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RESUMO

A disseminação e o impacto do câncer têm se intensificado nas últimas décadas,

tornando-se uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo. As

dificuldades em detectar precocemente a patologia muitas vezes resultam em diagnósticos

tardios, limitando as opções de tratamento e aumentando a carga global da doença. Ino-

vações técnicas e científicas contínuas têm o potencial de aprofundar nosso entendimento

sobre a incidência do câncer. Este trabalho é dividido em duas partes: (i) avaliar os

efeitos biológicos da radiação alfa utilizados na radioterapia do câncer de mama (tipo

de câncer que mais acomete mulheres e uma das principais causas de morte em todo

o mundo), particularmente [223Ra] RaCl2, em células cancerígenas da linhagem celular

MDA-MB-231 por meio da utilização de Microscopia de Força Atômica (AFM) e Micros-

copia Eletrônica de Transmissão (TEM) combinadas com espectroscopia Raman (ER) é

crucial para compreender o impacto destes tratamentos no tecido tumoral e nas células

saudáveis circundantes, e pode ajudar a identificar as melhores opções de tratamento.

Os resultados mostraram destruição maciça da membrana celular com preservação da

membrana nuclear. Nenhuma evidência de alteração do DNA foi observada. Os dados

demonstraram a formação de lisossomos e fagossomas. Os dados fornecidos podem aju-

dar a elucidar o principal mecanismo envolvido na morte celular durante a terapia com

partículas α; e, (ii) explorar as propriedades ultraestruturais e vibracionais de tecidos de

câncer de pênis usando AFM e ER. O câncer de pênis é uma doença rara, prevalente em

países de baixo e médio desenvolvimento, com taxas de morbidade e mortalidade signifi-

cativas. Os resultados revelam que as propriedades ultraestruturais e vibracionais sofrem

alterações nos dois subtipos estudados em relação ao tecido controle, e também entre eles,

trazendo novas perspectivas para o entendimento dessa patologia. Este trabalho resultou

na descrição biomolecular e nas assinaturas ultraestruturais e vibracionais de tipos de

câncer, que, futuramente, poderão auxiliar na determinação de uma descrição biofísica

mais precisa e no monitoramento desta patologia.

Palavras-chave: Câncer. Diagnóstico. Tratamento. Radiação Alfa. Microscopia de

Força Atômica. Espectroscopia Raman. Câncer de Mama. Câncer de Pênis. Monitora-

mento.



ABSTRACT

The dissemination and impact of cancer have intensified in recent decades, be-

coming one of the leading causes of morbidity and mortality worldwide. Difficulties in

detecting the pathology early often result in late diagnoses, limiting treatment options and

increasing the global burden of the disease. Continuous technical and scientific innovati-

ons can potentially deepen our understanding of cancer incidence. This work is divided

into two parts: (i) evaluating the biological effects of alpha radiation used in breast cancer

radiotherapy (the type of cancer that most affects women and one of the leading causes of

death worldwide), particularly [223Ra] RaCl2, in cancer cells of the MDA-MB-231 cell line

using Atomic Force Microscopy (AFM) and Transmission Electron Microscopy (TEM)

combined with Raman spectroscopy (ER) is crucial to understanding the impact of these

treatments on tumor tissue and surrounding healthy cells and may help identify the best

treatment options. The results showed massive destruction of the cell membrane with

preservation of the nuclear membrane. No evidence of DNA alteration was observed.

The data demonstrated the formation of lysosomes and phagosomes. The provided data

can help elucidate the main mechanism involved in cell death during therapy with alpha

particles and (ii) explore the ultrastructural and vibrational properties of penile cancer

tissues using AFM and ER. Penile cancer is a rare disease, prevalent in low and middle-

income countries, with significant morbidity and mortality rates. The results reveal that

the ultrastructural and vibrational properties change the two subtypes studied compared

to the control tissue and between them, bringing new perspectives to the understanding

of this pathology. This work has resulted in the biomolecular description and ultrastruc-

tural and vibrational signatures of cancer types, which may assist in determining a more

precise biophysical description and monitoring of this pathology.

Keywords: Cancer. Diagnosis. Treatment. alpha radiation. Atomic Force Microscopy.

Raman Spectroscopy. Breast Cancer. Penile Cancer. Monitoring.
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Capítulo 1

Introdução

Segundo relatório divulgado em outubro de 2020 pela Organização Pan-Americana

da Saúde (OPAS) e Organização Mundial da Saúde (OMS), o câncer é a segunda causa de

morte no mundo e é responsável por cerca de 10 milhões de óbitos por ano [OPAS (2020)].

O relatório foi divulgado em fevereiro de 2021 pela Agência Internacional de Pesquisa em

Câncer (IARC). Ele incluiu estimativas das taxas de incidência e mortalidade de câncer

em todo o mundo, bem como projeções para o ano de 2040, que apresentou um aumento

de 2 milhões de mortes a cada cinco anos. Aproximadamente 30% de todos os tumores

malignos registrados no Brasil são cânceres de pele não melanoma, segundo dados do

Instituto Nacional de Câncer (INCA) [INCA (2022)], que utiliza o Registro de Câncer do

Sistema de Informações sobre Mortalidade do Ministério da Saúde como seu fundamento.

Embora existam inúmeros estudos dedicados ao entendimento dos diversos tipos de

câncer, o seu diagnóstico ainda representa um dos maiores desa�os no campo da medicina

[Ahrensberget al. (2013); Cazapet al. (2016)]. Os principais desa�os no diagnóstico

do câncer estão relacionados à infraestrutura inadequada, à pouca e�cácia de algumas

técnicas de diagnóstico e à falta de quali�cação pro�ssional [Adenet al. (2022)].

Uma ou mais técnicas, incluindo tomogra�a computadorizada, radiogra�a, resso-

nância magnética, mamogra�a, densitometria óssea, ultrassonogra�a, entre outras, que

variam dependendo de cada caso, são utilizadas no diagnóstico do câncer [Hussainet al.

(2022)]. Para con�rmar o diagnóstico, no entanto, geralmente é realizado um procedi-

mento conhecido como biópsia [Nat (2021)]. Durante este procedimento, uma parte do

tumor é removida por meio de cirurgia ou incisão, que é examinada ao microscópio para

identi�car qualquer célula cancerígena ou benigna presente na amostra, bem como outras
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informações signi�cativas que possam ter impacto na estratégia de tratamento proposta.

O desenvolvimento de novas técnicas e tecnologias que reduzam a exposição à

radiação, o trauma psicológico e físico e resultem em uma melhoria notável nas ferramentas

e componentes de diagnóstico do câncer é extremamente importante. Como resultado,

algumas técnicas experimentais �zeram contribuições notáveis nos campos da química,

biologia e física [Auneret al. (2018); Beton-Mysuret al. (2024); Plante (2021)].

Uma das técnicas analíticas mais signi�cativas atualmente disponíveis é a Espec-

troscopia Raman (ER), que se destaca por sua versatilidade, velocidade e natureza não

destrutiva. Essa técnica é essencial para uso em diagnóstico e está relacionada às transi-

ções rotacionais e vibratórias de moléculas que resultam da interação do material com a

radiação monocromática [Chaichiet al. (2018); Jermynet al. (2016)]. Isso é crucial para

identi�car ou classi�car a composição química de tecidos e células, porque pode detectar

os estados vibracionais fundamentais de biomoléculas e, ao fazê-lo, permitir uma aborda-

gem não destrutiva. A Microscopia de Força Atômica, também conhecida como AFM, é

outra técnica analítica promissora para a classi�cação de células e tecidos tumorais. Sua

capacidade de realizar pesquisas sem causar danos a tornou uma ferramenta importante

na caracterização de amostras biológicas, como células e tecidos [Nanobiotechnolet al.

(2018)]. O AFM pode identi�car variações nas forças de interação entre os átomos da

superfície da amostra e da sonda ao escanear a superfície do material analisado. Esses

detalhes são essenciais para identi�car e caracterizar a ultraestrutura tridimensional, de-

vido a alta resolução da técnica, e propriedades físicas, tais como forças de adesão, rigidez

e dissipação de energia dos tecidos e células. [Vahabiet al. (2013)].

