alguns aspectos relevantes da cultura em 3D:

v' Baixo custo;

v" Inadequagdo de determinados modelos animais para a compreensdo de
vias de sinalizacao de células humanas;

v’ Aspectos bioéticos relacionados ao uso de animais;

v" Em determinadas condigdes, resultados obtidos em cultura 2D mostram-
se distantes dos organismos analisados exigindo uma gradual
substituicdo deste modelo por culturas 3D (AMARAL, 2010).

I11.6 Fluorescéncia de Raios X

A fluorescéncia de raios X esta associada a emissdo de radiacdo eletromagnética
devido as transicGes de elétrons entre diferentes orbitais. Este fendmeno esta
relacionado ao modelo quéntico da estrutura atbmica. Na teoria quantica, o elétron é
representado por uma funcgdo de onda y(x,y,z). O quadrado do modulo da fungéo de
onda do elétron |{|?da a probabilidade de se encontrar o elétron numa certa regido do
espaco proximo do nucleo (EISBERG e RESNIK, 1988). Esta regido € conhecida como
o orbital, e representa a regido 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 quéantico, o
elétron faz uma transicdo entre dois estados diferentes. Como estados diferentes estéo

associados a energias diferentes, 0s saltos quanticos sdao acompanhados com a emissdo
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de radiagdo eletromagnética. Os elétrons sdo caracterizados pelos seus estados
quanticos, e a estes estados quanticos estdo associados quatro numeros quanticos: o
nUmero quantico principal n (é um ndmero positivo inteiro); o numero quéantico orbital |
(pode ter qualquer valor inteiro entre 0 e n-1); 0 nimero quantico magnético m (pode

ter 21 + 1 valores inteiros possiveis entre -1 e +1 ) e 0 nimero quantico spin s (pode
assumir apenas os valores +1/2 e —1/2) (COSTA, 2003).

A técnica de Fluorescéncia de Raios X é 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 ionizacdo dos
elementos, e como consequéncia, os elementos (atomos) emitem linhas espectrais com
energias caracteristicas cujas intensidades estdo relacionadas com a concentracdo do
elemento na amostra. A figura 3.4 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 transi¢do
eletronica constitui uma perda de energia para o elétron, e esta energia € emitida na
forma de um foton de raios X de energia caracteristica e bem definida para cada
elemento. Assim, de modo resumido, a analise por fluorescéncia de raios X consiste de
trés fases: excitacdo dos elementos que constituem a amostra, dispersdo dos raios X
caracteristicos emitidos pela amostra e deteccdo desses raios X (LACHANCE e
CLAISSE, 1995; ANJOS, 2000a).
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Figura 3.4 - Esquematico do Efeito Fotoelétrico - (A) O féton incidente chega ao
atomo, (B) Um elétron de orbital mais interno é ejetado deixando uma vacéncia, (C)

Um elétron de orbital mais energético ocupa a vacancia emitindo fluorescéncia.

I11.7 Excitacdo dos Elementos

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

Para haver producdo de raios X caracteristicos hd necessidade de se retirar
elétrons mais fortemente ligados, ou seja, aqueles localizados nos niveis mais internos
dos atomos como, por exemplo, na camada K. Para que isto ocorra, a energia minima
necessaria deve ser superior a energia de ligacdo do elétron nesse nivel, denominada
energia de ligacdo eletrénica ou energia corte de absorcéo.

Esta energia de ligacdo eletrdnica pode ser calculada de modo aproximado,
aplicando-se a teoria atdmica de Bohr para o atomo de hidrogénio e atomos
hidrogenoides. Desse modo, a equacéo (1) permite o calculo aproximado dessa energia
para os elétrons das camadas K e L dos atomos de um elemento (NASCIMENTO
FILHO, 2009)

_ me*(Z-b)?
E= 8 s%hzn2 (1)
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Onde:
E = energia de ligacao eletronica (J);

m = massa de repouso do elétron = 9,11. 10™! kg;

e = carga elétrica do elétron = 1,60.107°C;
Z = numero atdmico 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;

. - . -12 CN
gy = permissividade elétrica no vacuo = 8,85. 10 UF;

h = constante de Planck = 6,63107* J.s; e

n = n° quéntico principal do nivel eletrénico (n = 1 para o nivel K, n =2 para o
nivel L, etc).

Substituindo-se na equacdo (1) os valores das constantes no sistema

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

2
E=2,18.10“3(Zn'—2b) )

E possivel observar que nesta equacao a energia de ligacdo para um determinado
nivel de energia é diretamente proporcional ao quadrado do numero atdbmico Z do
elemento. Assim, para retirar elétrons do nivel K dos elementos Al, Fe e Te, por
exemplo, de nimeros atbmicos 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 é necessario que um
elétron seja ejetado do 4tomo. Logo, a energia da radiacdo que excita o 4tomo, deve ser
igual ou superior a energia de ligacdo do elétron ao &tomo, no caso no exemplo anterior,
EK. De forma anéloga, 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 ligacdo, neste caso chamadas de EL1, EL2 e EL3. Em

espectrometria de raios X, sabe-se que 0s estados quanticos estdo associados a niveis de
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energias. Estes niveis de energia ndo dependem apenas dos dois nimeros quanticos n e
I, mas também de outro nimero quéntico j, que representa a soma vetorial de | e s, com

a restricdo que j ndo pode ser negativo.

j=1ts 3)

Assim, j somente assumira os seguintes valores:

1
j=1% 2 4)
Quando | assumir valor zero, j = % Se | for igual a 1, j = % ej= % ;e

sucessivamente para todos os valores de I. O ndmero maximo de elétrons em um

subnivel é dado por:

n, = 2j+1 (5)

Para ilustrar a producdo de um espectro de raios X supomos que um elétron do
nivel K seja inicialmente removido do atomo. Na primeira etapa do processo de
desexcitacdo, um elétron do nivel L, pode realizar um salto quéntico para preencher a
vacancia. Isto produz uma vacancia no nivel L, que podera ser preenchida por um
elétron no nivel M, deixando uma vacancia no nivel M que por sua vez sera 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 atomo fica
novamente neutro e no estado fundamental.

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

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

como:

EK-M3 = EK - EM3 (6)

Todos esses fétons representam as emissdes da linha ou série K. As emissdes
das linhas L séo 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.

NUmeros quéanticos NUmero méaximo de
Nivel | Subnivel
n I j elétrons

K 1 0 1/2 2
Ly 2 0 1/2 2

L L, 2 1 1/2 2
Ls 2 1 3/2 4

M; 3 0 1/2 2

M, 3 1 1/2 2

M M3 3 1 3/2 4
My 3 2 3/2 4

Ms 3 2 512 6

N; 4 0 1/2 2

N, 4 1 1/2 2

N3 4 1 3/2 4

N Ng 4 2 3/2 4
Ns 4 2 512 6

Ne 4 3 512 6

N- 4 3 712 8

Quadro 1 — Os niveis e subniveis de energias de Ka N

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

de sele¢do para a variagdao dos numeros quanticos:
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(/= 0:21) g

S80 permitidas apenas as transicdes que estdo de acordo com as regras
representadas pela equacdo 7. O nivel L, por exemplo, possui trés subniveis L1, L2 e
L3. Apenas as transi¢des K-L2 e K-L3 ocorrem. A transicdo K-L1 € proibida (Al=0 e Aj
=0).

As transicOes 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.

