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| - RESUMO

Introducdo: O cancro da prostata mantém-se como um dos mais incidentes a nivel mundial e
nacional. O seu tratamento, apesar de poder ser curativo, acarreta importantes comorbilidades.
A estratégia deverd, portanto, passar pela prevencdo desta doenca, que pode ser conseguida
através da eliminacéo dos seus fatores de risco e/ou da quimioprevencao. Esta compreende o
uso de agentes naturais, sintéticos ou bioldgicos para reverter, suprimir ou prevenir as fases
iniciais da carcinogénese ou a progressao de uma lesdo pré-maligna para doenca invasiva. De
modo a intervir sobre a carcinogénese importa conhecer os mecanismos fisiopatolégicos que
dela fazem parte. Assim, neste trabalho, reveem-se os principais fatores de risco para o cancro
da prostata e os principais mecanismos envolvidos no desenvolvimento e progressao
tumorais, com foco na sinalizacdo celular, na inflamacédo e stress oxidativo, e nas alteracGes
epigenéticas. Tenta-se, também, transpor esses conhecimentos para a pratica clinica.

Materiais e Métodos: Na procura de literatura foram pesquisadas revisdes e artigos originais
nas bases de dados The Cochrane Library e Pubmed/Medline. Para a pesquisa dos dados
estatisticos, consultaram-se os websites oficiais da International Agency for Research on
Cancer e da Direcdo Geral de Saude.

Resultados e Discussdo: Séo varias as vias de sinalizacdo que, por estimularem o crescimento
celular e inibirem a apoptose, estdo envolvidas na carcinogénese da préstata. Entre elas, a via
do recetor de androgénio € a mais preponderante e, também, a mais estudada. A inibi¢do desta
via, através do blogueio da 5-a-redutase, € a Unica que, até hoje, mostrou reduzir eficazmente,
em humanos, o risco de desenvolvimento de cancro da prostata. Contudo, o blogueio
farmacoldgico daquela enzima no sentido da quimioprevencdo ndo €, ainda, utilizado
consensualmente na pratica clinica. Outras vias de sinalizacdo, como a do PI3K/Akt/mTOR,
do NF-kB e do Wnt/catenina-} sdo, igualmente, importantes no desenvolvimento tumoral, e

estdo associadas a maior agressividade e resisténcia ao tratamento. A inflamacdo, pela

Jodo Nunes Caldeira Marinho Matos 3



FMUC Quimioprevencdo do Cancro da Préstata — Mecanismos Fisiopatoldgicos

continua libertacdo de citocinas e fatores de crescimento, promove o desenvolvimento e
progressdo tumorais. Além disso atraves da producdo macica de ROS, € criado um forte
estado de stress oxidativo, prejudicial a viabilidade celular. Alvejar a inflamacédo e o stress
oxidativo na quimioprevencdo do cancro da préstata ndo é, contudo, eficaz. As alteracdes
epigenéticas, através da metilacdo do DNA, das alteracdes nas histonas (metilacdo, acetilagdo
e desacetilacdo), e da regulacdo pelos miRNAs, silenciam o0s genes supressores tumorais e
aumentam a expressdo dos oncogenes. No momento atual, a intervengdo nos mecanismos
epigenéticos para prevenir o cancro da prostata ndo €, ainda, uma realidade.

Conclusdo: Apesar de serem, j&, conhecidos alguns dos mecanismos fisiopatologicos
integrantes da carcinogénese da prostata, a sua modulacdo para a quimioprevencdo do cancro
da prostata ainda ndo € uma realidade na pratica clinica. Devem ser continuados os estudos no
sentido de aprofundar a compreensdo do papel de cada mecanismo fisiopatoldgico no
desenvolvimento tumoral, e de esclarecer as complexas interacbes entre esses Mesmos
mecanismos.

Palavras-chave: Cancro da Prostata; Quimioprevencdo; Fisiopatologia; Sinalizacdo Celular;

Inflamacdo; Stress Oxidativo; Epigenética.
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| - ABSTRACT

Introduction: Prostate cancer remains as one of the most incident cancers, at both global and
national scale. Although its treatment can be curative, it carries major co-morbidities.
Therefore, prevention should be the first line strategy. This approach may be achieved by the
elimination of risk factors and/or by chemoprevention, which is defined as the use of natural,
synthetic or biological agents to revert, suppress or prevent the early phases of carcinogenesis
or the progression from a pre-neoplasic lesion into invasive disease. In order to act on
carcinogenesis, one should be familiar with the pathophysiological mechanisms involved in
that process. The purpose of this work is to review the major prostate cancer risk factors and
the most important pathophysiological mechanisms implicated in tumor development and
progression, focusing on cell signaling pathways, on inflammation and oxidative stress, and
on epigenetic alterations. It is also intended to apply that knowledge to clinical practice.
Materials and Methods: Reviews and original articles were searched at The Cochrane Library
and Pubmed/Medline databases. Statistical data were obtained at the International Agency for
Research on Cancer and Direcdo Geral de Saude official websites.

Results and Discussion: Various signaling pathways promote prostate carcinogenesis by
stimulating cellular growth and inhibiting apoptosis. The most important and the most studied
one is the androgen receptor pathway. Until now inhibition of this pathway through blockage
of enzyme 5-a-reductase is the only mechanism proven to significantly reduce the risk of
prostate cancer development. Nevertheless, chemoprevention of prostate cancer by
pharmacological blockage of that enzyme is not regularly used in clinical practice. Other
signaling pathways, such as PI3K/Akt/mTOR, NF-kB and Wnt/B-catenin, are also important
in tumor development, and are associated with stronger aggressiveness and resistance to
treatment. Inflammation, through continuous cytokines and growth factors release, promotes

tumor development and progression. Also, during chronic inflammation there is a massive
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ROS production, which contributes to oxidative stress, known to be harmful to cell viability.
Despite these facts, chemoprevention of prostate cancer by reducing inflammation and
oxidative stress is not effective. Epigenetic changes, particularly DNA methylation, histone
modifications (methylation, acetylation and deacetylation), and miRNA interference, silence
tumor suppressor genes and enhance oncogenes expression. Nevertheless, it is still not
possible to prevent prostate cancer by modulating epigenetic mechanisms.

Conclusion: Even though some of the pathophysiological mechanisms that promote prostate
carcinogenesis are partially understood, chemoprevention in clinical practice is far from being
a reality. Studies should continue to better understand the role of each pathophysiological
mechanism in tumor development, and to clarify the complex interactions between those
mechanisms.

Keywords: Prostate Cancer; Chemoprevention; Pathophysiology; Cell Signaling;

Inflammation; Oxidative Stress; Epigenetic
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Il - L1STA DE ABREVIATURAS E ACRONIMOS

3a-diol G — glucoronido de 3a-diol (do inglés, 3a-diol-glucuronide)

5-AR — 5-a-redutase

5-ARI — inibidor da 5-a-redutase (do inglés, 5-a-reductase inhibitor)

AAS — 4cido acetilsalicilico

Akt — proteina cinase B

AR - recetor de androgénios (do inglés, androgen receptor)

COX — ciclooxigenase

CRPC - carcinoma da prdstata resistente a castracao (do inglés, castration resistant prostate
cancer)

DHT — dihidrotestosterona (do inglés, dihydrotestosterone)

DHT S —sulfato de DHT (do inglés, DHT sulfate)

DNA — &cido desoxirribonucleico (do inglés, deoxyribonucleic acid)

DNMT — metiltransferase do DNA (do inglés, DNA methyltransferase)

DST - doencas sexualmente transmissiveis

ER — recetor dos estrogénios (do inglés, estrogen receptor)

EZH2 — potenciador do homologo de zeste-2 (do inglés, enhancer of zeste homolog 2)
FoxO — Forkhead box O

GSK3p — cinase-3p da glicogénio sintase (do inglés, glycogen synthase kinase 3p3)
GSTP1 — glutationa s-transferase P1 (do inglés, glutathione-S-transferase P1)
HAT - acetiltransferase da histona (do inglés, histone acetyltransferase)

HBP — hiperplasia benigna prostatica

HCA — aminas heterociclicas (do inglés, heterocyclic amine)

HDAC — desacetilase da histona (do inglés, histone deacetylase)

HGPIN — neoplasia prostatica intraepitelial de alto grau (do inglés, high grade PIN)
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Hh — Hedgehog

HSP — proteinas de choque térmico (do inglés heat shock proteins)

IGF-1 —fator de crescimento insulina-like tipo 1 (do inglés, insulin-like growth factor-1)
IGF-1R — recetor do fator de crescimento insulina-like tipo 1 (do inglés, insulin-like growth
factor receptor-1)

IL-6 — interleucina-6 (do inglés, interleukin-6)

iINOS - sintase induzivel do 6xido nitrico (do inglés, inducible nitric oxide synthase)

IkB — inibidor do kB (do inglés, inhibitor of kB)

JAK/STAT — Janus kinase/Signal transducers and activators of transcription

LOX — lipooxigenase

MiRNA — micro-RNA

MMP — Metaloproteinase da matriz (do inglés, matrixmetalloproteinase).

MRNA — RNA mensageiro

mTOR — alvo mamifero da rapamicina (do inglés, mammalian target of rapamycin)

Neurogl — neurogenina-1

NF-kB — fator nuclear-xB (do inglés, nuclear factor-«xB)

NSAIDs — anti-inflamatérios ndo esteroides (do inglés, nonsteroidal anti-inflammatories
drugs)

PCa — cancro/carcinoma da prostata (do inglés, prostate cancer/carcinoma)

PCPT — Prostate Cancer Prevention Trial

PhIP  — 2-aminol-metil6-fenilimidazo[4,5-b]piridina (do inglés, 2-aminol-methyl6-
phenylimidazo[4,5-b]pyridine)

PI3K — fosfatidilinositol-3-cinase (do inglés, phosphatidylinositol-3-kinase)

PIA — atrofia inflamatdria proliferativa (do inglés, proliferative inflammatory atrophy)

PIN — neoplasia prostatica intraepitelial (do inglés, prostatic intraepithelial neoplasia)
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PIP; — 3,4,5-trifosfato de fosfatidilinositol (do inglés, phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate)

PSA — antigénio prostéatico especifico (do inglés, prostate-specific antigen)

PUFA — 4cidos gordos polinsaturados (do inglés, polyunsaturated fatty acids)

REDUCE — Reduction by Dutasteride of Prostate Cancer Events

RNA — Acido ribonucleico (do inglés, ribonucleic acid)

RNS — espécies reativas de nitrogénio (do inglés, reactive nitrogen species)

ROS — espécies reativas de oxigénio (do inglés, reactive oxygen species)

SAM - S-adenosil-L-metionina (do inglés, S-adenosylmethionine)

SirT1 — situina-1

TCF — fator das células T (do inglés, T cell factor)

TFA — acidos gordos-trans (do inglés, trans-fatty acids)

TNF-o — fator-a de necrose tumoral (do inglés, tumor necrosis factor-a)

TRAMP — Adenocarcinoma transgénico da prostata de rato (do inglés, Trangenic
Adenocarcinoma of Mouse Prostate)

VEGF — fator de crescimento do endotélio vascular (do inglés vascular endothelial growth

factor)
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111 — INTRODUCAO

A uma escala global, em 2012, o carcinoma da proéstata (PCa) foi o segundo cancro
mais frequentemente diagnosticado nos homens (15% de todos os diagndsticos oncoldgicos
neste grupo populacional), e o quinto mais letal, apresentando uma taxa de mortalidade de
6,6% (1). Trata-se do cancro mais incidente nos Estados Unidos da América e na Europa e,
respetivamente, da segunda e da terceira causa de morte por cancro. Em Portugal, em 2009,
foi a neoplasia maligna mais incidente no sexo masculino, com 108,81 novos casos por cada
100000 habitantes. Em 2012, matou 1745 homens, a que corresponde uma taxa de
mortalidade de 36,60 por cada 100000 habitantes (2).

A prevencdo e o diagndstico precoce sdo as principais armas de que dispomos para
combater o cancro em geral. A quimioprevencdo € uma das areas mais promissoras em
oncologia, embora ndo seja, ainda, utilizada de forma regular. Esta compreende o uso de
agentes naturais, sintéticos ou bioldgicos para reverter, suprimir ou prevenir as fases iniciais
da carcinogénese ou a progressdao de uma lesdo pré-maligna para doenca invasiva (3-5).
Especificamente, no caso da préstata, de acordo com Mukhtar, atrasar a carcinogénese fara
com que a doenca ocorra por volta dos 80-100 anos, e ndo por volta dos 40-50 (3). Deve-se
salientar, ainda, que se distinguem trés tipos de quimioprevencdo: a primaria, dirigida a
populacdo saudavel ou que, sem ser doente, possui determinados fatores de risco, para
prevenir lesbes precursoras ou tumores; a secundéria, focada nos individuos com lesGes pré-
malignas, com o objetivo de as fazer regredir, de modo a evitar a doenca invasiva; e a
terciaria, destinada aos doentes diagnosticados e tratados com sucesso a um cancro em fase
inicial, a fim de impedir a recorréncia ou o surgimento de novos tumores primarios (4,6).