Outra técnica muito utilizada para estudar em nível celular e subcelular é a micros-

copia eletrônica de transmissão (TEM), que permite imagens detalhadas das estruturas

celulares [Sciences (2021)]. É essencial para o estudo do câncer, fornecendo informações

valiosas sobre as características das células envolvidas na formação e progressão do do-

ença. O TEM permite a visualização de alta resolução da morfologia celular, permitindo

a observação de anomalias na forma e tamanho das células, bem como a presença de

características distintas associadas a diferentes tipos de câncer [King (2007)]. Também

permite a observação detalhada de organelas celulares, revelando alterações em estrutu-

ras subcelulares relacionadas à malignidade [Graham & Orenstein (2007)]. Por exemplo,

a análise de mitocôndrias e retículo endoplasmático pode fornecer informações cruciais
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sobre bioenergia celular e estresse em células cancerígenas.

É importante observar que, apesar de técnicas avançadas como ER, AFM e TEM se

mostrarem promissoras no diagnóstico de câncer, sua aplicação ainda é bastante limitada.

A pesquisa contínua e a aplicação integrada dessas técnicas podem desempenhar um papel

crucial no avanço do conhecimento do câncer, fornecendo estratégias complementares para

detecção precoce, compreensão da patogênese e desenvolvimento de tratamentos mais

e�cazes.

Neste estudo, empreende-se a exploração das propriedades ultraestruturais e bi-

omecânicas de células e tecidos cancerígenos. Essa investigação se vale do emprego de

um Microscópio de Força Atômica (AFM) e um Microscópio Eletrônico de Transmissão

(TEM) como ferramentas de alto poder de caracterização morfológica, juntamente com

a avaliação de propriedades biofísicas, tais como: rugosidade de membrana, deformação,

rigidez, área super�cial, volume e adesão de superfície. Adicionalmente, a Espectroscopia

Raman (ER) é utilizada para identi�car os modos vibracionais característicos de células e

tecidos tumorais, permitindo uma comparação direta com tecidos saudáveis (ou tratados

com radiação alfa) a �m de proporcionar abordagens inovadoras para a compreensão dessa

patologia.

Para tanto, a presente tese está estruturada da seguinte forma:

� Capítulo 1 - a presente introdução deste trabalho de tese;

� Capítulo 2 - uma explanação sobre o que é o câncer e um breve resumo das aplicações

das técnicas no estudo de células e tecidos cancerígenos;

� Capítulo 3 - PARTE I - ANÁLISE ULTRAESTRUTURAL DE CÉLULAS CAN-

CERÍGENAS TRATADAS COM DICLORETO DE RÁDIO [ 223Ra] RaCl2;

� Capítulo 4 - PARTE II - ESTUDO AVANÇADO DO CÂNCER DE PÊNIS: FOCO

NAS ALTERAÇÕES BIOFÍSICAS E NA INFLUÊNCIA DO VÍRUS HPV;

� Capítulo 5 - conclusão e perspectiva da tese.
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Capítulo 2

Revisão Bibliográ�ca

Neste capítulo, apresentamos a revisão bibliográ�ca sobre o sistema em estudo e

as técnicas empregadas para desenvolvimento da pesquisa.

2.1 Neoplasia Maligna - Câncer

A origem da palavra câncer vem do gregokarkínos, que quer dizer caranguejo, e

é creditada ao médico grego Hipócrates (460-370 a.C.), considerado o �Pai da Medicina�

Hipócrates usou os termos carcinos e carcinoma para descrever tumores não ulcerosos e

ulcerosos [Nat (2021)].

O câncer é uma doença na qual algumas das células do corpo crescem descontrola-

damente e que podem se espalham para outras partes do corpo. Pode começar em quase

qualquer parte do corpo humano, que é composto de trilhões de células. O crescimento e

multiplicação das células humanas ocorrem através da divisão celular para formar novas

células conforme demandado pelo corpo. Quando as células envelhecem ou sofrem danos,

eventualmente, passam por um processo de morte e são substituídas por novas células.

No entanto, ocasionalmente, esse processo pode falhar, resultando na formação de novas

células quando não são necessárias ou na sobrevivência de células antigas ou dani�cadas

além do esperado. Esse desregulamento pode levar ao acúmulo de células extras, formando

uma massa de tecido denominada neoplasia ou tumor. [Can (2019)].

Os tumores podem ser classi�cados como benignos ou malignos. Os tumores benig-

nos são aqueles que permanecem em sua localização primária sem invadir outros locais do

corpo. Eles não se espalham para estruturas locais ou para partes distantes do corpo. Os
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tumores benignos tendem a crescer lentamente e têm bordas distintas, geralmente não são

problemáticos. No entanto, podem se tornar grandes e comprimir estruturas próximas,

causando dor ou outras complicações médicas. Já um tumor maligno, também conhecido

como câncer, é um tipo de tumor que possui células que crescem descontroladamente e

podem ter a capacidade de invadir os tecidos circundantes e se espalhar para outras partes

do corpo através da corrente sanguínea ou do sistema linfático [Patel (2020)].

Os nomes dos vários tipos de câncer estão diretamente relacionados ao tipo de

célula que deu origem ao tumor. O nome dado aos tumores depende do tipo de tecido

de onde se originaram, pois o corpo humano possui vários tipos diferentes de células que

compõem os tecidos [Cooper (2000)]. É comum acrescentar o su�xo �-oma� (tumor) aos

termos que descrevem a origem do tecido no caso de tumores benignos. Por exemplo,

�condroma� é um tumor benigno do tecido cartilaginoso, �lipoma� refere-se a um tumor

benigno do tecido adiposo, e �adenoma� refere-se a um tumor benigno do tecido glandu-

lar [Cooper (2000)]. Os tumores malignos originários das camadas epiteliais externas e

internas são chamados de �carcinomas�. Quando se originam de camadas epiteliais glan-

dulares, são denominados �adenocarcinomas�. Exemplos incluem carcinoma basocelular,

carcinoma sebáceo e câncer de células escamosas. Por outro lado, os tumores malignos

que se originam de tecidos conjuntivos (mesenquimais) apresentam o su�xo �-sarcoma�.

Por exemplo, um osteossarcoma é um tumor maligno do tecido ósseo [Cooper (2000)].

Além disso, a adição da topogra�a do tumor é frequentemente feita para auxiliar

na identi�cação. Por exemplo, �osteossarcoma do fêmur�, �adenocarcinoma do pulmão� e

�adenocarcinoma do pâncreas�. No entanto, há exceções à regra quando se trata de nomes

de tumores. Eles incluem �linfoma de Burkitt�, �sarcoma de Kaposi� e �tumor de Wilms�,

que são nomeados em homenagem aos pesquisadores que primeiro descreveram os tumores.

Também é possível referir-se a tumores por nomes que não a�rmam explicitamente que

são tumores, como �doença de Hodgkin�, �mola hidatiforme� e �micose fungoide�, que

se referem a tumores do sistema linfático, tecido placentário, e a pele, respectivamente

[Thuler (2016)].

Com exceção dos cânceres do sistema circulatório, o estágio inicial do câncer é

conhecido como carcinomain situ, às vezes conhecido como câncer não invasivo. Nesta

fase, as células cancerígenas �cam restritas à camada tecidual de onde se originaram e

ainda não se espalharam para outras camadas do órgão de origem. A maioria dos cânceres
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localizados são curáveis se tratados antes de progredir para o estágio invasivo, quando as

células malignas podem se espalhar para outras partes do corpo. Com um câncer invasivo,

as células cancerígenas se espalham para outras partes do corpo invadindo outras camadas

celulares do órgão e adquirindo um �uxo de sangue ou linfa. A principal característica

do câncer é sua capacidade de se espalhar e invadir, o que permite que tumores malignos

desenvolvam mais tumores em diferentes partes do corpo do que os preexistentes. Esses

novos focos de doença são conhecidos como metástases.

Em geral, o processo de carcinogênese ocorre lentamente e pode levar anos para

que uma célula cancerosa se multiplique e dê origem a um tumor visível. Esse processo

passa por várias etapas antes de chegar ao tumor.

Na primeira fase da carcinogênese, os agentes cancerígenos ou carcinógenos têm

um efeito nas células que resulta em alterações em alguns de seus genes. Nesta fase, as

células tornam-se geneticamente alteradas, mas um tumor ainda não pode ser detectado

clinicamente. Descobre-se �preparados� ou �iniciados� para a chegada de um segundo

grupo de agentes que atuarão num futuro próximo [Alencar (2010)].