111.8 A Emissao de Fluorescéncia de Raios X

A fracdo da radiacéo incidente que leva a emissdo de uma determinada linha de
raios X caracteristicos é determinada por uma probabilidade de excitacdo que é produto
de trés outras probabilidades (PEREIRA, 2003 e COSTA, 2003):

PEi = l:)nivel . 1:)linha . Pﬂuorescéncia (8)

Onde:

P.ivel € @ probabilidade que a radiagdo incidente retire elétrons de um dado
estado quantico;

Pinna € @ probabilidade que uma determinada linha seja emitida dentro de sua
série. Para um elétron retirado da camada K, podemos ter as seguintes transi¢cGes na
camada L : K-L2 e L-L3;

Pruorescencia € @ probabilidade de ocorrer a emissdo de fluorescéncia de raios X
ao invés do elétron Auger. Este elétron é liberado do atomo com uma energia igual a
diferenga entre a energia do foton absorvido e a energia de ligacdo do elétron. Uma
importante consequéncia na emissdao de elétrons Auger é o fato de que o numero de

raios X caracteristicos produzidos € menor do que o esperado.
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Figura 3.5 - Transic¢des de niveis de energias (ANJOS, 2000a)

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

Assim, ® pode ser representado como:

©= ©)
Ny =Ng + Ny (10)

Onde:
ng é 0 nimero de fotons produzidos com fluorescéncia de raios X;

n, € 0 numero de fotons que sdo produzidos devido as vacancias nos niveis e

subniveis atbmicos;

nu € 0 nimero de fotons que sdo reabsorvidos dentro do atomo.
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A figura 3.6 representa esquematicamente o efeito Auger para um modelo
classico do elemento magnésio (Mg).

Elétron Ejetado
E=AE - E

L L L L T T Vacuo

Elétron Auger

Banda de Conducio

Banda de Valéncia

+ L=
E:z # Lz
Eu 9 L
Feixe Incidente de fotons
K

Figura 3.6 - Representacdo esquematica do efeito Auger.

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.

I11.9 Microfluorescéncia de Raios X (UXRF)

A Microfluorescéncia de raios X (uXRF) € uma variante da XRF diferenciando-
se principalmente nas dimensdes e geometria do feixe. E baseada na excitagdo
localizada de uma area microscopicamente pequena (na ordem de pm) na superficie de
uma amostra, fornecendo informagbes da distribuicdo espacial de elementos

majoritarios € minoritdrios no material de estudo. Por esse motivo a pXRF ¢ uma
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técnica bastante atrativa para a analise local e para 0 mapeamento elementar em varios
tipos de materiais (BERNASCONI et al., 1994).

O mapeamento elementar é realizado dividindo-se a area a ser analisada em

pixels, e em cada pixel, obtém-se um espectro de fluorescéncia de raios X (PRINS et

al

b)

., 1984),

Microfeixe de Y Area irradiada
Raios X

_—r 1 ~,

I N

Detector EDX

Figura 3.7 — Esquema simplificado da analise por pXRF (MELO JUNIOR, 2007)
Trés tipos de informagdes podem ser obtidas através da aplicagao da pXRF:

Informacdo pontual - Fornece uma réapida comparacdo de materiais heterogéneos

através da analise de apenas uma area da amostra;

Perfil - E uma analise sequencial de varios pixels (areas) alinhados ou
verticalmente ou horizontalmente que fornece informacdo a respeito da

homogeneidade da amostra;

Mapas elementares - E uma combinaco 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 variacbes das cores
mostram as diferentes intensidades relativas do elemento quimico presente da
amostra (LEITAO, 2013).

25



Um esquema da obtencdo de uma imagem é representado na figura 3.8.

Espectro de fluorescéncia de

Raios X
Pixel © l >
> D ] |
Fotons de 4 “‘ fe ‘i
fluorescéncia i".,“ = |
L LT

Energia (keV)

Esferoide

Dy 145 24h 71 01 5

"0 Q0%

« o — Conjunto de espectros de
AR < fluorescéncia

b

Figura 3.8 - Representacdo esquematica da obtencdo de uma imagem.

A pXRF € um poderoso método para andlise em amostras biologicas, tendo as
seguintes vantagens: limite de detecgdo 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 dissipacdo e praticamente nenhum dano térmico na amostra (PRINS
1984).

A utilizagdo de radiagdo sincrotron em uXRF permite maior sensibilidade para a
analise de concentracGes muito baixas e possibilita estudar amostras menores (da ordem
de pum) de modo que seria impossivel através do uso de outras fontes. A
microfluorescéncia de raios X com radia¢do sincrotron (USRXRF) ¢ uma ferramenta

muito poderosa na analise elementar ao nivel de micrometros (JANSSENS et al., 2000).
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I11.10 Radiagéo Sincrotron

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

Um sincrotron produz luz usando poderosos eletroimds e ondas de
radiofrequéncia para acelerar os elétrons quase a velocidade da luz em um anel de
armazenamento. Este anel é um poligono, feito de secc@es retas inclinadas em conjunto
com iméas de flexdo. A medida que o elétron passa através de cada ima, perde energia,
sob a forma de luz altamente concentrada.

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 estacGes 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, geoldgicos e bioldgicos.

A utilizacdo de uma fonte de radiagdo sincrotron permite alcancar limites de
deteccdo mais baixos do que quando se utiliza um tubo de raios X de alta poténcia
(KLOCKENKAMPER, 1996 e CASTRO, 2001).

I11.11 Laboratoério Nacional de Luz Sincrotron (LNLYS)

Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, localizado em Campinas, S.P., (LNLS)
opera a Unica fonte de Luz Sincrotron da América Latina. Projetado e construido com
tecnologia brasileira, o LNLS foi inaugurada em 1997, com instalacfes abertas para a
comunidade cientifica e empresarial em todo o pais e no exterior (LNLS, 2014), tem
como objetivo fomentar o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, colocando ao
alcance de pesquisadores do Brasil e do exterior infraestrutura de luz sincrotron,
microscopios eletrénicos de alta resolugdo, microscopios de varredura de ponta e
espectrometros de ressonancia magnética nuclear. No LNLS existem quinze estagdes
experimentais de luz que oferecem étimas condi¢Oes para 0s cientistas realizarem
pesquisas com nivel de competitividade mundial. A operacdo do LNLS ¢é feita pela
ABTLUS para 0 CNPq e para o Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT) (LEITAO,
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2009). A figura 3.9 mostra uma panoramica do anel e a disposi¢do da linha de XRF no
LNLS.

Linha de XRF

Figura 3.9 — Foto Panoramica do Anel no Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron.
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CAPITULO IV

MATERIAIS E METODOS

IV.1 Obtencéo e Preparo dos Esferoides Celulares.

Os esferoides celulares foram estabelecidos a partir da linhagem celular tumoral
prostatica humana DU145, uma linhagem celular andrégeno independente, com baixo
potencial metastatico, bem como a partir da linhagem celular epitelial prostatica humana
normal imortalizada, RWPE-1.

Para o estudo do cancer de prostata foram desenvolvidos, no decorrer dos anos,
diversos modelos experimentais in vivo. Entre 0os modelos animais pode-se citar: 0s
murinos transgénicos, os camundongos com imunodeficiéncia severa combinada, 0s
modelos xeno e o cdo. Além dos modelos in vivo, muitos modelos de cultura celular ja
foram desenvolvidos, murinos e humanos, a partir de culturas primarias (finitas) ou
linhagens celulares (permanentes) de CaP. A possibilidade de se trabalhar com células
de CaP humanas em cultura é uma grande vantagem, principalmente pela maturidade
adquirida das quatro principais linhagens: a ndo tumoral, RWPE-1, e as trés tumorais,
LNCaP, PC3 e DU145 (MOROZ, 2013).