Em termos de agentes quimiopreventivos, Steward e Brown indicam a existéncia de
dois tipos de quimioprevencdo, consoante a sua acdo ao longo dos varios processos da

carcinogénese: agentes blogueadores, que inibem a carcinogénese, ou seja o desenvolvimento
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de células neoplasicas; agentes supressores, que desregulam a promocdo e progressao das
celulas neoplésicas ja iniciadas (4). Devido a potencial durabilidade da administracdo dos
agentes quimiopreventivos, estes deverdo ser de baixo custo e o0 mais indcuo possivel (4,5,7).
O PCa constitui um alvo ideal para quimioprevencdo. Uma das razdes prende-se com a
biologia e historia natural do tumor, designadamente o surgimento de potenciais lesdes pré-
neoplasicas (8,9), o seu largo periodo de desenvolvimento (8,9) e a possibilidade de utilizacdo
de biomarcadores (8). Sabe-se que a transformacdo maligna na préstata esta associada a um
estado de inflamacédo crdnica e dano oxidativo, aspetos que conduzem a neoplasia prostatica
intraepitelial (PIN), classificada em baixo ou alto grau (HGPIN), consoante o score de
Gleason (8,9). A HGPIN ¢é considerada, por alguns autores, como um potencial precursor do
PCa, na medida em que partilha, com esta doenca, varias caracteristicas, como o0 aumento da
incidéncia com a idade, a presenca dos mesmos marcadores genéticos e moleculares e o facto
de ambas se desenvolverem preferencialmente na zona periférica da glandula prostéatica (9).
Acrescenta-se que os doentes diagnosticados com HGPIN numa biopsia tém o risco de 25%
de, nos 5 anos seguintes, terem biopsias diagnésticas de PCa. Apesar disso, e embora esteja
presente em 9% das biopsias, a HGPIN ndo é alvo de tratamento especifico (8). Outra lesdo a
ter em conta é a atypical small acinar proliferation (ASAP), em que existe o risco de 50% de,
em nova biopsia, se diagnosticar PCa. No que concerne ao periodo de desenvolvimento,
aponta-se que este dure cerca de 20 a 30 anos (8). No respeitante aos biomarcadores, o
antigénio prostatico especifico (PSA) constitui uma fonte de informacéo de elevado relevo,
proporcionando o0 seguimento da situacdo a partir de medi¢cdes da sua concentracdo no
organismo (8). Outra das razBes para a aposta na quimioprevencdo do PCa prende-se com a
vertente epidemioldgica e econdmica da doenca. Com efeito, trata-se de um cancro altamente
incidente (1,2), associado a custos estimados em milhdes de ddlares (7) e cujo tratamento,

quer cirargico, quer radioterdpico, apesar de poder ser curativo, apresenta importantes
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comorbilidades (7). Por todos estes motivos, a aposta na prevencdo apresenta-se Como uma
interessante perspetiva para o futuro.

Para uma quimioprevencao eficaz do PCa, € necessario conhecer 0s mecanismos
fisiopatoldgicos subjacentes ao seu desenvolvimento. Nesse sentido, numa primeira fase do
trabalho descrever-se-d0, de forma sucinta, os fatores de risco para o PCa e as etapas
evolutivas que ocorrem na transformacdo das células prostaticas normais em células
neoplasicas. De seguida, discutir-se-do os mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis por essa
transformagdo neoplasica, focando-se, essencialmente, nas vias de sinalizagdo celular, na
inflamacdo e stress oxidativo, e nas alteracBes epigenéticas, explicando como poderdo ser
alvo de quimioprevencgéo. Adicionalmente, seréo referidos alguns agentes que tém vindo a ser
estudados, por se acreditar interferirem naqueles mecanismos. Por fim, a modulacdo desses

mecanismos fisiopatoldgicos na pratica clinica sera, também, objeto de analise.
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IV — MATERIAIS E METODOS

Foi efetuada uma reviséo sobre artigos que debatessem os temas do desenvolvimento e
prevencdo do cancro da prostata, da quimioprevencdo do cancro em geral, e da
quimioprevencdo do cancro da prostata, em particular.

A pesquisa consistiu em duas fases. Na primeira, sem limitagdo por filtros, foi
pesquisado o termo “prostate cancer chemoprevention”, através das bases de dados de
literatura cientifica The Cochrane Library e Pubmed/Medline, usando a sua ferramenta
Pubmed Clinical Queries. Na segunda fase, na base de dados Pubmed/Medline, foram
definidos os filtros de pesquisa para lingua inglesa e data de publicagdo compreendida entre
2009-2014. Foram pesquisadas combinacdes dos seguintes termos MeSH (Medical Subject
Headings): “chemoprevention”, ‘“‘chemoprevention/methods” “prostatic  neoplasms”,
“prostatic  neoplasms/physiopathology”, “prostatic neoplasms/pathology”, “prostatic
neoplasms/prevention and control”, “prostatic neoplasms/drug therapy” e “prostatic
neoplasms/diet therapy”. Foram selecionadas revisdes e artigos originais que
complementassem a informacgdo disponibilizada pelas revisfes. Utilizou-se, igualmente,
algumas das citagdes relacionadas (“related citations”), sugeridas pela base de dados.
Finalmente, ultrapassando os limites de filtragem, fez-se referéncia a artigos que foram
considerados relevantes na area.

Para a pesquisa dos dados estatisticos, consultaram-se o0s websites oficiais da

International Agency for Research on Cancer e da Direcdo Geral de Saude.
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V — RESULTADOS E DISCUSSAO
1. FATORES DE RISCO E EVOLUGCAO DO CANCRO DA PROSTATA

O doseamento do PSA e o toque retal sistematico, ao permitirem o diagnostico e
tratamento mais precoces, tém contribuido para baixar a mortalidade associada ao PCa (9,10).
No entanto, como ja referido, o tratamento do PCa esta associado a uma taxa relativamente
alta de morbilidade, pelo que a aposta na prevencao deve ser o caminho a seguir.

Para prevenir o PCa, é importante conhecer e evitar os seus fatores de risco. A
generalidade das revisdes destaca a idade, a raca negra e a histria familiar como os principais
fatores de risco para esta doenca (8,11-13). Devido a variacdo das evidéncias
epidemiologicas, tem sido dado, também, cada vez maior destaque ao papel dos fatores
ambientais (dieta e estilo de vida) no aumento do risco deste carcinoma. Com efeito, o
consumo de gorduras, especialmente de origem animal, a obesidade, o sedentarismo, o alto
consumo de acidos gordos saturados, de acidos gordos trans (TFA), de acidos gordos
polinsaturados (PUFA) ®-6, como o acido araquidonico e o &cido linoleico, o consumo de
carnes vermelhas, bem passadas ou curadas, e o alto consumo de lacticinios e de calcio tém
sido associados a um aumento do risco de PCa (11-13). Pelo contrario, a ingestdo de frutas e
vegetais, como 0s tomates e 0s brécolos, de soja e dos seus derivados, de cha verde, de peixe
¢ Oleo de peixe, ricos em PUFA -3, como o &cido docosahexaenoico, o acido
eicosapentaenoico e o acido a-linoleico, e a pratica de exercicio fisico tem sido atribuido um
efeito preventivo sobre o risco de PCa (11-13). Intervir junto destes fatores de risco,
promovendo a pratica regular de exercicio fisico e o estabelecimento de uma dieta
equilibrada, rica em produtos vegetais, parece, portanto, uma boa aposta para ajudar a
prevenir o surgimento desta doenca.

Eliminar a totalidade dos fatores de risco €, todavia, uma tarefa praticamente

impossivel, até porque o mais importante é a prépria idade. Por isso, a adocdo de um estilo de
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vida mais saudavel, podemos associar a quimioprevencdo. E importante referir que, no fundo,
a ingestdo de alimentos saudaveis tem, por base, uma a¢do quimiopreventiva: a introducao, no
organismo, de nutrientes que, pelo menos, ndo lesem os tecidos. No entanto, com a
quimioprevencdo no verdadeiro significado do conceito, pretende-se, através de farmacos ou
produtos naturais, suprimir, atrasar, ou reverter especificamente a carcinogénese da proéstata.
Os motivos que tornam o PCa um candidato ideal para essa estratégia preventiva ja foram
apresentados: a existéncia de potenciais lesGes pré-neoplasicas, o grande periodo de laténcia e
0s potenciais biomarcadores. Além disso, a alta prevaléncia desta doenca, o seu aparecimento
em idades cada vez mais jovens, e 0 constante aumento da esperanca de vida no ser humano,
devem ser, também, fatores a considerar.

Para prevenirmos o PCa pela estratégia da quimioprevencdo, importa conhecer e
compreender a biologia deste tumor. Contrariamente a hiperplasia benigna prostatica (HBP),
que deriva, essencialmente, da proliferacdo das células do estroma, o PCa origina-se no
compartimento epitelial (10,14). Na transformacdo tumoral, o epitélio danificado adquire
caracteristicas atroficas e inflamatorias, denominando-se de atrofia inflamatoéria proliferativa
(P1A). Esta alteracdo é caracterizada pelo aumento da proliferacdo celular e por possuir
glandulas de varios tamanhos (9). Com o dano continuo, a PIA acaba por progredir para a
PIN, caracterizada pelo crescimento epitelial neoplasico dentro dos acinos (9). Se for de alto
grau (HGPIN), é considerada como uma lesdo precursora gque, eventualmente, evoluira para
PCa (8,9). Conhece-se, também, a importancia dos androgénios para o desenvolvimento do
PCa (9,10,14). Alias, a terapia de privacdo de androgenios é um dos tratamentos preconizados
para esta doenca. Realca-se, contudo, que a maioria dos doentes acaba por, eventualmente,
desenvolver resisténcia a esta terapia e progride para carcinoma da prostata resistente a

castracdo (CRPC) que ndo tem tratamento curativo (10).
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Assim, entendendo os diferentes mecanismos fisiopatoldégicos que cursam com a
transformac&o neoplasica na préstata, saberemos onde e como atuar: por exemplo, saberemos
que podemos atuar numa dada via de sinalizacdo, bloqueando determinada molécula ou
enzima. Estes mecanismos, apesar de serem alvo de intenso estudo, estdo longe de
completamente esclarecidos. No entanto, sdo ja conhecidas algumas alteracdes significativas
em diferentes processos, nomeadamente a nivel das vias de sinalizacdo celular, da inflamacéo
e da epigenética, que, de algum modo, contribuem para a carcinogénese na préstata. Interessa
destacar que, como veremos, nenhum destes mecanismos ocorre isoladamente, existindo
mesmo uma grande dependéncia entre si. Assim, a atuacdo tera de ser abrangente e nao

individualizada para um tnico componente.

2. AsVIAS DE SINALIZACAO CELULAR
2.1.As VIAS DE SINALIZACAO CELULAR NO DESENVOLVIMENTO DO CANCRO DA PROSTATA
Em qualquer desenvolvimento neoplasico sdo multiplas as vias de sinalizacéo celular
alteradas que, pela sua repercussdo na ativacdo ou inibicdo das mais variadas moléculas,
promovem a desregulacdo celular. Elas contribuem, assim, para 0 surgimento das
caracteristicas essenciais das células cancerigenas: autossuficiéncia em fatores de
crescimento, insensibilidade aos inibidores do crescimento celular, evasdo da apoptose,
capacidade ilimitada de replicacéo, inducdo da angiogénese, capacidade de invasao tecidular e
metastizacdo, instabilidade genética, desregulacdo do metabolismo energético, evasdo do
sistema imunitario, e inflamacéo (6).
No caso especifico da préstata, as vias de sinalizacdo que parecem ter maior relevancia
para a carcinogénese sdo as do recetor de androgénios (AR), do PI3K/Akt/mTOR, do fator
nuclear-xB (NF-xB), do Wnt/catenina-p, a via Hedgehog (Hh) e a via Notch (10). Sarkar et

al., numa interessante revisao sobre este tema, advertem gque 0s erros nas vias de sinalizacéo
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celular podem ocorrer em qualquer estadio da doenca, seja numa fase inicial ou numa fase
mais avangada (10).
2.1.1. Sinalizacéo pela Via do Recetor de Androgénios

Os androgénios sdo hormonas essenciais na fisiologia do homem. A sua a¢do ocorre
nas vérias fases da vida e desenvolvimento: na gestacdo, promovem a diferenciacdo dos
drgdos genitais externos; na puberdade, induzem a maturacdo da préstata; e na vida adulta,
contribuem para a manutencdo da homeostasia daquele 6rgéo (9). Além disso, promovem o
desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios masculinos, como a maior massa
muscular e a voz rouca, e sdo essenciais para a formacéo dos espermatozoides.

A funcdo dos androgenios da-se pela sua ligacdo ao AR. Trata-se de um fator de
transcricdo dependente de ligando, pertencente a superfamilia dos recetores nucleares (10)
que, quando ativo, promove a transcricdo de genes responsaveis pelo crescimento celular.
Este recetor tem, portanto, um papel fulcral na normal fun¢do hormonal masculina.