O segundo estágio é chamado de promoção, que é aquele em que células gene-

ticamente alteradas experimentam os efeitos de agentes causadores de câncer (oncopro-

motores). A transformação da célula em malignidade é lenta e gradual. Uma relação

sustentada com o promotor do gene do câncer é essencial para que essa transformação

ocorra. Frequentemente, o procedimento neste cenário é encerrado abruptamente devido

ao contato com agentes promocionais. Certos ingredientes alimentares e exposição pro-

longada, e excessiva, a hormônios são exemplos de fatores que favorecem a transformação

de células inicialmente benignas em malignas [Alencar (2010)].

O estágio avançado do câncer é conhecido como progressão, marcado pela prolifera-

ção incontrolável e irreversível de células alteradas. Nessa fase, o câncer já se desenvolveu o

su�ciente para apresentar as primeiras manifestações clínicas da doença [Alencar (2010)].

A progressão é um momento crítico, exigindo diagnóstico e intervenção médica adequados

para controlar a doença e buscar o melhor tratamento para o paciente.

É essencial estar atento aos sinais e sintomas do câncer, buscando cuidados médicos

o mais cedo possível, a �m de aumentar as chances de sucesso no tratamento e melhorar

a qualidade de vida do paciente.
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2.1.1 Câncer de Mama - CAMa

O câncer de mama é uma doença caracterizada pelo mau funcionamento das células

que compõem o tecido mamário. Essas células crescem ou se multiplicam descontrolada-

mente, resultando no aparecimento de estruturas (massas) de tipos celulares benignos ou

malignos. Essas células que se replicam mais rapidamente em algumas circunstâncias e

por razões desconhecidas levam ao desenvolvimento de massas de células conhecidas como

neoplasias, que são de formação nova, mas de origem patológica.

De acordo com o INCA [INCA (2002)], normalmente leva 100 dias para que ocorra

a replicação das células cancerígenas da mama. Um tumor pode ser palpado quando tem

1 cm de diâmetro, e uma esfera de 1 cm tem cerca de 1 bilhão de células, que é o produto

de cerca de 30 duplicações celulares. Assim, uma célula maligna levaria 10 anos para se

transformar em um tumor de 1 cm.

Além disso, estima-se que o tumor da mama possa dobrar de tamanho a cada

período de 3 a 4 meses. Na fase inicial, conhecida como fase subclínica ou impalpável, a

impressão é de um crescimento lento devido às dimensões mínimas das células. No entanto,

assim que o tumor se torna palpável, a duplicação torna-se facilmente perceptível. Caso

não seja tratado, o tumor pode desenvolver metástases, formando focos de tumor em

outros órgãos [Fenget al. (2018)].

Sabe-se que a idade é um fator de risco signi�cativo para o câncer de mama.

Embora esse tipo de câncer seja relativamente raro em pacientes com menos de 35 anos,

sua incidência aumenta rapidamente a partir dessa faixa etária. Esse conhecimento é de

extrema importância para a de�nição de políticas públicas de saúde [INCA (2021)]. No

Brasil, é recomendado que mulheres entre 50 e 69 anos façam uma mamogra�a a cada

dois anos como parte do programa de rastreamento para detecção precoce do câncer de

mama. Essa estratégia visa identi�car possíveis tumores em estágios iniciais, aumentando

as chances de tratamento bem-sucedido e proporcionando melhor qualidade de vida às

mulheres afetadas pela doença.

A detecção desta doença em estágio avançado é um dos fatores que di�cultam o

tratamento. Atualmente, é amplamente reconhecido que as chances de cura do câncer

de mama são relativamente altas se a detecção for feita precocemente. A mamogra�a

continua sendo a forma mais e�caz de detecção precoce do câncer de mama, pois permite

que o especialista identi�que lesões muito pequenas em estágio inicial. Essa abordagem
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é essencial para aumentar as perspectivas de sucesso no tratamento e oferecer melhores

resultados aos pacientes, reforçando a importância da conscientização sobre a importância

do rastreamento e exames regulares para a saúde das mulheres.

O tratamento do câncer de mama envolve uma variedade de opções, incluindo cirur-

gia, radioterapia, quimioterapia e terapia hormonal. Terapias direcionadas e imunoterapia

também são utilizadas, especialmente em situações especí�cas. A escolha do tratamento

depende do estágio e tipo do tumor e das características do paciente, sendo muitas ve-

zes coordenada por uma equipe multidisciplinar de pro�ssionais de saúde [Bateniet al.

(2021); Dokeet al. (2018)].

2.1.2 Câncer de Pênis - CAPe

O câncer de pênis é um tumor raro, com maior incidência em homens a partir dos

50 anos, embora possa afetar também os mais jovens. Essa forma de câncer apresenta um

tratamento que pode impactar signi�cativamente na qualidade de vida do paciente, afe-

tando diretamente sua vida sexual e função miccional, resultando em estresse psicológico,

emocional e social [Augustoet al. (2022); Engelsgjerd & Lagrange (2023)]. É importante

destacar que medidas relativamente simples podem ajudar na prevenção dessa condição,

como a adequada higiene peniana, o uso de preservativos durante as relações sexuais e a

vacinação contra o vírus HPV. Essas ações preventivas podem contribuir para a redução

do risco de desenvolvimento do câncer de pênis e, assim, melhorar a qualidade de vida e

bem-estar dos homens.

O CAPe é um tipo raro de câncer que afeta a pele e os tecidos do pênis. Exis-

tem vários tipos de câncer de pênis, mas a maioria (95%) é do tipo carcinoma de células

escamosas (CEC), que se origina das células escamosas da pele da glande e do prepú-

cio. O CEC pode ser subdividido em vários subtipos, incluindo basalóide, verrucoso,

papilífero, sarcomatoide e adenoescamoso, entre outros. Alguns desses subtipos podem

ser relacionados ao HPV, enquanto outros não. Além disso, existem outros tipos raros

de câncer de pênis, como o melanoma, o carcinoma de células transicionais e o sarcoma

[Akers & Holden (2020); Necchi (2021)]. Os sintomas podem incluir feridas ou úlceras

no pênis, dor, sangramento e secreção. O diagnóstico é feito por meio de exames físi-

cos, biópsias e exames de imagem. O tratamento pode incluir cirurgia, radioterapia e

quimioterapia, dependendo do estágio e da extensão do câncer.
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O CAPe tradicionalmente começa como pequenas lesões, mais comumente na

glande ou prepúcio. A aparência pode variar muito, alguns tumores aparecem como

massas exofíticas cinza-esbranquiçadas crescendo na pele do pênis e outras podem ser

massas planas, de cor avermelhada e ulceradas. Essas lesões crescem lentamente lateral-

mente ao longo da superfície da pele do pênis e frequentemente cobrem toda a glande

ou prepúcio antes de invadir o corpo e a haste do pênis [Douglawi & Masterson (2019)].

O curso do tratamento depende da extensão local do tumor e do estado de comprometi-

mento dos gânglios inguinais (ínguas na virilha). O tratamento das primeiras lesões inclui

medicamentos para aplicação tópica, ablação a laser, cirurgia para remover apenas as le-

sões com margens negativas e radioterapia. No entanto, lesões invasivas exigem medidas

mais drásticas, como a remoção de uma glândula, ressecção parcial ou amputação total

[Akers & Holden (2020); Douglawi & Masterson (2019)].

2.2 Investigação Multimodal de Propriedades Ultra-

estruturais, Mecânicas e Vibracionais em Células

e Tecidos Cancerígenos

A combinação do uso do AFM, do TEM e da ER nos estudos de células e tecidos

cancerígenos tem mostrado resultados promissores, fornecendo informações detalhadas

sobre estruturas nanométricas e alterações em suas funções. Essas técnicas também re-

velam propriedades mecânicas e composição molecular dos tumores [Sheth & Esfandiari

(2022)]. Comparadas às células saudáveis, as células cancerígenas apresentam morfolo-

gia irregular, são mais deformáveis e possuem características moleculares alteradas, como

mutações genéticas e desregulação das vias de sinalização. O AFM permite a análise de

nanoestruturas, enquanto o TEM ofereceinsights sobre morfologia sub-micrométrica. Já

a ER nos permite a identi�cação de biomarcadores e componentes moleculares especí�-

cos, auxiliando na compreensão das alterações moleculares associadas ao câncer. Essa

abordagem integrada oferece novas perspectivas para diagnóstico precoce, prognóstico e

terapias personalizadas no tratamento do câncer.