A linhagem epitelial prostatica normal RWPE-1 foi estabelecida a partir da
imortalizacdo de uma cultura primaria de epitélio prostatico sadio, ndo tumoral, de um
individuo adulto de 54 anos, por pesquisadores da Universidade Estadual do Michigan,
do Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos da America. Apés a obtencdo desta
cultura priméria, foi realizado procedimento de engenharia celular, com o uso de copia
simples do virus do papiloma humano (HPV — humanpapilloma virus), para a
imortalizacdo e obtencdo da linhagem celular RWPE-1 (MOROZ, 2013). E a linhagem
tumoral prostatica DU145 foi estabelecida a partir de uma lesdo metastatica prostatica
isolada do sistema nervoso central.

A linhagem celular DU145 foi escolhida e empregada neste estudo devido ao
fato de ser uma linhagem celular bem estabelecida independente de andrégeno e por
possuir as caracteristicas de um cancer agressivo.

As linhagens celulares foram mantidas rotineiramente em meios de cultura

(mistura de sais enriquecidos com aminoacidos, vitaminas e outros componentes
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essenciais para o crescimento celular) apropriados, RPMI com 10% Soro Fetal Bovino
(SFB), para linhagem DU145, e Queratindcito — SFM (KSF9), para as células de
linhagem RWPE-1. A cultura foi mantida rotineiramente em estufa, a 37°C, em uma
atmosfera de 5% de CO,.

Os esferoides celulares foram estabelecidos a partir do cultivo de 2 x 10°
células/pogo em placas de 96 pogos (de 0,5 cm didmetro cada), com fundo em U (Figura
4.1). Os pocos foram previamente recobertos por uma pelicula de gel agarose 1%
(utilizado para evitar a aderéncia das células ao fundo do poco). Aps6s serem
plaqueadas, as células foram mantidas em meio de cultura apropriado para cada tipo de
celula, em estufa, a 37°C, em uma atmosfera de 5% de CO,. O tempo suficiente para

formacédo dos esferoides foi de dois a quatro dias de cultivo.

Figura 4.1 — Placa contendo 96 pocos com fundo em U utilizada para a cultura dos

esferoides.

Apo6s 12 dias em cultura, os esferdides foram tratados com cloreto de zinco e
mantidos em cultura (com o tratamento) durante um periodo de 24 horas e 48 horas.

As solucBes para o tratamento foram obtidas utilizando o meio de cultura RPMI
com 10% SFB, para as celulas DU145, e o meio de cultura Queratindcito — SFM
(KSF9), para as células normais RWPE-1. Ambos 0s meios de cultivo foram
suplementados com as solucBes de cloreto de zinco (ZnCl,) nas 4 diferentes
concentragdes: 0, 50 uM, 100 uM e 150 uM.

Para a andlise por uXRF, ap6s os 12 dias de cultura e os periodos dos
tratamentos, os esferdides foram fixados em paraformaldeido 4,0% por 30 minutos, em

sequida lavados 3 vezes com solucdo tampéo fosfato (PBS) 0,1M, pH 7,4 e ao final
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mantidos em PBS até o momento da anélise. No momento da anélise os esferdides
foram lavados com agua Milli-Q e depositados em filme ultralene de 4 um de espessura

e em seguida postos para secar a temperatura ambiente.

IV.2  Anélise por uXRF

As analises foram realizadas na linha D09B - XRF no Laboratorio Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS) através da técnica de Microfluorescéncia de Raios X com Radiagdo
Sincrotron (WSRXRF). As amostras foram posicionadas em um suporte situado a 45° em
relacdo ao detector e ao feixe, incidente, ou seja, posicionamento 45%45°. O plano de
imagem das amostras possui acuracia 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 um de extensdo na
vertical e 12 um na horizontal logrado por um sistema de micro foco KB. Foram
realizados passos de 25 um na horizontal e na vertical, correspondendo a um pixel de 25
um X 25 pum.

Para a deteccdo 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
relacdo ao feixe incidente. A tabela 1 mostra as condi¢Ges experimentais e a figura 4.1

mostra o arranjo experimental.

Tabela 1 - CondigOes experimentais

Condigbes experimentais

Feixe: BRANCO
Geometria: 45%/45°
Cémara 1: 2x1
Absorvedor 45 um Al no feixe incidente
Distancia amostra - detector: 22 mm
Distancia fonte- amostra: 20 um
Detector de raios X: Silicon Drift com resolucdo de 165 eV em 5,9 keV
Detector A Cémara de ionizacéao
Tempo 300 ms/pixel
Colimacéo do feixe: 25 X 12pm
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Silicon Drift

Figura 4.2 — Esquema experimental.

1IV.3 Andlise da Viabilidade Celular

A viabilidade ou a sobrevivéncia celular foi avaliada utilizando o ensaio
colorimétrico de MTT (brometo de 3 - [4, 5-dimetil-2y] -2, 5 diphenyltertrazolio). Este
teste avalia a capacidade de a enzima desidrogenase succinica reduzir o substrato MTT
a cristais de formazan na mitocéndria, ou seja, avalia a capacidade das células ditas
viaveis reduzirem metabolicamente 0 MTT. O sal MTT é um composto hidrossoluvel
que apresenta coloracdo amarelo-palido e os cristais de formazan sdo compostos de
coloragdo azul escuro, ndo solivel em agua (MOSMANN, 1983). O formazan foi
extraido através da adicdo de dimetilsulféxido (DMSQO), um solvente apropriado. Para
este ensaio foi utilizado o mesmo protocolo de cultura mencionado anteriormente para
estabelecimento dos esferoides. Apos o periodo de tratamento (24 e 48h) os esferdides
foram transferidos dos pocos das placas de cultura para eppendorfs e 0 meios de cultivo
com os tratamentos descartados. Em seguida, os esferdides foram incubados em uma
solucdo de MTT (5ug/mL) por 3 horas a 37°C ao abrigo da luz. Apoés a incubagdo, a
solugdo de MTT foi removida e foram adicionados 200 pL de DMSO para solubilizar o
formazan. A formagdo de formazan foi medida em 570 nm wusando um

espectrofotdmetro. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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IV.4 Analise da Organizacdo do Citoesqueleto Celular e do Fenoétipo Celular

A imunocitoquimica ou imunofluorescéncia € uma técnica importante que utiliza
anticorpos marcados com fluoréforo para detectar antigenos celulares especificos. O
anticorpo € um complexo de proteinas que inicia uma resposta imunitaria contra um
antigeno alvo. A organizacdo basica de um anticorpo inclui dois dominios funcionais
que, em conjunto, se assemelham a letra Y (Figura 4.3, esquerda). O dominio Fab
(fragmento contendo o local de ligacdo ao antigeno) faz os bracos do Y, o final de cada
braco é uma regido variavel responsavel pela ligacdo ao antigeno. O dominio Fc
(fragmento que cristaliza) compreende a cauda do Y, a qual as células efetoras imunes,
proteinas, e outros anticorpos reconhecem. Esta estrutura Gnica permite a deteccdo
direta ou indireta de antigenos, utilizando um Unico anticorpo marcado com fluoré6foro
ou por meio da ligacdo de um anticorpo secundario marcado com fluoréforo criado
contra o dominio de Fc, respectivamente (ODELL; COOK, 2013).

’ L™ Anticorpo
AN Secundario
20 T\
. A T
Dominio { A Y
LJ
FC ,\,
Dominio
Fab Anticorpo
] Primario
< | Antigeno
(&)

Figura 4.3 — Estrutura de um anticorpo (ODELL; COOK, 2013).