Na proéstata, 0 AR é expresso tanto no compartimento epitelial como no estroma (14—
16). No primeiro compartimento, aquele recetor encontra-se nas células basais e nas do
limen, sendo estas Ultimas dependentes dos androgénios para sobreviverem. Por sua vez, o
estroma exibe 0 AR nas células musculares lisas e no endotélio (15). Acresce que este fator de
transcricdo parece exercer diferentes funcdes, conforme a sua localizacdo: no estroma
promove a proliferacdo; no epitélio estimula a diferenciacdo (16).

Quando inativo, 0 AR localiza-se no citoplasma, ligado a proteinas de choque térmico
(HSP) (10). A sua ligacdo aos androgénios, principalmente a dihidrotestosterona (DHT)
(9,14,17), provoca uma mudanca na sua conformacdo que o dissocia das HSP (10). O
complexo DHT-AR entra, entdo, no ndcleo celular, onde interage com o acido

desoxirribonucleico (DNA), através da ligacdo a elementos responsivos aos androgénios (14),
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para promover a transcricdo dos seus genes alvo. O AR e a DHT tém, portanto, importancia
capital no crescimento celular e no desenvolvimento neoplasico na prostata.

A DHT é formada, na prostata, através de duas vias. Na primeira, a 5-a-redutase (5-
AR) atua diretamente sobre a testosterona para formar a DHT (14,18). Na segunda, 0
substrato androsteniona é convertido pela 5-AR num metabolito intermediario que, por acdo
da 17B-hidroxiesteroide desidrogenase, é convertido em DHT (18). Ao estar envolvida nas
duas vias, rapidamente se percebe a relevancia da 5-AR na formagdo da DHT, mesmo
considerando as restantes enzimas que participam nesse processo.

Curiosamente, apesar da importancia hormonal na ativacdo do AR, e de se saber que
sem androgénios ndo ha PCa, a maioria dos estudos, de acordo com Corona et al., ndo
encontra relacdo entre niveis altos de androgénios e o risco de PCa (16). Esta aparente
contradicdo é explicada pelo modelo de saturacdo do AR. Segundo esta teoria, 0s varios AR
presentes nas células tém uma capacidade méaxima de ligacdo aos androgenios, sendo que ela
se esgota com niveis hormonais fisiologicos (16). Uma vez que as células neoplésicas estéo ja
a ser maximamente estimuladas, aumentos subsequentes na concentragdo hormonal ndo irdo
afetar o risco de desenvolvimento de PCa. Alias, ainda de acordo com aqueles autores, sdo 0s
baixos niveis de androgénios que estdo associados ao risco de desenvolvimento de PCa e,
nomeadamente, da sua maior agressividade, na medida em que criam uma pressao de selecéo
para fendtipos caracterizados pela independéncia hormonal (16).

Pelo explicado, facilmente se infere da importancia da 5-AR para o desenvolvimento e
crescimento do PCa. Trata-se de uma enzima com 3 isoformas, cujos niveis de expressao se
alteram conforme se trate de uma prostata saudavel ou de uma com algum processo
patologico subjacente (9,14,15). Numa revisdo, Wang et al. resumem essas alteracGes: tanto
as isoformas 1 como a 2 encontram-se expressas no epitélio e estroma normais, sendo a 2

predominante no estroma. Na HBP existe, comparativamente ao normal, aumento de ambas
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as isoformas, mas com predominio da 2. Na PIN e no PCa, verifica-se, comparativamente a
HBP, declinio da expresséo da isoforma 2 e aumento da 1 (continuando a expressdo de ambas
superior a da préstata saudavel) (14). Refira-se que, apesar de parecer existir alguma
influéncia epigenética, os mecanismos que levam a variagdo dos niveis das diferentes
isoformas ndo sdo, ainda, claros (14). Relativamente a isoforma 3, esta foi descoberta mais
recentemente e parece associada aos tumores recorrentes (9,14,17).

Apesar de relativamente bem conhecida a distribuicdo da 5-AR na prdstata, bem como
a variacdo dos seus niveis nos processos patoldgicos, deve-se ter em mente que esses niveis
ndo predizem com exatiddo a capacidade de conversdo de testosterona em DHT (19). A
heterogeneidade das células neoplasicas deve ser considerada, pois fatores como a diferente
capacidade de transporte da testosterona, para dentro ou fora da célula, podem alterar a
concentracéo intracelular desse substrato e, assim, influenciar o grau de conversdo (19). Alem
disso, existem, também, células neoplasicas com capacidade de usar diretamente a
testosterona para ativar o AR (19) e, neste caso, a DHT ja ndo sera téo essencial.

Assinale-se que, apesar da importancia da 5-AR e da DHT na ativacdo do AR, existem
outras vias de sinalizacdo celular, nomeadamente a do Akt, que podem, também, ter
influéncia na ativacdo daquele recetor (10,16,17,20). A existéncia de vias alternativas para
ativar o AR contribui para a sobrevivéncia e crescimento das células neoplasicas de modo
independente aos androgenios e explica, pelo menos em parte, a razdo pela qual, na maioria
dos doentes tratados pela ablacdo androgénica, a doenca acaba por recorrer e tornar-se
resistente a castracdo (15).

Concluindo, a DHT forma-se, na prostata, pela acdo da 5-AR. Aquela hormona, por
sua vez, ativa 0 AR, levando a transcricdo de genes responsaveis pela proliferacdo celular.

Dada a relevancia da via do AR no desenvolvimento do PCa e, em particular, da 5-AR, pela
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sua agdo no inicio da via, considera-se esta enzima um interessante alvo para a
quimioprevengéo do PCa.
2.1.2. Sinalizagéo pela via da PI3K/Akt/mTOR

A proteina cinase B (Akt) interfere em varios processos celulares, nomeadamente, na
proliferacdo, diferenciacdo, migracdo, sobrevivéncia, metabolismo e resisténcia a terapéutica
(21). A Akt é uma proteina constituinte da via PISK/Akt/mTOR, que esté altamente ativada
em 30% a 50% dos PCa. Esta condicdo estd, alias, associada ao aumento do estadio e grau
tumorais e do risco de recorréncia (10,20). Por outro lado, verifica-se que um dos principais
reguladores negativos desta via, 0 gene do homélogo da fosfatase e tensina (PTEN), perde
uma ou duas cépias em cerca de 70% dos PCa (17), sendo esta condicdo frequentemente
encontrada em metastases deste carcinoma (16).

O mecanismo de ativacdo da Akt & complexo. A fosforilacdo da fosfatidilinositol-3-
cinase (PI3K) permite a formacdo do 3,4,5-trifosfato de fosfatidilinositol (PIP3), que se
localiza na membrana citoplasmatica. Entretanto, a Akt desloca-se para a membrana para se
ligar ao PIP3; recém-formado. A sua translocacéo para a membrana citoplasmatica e ligacédo ao
PIP; permite que seja fosforilada e ativada pela proteina cinase-1 dependente de
fosfoionositida (PDK1) (21). Uma vez ativa, a Akt inibe, por fosforilacdo (17), inGmeros
fatores pré-apoptoticos, como a proteina Bad, a caspase-9 e o fator de transcricdo Forkhead
box O (FoxO) (10,17). Por outro lado, a fosforilacdo, por intermédio da Akt, do alvo
mamifero da rapamicina (mTOR), ativa esta serina/treonina cinase, o que também estimula o
crescimento tumoral (20).

Outras importantes moléculas para a ativacdo da via PI3K/Akt sdo o fator de
crescimento insulina-like tipo 1 (IGF-1) e o seu recetor, o recetor do fator de crescimento
insulina-like tipo 1 (IGF-1R) (10,22). Uma vez ativo, o IGF-1R recruta e fosforila outras

proteinas que, posteriormente, ativam outras moléculas de sinalizacdo, como o PI3K. A maior
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expressdo daquele recetor, bem como do IGF-1, esta associada a um aumento do risco de PCa
(10,20) e ao crescimento independente de androgénios (20). Refira-se que a sinalizacdo IGF-
1/mTOR aumenta o0s niveis de survivina, um proto-oncogene inibidor da apoptose (20).

Por sua vez, a desfosforilacdo e inativacdo da Akt permite a ativacdo de fatores pro-
apoptéticos. Destaca-se, como exemplo, o FoxO que, quando ativo, migra para o nicleo
celular, onde estimula a transcricdo do RhoB, um gene supressor tumoral fortemente indutor
da apoptose (21).

A sequéncia de eventos moleculares ativadores da Akt, nomeadamente o recrutamento
de membrana daquela proteina, tem sido estudada no sentido da criacdo de agentes que
blogueiem a carcinogenese e induzam a apoptose das células malignas. Won et al. descrevem,
por exemplo, os seus trabalhos com o composto experimental NSC126188. Este apresentou
citotoxicidade seletiva para as células neoplasicas e induziu, de modo dependente da dose, a
apoptose das celulas do PCa (21). Pelas suas caracteristicas, este composto apresenta-se como
um promissor agente de quimioprevencdo ou quimioterapia.

Os brécolos, ricos em sulforafanos, também parecem ter algum efeito na inibicdo da
via Akt. Num estudo com um modelo animal (o do adenocarcinoma transgénico da préstata
de ratos (TRAMP)), Keum et al. dividiram uma populacdo de ratos TRAMP em trés grupos:
um de controlo; um tratado, por via oral, com 3 g de pastilhas, constituidas por 60 mg de
brécolos; e outro submetido a administracdo, também per os, de 3 g de pastilhas, compostas
por 240 mg de brécolos. No grupo sujeito a maior dose de brocolos, foi verificada a inibicao
da fosforilacdo da Akt, que se repercutiu numa menor atividade das proteinas subsequentes da
sua via molecular e na supressdo do crescimento tumoral na prostata (23). Neste grupo
experimental observou-se, também, a estimulacdo do fator-2 relacionado com o NF-E2
(Nrf2), uma molécula envolvida na expressdo de genes antioxidantes (5), com consequente

inducdo da expressdao da hemeoxigenase-1 (HO-1) (23), o que também contribuiu para a
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supressdo do crescimento do PCa (23). Finalmente, também no grupo sujeito a uma maior
dose de brocolos, os autores observaram a ativacdo da caspase-3 e da poli(ADP-ribose)
polimerase (PARP), que estava associada a inducdo da Bax e a supressdo do Bcl-XL,
demonstrando que a administracdo de brocolos também contribuiu para a ativacdo da
apoptose mitocondrial (23). Estes vegetais parecem possuir, assim, varios alvos moleculares
Uteis na reducdo do crescimento tumoral. Por isso, apresentam-se, também, como um
interessante alimento para a quimioprevencao do PCa.

Convém realcar, por fim, a extensa ligacdo entre a via PI3K/Akt/mTOR e outras
moléculas e vias de sinalizacdo celular. Por exemplo, o aumento da expressdo do recetor do
fator de crescimento epidermico (EGFR), frequentemente observado no PCa avancado e,
portanto, associado a pior prognostico, ativa a via do PI3K/Akt (20). Por outro lado, como
discutido previamente, a ativacdo da via PI3K/Akt/mTOR leva a ativacdo do AR,
promovendo o0 crescimento hormono-independente (10,16,17). Além disso, através da
fosforilacdo e ativacdo de diversas moleculas, a Akt regula a via do NF-xB (10). Finalmente,
a via PI3K/Akt, através da inibicdo da cinase-3f da glicogénio sintase (GSK3p), e
consequente aumento da catenina-P, influencia a sinalizagdo pela via do Wnt (22). Como
discutiremos adiante, esta via é importante na expressao de alguns oncogenes.

2.1.3. Sinalizacao pela via do NF-kB

A via de sinalizacdo do NF-kB tem um importante papel em varios processos
celulares, como o crescimento tumoral, a apoptose, a inflamacéo e a resposta ao stress (5,10).

Habitualmente, na célula em repouso, 0 NF-kB encontra-se ligado ao seu inibidor, o
inibidor do «B (IkB), estando, portanto, inativo. A estimulacdo por citocinas pro-
inflamatorias, por exemplo, conduz a fosforilagdo e degradagdo proteossomica do IkB,
permitindo a libertacdo do NF-«B ¢ a sua migragdo para o nicleo a fim de promover a

transcricdo dos seus genes alvo (5).
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Apesar do seu envolvimento em varios processos, a inflamacdo parece ser,
efetivamente, a condicdo em que a acdo do NF-kB ¢ mais preponderante, numa espécie de
ciclo vicioso: para além de ser ativada por mediadores inflamatdrios, aquela proteina induz,
ainda mais, a formacdo e libertacdo de enzimas e mediadores inflamatorios, como a
ciclooxigenase (COX), a sintase induzivel do éxido nitrico (iNOS) e a interleucina-6 (IL-6)
(5,22). Desta maneira, 0 NF-xB contribui para a propagacdo ¢ manutengdo de um estado de
inflamacdo e stress oxidativo crénicos, prejudiciais a viabilidade celular.

Como nota final, esclarece-se que a ativacdo do NF-kB tem sido frequentemente
observada no PCa, e que parece ainda maior nos doentes com metastases nodulares (10), o
gue sugere a sua intervencdo na metastizacdo. Alias, numa revisao efetuada por Sarkar et al.,
ha a referéncia a alguns artigos em que se evidencia que o bloqueio do NF-«kB, em células de
tecido prostatico neoplasico humano, levou a supressdo da angiogénese, da invasdo e da
metastizacdo (10).