Desde a sua introdução em 1986, o AFM tem sido aplicado em estudos biológicos,

juntamente com seu uso generalizado nas áreas de Física, Química e Engenharia. Devido
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à sua capacidades de gerar imagens com resolução de nível atômico e de manipulação

direta de amostras com alta precisão, o AFM é agora considerado um instrumento in-

dispensável para pesquisadores de nanotecnologia, especialmente em campos orientados

para a Física [Ikai (2009); Kosarevaet al. (2022)]. O uso potencial da AFM para medir

a rigidez celular como um biomarcador quantitativo de alterações relacionadas ao cân-

cer foi demonstrado para vários tipos de câncer, incluindo mama [Levillainet al. (2022);

Weber et al. (2023)], próstata [Bastataset al. (2012)], ovário [Ansardamavandiet al.

(2020)], tireóide [Levillain et al. (2022)], câncer de pâncreas [MacCurtainet al. (2021)],

rim [Rebeloet al. (2013a); Rianna & Radmacher (2017)] e bexiga [Zhuet al. (2023)].

Alinhado com a AFM, a aplicação da TEM em tecidos e células cancerígenas tem

sido fundamental para avanços signi�cativos na compreensão da estrutura e ultraestrutura

dessas células. Em um estudo pioneiro, Iglehartet. al. [Iglehart et al. (1985)] exami-

naram a ultraestrutura de células cancerosas em amostras de biópsias por aspiração de

câncer de pulmão humano, contribuindo para a compreensão inicial das características

ultraestruturais do câncer. A TEM é usada para caracterizar tecidos, células, organelas e

proteínas especí�cas na análise ultraestrutural de células e tecidos de câncer de mama, aju-

dando a preencher lacunas essenciais na biologia do tumor [Graham & Orenstein (2007)].

Ibiyeye et. al. [Ibiyeye et al. (2019)] utilizaram a TEM para examinar as mudanças ultra-

estruturais nas células de câncer de mama (MDA-MB-231) tratadas com nanopartículas

de CaCO3 carregadas com doxorrubicina/timoquinona. As imagens obtidas por TEM

mostraram mudanças na membrana celular, como encolhimento e formação de bolhas,

mas poucas mudanças foram observadas nos organelos celulares.

Uma outra técnica utilizada para diagnóstico diferencial de câncer é a ER, que uti-

liza a luz de um laser para obter informações detalhadas sobre a morfologia de células e

tecidos [Auneret al. (2018)]. A luz dispersa pelo laser carrega consigo essas informações

essenciais sobre as amostras analisadas. Estudos usando ER na análise do tecido mamá-

rio normal e canceroso relatam que os espectros de tecido não tumoral são atribuídos,

principalmente, a moléculas lipídicas, enquanto os espectros de tecido canceroso foram

atribuídos a moléculas de proteína [Pichardo-Molinaet al. (2007)]. Quando um tumor

se forma, ocorrem mudanças na estrutura e na concentração das várias biomoléculas que

compõem os tecidos e células, como lipídios, carboidratos, proteínas e ácidos nucleicos.

Normalmente, a ER não requer nenhuma preparação de amostra. Além disso, diferente
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do que ocorre na espectroscopia no infravermelho, as fortes bandas de água no espec-

tro Raman não se sobrepõem à região da impressão digital (região do espectro onde as

características de absorção ou espalhamento são su�cientemente distintas para permitir

a identi�cação única de moléculas especí�cas), de modo que a ER se adapta melhor às

aplicações biológicas do que a espectroscopia no infravermelho [Movasaghiet al. (2007)].

A ER fornece informações moleculares de forma não invasiva ein situ sem rotulagem

e, portanto, muitos artigos sobre aplicações Raman em assuntos biológicos e médicos

tem sido relatados [Ishigakiet al. (2016)]. No campo de sua aplicação ao diagnóstico

de câncer, de fato, grupos de pesquisa têm se envolvido na exploração da viabilidade do

diagnóstico de câncer em vários órgãos, como: cólon [Zhenget al. (2007)], colo do útero

[Kamemoto et al. (2010); Kanter et al. (2009)], esôfago [Hutchingset al. (2010)], estô-

mago [Bergholtet al. (2011)], boca [Singhet al. (2012)] e pele [Lieberet al. (2008)].

No estudo de câncer de pênis, a ER pode ser bastante valiosa especialmente na identi-

�cação de modos vibracionais que possam estar associados à infecção por HPV (Human

papillomavirus), bastante comum em tecido peniano acometido de tumor [Martinset al.

(2018)].
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Parte I

ANÁLISE ULTRAESTRUTURAL

DE CÉLULAS CANCERÍGENAS

TRATADAS COM DICLORETO

DE RÁDIO [ 223Ra] RaCl 2
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Capítulo 3

3.1 Introdução

Os radioisótopos, também conhecidos como radionuclídeos, são átomos que pos-

suem núcleos instáveis e liberam radiação ao se desintegrarem para formar átomos mais

estáveis. Essa desintegração pode ocorrer de várias maneiras, incluindo a emissão de,

partículas alfa (� ) partículas beta (� ) e radiação gama (
 ) [Laschinskyet al. (2022)].

Devido a essas propriedades únicas, os radioisótopos têm sido amplamente utilizados em

diversas aplicações cientí�cas e médicas [Asadianet al. (2020); Mushtaqet al. (2023);

Volz et al. (2023)].

Os emissores de partículas� são elétrons (partículas beta negativas) ou pósitrons

(partículas beta positivas) emitidos do núcleo de um átomo durante a desintegração ra-

dioativa. Os emissores beta têm um alcance de penetração maior do que as partículas

alfa, mas transferem menos energia por unidade de distância percorrida. Eles são usados

tanto para diagnóstico quanto para terapia. Exemplos incluem o Iodo-131 (131I), que é

amplamente utilizado no tratamento de câncer de tireoide [Wyszomirska (2012)].

Já os emissores de radiação
 são uma forma de radiação eletromagnética de

alta energia. Ao contrário das partículas alfa e beta, os raios gama não têm massa

ou carga. Eles possuem alta capacidade de penetração e são frequentemente usados em

diagnóstico por imagem e terapia. Exemplos incluem o Tecnécio-99m (99mTc), que é uti-

lizado em muitas formas de imagiologia médica, incluindo cintilogra�a óssea e cardíaca

[Papagiannopoulou (2017)].

As partículas � são caracterizadas por viajarem distâncias curtas (50-90� m) de-

vido à sua alta energia. Além disso, as partículas� estão associadas com alta transferên-

cia linear de energia (60-230 keV/� m), tornando esses radionuclídeos excelentes escolhas
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para �ns terapêuticos [Brechbiel (2007)]. Os efeitos das partículas� nas células podem

ser explicados pela forma como a radiação ionizante interage com a matéria biológica. A

radiação ionizante pode ter um efeito direto através da transferência direta de energia para

biomoléculas (DNA, lipídios, proteínas), levando à sua ionização, ou efeitos indiretos em

que a energia é transferida para a água, que é então dissociada em espécies reativas de oxi-

gênio (ROS), dentre as quais o radical hidroxila OH- é o mais reativo [Pouget & Constanzo

(2021)]. As partículas devem atravessar a membrana celular e o citoplasma, incluindo or-

ganelas e membrana nuclear, para atingir o núcleo. Uma única travessia da partícula�

pelo núcleo da célula tem a probabilidade de 20-40% de matar a célula [Boldyrevet al.

(2018)]. Estudos recentes têm demonstrado alguns efeitos da radiação ionizante na estru-

tura dentro da célula e a contribuição destes efeitos extranucleares para a morte celular

[Hong et al. (2010); Kim et al. (2006); Perssonet al. (2005); Pougetet al. (2018)].