Para a analise da organizacdo do citoesqueleto celular, bem como do fendtipo
celular utilizou-se os anticorpos primarios monoclonais: anti-citoqueratina humana
(Dako Clone — MNF 116 1/100), um marcador tipicamente epitelial que reconhece as
proteinas de queratina que compdem os filamentos intermediarios encontrados no
citoesqueleto das células epiteliais, tendo em vista que as células prostaticas utilizadas

neste trabalho s&o de origem epitelial; e o anticorpo anti-vimentina humana (Sigma
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1/200), um tipico marcador de células de origem mesenquimal, empregado com o
objetivo de avaliar se o processo de transicdo epitélio mesenquimal estaria ativado,
tendo em vista que este processo representa um importante passo durante a progressdo
tumoral.

Para a realizagdo da imunofluorescéncia, o0 meio de cultura foi removido dos
pocos e as células fixadas com etanol gelado (-20°C) por vinte minutos em temperatura
ambiente. Apos a fixacdo, as células foram lavadas por trés vezes com PBS (tampéo
fosfato-salino) e, entdo, incubadas em uma solucéo de 50 nM de NH,CI por 30 minutos.
Os sitios inespecificos foram bloqueados com PBS/BSA 5%, Tween 0.05 %, Triton
0,1% e Gelatina 0,1% e as ligacOes inespecificas do anticorpo secundario com
PBS/Normal Goat Serum 10%. Realizados os bloqueios, as células foram novamente
lavadas com PBS e incubadas com o0s anticorpos primarios acima mencionados
overnight. No dia seguinte, as células foram lavadas com PBS por trés vezes e,
novamente incubadas com 50 pL/laminula de PBS/BSA 5 %, Tween 0.05 %, Triton
0,1% e Gelatina 0,1% por 30 minutos em cdmara Umida em temperatura ambiente. Em
seguida, as células foram novamente lavadas com PBS e incubadas com anticorpo
secundario Alexa 546 (1/300) Goat anti-mouse, marcado com fluoréforo, por duas
horas.  Os nucleos celulares foram marcados por cinco minutos com DAPI,
50puL/lamina,  (4°,6’-diamidino-2phenylindole  dihydrochloride,  Santa  Cruz
Biotechnology). Ao final, as células foram lavadas com &gua destilada e as laminulas
montadas sobre laminas histoldégicas com N-propilgallato (Sigma), antes de serem

analisadas e fotografadas por meio de microscopia de fluorescéncia.
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CAPITULO V
RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1 Resultados da Analise dos Esferdides Celulares da Proéstata através da
UXRF

A figura 5.1 ilustra o espectro de XRF de um esferoide de células de prdstata
com cancer. Foi possivel detectar segundo as condicdes experimentais descritas no

CAPITULO 1V, os elementos: P, S, Cl, Ar, K, Ca, Fe e Zn.
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Figura 5.1 — Espectro de XRF do esferoide RWPE-1 suplementado com 150 uM
durante 24 horas.

Observa-se que elemento Ar esta 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, K, Ca, Fe e Zn, terem sido detectados
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apenas 0 Zinco é de interesse neste estudo e, portanto somente mapas bidimensionais de
Zn foram obtidos.

A seguir, na figura 5.2, temos as imagens resultantes dos mapas bidimensionais
da intensidade de Zinco nos esferoides da linhagem DU145 (CaP) suplementados com 0
UM, 50 pM, 100 pM e 150 pM de Cloreto de Zinco durante 24 horas. A escala de cores
retrata a intensidade do Zinco nos esferoides, onde o vermelho reproduz a area em que

esta intensidade é maior.

Figura 5.2 — Imagens resultantes dos mapas bidimensionais da intensidade de Zn em
esferoides DU145 com tratamento durante 24 horas de (a) 0 pM; (b) 50 pM; (c) 100
HUM; (d) 150 pM.

Em prosseguimento, na figura 5.3, observa-se as imagens resultantes dos mapas
bidimensionais da intensidade de Zinco nos esferoides da linhagem DU145
suplementados com 0 puM, 50 uM, 100 uM e 150 uM de Cloreto de Zinco durante 48
horas.
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Figura 5.3 — Imagens resultantes dos mapas bidimensionais da intensidade de Zn em
esferoides DU145 com tratamento durante 48 horas de (a) 0 uM; (b) 50 uM; (c) 100
UM; (d) 150 pM.

Foi possivel observar que a intensidade de zinco dos esferdides deste tipo
celular, DU145, foi maior no centro e que sua geometria é proxima a esférica.

A sequir, na figura 5.4, temos as imagens resultantes dos mapas bidimensionais
da intensidade de Zinco nos esferoides da linhagem RWPE-1 suplementados com 0 uM,
50 uM, 100 pM e 150 puM de Cloreto de Zinco durante 24 horas.
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Figura 5.4 — Imagens resultantes dos mapas bidimensionais da intensidade de Zn em
esferoides RPWE-1 com tratamento durante 24 horas de (a) 0 uM; (b) 50 uM; (c) 100
HUM; (d) 150 pM.

Em prosseguimento, na figura 5.5, observa-se as imagens resultantes dos mapas
bidimensionais da intensidade de Zinco nos esferdides da linhagem RPWE-1
suplementados com 0 puM, 50 puM, 100 uM e 150 uM de Cloreto de Zinco durante 48

horas.
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Figura 5.5 — Imagens resultantes dos mapas bidimensionais da intensidade de Zn em
esferoides RPWE-1 com tratamento durante 48 horas de (a) 0 uM; (b) 50 uM; (c) 100
HUM; (d) 150 pM.

Foi possivel observar que a intensidade de zinco dos esferdides deste tipo
celular, RPWE-1, em alguns casos se deu proximo a borda e que sua geometria nao é
regular, notou-se também que no tratamento por 48 horas a intensidade de zinco se deu
de forma mais heterogénea por todo o esferoide.

Para o tratamento dos dados foi utilizado o programa GraphPad Prism 6. Em
todos os graficos os dados dos tratamentos (50 pM, 100 pM, 150 puM) foram
normalizados pelo valor da mediana do controle (0 uM). Para analise estatistica foi
utilizado o teste ndo paramétrico de multiplas comparacbes Kruskal-Wallis com
significancia de P = 0,05.

A figura 5.6 mostra o grafico referente as comparagfes das intensidades de

Zinco nos esferoides celulares de DU145 para cada tratamento durante 24 horas.
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Figura 5.6 — Comparacdo da intensidade de Zn em esferdides celulares de DU145 para

0s tratamentos com ZnCl, durante 24 horas.

Tabela 2 — Comparagéo do Controle com Tratamentos DU145-24h.

Comparagdes Diferenca Médias  Significante? Valor de P
Controle x 50 uM 7,89E+01 Né&o 0,0853
Controle x 100 pM -2,01E+02 Sim <0,0001
Controle x 150 uM -4,38E+02 Sim < 0,0001
50 uM x 100 uM -2,80E+02 Sim <0,0001
50 pM x 150 pM -5,17E+02 Sim <0,0001
100 uM x 150 uM -2,37TE+02 Sim <0,0001

Foi observado que ocorreu um aumento significante na intensidade de zinco
comparando os tratamentos com o controle, com exce¢do do tratamento de 50 pM em
que a intensidade se manteve; na comparacao entre 0s tratamentos observou-se também
um aumento significante.

A figura 5.7 mostra o gréafico referente as comparagcfes das intensidades de

Zinco nos esferoides celulares de DU145 para cada tratamento durante 48 horas.
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Figura 5.7 — Comparacdo da intensidade de Zn em esferdides celulares de DU145 para

os tratamentos com ZnCl, durante 48 horas.

Tabela 3 — Comparagédo do Controle com Tratamentos DU145-48h.