2.1.4. Sinalizacao pela via do Wnt/catenina-

A via do Wnt tem um importante papel no desenvolvimento embrionario,
influenciando a proliferacdo e a diferenciacdo celulares e as interacbes epitélio-
mesenguimatosas (10). Permite, desta forma, a formacdo e o crescimento dos diferentes
tecidos do organismo.

A influéncia da via do Wnt esta intimamente relacionada com a acdo da catenina-f
(10). Trata-se de uma molécula que, quando estavel, se acumula no citoplasma e,
posteriormente, migra para o nucleo celular, onde se junta ao fator das células T (TCF). O
complexo TCF-catenina-B vai, entdo, ligar-se a promotores especificos, para induzir, em
células dependentes e independentes de androgénios (24), a transcricdo de genes relevantes

para a proliferacdo e invasdo celular, como o da ciclina D1, o da metaloproteinase da matriz

Jodo Nunes Caldeira Marinho Matos 23



FMUC Quimioprevencdo do Cancro da Préstata — Mecanismos Fisiopatoldgicos

(MMP) MMP-2 ou 0 da MMP-4 (10,22,24). Paralelamente, de modo independente do TCF, a
catenina-, por influéncia do Wnt, pode aumentar a fungdo do AR (10,22).

A catenina-p ¢ de tal modo importante para o desenvolvimento e progressédo do PCa
que € encontrada no nucleo das células de 20% a 40% dos CRPC, estando 0s seus niveis
associados a um score de Gleason mais elevado (24). Ela tem sido, por isso, estudada como
um possivel alvo para a quimioprevencdo deste carcinoma. Saleem e os seus colaboradores
verificaram que o lupeol, um constituinte das azeitonas, das mangas e dos morangos, entre
outros, promove a degradacdo citoplasmatica da catenina-p, através do complexo GSK3p-
axina, diminuindo, assim a expressao dos oncogenes ja mencionados (24).

Refira-se, por fim, que além da catenina-p, outras moléculas da via do Wnt exibem
expressdo inapropriada no PCa, nomeadamente o proprio ligando Wnt ou as suas proteinas de
ligagdo (10). A sinalizagdo através da via do Wnt parece, portanto, necessaria para a
progressao do PCa.

2.1.5. Outras vias de Sinalizagdo Celular

Para além das analisadas acima, outras moléculas e vias de sinalizagdo celular estdo
envolvidas na carcinogénese na préstata. Por exemplo, a sinalizacdo Hh, fisiologicamente
influente durante a vida embrionaria na polaridade tecidual e na diferenciacdo e proliferacédo
celulares, através de sinais autOcrinos e paracrinos, estd patologicamente ativa em varias
neoplasias. No referente, particularmente, ao PCa, verifica-se que esta sinalizacdo esta
associada a progressao e crescimento acelerados do tumor. Alias, a sinalizacdo Hh autdcrina
pelas células tumorais parece ser mesmo um requisito fundamental para a proliferacéo,
viabilidade e invasao tumorais (10).

Por seu turno, a sinalizacdo Notch, importante na regulacdo e manutencdo de células
estaminais, essenciais para o desenvolvimento numa fase precoce da vida, também parece ter

influéncia no progndstico do PCa. As consequéncias da sinalizacdo Notch aberrante sdo,
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contudo, algo contraditorias, na medida em que alguns estudos apontam para 0
desenvolvimento, metastizacdo e recorréncia do PCa, enquanto outros sugerem um efeito
supressor tumoral. Como indicam Sarkar et al., a explicagéo para a disparidade de resultados
pode prender-se com o facto de as consequéncias da sinalizacdo Notch anormal poderem ser
dependentes do contexto celular e timing em que ocorrem (10).

Também os estrogénios podem ter algum papel no PCa. Verifica-se que o recetor-a do
estrogénio (ER-a) tem influéncia na iniciagdo da sinalizagdo paracrina do estroma sobre o
epitélio, estimulando, portanto, o crescimento tumoral. Por sua vez, 0 ER-B tem um efeito
antiproliferativo direto sobre as células epiteliais. Tendo em conta que a administracdo de
toremifeno em doses baixas inibe, de modo especifico, 0 ER-a, a modulagdo seletiva destes
recetores tem sido investigada para a prevencao do PCa. Apesar de os resultados dos ensaios
pré-clinicos e de fase Il serem animadores, um ensaio clinico de fase Il sobre o efeito do
tratamento com o toremifeno, administrado durante 3 anos em homens diagnosticados com
HGPIN, ndo revelou qualquer reducgéo no risco de progressao para PCa (25).

Outras moléculas influentes no desenvolvimento do PCa sdo as cinases da familia Src.
Estas cinases, importantes na adesdo, motilidade e invasdo tumorais, € na angiogénese,
encontram-se altamente expressas no PCa, estando, mesmo, relacionadas com o crescimento
independente de androgénios (20). Similarmente as proteinas da familia do recetor do fator de
crescimento dos fibroblastos (FGFR), bem como o fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) e os seus recetores, e as proteinas do eixo da endotelina tém a sua expressao
aumentada no PCa, estando associados a doenca progressiva (20). Por sua vez, o aumento da
expressdo das chaperones, responsaveis pela estabilizacdo de proteinas-chave da sinalizacao
celular, como a Akt, esta relacionado com a resisténcia celular a apoptose (20).

A descricdo pormenorizada da bioquimica e das cascatas de reagdes moleculares de

cada via ultrapassa 0s objetivos deste trabalho. Alias, seria de todo impossivel fazé-lo, dado o
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grande namero de vias envolvidas e a extrema complexidade de cada uma delas. Pretende-se,
ao invés, entender que sdo Vvarias as vias de sinalizagdo celular que influenciam, de alguma
forma, o desenvolvimento e a progressdo do PCa. Tendo isso em conta, podemos investigar e
descobrir produtos que, intervindo em pontos-chave da sinalizacéo celular, contribuam para a
quimioprevencdo daquela doenca. Realga-se, por fim, a grande interdependéncia entre as
varias vias de sinalizacdo. Por isso, quanto mais abrangente for a atuacéo, mais eficaz sera na
prevencdo do PCa.

2.2.As VIAS DE SINALIZACAO CELULAR COMO ALVOS PARA A QUIMIOPREVENGCAO DO

CANCRO DA PROSTATA

Ao longo do texto, para exemplificar a importancia de determinada molécula ou via de
sinalizagdo no desenvolvimento do PCa, foram ja ilustrados alguns compostos, naturais e
farmacoldgicos que, por terem a capacidade de modular a respetiva via de sinalizacéo celular,
tém vindo a ser estudados para a quimioprevencao do PCa.

Neste ponto, salienta-se que a maioria das moléculas e vias de sinalizacdo celular,
anteriormente discutidas, estdo integradas em estudos para a producdo de farmacos eficazes
no tratamento do PCa (20). No que concerne, especificamente, a quimioprevencao desta
doenca, relembra-se que, das vérias vias de sinalizacdo envolvidas no desenvolvimento e
progressao deste cancro, a via do AR é, sem duvida, a mais importante. Por isso, €, também, a
mais estudada com vista a sua prevencdo. Deste modo, esta seccdo do trabalho sera
fundamentalmente dedicada a inibicao dessa via.

Como vimos, o crescimento e desenvolvimento do PCa é fortemente depende dos
androgénios, nomeadamente da DHT. Diversos estudos demonstraram que a privacdo dessas
hormonas baixa o0 PSA e o crescimento tumoral (8). Alias, a terapéutica padrdo do PCa
metastizado é a ablacdo hormonal, que resulta no bloqueio da sinalizacdo pelo AR. Contudo,

como notado por Rosenberg et al., esta terapia apresenta varios efeitos laterais, como
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disfuncdo eréctil, perda da libido e efeitos metabdlicos, como, por exemplo, a
desmineralizagdo 6ssea, resultantes do decréscimo dos niveis de testosterona (9).

A estratégia de quimioprevencdo do PCa mais comummente aceite passa, portanto,
pela inibicdo da sinalizacdo do AR sem, contudo, alterar os niveis de testosterona, o que é
conseguido bloqueando a producdo especifica de DHT, através da modulacdo da 5-AR.
Welén e Damber, numa revisdo, corroboram a ideia de que a inibicdo da 5-AR €é benéfica,
citando um estudo em que, numa pequena popula¢do da Republica Dominicana, uma mutacao
genética com perda de funcéo da 5-AR preveniu o desenvolvimento do PCa (15).

O facto de existirem, hoje em dia, dois inibidores da 5-AR (5-ARIs), finasterida e
dutasterida, com bons resultados no tratamento da HBP impulsionou o seu estudo para a
prevencdo do desenvolvimento do PCa.

A finasterida inibe apenas a 5-AR do tipo 2, logo apenas tem reducdo parcial na
producdo de DHT. Foi realizado um grande ensaio clinico, o Prostate Cancer Prevention
Trial (PCPT) (26), cuja finalidade foi estudar o efeito daquele farmaco na prevencéo do PCa.
O PCPT foi um verdadeiro marco na histéria da quimioprevencdo do cancro: tratou-se do
primeiro estudo mundial a demonstrar uma reducao do risco de um cancro com a utilizacéo de
um farmaco: cerca de 25% de reducdo do risco relativo. Este ensaio clinico, ja revisto por
uma grande variedade de autores, englobou cerca de 18000 homens saudaveis, com idade
superior a 55 anos, PSA inferior a 3 ng/ml e toque retal normal, divididos num grupo placebo
e noutro no qual foram administradas 5 mg de finasterida id, durante 7 anos. No PCPT
observou-se, efetivamente, uma reducédo significativa da incidéncia de PCa relativamente ao
placebo (8-10,15,17,26,27). No entanto, concomitantemente a esta observacao, registou-se,
de forma surpreendente, uma maior incidéncia de tumores de alto grau (score de Gleason 7-
10) (8-10,15,17,26,27). Este inesperado resultado pode ter-se devido, contudo, a vieses que

surgiram durante a realizacdo do PCPT. Por um lado, o facto de a finasterida atuar,
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predominantemente, sobre os tumores moderadamente diferenciados, torna o doseamento do
PSA e o toque retal mais sensiveis (9). Acrescenta-se que, com o intuito de se realizar igual
nimero de biopsias nos dois grupos experimentais, os valores do PSA, no grupo da
finasterida, foram corrigidos (com fator de correcdo de 2 e, posteriormente, de 2.3), 0 que
pode ter conduzido a realizagdo inapropriada de mais biopsias neste grupo (9,27). Assim, se a
finasterida exercer os seus efeitos apenas sobre os tumores moderadamente diferenciados,
mantendo-se 0s tumores de alto grau inalterados, mais tumores deste Ultimo tipo poderiam ser
detetados no grupo de tratamento. Por outro lado, a diminuigcdo do volume prostatico, causada
pelo farmaco, possibilita a andlise de uma maior percentagem da sua area, 0 que aumenta a
probabilidade de detecdo de pequenos tumores de alto grau (9,15). Além disso, deve ser
referido que as alteracbes na histologia da préstata, causadas pela finasterida, poderdo ter
originado, também, alguma confusdo, na medida em que mimetizam um tumor de alto grau
(27).

Também Stanczyk et al. estudaram o efeito da finasterida em individuos em risco de
cancro da prostata. Em homens com PSA superior a 4 ng/ml, o tratamento com finasterida
baixou o PSA e a DHT do soro, e aumentou a testosterona e a androsteniona. Adicionalmente,
0s autores verificaram quedas acentuadas na concentragdo de glucoronido de 3a-diol (3a-diol
G), de sulfato de DHT (DHT S) e, a menor nivel, de glucoronido de androsterona (18). Estes
compostos sdo metabolitos inativos dos androgénios, que surgem na cascata de reacdes apos a
acdo da 5-AR (18). Os resultados encontrados apoiam o uso de 5-ARIs para a
quimioprevencdo do PCa. Os mesmos autores sugerem, ainda, que considerando a marcada
diminuigdo na concentragdo de 3a-diol G e de DHT S, estes compostos poderdo servir como
marcadores da atividade da 5-AR durante o tratamento com 5-ARls (18).

Apesar do aparente beneficio do tratamento com finasterida, Welén e Damber citam

um estudo onde, surpreendentemente, se verificou uma associa¢ao positiva entre uma variante
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com baixa atividade da 5-AR do tipo 2 e 0 aumento do risco de desenvolvimento de PCa mais
agressivo (15). Tendo em conta os resultados algo conflituosos, a administragéo a longo prazo
da finasterida para a prevencdo do PCa merece, sem duvida, alguma ponderacao.