Entre os radionuclídeos emissores� , o Rádio-223 foi o primeiro aprovado para

aplicação clínica em 2013 [Guerraet al. (2020)]. O Rádio-223 é usado na forma química

do sal [223Ra] RaCl2. Este radionuclídeo emite partículas de alta energia e de curto

alcance (<100 � m), liberando energia de forma altamente focalizada, causando danos

signi�cativos ao DNA das células cancerígenas próximas, sem afetar gravemente o tecido

saudável circundante [Morriset al. (2019); Nilssonet al. (2005); Parkeret al. (2013)].

De acordo com a teoria doTargeted Alpha Therapy Working Group[Group (2018)], essa

emissão de alta energia causa quebras complexas no DNA de �ta dupla, aumentando a

probabilidade de morte celular no tecido alvo e reduzindo o impacto em células normais

adjacentes.

O [223Ra] RaCl2 é o primeira radiação emissor� aprovado nos Estados Unidos e na

Europa (em 2013) para metástases ósseas de câncer de próstata [Subbiahet al. (2016)].

É importante notar que os radiofármacos emissores� fornecem mais toxicidade para as

células tumorais e menor radiação para os tecidos normais circundantes. Os radiofármacos

emissores� fornecem mais toxicidade às células tumorais, principalmente porque dispen-

sam radiação de transferência linear de energia (LET) mais alta em um intervalo mais

curto. Isto leva ao aumento de danos localizados, particularmente ao DNA das células

tumorais. A alta radiação LET induz quebras predominantemente permanentes na cadeia

dupla do DNA, que são signi�cativamente mais letais para as células em comparação com

outros tipos de danos induzidos pela radiação. Além disso, as partículas� têm um curto
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alcance de penetração (<100� m), o que con�na os intensos efeitos da radiação às células

tumorais, poupando os tecidos normais circundantes. [Mana�-Faridet al. (2020)]. Do

ponto de vista da segurança, a radiação alfaé bastante seguro, especialmente em termos

de exposições externas à equipe e familiares de pacientes administrados com [223Ra] RaCl2

[Aro et al. (2019)]. De acordo com O'Dwyer e colaboradores, os radiofármacos emisso-

res são drogas citotóxicas altamente cancerígenas, permitindo o tratamento de doenças

microscópicas enquanto poupa o tecido normal circundante [O'Dwyeret al. (2021)].

Apesar do uso clínico generalizado de [223Ra] RaCl2 (Xo�go: medicamento terapêu-

tico emissor de partícula� ) [Guerra et al. (2020)], há pouco conhecimento sobre o efeito

das partículas� na ultraestrutura das células cancerígenas até o momento. Neste estudo,

uma análise profunda de células de CAMa (MDA-MB-231 ) tratadas com [223Ra] RaCl2

foi realizada usando as mais avançadas técnicas de microscopia, AFM e TEM, juntamente

com a análise vibracional por ER.

3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Cultura de Células Mamárias

A linhagem de células de CAMa humano (MDA-MB-231 ) foram obtidas do

Banco de Células do Rio de Janeiro - Brasil, cultivadas na Comissão Brasileira de Energia

Nuclear - CNEN, Instituto de Engenharia Nuclear, Laboratório de Nanoradiofármacos e

Síntese de Novos Radiofármacos. As células foram mantidas emDulbecco's Modi�ed Eagle

Medium - DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal - FBS, NaHCO3 (3,7 g/L),

HEPES (5,2 g/L), L-glutamina (2 mM), fungizona (2,5 � g/mL), penicilina e estreptomi-

cina (0,5 � g/mL). As células foram incubadas a 37� C em uma atmosfera umidi�cada de

5% de CO2 (incubadora de CO2 , série 3,Thermo Scienti�c ). As células foram cultivadas

em frascos de cultura de con�uência de 75 cm3.

3.2.2 Protocolo de Exposição a [ 223Ra] RaCl 2 para Análise de

AFM

As células MDA-MB-231 foram cultivadas em 5� 106 células por poço e semeadas

em lamínulas de vidro circular de 13 mm em uma placa de 24 poços no Laboratório
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de Nanoradiofármacos e Síntese de Novos Radiofármacos. Em seguida, as células foram

tratadas na presença ou ausência de [223Ra] RaCl2 (0,09 mCi por poço) por 24h. Após

esse período, as células foram lavadas com tampão fosfato-salino (do inglês,Phosphate

Bu�ered Saline - PBS) e �xadas com solução de formaldeído 3,7% por 10 minutos. A

solução �xadora foi removida e as células foram lavadas duas vezes com água ultrapura e

secas ao ar para imagens de morfologia e análise de ultraestrutura.

3.2.3 Análise de Células por AFM

A análise foi realizada no Laboratório de Biofísica e Nanossistemas - LBN, na

Universidade Federal do Maranhão - UFMA, usando um microscópio de força atômica

Multimode 8 (Bruker, Santa Barbara, CA, EUA) no modoPeakForce Quantitative Nano-

mechanics- QNM no ar. Como estamos lidando com radiofármacos, a imagem AFM de

células vivas em meio �uido não é viável devido à necessidade de aguardar a decompo-

sição da radiação alfa, principalmente para observar os primeiros efeitos da radiação na

membrana celular. Utilizamos, em todas as medições, sondas modeloqp-HBC (Nano-

Sensores) com constante de mola nominal docantilever de 0,5 N/m e o raio nominal <10

nm. As medidas foram realizadas em ar (temperatura de 23� C e 44% de umidade), com

resolução de 256 pixels e frequência de varredura de 0,5 Hz. A frequência de aquisição da

curva de 0,5 kHz. Um total de 30 mapas foram analisados para cada grupo: (i) células

MDAMB-231 não tratadas e (ii ) tratadas com [223Ra] RaCl2 (0,09nCi) por 24h. Cada

varredura contém 65.536 curvas de força.

3.2.3.1 Análise de Rugosidade

A análise estatística da rugosidade foi baseada na altura de cada pixel da imagem,

analisada a partir do mapa de altura. O parâmetroRq é a rugosidade [Dufrêne (2009)]:

Rq =

vu
u
t 1

N

NX

i

Z 2
i ; (3.1)

onde Z é a altura de cada pixel e N é o número total de pixels (no nosso caso, 65.536), com

tamanho de varredura padronizado para 1� m. Este tamanho de varredura especí�co (1

� m) foi escolhido para evitar diferenças de altura relacionadas a toda a topogra�a celular.

Portanto, a rugosidade super�cial obtida foi associada às ultraestruturas da membrana
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celular. Antes da análise de rugosidade, os mapas foram pré-tratados com um ajuste

polinomial de terceira ordem [Gonget al. (2016)] , permitindo que diferenças de altura

mais expressivas sejam minimizadas, resultando em topogra�as com contribuições mais

signi�cativas das estruturas e componentes de membrana.

3.2.3.2 Análise Nanomecânica

A adesão e rigidez das células tratadas na presença ou ausência de [223Ra] RaCl2

foram calculadas a partir de todas as curvas de força. A força de adesão entre a sonda

e a superfície da célula foi obtida a partir de curvas de retração, consideradas no valor

mínimo de de�exão docantilever. Este valor representa a resistência da sonda do AFM

para deixar a superfície da amostra. Para o cálculo da rigidez da membrana celular,

foram considerados os valores de inclinação na porção de contato das curvas de retração

em intervalos de 30-70% de de�exão após o ponto de contato da ponta com a amostra.

Para os dados de adesão e rigidez, o modelo DMT foi empregado em cada curva de força

[Kim et al. (2021)].

3.2.3.3 Análise de Dados Estatísticos AFM

A distribuição normal seguindo um único critério foi avaliada por ANOVA, uma

análise de variância que testa se há diferenças estatisticamente signi�cativas entre as

médias de três ou mais grupos. Após o teste ANOVA, o pós-teste de Tukey foi aplicado

para comparações múltiplas, determinando especi�camente quais grupos diferem entre si.

Esses valores foram considerados estatisticamente signi�cantes quandop < 0; 05. Análises

estatísticas e grá�cos de dados de rigidez, adesão e rugosidade foram feitos usando o

software OriginLab . As diferenças foram consideradas signi�cativas quando o valor de

p foi < 0; 05.