Comparagodes Diferenga Médias  Significante? Valor de P
Controle x 50 uM 5,27E+02 Sim <0,0001
Controle x 100 uM 1,08E+02 Sim 0,0444
Controle x 150 uM -4,70E+02 Sim < 0,0001
50 uM x 100 pM -4,19E+02 Sim < 0,0001
50 uM x 150 pM -9,97E+02 Sim < 0,0001
100 uM x 150 uM -5,77E+02 Sim < 0,0001

Observando-se a comparacao dos tratamentos com o controle, houve uma queda
significante no tratamento de 50 uM e de 100 pM e um aumento significante no
tratamento de 150 pM. Na comparacdo entre os tratamentos ocorreu um aumento
significativo.

A figura 5.8 mostra os gréaficos referentes as comparacdes das intensidades de
Zinco nos esferoides celulares de RWPE-1 para os tratamentos informados durante 24
horas.
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Figura 5.8 — Comparacdo da intensidade de Zn em esferdides celulares de RWPE-1

para os tratamentos com ZnCl, durante 24 horas.

Tabela 4 — Comparac¢do do Controle com Tratamentos RWPE-1-24h.

Comparagodes Diferenga Médias  Significante? Valor de P
Controle x 50 uM -3,18E+03 Sim <0,0001
Controle x 100 uM -2,61E+03 Sim < 0,0001
Controle x 150 uM -3,59E+03 Sim < 0,0001

50 uM x 100 pM 5,61E+02 Sim < 0,0001
50 uM x 150 uM -4,11E+02 Sim < 0,0001
100 uM x 150 uM -9,72E+02 Sim < 0,0001

Foi observado um aumento significante na intensidade de zinco comparando 0s
tratamentos com o controle, na comparacéo entre os tratamentos observou-se também
um aumento significante, com excecao da comparacao entre os tratamentos de 50 uM e
100 pM.

A figura 5.9 mostra o gréafico referente as comparagdes das intensidades de
Zinco nos esferoides celulares de RWPE-1 para os tratamentos informados durante 48

horas.
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Figura 5.9 — Comparacdo da intensidade de Zn em esferoides celulares de RWPE-1

para os tratamentos com ZnCl, durante 48 horas.

Tabela 5 — Comparagdo do Controle com Tratamentos RWPE-1-48h.

Comparac0es Diferenca Médias  Significante? Valor de P
Controle x 50 uM -1,33E+03 Sim < 0,0001
Controle x 100 uM -1,44E+03 Sim <0,0001
Controle x 150 pM -1,65E+03 Sim < 0,0001
50 UM x 100 uM -1,13E+02 Né&o 0,1975
50 pM x 150 pM -3,25E+02 Sim < 0,0001
100 puM x 150 uM -2,12E+02 Sim 0,0018

Foi observado que ocorreu um aumento significante na intensidade de zinco
comparando os tratamentos com o controle e na comparagéo entre os tratamentos, com
excecdo da comparagéo entre os tratamentos de 50 uM e 100 UM em que a intensidade
de zinco manteve-se constante.

Para anélise estatistica das comparacdes a seguir foi utilizado o teste t - Mann-

Whitney néo parametrico com significancia de P = 0,05.

43



Em prosseguimento a figura 5.10 mostra graficamente o comportamento celular

dos esferdides de DU145 analisando os periodos de tratamento (24 e 48 horas).
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Figura 5.10 — Comparacao da intensidade de Zn em esferoides celulares de DU145

entre os periodos de 24 e 48 horas.

Tabela 6 — Comparacao entre periodos de tratamento (24 e 48 horas) DU145.

Comparac0es Diferenca Médias  Significante? Valor de P
50 uM 48h x 24h -2,79E-01 Sim < 0,0001
100 uM 48h x 24h -3,08E-01 Sim < 0,0001
150 uM 48h x 24h -1,20E-01 Nao 0,1864

Observou-se que os esferdides de DU145 continuaram a perder a capacidade de
acumular zinco mesmo dobrando o periodo de tratamento, com exce¢do do tratamento
de 150 uM que se manteve constante.

A seguir, a figura 5.11 mostra graficamente o comportamento celular dos

esferdides de RWPE-1 analisando os periodos de tratamento (24 e 48 horas).
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Figura 5.11 — Comparacao da intensidade de Zn em esferoides celulares de RWPE-1

entre os periodos de 24 e 48 horas.

Tabela 7 — Comparacdo entre periodos de tratamento (24 e 48 horas) RWPE-1.

Comparagodes Diferenca Médias  Significante? Valor de P
50 uM 48h x 24h -3,50E-01 Sim < 0,0001
100 uM 48h x 24h 2,40E-01 N&o 0,0581
150 uM 48h x 24h -2,00E-02 Nao 0,4540

Observou-se que os esferdides de RWPE-1 mantiveram sua intensidade de zinco
ao dobrar o periodo de tratamento, com excecdo da comparacgdo entre os tratamentos de
50 UM que a intensidade diminuiu.

A sequir, a figura 5.12 mostra explicitamente a comparacdo entre os esferoides
de DU145 e RWPE-1 quando submetidas aos tratamentos mencionados durante 24

horas.
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Figura 5.12 — Comparacdo da intensidade de Zn entre os esferdides celulares de DU145
e RWPE-1 no periodo de 24 horas.

Tabela 8 — Comparacao entre os esferoides celulares de DU145 e RWPE-1 no periodo

de 24 horas
Comparac0es Diferenca Médias  Significante? Valor de P
50 uM RW x DU 2,49E+00 Sim < 0,0001
100 pM RW x DU 1,90E+00 Sim <0,0001
150 pM RW x DU 2,25E+00 Sim <0,0001

Observou-se que os esferdides de RWPE-1 acumularam uma intensidade maior
de zinco do que os esferdides de DU145.

A seguir, a figura 5.13 mostra explicitamente a comparagdo entre os esferdides
de DU145 e RWPE-1 quando submetidas aos tratamentos mencionados durante 48

horas.
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Figura 5.13 — Comparacéo da intensidade de Zn entre os esferdides celulares de DU145
e RWPE-1 no periodo de 48 horas.

Tabela 9 — Comparacéo entre os esferoides celulares de DU145 e RWPE-1 no periodo

de 48 horas.

Comparac0es Diferenca Médias  Significante? Valor de P
50 uM RW x DU 2,42E+00 Sim < 0,0001
100 pM RW x DU 2,45E+00 Sim <0,0001
150 M RW x DU 2,35E+00 Sim < 0,0001

Observou-se que os esferdides de RWPE-1 acumularam uma intensidade maior
de zinco, enquanto os esferdides de DU145 continuaram a perder a capacidade de

acumular zinco.
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V.2 Resultados da Anélise da Organizacdo do Citoesqueleto Celular e do
Fendtipo Celular

Para melhor caracterizar morfologicamente os esferoides celulares estabelecidos,
foram realizados ensaios de imunofluorescéncia. Na figura 5.14 observam-se as
imagens do controle negativo constituido das células de DU145 e RWPE-1 submetidas
aos tratamentos com Cloreto de Zinco durante 24 e 48 horas, mas com a omissdo do
anticorpo primario durante a realizagdo da imunofluorescéncia. Portanto, nestas
imagens, ndo se visualiza a marcagdo positiva (vermelha) do anticorpo secundério
Alexa 546, 0 que permite considerar que as marcagGes mostradas a seguir ocorreram
especificamente devido ao reconhecimento por parte do anticorpo secundario dos

anticorpos primarios utilizados.

(@) ()

Figura 5.14 — Imagens representativas dos controles negativos da imunofluorescéncia.
(a) Controle Negativo DU145; (b) Controle Negativo RWPE-1; experimentos
independentes, realizados em duplicata. DAPI (marcacdo nuclear-azul) Barra de escala

20pum.