O outro 5-ARI que tem sido estudado é a dutasterida. Este farmaco blogueia a 5-AR
do tipo 1 e do tipo 2. Suprime, por isso, mais de 90% da producdo de DHT. Além disso, tem
maior semivida do que a finasterida. O seu efeito quimiopreventivo foi estudado no ensaio
clinico Reduction by Dutasteride of Prostate Cancer Events (REDUCE) (28). Viu-se que,
quando comparada com o placebo, a dutasterida reduziu o risco de PCa em 23% (8,9,17,28).
No entanto, apos 3-4 anos de tratamento foi registado um maior nimero de casos de cancros
agressivos no grupo da dutasterida (28,29). Numa analise subsequente, Andriole et al.
sugerem que este efeito aparentemente contraditorio se deveu a vieses causados pela retirada,
apos 2 anos de estudo, dos doentes a quem fora, entretanto, diagnosticado PCa, notando que
foram retirados mais doentes do grupo de controlo (29). Formando um modelo em que nao
era retirado nenhum doente, aqueles autores concluiram ndo existir diferencas significativas
no numero de casos de PCa de maior grau entre o grupo da dutasterida e o grupo placebo
(29). Além disso, a semelhanca da finasterida, também a dutasterida reduz o volume
prostatico, o que pode ter facilitado a detecéo de tumores de alto grau (29).

O potencial efeito da dutasterida como agente quimiopreventivo é também apoiado
por Bargawi et al. Numa coorte com 148 homens com tumores de baixo grau, dividida num
grupo no qual foi administrada dutasterida, e num grupo de controlo, sem dutasterida, estes
autores observaram que 73,7% dos doentes do grupo de controlo agravaram a doenca,
comparativamente aos 49,5% dos sujeitos a tratamento com dutasterida (30).

Para além da sua atividade inibitoria sobre a 5-AR, outros efeitos benéficos da
dutasterida e da finasterida devem ser destacados. Em primeiro lugar, aqueles farmacos,

devido a sua homologia estrutural com a DHT, exercem efeitos antagdnicos diretamente sobre
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0 AR (31). Contudo, como evidenciam Chhipa et al., este efeito é especifico de determinados
tipos celulares e depende, ndo de muta¢des do AR, mas sim de outros fatores, como 0s niveis
de chaperones, o grau de acetilagdo ou metilacdo do AR, ou a capacidade de retencdo da DHT
por parte das células (31). Em segundo lugar, a dutasterida e a finasterida tém a capacidade de
bloquear, em algumas células cancerigenas, alguns mediadores do uptake celular de
androgénios (19), diminuindo, assim, a concentracdo intracelular de testosterona e, portanto, a
disponibilidade de substrato para a 5-AR ou para 0 AR.

Tendo em conta os resultados promissores dos 5-ARIs para a quimioprevengdo do
PCa, tem sido equacionada a sua administracdo durante a vigilancia ativa de homens
diagnosticados com aquela doencga. A vigilancia ativa implica identificar e acompanhar os
doentes com PCa de baixo risco, habitualmente com doseamento do PSA, toque retal e
biopsias (32). Esta estratégia permite reduzir o tratamento desnecessario nos individuos com
doenca insignificante e oferecer tratamento curativo apenas aqueles em que a enfermidade
progride (32). Numa revisdo, Al Edwan e Fleshner debrucam-se sobre esta matéria, citando
dois estudos onde foi analisado o uso de 5-ARIs na vigilancia ativa (33). No primeiro, um
estudo do tipo coorte, observou-se uma taxa de progressdao mais baixa nos doentes a quem
foram administrados 5-ARIs e uma menor probabilidade destes individuos abandonarem a
vigilancia ativa (33). No segundo, um grande ensaio clinico sobre o uso de dutasterida (The
Reduction by Dutasteride of Clinical Progression Events in Expectant Management), foram
observados 302 doentes, de idades compreendidas entre os 50 e os 80 anos, diagnosticados
com cancro com estadiamento clinico T1c-T2a e score de Gleason de 6 ou menos, divididos
num grupo com dutasterida e num placebo. Comparativamente ao grupo de controlo, os
individuos com dutasterida experimentaram um declinio da taxa de progressdao da doenca de
cerca de 40%. Verificou-se, também neste grupo, uma menor probabilidade de detecdo de

cancro em biopsias subsequentes e uma melhor qualidade de vida (33). Este estudo confirma
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o efeito da dutasterida na quimioprevencdo do PCa, bem como o seu potencial uso na
vigilancia ativa.

Com a possibilidade de associar 5-ARIs a vigilancia ativa para o PCa torna-se
importante perceber quais sdo os fatores de risco, no momento do diagnostico, para
progressdo da doenga. Um estudo conduzido por Margel et al., também sobre doentes sob
vigilancia ativa nos quais foi administrada dutasterida, concluiu que a idade avancada e o
aumento da densidade do PSA sdo os parametros que estdo mais associados a progressao
patoldgica da doenca (32). Realca-se que, nos doentes com dutasterida, o doseamento do PSA
foi Gtil para identificar o0 aumento do grau do PCa, mas ndo do volume tumoral (32). Além
disso, a dutasterida ndo influenciou a velocidade do PSA (32). Os autores rematam que a
densidade do PSA ¢ o parametro que mais deve ser valorizado no momento do diagndstico,
pelo que recomendam que os doentes cuja densidade do PSA seja mais elevada, e que estejam
interessados na vigilancia ativa, sejam avaliados com ressonancia magnética endorretal ou
com biopsia alargada (32). Depois, para a subsequente monitorizacdo dos doentes, avaliacdes
repetidas do PSA ndo foram consideradas ideais para avaliar a progressdo patologica e ndo
devem, portanto, substituir as biopsias (32).

Embora os estudos com inibidores dos androgénios mostrem, no geral, uma reducao
do risco relativo de PCa, nos homens de alto risco, de cerca de 25% (8), os efeitos adversos da
administracdo farmacoldgica a longo prazo devem ser considerados. Estes podem incluir o
desenvolvimento de CRPC e distlrbios associados a funcdo sexual (8,9). Ademais, no estudo
REDUCE verificou-se um aumento de problemas cardiacos no grupo da dutasterida (9,28).
Os efeitos dos farmacos sobre outras linhas celulares também devem ser considerados: por
exemplo, Wang et al. citam um estudo onde se verificou que, sob a acdo da finasterida, os
fibroblastos, presentes no estroma de células neoplasicas prostaticas, promoveram o

crescimento das células cancerigenas (14). Aumentar, a qualquer custo, a esperanca de vida
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de um doente, por si s6, ndo tem o minimo interesse. Como em todas as situacbes da
medicina, o conforto e a qualidade de vida do doente tém de estar sempre na mente do
medico.

Logicamente, a via de sinalizacdo mais afetada pelos 5-ARIs é a do AR. Contudo,
numa revisdo, Sarkar et al. indicam que a finasterida tem, também, influéncia na via do Akt,
induzindo a apoptose, e que a dutasterida, similarmente através de vias alternativas, mostrou
ter influéncia na proliferacdo, viabilidade e apoptose de células neoplésicas prostaticas (10).
Estes resultados explanam a extensa interligacdo entre as diferentes vias de sinalizacéo
celular.

Concluindo, a inibicdo da 5-AR, resultando no bloqueio da producdo de DHT e,
consequentemente, no comprometimento da sinalizacéo pelo AR, perfila-se como um método
promissor para a quimioprevencdo do PCa. Evidentemente, a procura da dose e do timing
ideal de administracdo dos farmacos, bem como a pesquisa de novos compostos que
influenciem esta via de sinalizacdo, ndo devem ser descurados. Por fim, o papel das restantes
vias de sinalizacdo e a sua relacdo com o AR devem, também, ser melhor compreendidos. O
ideal sera, como ja referido, conseguir a perturbacdo simultanea das varias vias envolvidas na

carcinogénese da prostata.

3. AINFLAMAGAO E O STRESS OXIDATIVO
3.1.A INFLUENCIA DA INFLAMAGAO E DO STRESS OXIDATIVO NO CANCRO DA PROSTATA
A inflamacéo faz parte da resposta do organismo a agressao com libertacdo inicial de
citocinas pro-inflamatérias, de fatores de crescimento e estimulagdo da angiogénese. E,
habitualmente, autolimitada, com resolucdo pela libertacdo de, por exemplo, citocinas anti-
inflamatdrias e antiproteases (34). No entanto, se a inflamacdo tender para a cronicidade
torna-se prejudicial. Nesta situacdo, por varios processos, existe um aumento da proliferacdo

celular, no sentido de substituir as células lesadas, havendo para isso uma produgdo e
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libertacdo continua de citocinas pro-proliferativas, pré-angiogénicas e pro-reparadoras
teciduais (35). A inflamag&o cronica ocasiona, assim, a “matéria-prima” necessaria para o
desenvolvimento tumoral (35).

As interagdes estroma-epitélio sdo fundamentais para a perpetuacdo do estado
inflamatorio. A continua secre¢do de citocinas pro-inflamatérias induz o crescimento
fibromuscular e a proliferacdo do estroma e epitélio prostaticos, por mecanismos de regulacdo
autdcrina ou paracrina, seja através da inducdo de mais citocinas ou fatores de crescimento
(por exemplo, o fator-7 do crescimento dos fibroblastos (FGF-7)), ou da estimulacéo da via da
ciclooxigenase (COX) e da lipooxigenase (LOX) (34,35). Estas sdo as moléculas centrais na
inflamacéo e a sua expressdo encontra-se ampliada no PCa. O aumento da COX ¢, alias,
preditor de pior prognéstico (5,13). Aquelas enzimas conduzem a producgéo de eicosanoides
pro-inflamatorios, como a prostaglandina E2, implicada na promocéo da proliferacdo celular,
angiogénese e inibicdo da apoptose, o acido 5-hidroxieciosatetraenoico, que parece levar ao
crescimento de células sensiveis e insensiveis aos androgénios, e o leucotrieno B4, entre
muitas outras moleculas (5,11,13).

Outra importante molécula na inflamacdo é o NF-kB. Este conjunto proteico, capaz de
amplificar a resposta inflamatoria no ambiente tumoral, tem a sua expressdo aumentada
significativamente na HGPIN e no PCa (34). O NF-«kB, além de ativar a COX e a LOX, esta
envolvido na inibicdo da apoptose e na estimulacdo da ativacdo da IL-6 e de outros
mediadores inflamatorios (5,22). A IL-6, por sua vez, além de ser um importante mediador
inflamatério, tem um forte carater mitogénico, e pode mesmo contribuir para a ativacdo do
AR e, assim, para o crescimento prostatico independente de androgénios (22,34).

A IL-6 tem, também, uma forte acdo na promocao da angiogénese. Este processo, que
consiste na formacdo de uma nova rede vascular para o fornecimento de oxigénio e nutrientes

as células tumorais, € um elemento chave na carcinogénese. A angiogénese reflete, também, a
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ligacdo entre a inflamagdo crénica e o cancro. Durante a neovascularizacdo ocorre
estimulacdo do endotélio, degradacdo proteolitica da membrana basal e da matriz extracelular,
migracdo e proliferacdo das células endoteliais, e reorganizacdo estrutural dos novos vasos.
Através da ativacdo da via de sinalizagdo JAK/STAT, a IL-6 aumenta a expressdo do VEGF,
0 mediador mais importante da neovascularizacdo. Lamy et al. observaram que a IL-6 pode
ser inibida por compostos fitoquimicos, principalmente derivados da salsa e do aipo (36).
Desta forma, bloqueia-se a formacéo dos neovasos, cortando-se 0 aporte sanguineo necessario
ao crescimento tumoral. Aqueles autores concluiram, por isso, que a inibi¢do da IL-6 pode ser
uma arma para a quimioprevencao do cancro (36).

A evolucdo para um estado de inflamagdo cronica contribui, também, para o stress
oxidativo excessivo do organismo (5,37). Stress oxidativo € um desequilibrio no estado
oxidacao-antioxidacdo de uma célula, devido ao aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e a deficiente capacidade antioxidante celular (37).

Refira-se, contudo, que até certo nivel, o stress oxidativo, pelo seu papel na ativacéo e
desativacdo de varios fatores de transcricdo, enzimas e canais membranares, € fundamental
para a regulacdo fisiologica de diversas fungdes celulares (37). Este desequilibrio, quando
dinamico e moderado €, portanto, crucial para a sobrevivéncia celular. O problema, no PCa e
noutros cancros, surge pela excessiva producdo de ROS e pela concomitante diminui¢do da
capacidade de os eliminar. Assim, 0 stress oxidativo leva ao dano de diversas moléculas,
como lipidos, proteinas e acidos nucleicos, podendo mesmo culminar em mutagdes genéticas
(5,37).

Com efeito, na inflamacéo cronica, a ativacdo da resposta imune adaptativa leva a um
aumento e ativacdo das células de resposta imune inata. Estas, pela producdo exagerada e
continua de ROS e de espécies reativas de nitrogénio (RNS), perturbam os normais processos

biolégicos celulares (5,22,37), resultando, por exemplo, na oxidacdo e hipermetilacdo do
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DNA, em alteragdes da membrana celular e na inativacdo, ou na alteracdo do efeito, de
diversas proteinas, nomeadamente as responsaveis pela regulacdo da sinalizagdo celular,
culminando com a ativagdo de genes responsaveis pela proliferacdo tumoral (37).

O stress oxidativo é combatido por enzimas antioxidantes, como a glutationa S-
transferase P1 (GSTP1). Esta acelera a desoxidacdo dos produtos formados durante a
inflamacdo e est4, geralmente, aumentada na PIA. No entanto, por mecanismos epigenéticos,
nomeadamente pela metilacdo do seu promotor, a transcricdo do gene codificador daquela
proteina pode estar diminuida, tornando a prostata mais vulneravel ao dano oxidativo (35,37).
Verificou-se que a hipermetilacdo do gene GSTP1 esta presente em cerca de 6,3% das PIA,
68,8% das HGPIN e 90,9% dos PCa (35).