3.2.4 Protocolo de Exposição a [ 223Ra] RaCl 2 para Análise por

TEM

As células MDA-MB-231 foram cultivadas em uma concentração de 4� 106 células

por frasco. Em seguida, as células foram tratadas na presença ou ausência de [223Ra]

RaCl2 (2mCi) por 24h. Em seguida, as células foram �xadas em glutaraldeído 2,5%
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em solução tampão cacodilato de sódio 0,1 M (temperatura ambiente por 1 h) e pós-

�xadas em solução de tetróxido de ósmio 1% e ferrocianeto de potássio 0,8%. As células

foram desidratadas usando uma série de concentrações crescentes de acetona (70, 90

e 100%), embebidas em resina Epoxi e polimerizadas a 60� C. Cortes ultra�nos (60-70

nm de espessura) foram obtidos sem coloração. A análise morfológica e ultraestrutural

foi realizada na Universidade do Estado do Rio de Janeiro - UERJ, no Laboratório de

Radiofarmácia e Nanoradiofármacos, utilizando um microscópio eletrônico de transmissão

Hitachi HT 7800 (Japão). Dois experimentos independentes foram realizados.

3.2.5 Análise de ER

Os espectros Raman foram adquiridos usando um espectrômetro Raman triplo

(modelo T64000, marca Horiba/Jobin-Yvon) do Laboratório de Espectroscopia Vibraci-

onal e Impedância - LEVI da Universidade Federal do Maranhão - UFMA, executado no

modosinglecom fendas ajustadas para uma resolução inferior a 2 cm� 1. O instrumento é

equipado com um detector tipo CCD (Charge Coupled Device) resfriado por N2 líquido. A

linha verde de 532,0 nm de um laser de estado sólido (LAS-532-100-HREV) operando a 14

mW foi usada para excitação. Para focalização da luz na superfície da amostra utilizou-se

um microscópio modelo BX41, marcaOlympus com uma objetiva de 100x. Dentro de

cada faixa de dispersão espectral, os espectros foram adquiridos em diferentes pontos na

superfície das amostras após nove aquisições de 20s cada.

3.2.5.1 Pré-Processamento Espectral

O processamento dos dados foi realizado com osoftware LabSpec6 . Os picos

estreitos causados por raios cósmicos foram removidos, e na sequência, o fundo de �uo-

rescência variável e o substrato de vidro foram estimados usando o ajuste polinomial de

quinta ordem e subtraídos. Cada espectro foi suavizado usando um algoritmo de suavi-

zação polinomial de quinta ordem antes da análise.

3.2.6 Análise de Componentes Principais - PCA

A Análise de Componentes Principais (PCA) , um método de análise estatística

que pode reduzir a dimensão dos dados ao mesmo tempo em que responde pela maior parte

da variação nos dados originais, foi usada para a analise do conjunto de espectros Raman
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obtidos seguindo a metodologia de YH Ong et al. [Onget al. (2020)]. Segundo essa

metodologia, a análise da variância é empregada nosscoresdos dez primeiros componentes

principais para determinar qual componente principal apresenta diferenças signi�cativas

na média dosscoresentre os dois grupos de células, utilizando osoftwareOriginLab .

3.3 Resultados e Discussões

Os mapas de AFM de alta resolução das células do câncer de mama, da linhagem

MDA-MB-231, revelaram alterações ultraestruturais na superfície externa da membrana

celular. Para garantir que as diferenças observadas estivessem de fato relacionadas aos

efeitos do tratamento com [223Ra] RaCl2, foram realizadas 60 varreduras no total, reve-

lando alterações na membrana das células tratadas, conforme exempli�cado na Figura

3.1. Comparando os mapas de 1� m da membrana das células não tratadas (Figura 3.1B

a 3.1E) com a membrana das células tratadas com [223Ra] RaCl2 (Figura 3.1G a 3.1J),

é possível observar um deterioração de componentes da membrana que causam defei-

tos na estrutura da membrana (regiões apontadas pelas setas azuis), expondo estruturas

subjacentes da camada externa da membrana. Esse resultado sugere que a interação da

radiação com a membrana celular, além de promover o dano conhecido à cadeia de DNA,

também causa desgaste na estrutura externa da membrana celular.
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Outra característica interessante é que para todos os conjuntos de imagens anali-

sadas, pode-se observar uma diminuição nas diferenças de altura observadas nas barras

de escala para as amostras tratadas em relação às não tratadas nos zooms da mem-

brana. Este resultado nos motivou a investigar mudanças quantitativas na ultraestrutura

da membrana. Aproveitando a capacidade do microscópio de força atômica de produzir

dados tridimensionais a partir da topogra�a analisada, foram explorados os valores deRq,

contagem de vales, adesão e rigidez das amostras, conforme mostra a Figura 3.2.

Figura 3.2: Dados quantitativos sobre propriedades ultraestruturais e nanomecânicas da
membrana celular. Figura 3.2A: rugosidade quadrada média entre amostras não tratadas
e tratadas (2,1 � 0,3)� 101 nm e (1,2 � 0,1)� 101 nm respectivamente); Figura 3.2B:
contagem de vales (1,1� 0,2) � 102 e (1,9� 0,2)� 102 , grupo controle e tratado respecti-
vamente); Figura 3.2C: Adesão à superfície da membrana (9,4� 0,1 nN e 7,7� 0,1 nN
(SD)); Figura 3.2D: Rigidez da membrana (1,9� 0,4 N/m e 0,8 � 0,6 N/m (SD)). * p <
0,05 quando comparado ao grupo controle.

A Figura 3.2A traz o grá�co de barras dos valores deRq das amostras não tratadas

(controle) e tratadas com [223Ra] RaCl2. Podemos observar que o resultado revela uma

redução dos valores deRq para as amostras tratadas, indicando que o tratamento com

o radiofármaco [223Ra] RaCl2 promove desgaste da superfície da membrana devido a

remoção de componentes membranares, tornando suas diferenças de altura da ordem

de nanômetros. Já a Figura 3.2B compara as contagens de vale das amostras em estudo
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((1,1 � 0,2) � 102 e (1,9� 0,2)� 102, grupos controle e tratado, respectivamente). A maior

quantidade de depressões observadas nas amostras tratadas reforça o dano causado pela

interação das partículas com a superfície da membrana celular, provavelmente ocasionado

por colisões balísticas das partículas.

Os resultados das forças de adesão entre a sonda do microscópio de força atômica

e a membrana celular (Figura 3.2C) apresentaram valores estatisticamente menores no

grupo tratado (7,7 � 0,1 nN) em comparação com o grupo não tratado (9,4� 0,1 nN).

Este resultado é importante porque mudanças na interação sonda-amostra representam

mudanças na superfície de um desses grupos. Como todas as sondas utilizadas neste

trabalho foram iguais, as alterações nesta interação estão exclusivamente associadas à

superfície da célula. Essas alterações são devidas à interação com [223Ra]RaCl2. Possi-

bilitando assim sua interação com células cancerígenas que também possuem membrana

carregada negativamente, devido à presença de fosfatiletanolamina e es�ngosina que são

umas das várias classes de fosfolipídios que constituem as membranas celulares. A pre-

sença de [223Ra]RaCl2 interage com a fosfatiletanolamina e es�ngosina, alterando a carga

da superfície celular e resultando em menores forças de adesão medidas entre a sonda do

AFM e a membrana celular no grupo tratado [de Almeida Gomeset al. (2024)] .

Chegando aos resultados de rigidez super�cial da membrana celular também foi

avaliada após o tratamento com o radiofármaco, mostrando uma redução desse parâmetro

em relação ao grupo controle (1,9� 0,4 N/m e 0,8 � 0,6 N/m). A diminuição da rigi-

dez local da membrana reforça a hipótese de alteração nos componentes da membrana.

Mudanças na distribuição e densidade dos componentes da membrana resultam em uma

diferença na rigidez local da membrana celular [Lamparter & Galic (2020)], nesse caso,

desestabilizando a membrana, deixando ela mais maleável.

Todas as análises quantitativas de AFM mostraram diferenças estatísticas signi�-

cativas. A força de adesão e a rigidez local foram calculadas para cada curva força. Assim,

�ca evidente que as diferenças observadas na ultraestrutura e na nanomecânica celular

estão relacionadas ao tratamento com o radiofármaco.