Avaliou-se a expressdo e a distribuicdo da citoqueratina, um tipico marcador
epitelial, nos esferoides de células DU145 tratados com Cloreto de Zinco (OuM -
controle, 50 pM, 100 uM e 150 uM) por 24 (figura 5.15) e 48 (figura 5.17) horas. Em
todas as condig¢Oes avaliadas, especialmente nas células localizadas na porgédo mais
central dos esferoides, pode-se observar uma marcagdo positiva para citoqueratina

(vermelho), sugerindo que estas células sejam fenotipicamente epiteliais.
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Figura 5.15 — Caracterizagdo imunocitoquimica dos esferdides de células DU145.

Imunomarcacgdo com anticorpo anti-citoqueratina humana (vermelho). Os esferoides
foram tratados por 24 horas com diferentes solucdes de Cloreto de Zinco: (a) OuM
situacdo controle; (b) 50 uM; (c) 100 uM; (d) 150 uM; experimentos independentes,
realizados em duplicata; DAPI (marcacao nuclear-azul);Barra de escala 20pum.

Avaliou-se também a expressdo e a distribuicdo do marcador mesenquimal
vimentina nos esferoides decélulas DU145 tratados com Cloreto de Zinco (OpM -
controle, 50 uM, 100 uM e 150 uM) por 24 (figura 5.16) e 48 (figura 5.18) horas. Pode-
se observar, apds 24 horas de tratamento, marcagdo positiva para vimentina (vermelho)
apenas no controle (OpM). Transcorridas 48 horas de tratamento, marcacdo positiva
para vimentina (vermelho) pode ser também observada no tratamento de com 50 uM de
Cloreto de Zinco. Juntos, estes resultados sugerem que os tratamentos com Cloreto de
Zinco (especialmente 100 uM e 150 uM), de alguma forma, inibem a ativacdo do

processo de transicao epitélio mesenquimal.
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Figura 5.16 — Caracterizacdo imunocitoquimica dos esferdides de células DU145.
Imunomarcagao com anticorpo anti-vimentina humana (vermelho). Os esferoides foram
tratados por 24 horas com diferentes solugdes de Cloreto de Zinco: (a) 0 uM (aumento

10X); (b) 0 uM (aumento 63X); (c) 50 uM; (d) 100 uM; (e) 150 uM; experimentos
independentes, realizados em duplicata; DAPI (marcacgédo nuclear-azul); Barra de escala

20pum.
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Figura 5.17 — Caracterizacdo imunocitoquimica dos esferdides de células DU145.
Imunomarcacgdo com anticorpo anti-citoqueratina humana (vermelho). Os esferoides
foram tratados por 48 horas com diferentes solugdes de Cloreto de Zinco: (a) OuM
situacdo controle; (b) 50 uM; (c) 100 uM; (d) 150 uM; experimentos independentes,

realizados em duplicata; DAPI (marcacdo nuclear-azul); Barra de escala 20um.
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Figura 5.18 — Caracterizagdo imunocitoquimica dos esferdides de células DU145.
Imunomarcagdo com anticorpo anti-vimentina humana (vermelho). Os esferoides foram
tratados por 48 horas com diferentes solucdes de Cloreto de Zinco: (a) 0 UM (aumento

10X); (b) 0 uM (aumento 63X); (c) 50 uM; (d) 100 uM; (e) 150 uM; experimentos
independentes, realizados em duplicata; DAPI (marcagéo nuclear-azul); Barra de escala

20 pm.

Avaliou-se também a expressao e a distribuicdo da citoqueratina nos esferoides
de células epiteliais prostaticas normais RWPE-1 tratados com Cloreto de Zinco (OuM -
controle, 50 pM, 100 uM e 150 puM) por 24 (figura 5.19) e 48 (figura 5.21) horas.
Como previamente observado nos esferoides de células DU145, em todas as condigdes
avaliadas pode-se notar uma marcacdo positiva para citoqueratina (vermelho), porém
observou-se uma marcacgdo difusa, abrangendo as regides centrais e periféricas destes
esferdides.
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Figura 5.19 — Caracterizagdo imunocitoquimica dos esferéides de células RWPE-1.
Imunomarcagéo com anticorpo anti-citoqueratina humana (vermelho). Os esferoides
foram tratados por 24 horas com diferentes solucdes de Cloreto de Zinco: (a) OuM
situacdo controle; (b) 50 uM; (c) 100 uM; (d) 150 uM; experimentos independentes,
realizados em duplicata; DAPI (marcacdo nuclear-azul); Barra de escala 20um.

Avaliou-se ainda a expressdo e a distribuicdo de vimentina (marcador
mesenguimal) nos esferoides de células RWPE-1 tratados com Cloreto de Zinco (OuM -
controle, 50 uM, 100 puM e 150 uM) por 24 (figura 5.20) e 48 (figura 5.22 ) horas.
Todavia, nestes casos foi observada marcagdo positiva para vimentina em nenhuma das
condicgdes avaliadas. Juntos, estes resultados sugerem que estas celulas sejam, de fato,

fenotipicamente epiteliais
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(a) ) (b)

Figura 5.20 — Caracterizacdo imunocitoquimica dos esferoides de células RWPE-1.
Imunomarcacgdo com anticorpo anti-vimentina humana (vermelho). Os esferoides foram
tratados por 24 horas com diferentes solucdes de Cloreto de Zinco: (a) OuM situacéo
controle; (b) 50 uM; (c) 100 uM; (d) 150 uM; experimentos independentes, realizados

em duplicata; DAPI (marcacdo nuclear-azul); Barra de escala 20um.
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Figura 5.21 — Caracterizacdo imunocitoquimica dos esferoides de células RWPE-1.
Imunomarcagéo com anticorpo anti-citoqueratina humana (vermelho). Os esferoides
foram tratados por 48 horas com diferentes solucgdes de Cloreto de Zinco: (a) OuM
situacdo controle; (b) 50 uM; (c) 100 uM; (d) 150 uM; experimentos independentes,

realizados em duplicata; DAPI (marcacdo nuclear-azul);Barra de escala 20pum.
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Figura 5.22 — Caracterizagdo imunocitoquimica dos esferéides de células RWPE-1.
Imunomarcagdo com anticorpo anti-vimentina humana (vermelho). Os esferoides foram
tratados por 48 horas com diferentes solucdes de Cloreto de Zinco: (a) OuM situacédo
controle; (b) 50 uM; (c) 100 uM; (d) 150 uM; experimentos independentes, realizados
em duplicata; DAPI (marcacgéo nuclear-azul);Barra de escala 20pum.
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V.3 Resultados dos Ensaios de Viabilidade Celular

Para avaliar a viabilidade celular dos esferoides estabelecidos a partir das células
tumorais DU145 e das células epiteliais normais RWPE-1 nas diferentes condigdes
avaliadas, foi realizado um ensaio colorimétrico de MTT, que se baseia na capacidade
das células viaveis reduzirem metabolicamente o sal de MTT a cristais de formazan. Os
resultados foram lidos em um espectrofotdmetro, onde foram considerados os valores
de absorbéancia como indicadores da viabilidade celular. Para analise estatistica dos
resultados destes ensaios foi utilizado o teste paramétrico de mdltiplas comparacdes
One Way ANOVA com significancia de P = 0,05.