Acrescente-se que, além do papel da inflamacéo e do silenciamento epigenético de
genes antioxidantes, ja explicados, outros mecanismos contribuem para 0 excessivo stress
oxidativo que se verifica no PCa. Mutagdes no DNA nuclear e mitocondrial, alteragdes no
metabolismo mitocondrial ou mesmo certos fatores dietéticos e ambientais cursam com um
aumento da producdo e acumulacdo de ROS no organismo. Os préprios AR e androgénios,
atraveés dos seus efeitos metabolicos ou pela ativacdo de vias de sinalizacdo pro-oxidativas
também contribuem para o stress oxidativo (37). O stress oxidativo &, portanto, um fator
constantemente presente no PCa, pelo que a sua modulacdo podera ser Gtil na prevencdo desta
doenca.

Recuperando o papel da inflamacdo, em si, no desenvolvimento do PCa, refira-se que
a ativacao das células de respostas inata e adaptativa, verificada durante a inflamacéo cronica
leva, também, a perda da arquitetura tecidual, através do dano e destruicéo teciduais, elevando
0 risco de invasdo e metastizacdo de um cancro ja iniciado e, portanto, da sua agressividade

(5,22).
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Nakai e Nonomura dividem as evidéncias de uma associac¢ao positiva entre inflamacao
e PCa em epidemioldgicas e patoldgicas. No que concerne as evidéncias epidemioldgicas,
estes autores realcam a existéncia de estudos que apontam para uma relacdo positiva entre a
historia de prostatite e a histéria de PCa, sugerindo que os homens com prostatite tém maior
risco relativo de PCa (35). Nakai e Nonomura assinalam, contudo, que esses estudos sdo
influenciados por vieses de detecdo e de lembranca. No referente as evidéncias patologicas,
como ja mencionado, a PIA ocorre, a semelhanca da HGPIN e do PCa, predominantemente
na zona periférica da glandula prostética (34,35). Além disso, constatou-se que 40% das
HGPIN evoluem a partir da PIA (35). Também relativo as evidéncias patoldgicas, os autores
referem a, ja citada, hipermetilacdo do gene GSTP1 na PIA, na PIN e no PCa, bem como a
existéncia, em igual frequéncia (5%), de uma mutacdo inativadora do gene supressor tumoral
p53 nas hiperplasias pds-atroficas, variantes da PIA, e nas HGPIN (35). Por fim, num estudo
caso-controlo muito recente, cuja populacdo pertenceu ao grupo de controlo do, ja referido,
PCPT, verificou-se que o risco de desenvolvimento de PCa, particularmente o de alto grau,
era maior nos individuos em que a biopsia revelava inflamacao no tecido benigno da prostata.
Observou-se, além disso, que a inflamacdo decorria principalmente no estroma, e que a
maioria das células inflamatdrias presentes era composta por macrofagos e linfocitos, o que €
indicativo da cronicidade da inflamacéo (38).

Narayanan et al., num estudo em modelo animal, também evidenciam o envolvimento
da inflamacéo no PCa. Estes autores observaram uma elevacdo no namero de mondcitos junto
as HGPIN e na area perivascular, bem como aumento da atividade da iINOS nos macréfagos.
Esta enzima, induzida por numerosos estimulos, como as citocinas inflamatorias, 0 NF-kB, a
hipoxia ou via do Wnt, esta envolvida na producdo de RNS (5), estando, portanto, implicada
na lesdo celular. Com efeito, aqueles autores verificaram que o0 aumento da atividade da INOS

estava relacionado com a progressdo tumoral, tendo observado um aumento significativo do
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NF-kB (4 vezes superior), do fator de necrose tumoral-o (TNF-a) e do VEGF, nas fases de
HGPIN e PCa. Observaram, também, que o tratamento com celecoxib, um inibidor da COX,
aumentou significativamente a taxa de apoptose e reduziu as PIN, com declinio concomitante
da INOS, do NF-xB e inibicdo moderada da infiltragdo dos mondcitos. Houve, também,
inibicdo do VEGF e 0 do TNF-a, que pareceu associada a taxa da apoptose. Estes resultados
evidenciam o papel do estroma na inflamagdo e microambiente do tumor, e sugerem, também,
o efeito antitumoral do celecoxib (39).

Uma vez percebido que a inflamacgdo contribui de algum modo para a carcinogénese
da prostata, interessa saber se ha algum estimulo especifico para despoletar uma neoplasia a
partir da reacdo inflamatoria daquela glandula. No entanto, esse estimulo inicial permanece
pouco claro. Destacam-se, como possiveis gatilhos, fatores dietéticos, certos poluentes,
fatores genéticos, refluxo urindrio ou mesmo infecdes (34). Todavia, 0S micro-organismos
diretamente relacionados com a transformacdo maligna também n&o sdo conhecidos. A
Propionibacterium acnes tem maior prevaléncia nos doentes com HBP e PCa, e parece alterar
a proliferacdo celular, permitindo o crescimento das células infetadas (35). No referente a
virus, o virus xenotropico relacionado com o virus da leucemia em murinos (XMRV) é 0 mais
estudado, mas o seu papel na carcinogenese € pequeno (35). Por fim, apesar de existir, sem
duvida, uma relacdo entre doencas sexualmente transmissiveis (DST) e prostatite, ndo ha,
ainda, nenhum consenso entre quais 0S micro-organismos responsaveis pelas DST que
possam ser especificos para o PCa (35). Realce-se, nesta altura, que existem quatro tipos de
prostatite  (prostatite bacteriana aguda; prostatite bacteriana cronica; prostatite
cronica/sindrome da dor pélvica cronica; prostatite inflamatoria assintomatica) e que, como
indicado pelos nomes, nem todas sdo bacterianas. Alias, é interessante constatar que a prostata
pode, por si sO, induzir uma reacdo inflamatoria, na medida em que pode expressar células

apresentadoras de antigénios e todos os recetores toll-like (TLRs) (34).

Jodo Nunes Caldeira Marinho Matos 37



FMUC Quimioprevencdo do Cancro da Préstata — Mecanismos Fisiopatoldgicos

Como vimos, certos componentes da dieta contribuem para o aumento do risco de
PCa. Isto ocorre, em grande medida, por poderem causar um estado inflamatério. O consumo
de carne vermelha é um dos fatores de risco. Cozinha-la a altas temperaturas produz aminas
heterociclicas (HCA) e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, sendo ambos compostos
carcinogénicos (11-13). No que concerne as HCA, uma das mais estudadas € o 2-aminol-
metil6-fenilimidazo[4,5-b]piridina (PhIP). Apéds a sua ingestdo e modificacdo no organismo, o
PhIP transforma-se num éster que se liga aos residuos guanina do DNA, causando a sua
mutacdo (35). Por outro lado, o PhIP induz um aumento dos mastécitos, fonte de TNF-a,
contribuindo para a prostatite e, assim, para a carcinogénese (35). Aquela amina heterociclica
€ um potencial alvo para a quimioprevencdo. Apesar de ndo terem observado, a0 exame
histologico, alteragbes inflamatodrias o0bvias, Tang et al. confirmaram, num estudo em modelo
animal, que o PhIP induz a carcinogénese na proéstata, e que a nobelitina, um flavonoide
derivado dos citrinos, tem a capacidade de reduzir a proliferacdo celular na prostata, inibindo
tanto a evolucdo de PIN em PCa, como o préprio desenvolvimento da lesdo pré-neoplasica
(40). Os autores citam outros estudos, para explicar que aquele composto parece exercer 0s
seus efeitos através do bloqueio do ciclo celular nas fases G1 e G2/M; da inducdo da
apoptose, pelo aumento da expressao da Bax e declinio da Bcl-2; e da inibigdo da proliferacao
das células musculares lisas vasculares.

Curiosamente, ainda referente ao papel da dieta e inflamacéo no risco de PCa, Brasky
et al., encontraram uma relacdo inversa entre a percentagem de TFA no sangue e o risco de
PCa de alto grau, e uma associacdo positiva entre o acido eicosapentaenoico e o risco de PCa
de alto grau (41). Uma vez que os TFA e os PUFA -6 sdo considerados pro-inflamatdrios e
os PUFA ®-3 anti-inflamatérios e com capacidade imunomoduladora, os resultados
observados por aqueles autores ndo sao os esperados (41). Além de levantarem duvidas sobre

de que modo, realmente, a inflamacéo influencia o PCa, estes resultados mostram que, antes
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de se fazerem recomendacdes clinicas para mudancgas na dieta e de se usarem suplementos
para prevenir a doenca, é necessario compreender o real efeito dos nutrientes sobre as
diferentes condi¢des clinicas (38).

3.2. A INFLAMACAO E O STRESS OXIDATIVO COMO ALVOS PARA A QUIMIOPREVENGAO DO

CANCRO DA PROSTATA

Uma vez conhecida a importancia da inflamacgé&o no desenvolvimento do PCa, sugere-
se que a regulacdo ou inibicdo daquela condicdo clinica podera ter um efeito preventivo sobre
a doenca. Mais ainda, o conhecido efeito benéfico do acido acetilsalicilico (AAS) na
prevencdo do cancro colo-retal conduziu ao estudo dos anti-inflamatorios para a prevencédo de
outros cancros, entre eles o PCa (42).

Evidéncias in vitro tém confirmado a influéncia da regulacdo da inflamacdo na
inibicdo do crescimento de células cancerigenas da prostata, quer com farmacos (39), quer
com produtos naturais. Swami et al., por exemplo, observaram que a genisteina, um derivado
da soja, diminuiu a expressdo da COX e a consequente sintese de prostaglandinas, com
concomitante declinio da proliferacdo de células neoplésicas (43). Também o0s estudos em
modelos animais apontam para um efeito benéfico da regulacdo da inflamacao na prevencao
do PCa (42).

Choe et al., num estudo de coorte, observaram que a anticoagulacdo com varfarina ou
enoxaparina, ou a antiagregacdo com AAS ou clopidogrel, em doentes tratados por
radioterapia ou cirurgia, estavam associadas a uma reducdo no risco de morte especifica por
PCa. Esta reducdo foi aferida, maioritariamente, nos doentes de alto risco e com doenca
avancada, e foi mais acentuada com a administracdo de AAS. O uso deste farmaco pode
reduzir o risco de metastases, na medida em que as células neoplasicas se disseminam de
forma hematogénica protegidas pelas plaquetas; portanto, inibir a agregacdo plaquetar podera

ser util na prevencdo das metastases e, assim, prolongar a sobrevida dos doentes (44).

Jodo Nunes Caldeira Marinho Matos 39



FMUC Quimioprevencdo do Cancro da Préstata — Mecanismos Fisiopatoldgicos

Numa recente revisdo, Bosetti et al. observam que, no geral, o0 AAS, se administrado
regularmente, reduz o risco de PCa em cerca de 10%. Esta relacdo € independente da maior
ou menor agressividade do tumor, e ndo parece ter relagdo com a frequéncia, dose ou duragdo
da administracdo daquele farmaco (45). No entanto, ha que referir que os estudos em
humanos, sejam eles estudos epidemioldgicos observacionais, ensaios clinicos, caso-controlo
ou de coorte, ttm mostrado alguma inconsisténcia de resultados. No caso de outros anti-
inflamatorios ndo esteroides (NSAIDs), que ndo o AAS, as evidéncias, segundo Bosetti et al.
e Silva et al., apontam para um efeito ainda menos consistente (42,45).

Bosetti el al. indicam, ainda, algumas justificacdes para a aparente disparidade entre
os resultados observados. Erros na medicéo da exposicdo ao AAS, diferencas na defini¢do do
uso deste farmaco, ndo ter sido tomada em conta outras possiveis medicacfes que o doente
possa ter feito, bem como vieses de detecdo, criados pelo maior contacto médico e
doseamentos mais regulares do PSA por quem toma AAS, aumentando a probabilidade de
diagnostico de PCa, sdo algumas das razdes apresentadas por aqueles autores (45).

Outro aspeto a ter em conta diz respeito aos efeitos adversos dos NSAIDs. A inibi¢do
da COX-1 esté associada a um risco acrescido de hemorragia e de desenvolvimento de Ulceras
gastricas, principalmente a partir dos 60 anos. Por outro lado, a inibicdo demasiado
pronunciada da COX-2 leva a um risco aumentado de episddios tromboticos (46). Alem disso,
o rofexicob, quando estudado para a quimioprevencdo do PCa, apresentou uma inesperada
toxicidade cardiovascular (42). O uso de derivados destes farmacos, com melhor perfil de
seguranca pode ser uma solucdo. Por exemplo, um derivado do sulindac mostrou eficacia in
vitro na supressdo do crescimento de células de PCa. Curiosamente, aquele composto nao
teve atividade sobre a COX, tendo atuado através da inibicdo do AR (47).