A destruição da membrana celular pode ter consequências importantes para a

sobrevivência da célula. Segundo Dias e Nylandsted [Dias & Nylandsted (2021)], a ma-

nutenção da integridade da membrana plasmática é essencial para a viabilidade e função

celular. Esses dados demonstraram que as partículas� produziram um efeito indireto
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na célula, levando à morte celular. Bertoletet al. [Bertolet et al. (2021)] corroboram

este achado, a�rmando que o efeito da radiação ionizante não é bem conhecida, e que as

partículas � podem afetar organismos biológicos direta ou indiretamente.

Uma análise geral dos aspectos ultraestruturais das células de CAMa obitidas no

TEM não revelaram diferenças no conteúdo nuclear quando expostas e não expostas à

radiação (74 kBq; 2� Ci) por 24 horas (Figura 3.3).

Figura 3.3: Visão geral da microscopia eletrônica de transmissão de células derivadas de
tumores de mama. Aspectos ultraestruturais de células MDA-MB-231 não expostas (a)
e expostas a [223Ra]RaCl2. (b). Observa-se que em ambas as situações o conteúdo do
aspecto nuclear é semelhante. Não há evidência de aumento da heterocromatina após a
radiação.

As imagens de TEM das células MDA-MB-231 não expostas a [223Ra]RaCl2 apre-

sentaram conexões muito próximas entre suas membranas plasmáticas (Figuras 3.4A, 3.4B

e 3.4C). No entanto, as células não expostas apresentaram núcleos preservados com nucléo-

los bem desenvolvidos (Figuras 3.4A e 3.4C). Também é possível observar um citoplasma

bem conservado e homogêneo e suas organelas (mitocôndrias, retículo endoplasmático

e complexo de Golgi) (Figuras 3.4A, 3.4B, 3.4C e 3.4D, 3.4E e 3.4F). O retículo endo-

plasmático é disperso pelo citoplasma sem acúmulos. As mitocôndrias estão localizadas

aleatoriamente no citoplasma e cristas bem preservadas (Figura 3.4F).

As células expostas a [223Ra]RaCl2 apresentaram um núcleo muito regular e preser-

vado (Figuras 3.5a, 3.5b, 3.5c e 3.5d), muito semelhante ao grupo de células não expostas,

observando-se os nucléolos dentro do núcleo (Figuras 3.5a, 3.5b e 3.5c). Além disso, o

envelope nuclear está intacto, apresentando as membranas de dupla ligação (Figuras 3.5d

e 3.5e). A cromatina é regular e nenhuma heterocromatina foi observada; como mostrado

nas Figuras 3.5a, 3.5b, 3.5c e 3.5d, a maior parte do DNA está na forma de eucromatina.
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Figura 3.4: Análise ultraestrutural de células derivadas de tumor de mama não expostas
a [223Ra]RaCl2. É possível observar citoplasma preservado (a-d), mitocôndrias (setas),
retículo endoplasmático (ponta de seta) e complexo de Golgi (G); núcleo (N); nucléolos
(Nu).

As imagens mostraram aumento do retículo endoplasmático (Figura 3.5b) e mi-

tocôndrias (Figura 3.5c). Os resultados mostraram que a exposição à radiação� promo-

veu uma via clássica de autofagia (Figuras 3.5d, 3.5e e 3.5f) com a formação de auto-

fagossomos e lisossomos. Na Figura 3.5f é possível observar esses auto-fagossomos com

sinais autofágicos de morte.

Uma análise quantitativa foi realizada para avaliar a expressão do fenótipo autofá-

gico entre as células que foram expostas e não expostas à radiação como podemos ver na

Figura 3.6. Trinta campos aleatórios foram observados por TEM, e o aumento escolhido

para análise foi padronizado até o limite de resolução onde as características ultraestrutu-

rais da autofagia pudessem ser observadas. A Figura 3.5 mostra um aumento do fenótipo

de autofagia em células MDA-MB-231 expostas à radiação quando comparadas a células
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Figura 3.5: Análise ultraestrutural de células derivadas de tumor de mama expostas a
[223Ra]RaCl2. É possível observar um núcleo muito regular e preservado (a - d). Nú-
mero aumentado de retículo endoplasmático (retângulos com linhas contínuas) (b) e de
mitocôndrias (retângulos com linhas tracejadas) (c). Observa-se a presença de membrana
ao redor do auto-fagossomo (setas). núcleo (N); nucléolos (Nu); mitocôndrias (M); retículo
endoplasmático (RE); lisossomo (L).

não expostas Figura 3.4.

Embora a literatura a�rme que as partículas� são responsáveis por danos ao

DNA (quebras irreparáveis da �ta dupla do DNA) e, consequentemente, morte celular

[Bannik et al. (2019); Dornishet al. (2008)], nossos dados sugerem que nenhum efeito

no DNA foi observado após o tratamento de 24 horas com 74 kBq de [223Ra]RaCl2. Este

fato é corroborado pela demonstração da integridade da membrana do núcleo. Segundo

Kidiyoor et al. [Kidiyoor et al. (2020)], o envelope do núcleo (membrana) é responsável

por proteger mecanicamente a integridade do genoma, a arquitetura nuclear, a dinâmica

da cromatina, a expressão gênica, a migração celular e a diferenciação. Assim, a manuten-
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Figura 3.6: Análise quantitativa do fenótipo de autofagia em células de CAMa após
exposição ao [223Ra]RaCl2. Trinta campos aleatórios foram contados usando microscopia
eletrônica de transmissão em células expostas e não expostas ao sal de Rádio. Há um
aumento das características autofágicas nas células tratadas.

ção da integridade da membrana nuclear é um indicativo da integridade do DNA. Outro

sinal de que o DNA foi preservado após o tratamento com [223Ra]RaCl2 foi a observação

da presença de cromatina e não formação de heterocromatina. Embora Svetlicicet al.

[Svetli£i£et al. (2020)], estudando a exposição à radiação fracionada de células de CAMa

à radiação, demonstraram a formação de propriedades de heterocromatina e rigidez indu-

zidas pela exposição à radiação fracionada, nossos dados não con�rmam esses resultados

mostraram controvérsia que a radiação não in�uencia na dinâmica da cromatina. Estados

densos de cromatina, conhecidos como heterocromatina, são facilmente observados pela

TEM [Cheutin & Cavalli (2019)]. Danos severos à cromatina geralmente formam grandes

agregados de DNA que são vistos como heterocromatina por TEM [Tonnemacheret al.

(2020)]. Portanto, nossos dados sugerem que não há aumento da heterocromatina. Ainda

assim, pela falta de comparação com técnicas bioquímicas, é impossível a�rmar que isso

não ocorreu em pequenos trechos de DNA.

Embora nossos resultados não tenham demonstrado nenhum efeito signi�cativo no

DNA, uma técnica melhor como gama 2HAX deve ser usada para realmente avaliar o

efeito do tratamento com radiação alfa no DNA. Além disso, é importante notar que, de

acordo com van der Doelen [van der Doelenet al. (2020)], [223Ra]RaCl2 produz danos

irreparáveis no DNA, que posteriormente podem resultar em morte celular por apoptose,
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onde Marqueset al. [Marqueset al. (2021)] corroborou esta informação.

A Figura 3.7 mostra o resultado da análise de ER e PCA comparando amostras

tratadas e não tratadas. A Figura 3.7A mostra os espectros médios de cada grupo e a

dispersão dos dados para os vinte espectros obtidos para cada grupo. Não são observadas

diferenças signi�cativas entre os espectros médios, em que não há aparecimento ou deleção

de modos vibracionais evidentes. Já na Figura 3.7B mostramos a análise de PCA para

esses espectros. Embora os espectros médios não apresentem alterações signi�cativas,

a análise de PCA mostra 83,4% da variância total, evidenciando as diferenças entre os

grupos. Os principais modos que contribuem para essa diferenciação são, em ordem de

relevância, em torno de 1003 cm� 1, 1446 cm� 1 e 1659 cm� 1.