A sequir, na figura 5.23 temos os gréaficos resultantes dos ensaios de viabilidade
celular dos esferdides da linhagem celular DU145, submetidos ao tratamento, por 24
horas, com as diferentes concentragfes de Cloreto de Zinco informadas anteriormente.
Como pode ser observado (figura 5.23 e tabela 10), a viabilidade celular ndo foi alterada

nos diferentes tratamentos em relacéo ao controle.
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Figura 5.23 — Viabilidade celular dos esferoides estabelecidos a partir das células
tumorais DU145. Os esferoides foram tratados por 24 horas com diferentes solucdes de
Cloreto de Zinco: 0 uM situacdo controle, 50 uM, 100 uM e 150 puM. A viabilidade

celular dos esferoides foi avaliada pelo ensaio colorimétrico de MTT.
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Tabela 10 — Comparacdo do Controle com Tratamentos MTT DU145 24 horas.

Comparacdes Diferenca Médias Significante? Valor de P
Controle x 50 uM 1,42E-02 Né&o 0,9133
Controle x 100 pM 1,51E-02 Nao 0,8935
Controle x 150 uM 2,03E-02 Né&o 0,7453
50 uM x 100 pM 9,00E-04 Né&o >0,9999
50 uM x 150 uM 6,12E-03 Nao 0,9970
100 uM x 150 uM 5,22E-03 Né&o 0,9985

Na figura 5.24 observam-se os graficos representativos dos ensaios de
viabilidade celular dos esferdides da linhagem celular DU145, submetidos ao
tratamento, por 48 horas, com as diferentes concentraces de Cloreto de Zinco ja
informadas. Como previamente observado apds os tratamentos por 24 horas, 0s
tratamentos por 48 horas também ndo alteraram a viabilidade celular em relagdo ao

controle (figura 5.24 e tabela 11).
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Figura 5.24 — Viabilidade celular dos esferoides estabelecidos a partir das células
tumorais DU145. Os esferoides foram tratados por 48 horas com diferentes solugdes de
Cloreto de Zinco: 0 pM- situacédo controle, 50 uM, 100 uM e 150 uM. A viabilidade
celular dos esferoides foi avaliada pelo ensaio colorimétrico de MTT.
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Tabela 11 — Comparacdo do Controle com Tratamentos MTT DU145 48 horas.

Comparac0es Diferenca Médias  Significante? Valor de P
Controle x 50 uM 4,33E-03 Né&o 0,9998
Controle x 100 uM -2,56E-03 Né&o 0,9999
Controle x 150 uM -3,78E-03 Né&o 0,9998
50 uM x 100 pM -6,89E-03 Né&o 0,9996
50 puM x 150 pM -8,11E-03 Né&o 0,9985
100 uM x 150 uM -1,22E-03 Né&o >0,9999

Nas figuras 5.25 e 5.26 observam-se os graficos representativos dos ensaios de
viabilidade celular dos esferoides de celulas epiteliais normais RPWE-1, submetidos ao
tratamento, por 24 e 48 horas, respectivamente, nas mesmas condi¢es informadas
anteriormente. Como previamente observado para os esferdides das células tumorais
DU145, os resultados do ensaio de MTT ndo foram significativos, o que permite
concluir que a viabilidade celular ndo foi alterada, independente do tratamento nos dois

tipos celulares analisados, portanto as células estdo viaveis (figura 5.25 e 5.26 e tabelas

12 e 13).
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Figura 5.25 — Viabilidade celular dos esferoides estabelecidos a partir das células
tumorais RWPE-1. Os esferoides foram tratados por 24 horas com diferentes solucfes
de Cloreto de Zinco: 0 uM- situacao controle, 50 uM, 100 uM e 150 puM. A viabilidade

celular dos esferoides foi avaliada pelo ensaio colorimétrico de MTT

Tabela 12 — Comparacdo do Controle com Tratamentos MTT RWPE-1 - 24 horas.

Comparagdes Diferenca Médias  Significante? Valor de P
Controle x 50 uM -6,67E-03 N&o 0,9976
Controle x 100 uM -2,22E-04 Nao >0,9999
Controle x 150 uM 9,72E-03 Nao 0,9883
50 uM x 100 uM 6,45E-03 Né&o 0,9982
50 uM x 150 uM 1,64E-02 Néo 0,9102
100 pM x 150 pM 9,94E-03 Néo 0,9871
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Figura 5.26 — Viabilidade celular dos esferoides estabelecidos a partir das células
tumorais RWPE-1. Os esferoides foram tratados por 48 horas com diferentes solucbes
de Cloreto de Zinco: 0 uM- situacdo controle, 50 uM, 100 uM e 150 puM. A viabilidade

celular dos esferoides foi avaliada pelo ensaio colorimétrico de MTT.

Tabela 13 — Comparacdo do Controle com Tratamentos MTT RWPE-1 - 48 horas.

Comparac0es Diferenca Médias  Significante? Valor de P
Controle x 50 uM 1,88E-03 Né&o > 0,9999
Controle x 100 uM 3,61E-03 N&o 0,9998
Controle x 150 uM 1,28E-02 Né&o 0,9844
50 uM x 100 uM 1,73E-03 N&o >0,9999
50 uM x 150 uM 1,09E-02 Né&o 0,9924
100 uM x 150 uM 9,17E-03 Né&o 0,9963
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V.4  Discussao

Neste trabalho a técnica de microfluorescéncia de raios X com radiacdo
Sincrotron (USRXRF) foi utilizada para analisar esferdides estabelecidos a partir de
duas linhagens celulares epiteliais prostaticas: esferoides de células tumorais prostaticas
DU145 e de células normais prostaticas RPWE-1. Optou-se por utilizar linhagens
celulares estabelecidas, pois estas células mantém as caracteristicas do tecido de origem
e possuem maior capacidade de proliferacdo do que a cultura priméria.

A analise dos dados obtidos através da técnica de uXRF permitiu verificar que a
intensidade de zinco diminuiu nas células tumorais apesar da suplementacéo e do tempo
de tratamento, enquanto nas células normais esta intensidade aumenta de acordo com a
suplementacdo e de acordo com o tempo de tratamento. A técnica uXRF também
permitiu notar que célula tumoral perde sua capacidade de acumular zinco mesmo
guando o tempo de tratamento é dobrado.

O zinco é um elemento trago importante em varias circunstancias fisiologicas e
bioguimicas. A principal funcdo da prostata é a alta producéo e secrecdo de citrato que €
efetuada devido ao acumulo Unico de zinco pelas células epiteliais prostaticas
(FRANKLIN et al., 2015). Nos seres humanos, as células epiteliais de prdstata normais
acumulam os mais altos niveis de zinco, até 3 a 7 vezes maior do que em qualquer dos
tecidos moles do corpo. A perda da capacidade original da prostata de manter os niveis
intracelulares normais de zinco pode ser um fator importante para o desenvolvimento e
progressdo do cancer de prostata (CHEN et al., 2013 e LIN et al., 2009). Assim, a
compreensdo do mecanismo que permite a reducdo da intensidade intracelular de zinco
em células tumorais prostaticas € fundamental para o entendimento da progressdo deste
cancer e para fundamentacdo de um tipo de tratamento baseado neste elemento traco.

Para melhor entender o fendmeno que estava ocorrendo realizou-se os testes de
viabilidade celular que permitiu observar que a viabilidade da célula ndo estava sendo
influenciada pela suplementagdo, ou seja, a célula estava viavel metabolicamente.

Os ensaios de imunofluorescéncia permitiram observar que os esferoides de
células tumorais DU145 submetidos aos tratamentos durante 24 horas concentram as
células fenotipicamente epiteliais no centro dos esferdides, mesma regido na qual uma
maior intensidade de zinco foi observada. Observou-se ainda que a célula epitelial pode
estar adquirindo caracteristicas fenotipicas de uma célula mesenquimal, tendo em vista

qgue a proteina marcadora mesenquimal, a vimentina, foi encontrada expressa nos
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esferdides de células tumorais DU145 na condigdo controle e, apds 48 horas de
tratamento também na condicdo de tratamento com50uM de Cloreto de Zinco.
Sugerindo, desta forma, que o tratamento com Cloreto de Zinco (especialmente 100 uM
e 150 uM), de alguma forma, inibe a ativacdo do processo de transicdo epitélio
mesenquimal, um evento caracteristico da progressao tumoral.