No que se refere ao stress oxidativo, importa compreender que causa lesdes

irrecuperaveis no DNA (37), pelo que é essencial prevenir estas lesdes. A estratégia para a
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quimioprevencdo consistira, entdo, no restabelecimento do equilibrio oxidacdo-antioxidacéo
celular. Uma maneira de o conseguir sera reduzindo a resposta inflamatéria. Tendo em conta
a, ja discutida, estreita relacdo entre inflamacgéo e stress oxidativo, facilmente se infere que,
diminuindo o estado inflamatdrio estaremos, indiretamente, a contribuir para uma menor
agressao oxidativa celular. Outra hipotese de atuacdo serd a modulacdo direta do desequilibrio
entre a producdo de ROS e a sua eliminagdo. Compostos como as vitaminas C, D e E, os
carotenoides, o selénio, os polifendis do cha verde, e os licopenos, presentes na dieta de forma
natural ou em suplementos, tém vindo a ser amplamente estudados nesse sentido. Os
resultados tém sido, contudo, bastante inconsistentes (22,37,48).

Sé&o varias as explicacdes avancadas para a discrepancia de resultados observada. Por
um lado, os estudos baseados na dieta podem apresentar erros na mensuragdo da ingestdo dos
nutrientes (48), ou podem ser falseados pelas associacdes entre diferentes compostos (48), na
medida em que o hipotético efeito de determinado nutriente podera ser mascarado pelo efeito
de outro. Além disso, numa dada populacdo, ha a possibilidade de a ingestdo de alguns
nutrientes ndo variar grandemente entre individuos (48), ndo sendo, portanto, possivel a
comparacdo entre os diferentes constituintes alimentares ou doses. Deve ser, também,
considerado o facto de que as diferentes ROS exibem, entre si, diferentes reatividades. Deste
modo, a propensdo para a eliminacao, por intermédio dos antioxidantes, pode, também, variar
entre cada ROS (37). Por outro lado, os antioxidantes ndo limitam a producéo de ROS per se;
pelo contréario, protegem as células dos seus efeitos (37). A continua producdo de ROS
continuard, por isso, a ser uma ameaca para a prostata e para organismo no geral, pelo que o
ideal serd conseguir bloguear a sua formacdo. Relembra-se, nesta altura, o efeito fisiologico
do stress oxidativo moderado, pelo que tera de ser atingido um equilibrio de forma a néo lesar
as células pelo excesso de ROS, mas também ndo as danificar pela sua auséncia absoluta.

Outro fator a ter em conta é o reduzido nimero de moléculas antioxidantes transportadas para
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0 tecido prostético, que nao é suficiente para fazer face a quantidade de ROS produzida (37).
Nesse sentido, devem ser envidados esforgos no aprimoramento das propriedades fisico-
quimicas dos antioxidantes, com vista a obtencdo de uma maior disponibilidade daquelas
moléculas na prdstata. Finalmente, outro problema comummente apontado é o facto de os
ensaios clinicos realizados serem, na sua generalidade, pequenos em tamanho e duracdo (48).

Concluindo, no que a inflamagdo diz respeito, apesar de, no geral, se apontar para um
efeito benéfico, embora reduzido, do AAS e dos NSAIDs na prevencdo do PCa, ainda ndo
existem dados suficientemente fortes para que tal se transponha para recomendacdes clinicas.
Sobre o stress oxidativo, a reducdo da inflamacgdo ter4, como consequéncia obrigatoria, o
declinio da produgdo de ROS. Por seu turno, as evidéncias da modulacdo direta do
desequilibrio entre a producéo e a eliminacdo de ROS, por intermedio de produtos dietéticos,
sdo, ainda, bastante inconsistentes, pelo que aqueles produtos ndo devem, para ja, ser

recomendados nesse sentido.

4. EPIGENETICA
4.1.0 PAPEL DA EPIGENETICA NO CANCRO DA PROSTATA

A epigenética, fundamental para o controlo de varios processos biolégicos, como o
desenvolvimento e diferenciacdo celulares, e a adaptacdo a diferentes condi¢cbes ambientais
(49), consiste em fendmenos de regulacdo da expressao génica, sem que ocorra alteracdo na
sequéncia ou no numero de pares de bases (49-53).

Os principais mecanismos de regulacdo epigenética consistem na metilacdo do DNA,
nas alteracGes nas histonas e na modulacdo da expressdo génica através de microRNAS
(miRNAS).(49-54) A ocorréncia de cada um deles ndo ¢ um fendmeno isolado; de facto,
apesar de a ordem hierarquica por que acontecem ser desconhecida, todos eles apresentam
uma importante inter-relacédo entre si (50). Importa compreender que perturbacdes no normal

funcionamento destes fendmenos epigenéticos estdo envolvidas no desenvolvimento de varias
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doencgas (49), nomeadamente do cancro, estando, nesta enfermidade, implicadas quer na
iniciacdo quer na progressao (53). Alias, de acordo com Ho et al., o conceito de que as
mutacBes genéticas, devidas a danos no DNA produzidos pela interacdo entre fatores
ambientais e enddgenos, sdo a condi¢cdo mais importante na carcinogénese esta, cada vez
mais, posto em causa: as alteragdes epigenéticas tém vindo a ser defendidas como sendo téo
ou mais relevantes do que as genéticas (52). Com efeito, verifica-se que as alteracGes
epigenéticas, bastante comuns nas lesdes pré-malignas, ocorrem com maior frequéncia do que
as mutacBes genéticas (53).

Uma vez que as alteracdes epigenéticas sdo de caréater reversivel (49,51-54) e ocorrem
cedo no desenvolvimento do cancro (49,50), sugere-se que a compreensao desses mecanismos
podera ter implicacGes significativas no prognostico do PCa, quer a nivel do tratamento, quer
a nivel da quimioprevencéo.

De seguida, descrevem-se sucintamente os trés mecanismos de regulacdo epigenética
enunciados.

4.1.1. Metilacdo do DNA

A metilacdo do DNA da-se pela acdo das metiltransferases do DNA (DNMT) (49-53),
que transferem um grupo metilo da S-adenosil-L-metionina (SAM) para uma citosina
proxima de guanina (locais CpG) (49,51-53). De um modo geral, a metilacdo do promotor de
um gene associa-se a inativacdo da transcricdo desse gene e, portanto, ao seu silenciamento
(50-54).

A metilacdo do DNA €é um importante evento fisiologico, estando envolvida, por
exemplo, na lionizacdo e no silenciamento de genes especificos de linhagens germinativas e
de elementos repetitivos do DNA (52). Todavia, a transferéncia de grupos metilo para 0 DNA
estd, também, implicada no desenvolvimento do cancro. Verifica-se, nesta patologia, uma

alteracdo geral no padrdo de metilacdo do DNA, constatando-se que o genoma esta, na sua
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globalidade, hipometilado, com a excecdo de determinados genes especificos, que se
encontram hipermetilados (50-52).

No PCa, a hipometilacdo global do DNA esta associada a instabilidade cromossomica
(49,52,53) e a progressdao e metastizacdo da doenca (52,53). Foram, também, reportados
alguns genes especificos (50,51) e sequéncias repetitivas do DNA como estando
hipometilados (52,53). Contudo, a maioria dos genes com influéncia no PCa, sobretudo
aqueles com funcdes supressoras tumorais (49,51,53), nomeadamente as da reparacdo do
DNA, da destoxificacdo, da apoptose e do controlo do ciclo celular (52), esta hipermetilada.
Por exemplo, os supressores tumorais INK4a, APC (50) e RASSF1a (50,52) séo genes que se
encontram silenciados por hipermetilagéo (50). Ja vimos, também, a importancia da metilacéo
do gene GSTP1 no PCa (35,50,52), na medida em que o silenciamento daquele gene diminui
as defesas contra o stress oxidativo.

Para além da influéncia no desenvolvimento do PCa, também a sua progressdo local
pode ser afetada pela metilagdo do DNA. Constatou-se, por exemplo, que aquele carcinoma
exibe hipermetilagdo do gene da caderina-e (50,52). Este gene codifica a molécula de adesao
celular homdénima, que tem um importante papel na adesédo intercelular, na polaridade celular
e na arquitetura tecidual (55). A sua inativacdo é fundamental para a transicdo epitélio-
mesenguimatosa (50), na medida em que ira provocar a desorganizacdo do arranjo e coesao
“normais” entre as células tumorais, do que resulta a ligacdo destas aos tecidos adjacentes e
consequente invasdo. Numa recente meta-analise, Chang et al. confirmaram que o grau de
metilacdo do promotor do gene da caderina-e € significativamente superior no PCa
comparativamente a prostata normal, comprovando que o silenciamento da transcricdo da
caderina-e esta relacionado com esta doenca (55). No entanto, aqueles autores sugerem que
esta alteracdo esta relacionada com a carcinogénese da prostata no geral, e ndo com a fase de

progressdo em particular, na medida em que ndo encontraram diferencas significativas quando
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compararam 0s niveis de metilagdo em tumores de score de Gleason elevado ou baixo, ou
entre aqueles com maior ou menor crescimento (55).

Cooper e Foster apontam que a perda de imprinting gendmico também pode estar
relacionada com o desenvolvimento de PCa (50). O imprinting inibe a expressdo de um dos
alelos de um gene, de acordo com o sexo do progenitor, permitindo a expressao especifica do
alelo recebido do outro progenitor. Aqueles autores indicam que no PCa, contrariamente ao
que sucede na HBP, existe expressdo bialélica do gene IGF-II, o que indica que houve
reativacdo do alelo materno (50). Parece, portanto, que a perda do imprinting materno do gene
IGF-11 contribui para o desenvolvimento do PCa. Relembra-se, neste ponto, que o IGF-II
relaciona-se com a via do Akt, ativando-a, promovendo, assim, a proliferacdo celular. Uma
vez que 0s mecanismos de imprintig se explicam pelos fendmenos de metilacdo do DNA, a
evidéncia dada por aqueles autores exemplifica como as alteragfes nos normais mecanismos
epigenéticos podem culminar no desenvolvimento do PCa.

Refira-se, por fim, que a metilacdo desadequada dos genes ocorre desde cedo no
desenvolvimento do cancro (50-52), sendo encontrada, inclusivamente, nas HGPIN (51,52).
Além disso, ela parece estar relacionada com a idade do doente (50).

4.1.2. Alteragdes nas Histonas

As histonas sdo proteinas que interagem umas com as outras e com o DNA para
formar o nucleossoma (52). Apos a sua traducdo, estas proteinas sdo sujeitas a fenGmenos
epigenéticos, no sentido do controlo da expressdo géenica (49,50,52,54).

Sé&o varios os mecanismos de modificacdo das histonas; no PCa, os mais importantes
sdo a acetilacdo e a metilacdo daquelas proteinas (49,50,52,53). Através deles ocorre uma
alteracdo na afinidade das caudas das histonas para com o DNA, provocando uma mudanca
conformacional da cromatina (53). A cromatina ficara, entdo, aberta ou condensada, o que,

respetivamente, vai permitir ou impedir o0 acesso dos fatores de transcricdo ao DNA e, por
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conseguinte, a expressao génica. Refira-se que os padrdes globais de modificacdo das histonas
aparentam ter significado progndstico na generalidade dos cancros, e, no caso especifico da
préstata, parecem ligados ao risco de recorréncia (50).

No que concerne a acetilacdo ou desacetilacdo das histonas, constata-se que a primeira
leva a abertura da cromatina, permitindo transcricdo génica, enquanto a segunda condensa-a,
suprimindo a transcricdo (49,53). Ho et al. anotam que nas células cancerigenas existe um
desequilibrio naqueles mecanismos, com maior predominancia da desacetilacdo, resultando
no consequente silenciamento de genes supressores tumorais (52). Ainda, de acordo com estes
autores, os declinios globais da acetilacdo das histonas relacionam-se com o agravamento do
grau do cancro e do risco de recorréncia (52).

A acetilagdo das histonas é catalisada pelas acetiltransferases das histonas (HAT)
(49,50,52). E interessante assinalar que estas enzimas exercem, também, a sua acdo sobre
outras familias de proteinas (50). Verificou-se, por exemplo, que o tratamento com DHT leva
a acetilacdo do AR, o que permite a sua ativacdo (50) e consequente proliferacéo celular.

Por sua vez, a desacetilacdo das histonas e proteinas nao histonas ocorre por
intermédio das desacetilases das histonas (HDAC) (49,50,53). Estas enzimas sdo divididas em
quatro classes, conforme a sua homologia, tamanho, expressdo subcelular e nimero de
dominios enzimaticos (49). De um modo geral, existe no PCa aumento da atividade das
HDAC (52). Por exemplo, a maior expressdo da HDACL parece influenciar a progressao da
doenca no sentido da independéncia hormonal (50,52), na medida em que a acumulacao
daquela enzima coincide com a perda de sensibilidade aos androgénios (52).