Figura 3.7: Espectroscopia Raman. (A) Espectro médio de células MDA-MB-231 tratadas
e não tratadas com [223Ra]RaCl2. (B) Análise de PCA mostrando a diferenciação entre
os grupos com variância total de 83,4%
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A análise de ER corrobora fortemente com os dados de AFM. Quando um grupo

molecular muda, os modos vibracionais relativos a ele também são alterados. Este fato

pode ser veri�cado por mudanças na intensidade, posição e alargamento do pico do espec-

tro Raman. Dessa forma, podemos determinar quais grupos moleculares da estrutura são

mais sensíveis aos efeitos do radiofármaco, trazendo maior compreensão do processo de

apoptose celular. Observou-se que a radiação alfa age na estrutura molecular da célula,

mas é um desa�o identi�car visualmente mudanças marcantes nos espectros de amos-

tras não tratadas e tratadas. Porém, com o auxílio da análise multivariada por PCA, foi

possível determinar as alterações nos modos vibracionais de forma que haja uma clara dis-

tinção entre os grupos tratados e não tratados. De acordo com a análise de componentes

principais (PCA) dos espectros, é possível observar que grupos tratados e não tratados

são distintos, comprovando que a interação de [223Ra]RaCl2 com a célula a modi�ca,

distinguindo-a das células do grupo controle. As principais diferenças que contribuem

para a variância de 83,4% no PCA está associada a intensidades dos modos em torno

de 1003 cm� 1, 1446 cm� 1 e 1659 cm� 1. De acordo com J. Xuet al. [Xu et al. (2021)],

esses modos estão associados a lipídios e proteínas (1446 cm� 1 e 1659 cm� 1) e fenilalanina

(1003 cm� 1). Esse resultado entram de acordo com os resultados obtidos por AFM, pois

as mudanças observadas na superfície da membrana levariam a mudanças nas bandas de

proteínas e lipídios, principais componentes da membrana celular. Conforme observado

nas imagens de AFM, as alterações de membrana causadas pela radiação podem estar

associadas a alterações na Amida I e nas bandas lipídicas. Alterações nos modos vibra-

cionais associados à fenilalanina estão relacionadas a mudanças no metabolismo celular

após a exposição à radiação alfa .

Por �m, os resultados mostraram a formação de lisossomos e fagossomos, represen-

tando um dos principais mecanismos envolvidos na morte celular [Noguchiet al. (2020)].

De acordo com Noguchiet al. [Noguchi et al. (2020)], o alvo Akt-mamífero da via do

complexo rapamicina (mTORC1) regula a bomba de prótons [vacuolar H(� ) adenosina

trifosfatase ATPase (v-ATPase)] na membrana lisossomial, que transporta prótons do ci-

tosol, assim regulando o processo de acidi�cação lisossomial necessário para a indução de

autofagia. Acreditamos que as partículas, compostas por dois prótons, promovam o de-

sequilíbrio da bomba de prótons, levando a uma massiva formação lisossomial e processo

de autofagia.
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3.4 Conclusão

A investigação realizada revelou alterações ultraestruturais em células MDA-MB-

231 tratadas com [223Ra]RaCl2, demonstrando deterioração dos componentes da mem-

brana e sem aparente danos ao DNA. A análise de imagens revelou uma diminuição na

altura das barras de escala, motivando uma investigação quantitativa mais aprofundada

na ultraestrutura da membrana. Os valores deRq nas amostras tratadas com [223Ra]RaCl2

indicaram uma redução em comparação ao grupo controle e o aumento no número de de-

pressões nos grupos tratados, que parece estar associado à interação entre as partículas

� e a membrana celular. Além disso, o tratamento com radiação alfa demonstrou reduzir

a rigidez da membrana super�cial, fortalecendo a hipótese de alteração nos componentes

da membrana. As análises quantitativas de AFM identi�caram diferenças signi�cativas

na ultraestrutura e nanomecânica celular, claramente relacionadas ao tratamento.

Os dados revelam danos na membrana celular, afetando potencialmente a sobrevi-

vência e a função celular. A radiação ionizante não tem efeitos conhecidos nas células, e

não foram observadas diferenças no conteúdo nuclear.

As imagens de TEM mostra células neoplásicas preservadas, com núcleos bem

desenvolvidos e citoplasma homogêneo conservado, incluindo mitocôndrias, retículo endo-

plasmático e complexo de Golgi. As células expostas a [223Ra]RaCl2 apresentam núcleos

regulares e preservados, com envelope nuclear intacto e eucromatina, sem heterocromatina

observada. As imagens mostram um aumento do retículo endoplasmático e das mitocôn-

drias, sugerindo uma via clássica de autofagia.

A análise quantitativa avalia a expressão de autofagia em células MDA-MB-231

expostas e não expostas, revelando um aumento nas características ultraestruturais. A

literatura sugere que as partículas são responsáveis por danos ao DNA e morte celular,

mas nenhum efeito signi�cativo foi observado após 24 horas de tratamento com 74 kBq de

[223Ra]RaCl2. A integridade da membrana nuclear também é indicada, pois foi observada

a presença de cromatina e nenhuma formação signi�cativa de heterocromatina.

Os resultados da ER não mostram diferenças visuais signi�cativas entre os espec-

tros médios, porém a análise PCA revela que 83,4% da variação total é explicada pelos

principais fatores que contribuem para essa diferença. A análise con�rma que as mudan-

ças moleculares do grupo tratado também afetam seus modos vibracionais relativos. Isso

pode ser veri�cado por mudanças na intensidade, posição e largura dos espectros Raman.
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Isso ajuda a determinar quais grupos moleculares são mais sensíveis aos efeitos do radio-

fármaco, permitindo uma melhor compreensão da apoptose celular. O [223Ra]RaCl2 causa

sutis alterações na estrutura molecular da célula, mas identi�car mudanças signi�cativas

em amostras não tratadas é um desa�o. A análise PCA revela que os grupos tratados

com [223Ra]RaCl2 são distintos, com diferenças de intensidade em torno de 1003 cm� 1,

1446 cm� 1 e 1659 cm� 1. Essas diferenças estão associadas à fenilalanina, aos lipídios e

proteínas, respectivamente.

Os dados obtidos neste estudo mostraram que as células cancerígenas, quando

tratadas com partículas� , sofrem uma degradação massiva da membrana celular, com

preservação do invólucro nuclear. Além disso, observou-se que o DNA foi preservado.

Nossos dados contribuem para uma melhor compreensão do efeito das partículas, especi-

almente do radiofármaco [223Ra]RaCl2, a nível celular.
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Parte II

ESTUDO AVANÇADO DO

CÂNCER DE PÊNIS: FOCO NAS

ALTERAÇÕES BIOFÍSICAS E NA

INFLUÊNCIA DO VÍRUS HPV
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Capítulo 4

4.1 Introdução

O CAPe é uma neoplasia rara em países desenvolvidos, principalmente na América

do Norte e Europa Ocidental, porém é mais comum em países em desenvolvimento, prin-

cipalmente na Ásia, África e América do Sul [Christodoulidouet al. (2015)]. O Brasil é o

país da América do Sul com maior prevalência da doença, com índices variando entre 2,9

e 6,8 homens afetados para cada 100.000 homens [Júnioret al. (2022)]. O CAPe acomete

cerca de 2,1% de todos os casos de câncer masculino no Brasil, sendo que a maioria dos

casos ocorre nos estados do Norte e Nordeste (53,2%), que apresentam índices socioe-

conômicos mais baixos [Paivaet al. (2015)]. Assim, o CAPe é um problema de saúde

pública, principalmente em áreas com baixos índices socioeconômicos como o Estado do

Maranhão. O estado do Maranhão tem visto um aumento na incidência de CAPe nos

últimos dez anos, e foi recentemente considerada a região com a maior incidência em todo

o mundo [Coelhoet al. (2018)].

Essa realidade se agrava quando a doença é tipicamente diagnosticada em está-

gios avançados, resultando em menor sobrevida global. Além disso, o tratamento mu-

tilante traz uma série de consequências físicas e psicológicas negativas para os pacien-

tes. A compreensão dos aspectos histopatológicos é crucial para o planejamento tera-

pêutico e também para o prognóstico do paciente. Portanto, a padronização dos exames

anatomopatológicos e a interpretação dos mesmos são essenciais para os oncologistas

[Bouvard et al. (2009)]. Histologicamente, a grande maioria dos carcinomas escamosas

do pênis assemelham-se às neoplasias escamosas de outros órgãos. Os carcinomas oral e

cervical compartilham uma semelhança maior. Cerca de 70% dos carcinomas escamosos

de pênis são do tipo Usual. Os 30% restantes são categorizados como basalóide, verrucoso,
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