Estudos anteriores demonstram que a transi¢do epitélio-mesenquimal (EMT) é
um importante evento na progressao do cancer. Em Silva Neto (2008), examinaram o
padrdo de expressdo de marcadores da EMT in vivo e determinaram a ocorréncia e 0
significado clinico destes eventos em uma série de carcinomas de bexiga. Os supostos
marcadores da EMT, definidos dentro de um painel de linhagens celulares de tumores
uroteliais de bexiga, foram analisados in vivo e estdo frequentemente associados a
tumores de alto grau e a estagios mais avancados da doenca.

Em Teng et al. (2013), investigaram os mecanismos moleculares de células do
figado com a expressdo HBx sobre a EMT usando anélise de Western blot e ensaio
Transwell para avaliar a expressdo da proteina relacionada com a EMT e mobilidade
celular. Os resultados mostraram que a expressdo HBXx afetou a expressdo de proteinas
relacionadas com o EMT e a mobilidade celular de células do céncer de figado
(MHCC97) e células do figado (HL-7702), in vitro ou in vivo.

Em Bernaudo et al. (2016), estudaram o cancer epitelial de ovario (EOC), tendo
em vista que tem a maior taxa de mortalidade entre doencas malignas ginecoldgicas.
Ciclina G2 é uma ciclina ndo convencional que atua de modo a opor-se a progressao do
ciclo celular. Mecanicamente, G2 ciclina foi encontrada para suprimir a EMT, como
demonstrado pela regulacdo diferencial de varios genes EMT, como caracol, Slug,
vimentina e E-caderina. Em conjunto, resultados demonstram que ciclina G2 tem efeitos
tumor-supressor potentes em inibir EOCs por EMT através atenuando a sinalizacdo de
Wnt / B-catenina.

Em Ishikawa et al. (2016), consideraram um passo inicial da patogénese € a
EMT de células epiteliais de pigmento retinal. aB-cristalina. Assim, aB-cristalina é um
importante regulador da EMT.

Em Zhou et al. (2015), consideraram a EMT um evento essencial na progresséo
do céncer de mama no sentido metastase.

Em Sun et al. (2016), a fibrose pulmonar idiopatica (PIF) é uma doenca
pulmonar cronica fatal caracterizada pela acumulacdo anormal de populacdo de

fibroblastos e a deposicdo de matriz extracelular. Cada vez mais provas apoiam que a
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EMT de células epiteliais alveolares € um processo critico na patogénese da PIF.
Portanto, o estudo do mecanismo que leva as células tumorais da prostata a perderem a
capacidade de acumular zinco, tendo em vista que ndo esta ocorrendo morte celular e o
estudo da transicdo fenotipica epitélio-mesenquimal que ocorre nos casos Mmais

agressivos sdo de extrema importancia para o entendimento desta patogénese.
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CAPITULO VI

CONCLUSAO

As medidas deste trabalho foram realizadas na linha de luz XRF do Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), em Campinas, Brasil, utilizando um feixe branco
com 25 pum de extensdo na vertical e 12 um na horizontal e um detector Silicon Drift
posicionado a 90° com relacéo ao feixe incidente sendo capaz de detectar os elementos:
P, Ar, S, Cl, K, Ca, Fe, e Zn.

Nos esferdides de DU145 24 horas ocorreu um aumento significante na
intensidade de zinco comparando os tratamentos com o controle, com exce¢do do
tratamento de 50 UM em que a intensidade se manteve; na comparacdo entre 0sS
tratamentos observou-se também um aumento significante.

Nos esferdides de DU145 48 horas, na comparacdo dos tratamentos com o
controle, houve uma queda significante no tratamento de 50 uM e de 100 uM e um
aumento significante no tratamento de 150 uM. Na comparacdo entre os tratamentos
ocorreu um aumento significativo.

Nos esferdides da linhagem RWPE-1 24 horas ocorreu um aumento significante
na intensidade de zinco comparando os tratamentos com o controle, na comparagao
entre os tratamentos observou-se também um aumento significante, com excec¢do da
comparacgao entre os tratamentos de 50 uM e 100 pM.

Nos esferdides da linhagem RWPE-1 48 horas ocorreu um aumento significante
na intensidade de zinco comparando os tratamentos com o controle e na comparacao
entre os tratamentos, com exce¢do da comparagdo entre os tratamentos de 50 uM e 100
UM em que a intensidade de zinco manteve-se constante.

A comparacdo dos resultados da intensidade de zinco entre 0s periodos em que
os esferoides de DU145 ficaram submetidos aos tratamentos nos permitiu observar que
estes esferdides continuaram a perder a capacidade de acumular zinco mesmo dobrando
0 periodo de tratamento com exce¢do do tratamento de 150 uM que se manteve
constante. Nos esferoides de RWPE-1 observou-se que a intensidade de zinco foi
mantida ao dobrar o periodo de tratamento, com exce¢do da comparacdo entre 0S

tratamentos de 50 UM que a intensidade diminuiu.
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A comparacdo DU145 24 horas com DU145 48 horas mostrou que estes
esferdides continuaram a perder a capacidade de acumular zinco mesmo dobrando o
periodo de tratamento com excecéo do tratamento de 150 puM gue se manteve constante.

Nos esferdides de RWPE-1 observou-se que a intensidade de zinco foi mantida
ao dobrar o periodo de tratamento, com excecdo da comparacdo entre os tratamentos de
50 uM que a intensidade diminuiu.

Os resultados da comparacéo entre os esferdides de DU145 e RWPE-1 24 horas
nos permitiram observar que os esferoides de RWPE-1 acumularam uma intensidade
maior de zinco do que os esferdides de DU145.

Durante o periodo de 48 horas, os esfer6ides de RWPE-1 acumularam uma
intensidade maior de zinco, enquanto os esferdides de DU145 continuaram a perder a
capacidade de acumular zinco.

Os resultados do ensaio de imunofluorescéncia mostraram que os filamentos de
citoqueratina foram marcados independente do tipo celular dos esferdides e dos
tratamentos, os filamentos de vimentina foram marcados apenas nas células de DU145
24 horas controle e DU145 48 horas controle e tratamento de 50uM.

Os resultados do ensaio de MTT n&o foram significativos, 0 que nos permite
concluir, que a viabilidade da célula ndo foi alterada independente do tratamento nos
dois tipos celulares analisados, o que nos permitiu concluir que ndo estava ocorrendo
apoptose celular.

Os resultados mostraram que a técnica USRXRF é eficiente na analise de
esferdides celulares fornecendo informac6es importantes sobre a composicdo elementar
destas culturas em trés dimensdes e pode ser usada em conjunto com outras técnicas na
caracterizacdo de amostras bioldgicas.

Como sugestdo para trabalhos futuros que podem completar esse estudo pode-se
indicar:

a) Aumentar a concentragdo dos tratamentos;

b) Analisar o silenciamento do transportador de zinco ZIPI;

c) Analisar a influéncia do tratamento com cloreto de zinco em células
tumorais androgeno dependentes;

d) Estudar a transformacéo de célula epitelial em célula mesenquimal em
caso de cancer agressivo;

e) Analisar a influéncia do tratamento com cloreto de zinco em outros

elementos quimicos;
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f) Analisar a morte celular;
g) Analisar a proliferacéo celular.
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