Um caso especial € o das HDAC de classe 111, as chamadas sirtuinas. Segundo Ho e 0s
seus colaboradores, também elas tém a sua expressdao aumentada no PCa (52). Cooper e
Foster sugerem, contudo, um papel diferente da sirtuina-1 (SirT1) para esta enfermidade. De

acordo com estes autores, nos cancros do colon e da mama, a SirT1l tem acdo no

Jodo Nunes Caldeira Marinho Matos 46



FMUC Quimioprevencdo do Cancro da Préstata — Mecanismos Fisiopatoldgicos

silenciamento de alguns genes da via do Wnt, tendo-se constatado que a sua hiporregulacdo
resulta na reativacdo destes genes (50). Ou seja, neste caso, a Sirtl tera uma agao supressora
tumoral. Dada a importancia da via do Wnt no PCa, Cooper e Foster sugerem que este
mecanismo podera ter, também, alguma relevancia nesta patologia. Enfatiza-se que existem
evidéncias de que as sirtuinas podem tanto ser oncogénicas como supressoras tumorais (52).
Interessa, pois, esclarecer, qual o verdadeiro papel destas enzimas no cancro. Ho et al.
alvitram que tal dependera de vérios fatores, como o nivel de expressdo dessas enzimas e 0
momento da doenga (52).

No que respeita a metilacdo das histonas, esta ocorre por intermédio das
metiltransferases das histonas (49), e pode dar-se num residuo de arginina ou lisina
(49,52,53). A metilacdo da arginina resulta em ativacdo da transcricdo (52); a da lisina, por
sua vez, apesar de ser, tradicionalmente, associada ao silenciamento da transcricdo, sabe-se
hoje que, pode ser tanto ativadora como silenciadora, dependendo da posi¢édo do residuo de
lisina em questdo (49,50,52,53). Por exemplo, metilagdo na lisina 9 da histona do tipo 3
(H3K9) (49,50,52), H3K27 (49,50) ou H4K20 (49) silencia a transcri¢do; contrariamente,
metilacdo em H3K4 (49,50), H3K36 ou H3K79 (49) ativa-a. A este conceito, Cooper e Foster
denominam de codigo das histonas (50).

Como exemplo da influéncia da metilacdo das histonas na carcinogénese da proéstata,
destaca-se o potenciador do homélogo de zeste-2 (EZH2), uma metiltransferase das histonas,
gue esta envolvida na inativacdo de genes supressores tumorais (50,52), e cuja expressao esta
aumentada no PCa e associada ao risco de recorréncia bioquimica da doenca (53). O EZH2
intervém, por exemplo, no silenciamento da via de sinalizacdo celular Ras, inibidora do
crescimento celular. Também o gene MSMB, que codifica um inibidor do PCa chamado

PSP94, parece ser silenciado por aquela proteina (50).
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A metilacdo do DNA, catalisada pelas DNMT, e as varias modificagfes nas histonas
parecem exibir uma estreita relacdo entre si. Por exemplo, 0 EZH2 intervém no silenciamento
da transcricdo atraves da metilacdo direta das histonas ou pela sua associacdo as DNMT (50).
Além disso, a metilagdo do DNA est4, geralmente, associada a um menor grau de acetilacdo
das histonas, devido a acdo das HDAC (52). Todavia, Cooper e Foster citam alguns autores
que contradizem esta ideia, defendendo que o0s varios mecanismos epigenéticos sdo
independentes uns dos outros. Cooper e Foster refletem que esta independéncia podera ser
explicada por mecanismos especificos de cada tecido e tumor (50). Uma maior compreensao
da relacdo entre os diferentes mecanismos epigenéticos é, portanto, necessaria.

4.1.3. Silenciamento Mediado por miRNAs

Os miRNAs sdo pequenos &cidos ribonucleicos (RNA) ndo codificantes, com cerca de
20-22 nucledtidos (49,51,53) que, fisiologicamente, ao perturbarem a estabilidade do RNA
mensageiro (MRNA) e degradarem-no, ou ao emparelharem-se com ele de modo imperfeito,
regulam a expressdo génica impedindo a traducgéo (49,51,53). Através destes mecanismos, 0s
miRNAs modulam, por exemplo, o desenvolvimento e a diferenciacédo celulares (53).

A desregulacdo dos miRNAs e o consequente silenciamento da expressdo de
determinados genes a nivel pds-transcricdo estdo implicados na iniciacdo e progressdo do
cancro (49). Verifica-se que as células neoplasicas aumentam a expressao de varios miRNAs
que suprimem proteinas supressores tumorais e baixam a dos que alvejam oncoproteinas (54).
Além disso, tem surgido evidéncia de que os miRNAs tém, também, a capacidade de se
dirigirem aos promotores da transcricdo, mediando quer o silenciamento quer a ativacao
génica (50). Isto acontece na medida em que alvejam regiGes génicas especificas para a
metilacdo do DNA ou a modificacdo das histonas (53). Além disso, os miIRNAs podem

modular a expressao das DNMT (53).
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Também neste ponto se evidencia a relagdo entre 0s varios mecanismos epigenéticos,
na medida em que os padres de metilacdo do DNA e de acetilagdo das histonas parecem
regular os miRNAs (52,53).

4.2.A EPIGENETICA COMO ALVO PARA A QUIMIOPREVENGAO DO CANCRO DA PROSTATA

O caracter reversivel dos mecanismos epigenéticos (49,52-54) e a sua ocorréncia
desde cedo na carcinogénese (49,50), tornam aqueles mecanismos interessantes alvos para a
quimioprevengéo do PCa.

Em primeiro lugar, merece atencdo o facto de que as alteracdes epigenéticas podem
ser herdadas de uma geracdo para a seguinte (50,53). Sdo exemplos a influéncia da dieta
materna e os efeitos epigenéticos causados pelo tabaco no pai (50). Por isso, a titulo
preventivo, e com vista a adogdo de um estilo de vida saudavel, deve ser relembrado aos pais
que os seus habitos poderao ter repercussdes na saude dos filhos.

Em segundo lugar, € interessante constatar que as alteracdes epigenéticas podem servir
como marcadores do PCa (50,51,53). Numa interessante revisao sobre esta matéria, Chiam et
al., explicam que quer a metilacdo do DNA, quer as altera¢cdes nas histonas, quer 0s mMiRNAS
estdo em estudo para a marcacdo da doenca a varios niveis, nomeadamente a sua detecdo ou o
estabelecimento de um grau de progndstico (53). Para ja, os resultados mais promissores sdo a
nivel da metilacdo do DNA. Por exemplo, a identificacdo da metilagdo do gene da GSTP1
com a metilacdo do APC tem sensibilidade de quase 100% para a dete¢do do PCa (50,53).
Outro gene também selecionado como marcador do PCa é o da neurogenina-1 (Neurogl).
Este gene tem um importante papel na iniciacdo da neurogénese e na inibicdo da
diferenciacdo dos astrdcitos (56) e, apesar de a sua influéncia concreta no PCa ser
desconhecida, sabe-se que o seu promotor estd altamente metilado nesta doenca, estando o
gene, portanto, silenciado (56). Num estudo, Shu et al. evidenciaram, in vitro, que a

curcumina, um derivado do acafrdo, atua a varios niveis no sentido da reexpressao do
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Neurogl, inibindo: 1) diretamente a atividade das DNMT, bloqueando a metilagdo do
promotor daquele gene; 2) de forma geral as HDAC; e 3) a metilagdo no residuo H3K27, que
ja discutimos tratar-se de uma marca repressiva. De forma surpreendente, os autores
observaram, ainda, inibicdo das HAT. Shu et al. acreditam que isso aconteceu para estabilizar
todo o genoma (56). Conclui-se, assim, que a curcumina exerce efeitos benéficos na
reexpressdo de genes suprimidos no PCa, tendo, portanto, potencial quimiopreventivo. Além
disso, destaca-se o papel do Neurogl como marcador da carcinogénese na préstata e,
possivelmente, como potencial meio de monitorizar a resposta ao tratamento.

Apesar da existéncia de evidéncias promissoras, Chiam e os seus colaboradores
advertem que 0 uso da epigenética para a marcacdo do PCa na pratica clinica esta, ainda,
distante da realidade, na medida em que é dificil transpor o que se observa in vitro para
ensaios clinicos. As razfes apontadas para tal passam pelo desconhecimento do verdadeiro
significado dos candidatos a biomarcadores para carcinogénese da prostata, pela
inconsisténcia dos resultados experimentais e pela auséncia de tecnologia adequada para
analise. Além disso, como as alteracOes epigenéticas ocorrem naturalmente com a idade, €
preciso considerar se, para determinado biomarcador, a sua expressdo modificada se deve a
idade ou ao PCa (53).

A capacidade de as HAT acetilarem outras proteinas, que ndo as histonas, também
merece alguma consideracdo. Um exemplo é a acetilacdo e a ativacdo do AR, apds a
estimulacdo androgénica. Como ja vimos, este recetor € o mais importante fator de transcricédo
para o desenvolvimento do PCa. Lee et al. observaram, in vitro, que as catequinas
(fitonutrientes com forte acdo antioxidante) do cha verde, induzem a morte celular no PCa
através da sua atividade anti-HAT (57). Também o extrato de semente de uva inibe a
acetilacdo do AR, de modo dose-dependente, e, por conseguinte, suprime a transcri¢do

mediada por aquele recetor e aumenta a apoptose das células hormono-dependentes (58). A
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inibicdo da acetilacdo dependente de androgénios do AR impede a sua translocagdo para o
ndcleo, blogueando, deste modo, a sua atividade. Assim, sugere-se como area de investigacéo
futura o uso dos inibidores das HAT na prevengéo do PCa.

Também as HDAC podem exercer a sua fungdo sobre outras proteinas, que nao as
histonas. Como exemplo, menciona-se a p21, uma proteina inibidora das cinases dependentes
das ciclinas, que bloqueia o ciclo celular na passagem da fase G1 para a fase S (59). Quando
desacetilada, a p21 perde essa capacidade. Sidana et al. demonstraram, in vitro e in vivo, que a
administracdo cronica de acido valprdico, um antiepilético com capacidade inibitoria das
HDAC, aumenta a p21 e bloqueia o ciclo celular, diminuindo, por conseguinte, a proliferacdo
celular. No seu artigo, Sidana e os seus colaboradores relatam, ainda, outros beneficios do
acido valprdico para a prevencdo do PCa, nomeadamente as suas propriedades indutoras da
apoptose e da diferenciacéo celular e bloqueadoras da angiogénese (59).

S&o varias as revisdes que sumarizam os estudos sobre os efeitos e a eficacia dos mais
variados compostos naturais na modulacdo dos mecanismos epigenéticos com vista a
quimioprevencdo do cancro em geral e da prostata em particular (49,51,52,54).

No referente a metilacdo do DNA, Ho et al. fornecem uma interessante perspetiva
sobre como modula-la, através de estrategias dietéticas, com o objetivo de prevenir o PCa. Os
autores dividem as estratégias em trés categorias:

1) Dadores de grupos metilo que contribuam diretamente para o pool de metilo e
que sejam substratos envolvidos na metilacdo do DNA,
2) Agentes que afetem, indiretamente, o pool de grupos metilo, através da
modulacdo da atividade de enzimas que regulam esse pool, e;
3) Compostos que atuem como inibidores das DNMT (52).
Sobre o0s pontos 1 e 2, aqueles autores realcam que as DNMT, para exercerem a sua

atividade, necessitam da SAM como dadora dos grupos metilo, e que o declinio do
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fornecimento de moléculas de metilo &8 SAM induz a metilacdo preferencial de determinados
genes, resultando no ja referido padrdo de hipometilagdo global do DNA e hipermetilagdo de
genes especificos (52). Por isso, Ho et al. sugerem que diminuir a disponibilidade de grupos
metilo no organismo, através do declinio do consumo de folatos, metionina, colina ou zinco,
entre outros, tera efeitos prejudiciais. Alids, a menor ingestdo destes nutrientes esta
relacionada com um aumento do desenvolvimento PCa (52), pelo que é desaconselhada.
Ainda sobre a modulacdo da acdo da SAM, outra hipOtese proposta é a estimulacdo da
catecol-O-metilo transferase (COMT), responsavel pela conversdao da SAM em S-adenosil-L-
homocisteina, um potente inibidor das DNMT (49,51,52). No que respeita ao ponto 3, sdo
varios 0s compostos que parecem modular, in vitro, e de modo dependente da dose,
diretamente a atividade das DNMT. Entre eles, destacam-se as catequinas do cha verde
(49,51,52), as isoflavonas de soja e os sulforafanos (49,52).

E de notar, todavia, a existéncia de uma grande inconsisténcia de resultados (51,52).
Esta discrepancia pode ser explicada, pelo menos em parte, por diferentes metodos de analise
e condigdes de cultura, pela especificidade celular ou genética dos varios compostos (51),
pelas diferentes doses e formulagdes utilizadas, ou pelo timing e estadio dos tumores no
momento da administracdo (52). Deste modo, mais estudos com protocolos bem definidos e
reprodutiveis sdo necessarios.

Relativamente as alteracdes nas histonas, apesar de assente que tanto a metilacdo
como a acetilagdo sdo importantes, o segundo mecanismo tem sido, sem duvida, o mais
estudado, quer na vertente farmacoldgica quer na dietética (52). Nomeadamente, 0 uso de
inibidores das HDAC apresenta-se como uma perspetiva futura bastante interessante. Com
base em evidéncias in vitro e in vivo, estdo ja em curso varios ensaios clinicos para estudar a

sua eficécia (52).
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E evidente que o uso de inibidores das HDAC vai aumentar a acetilagio global das
histonas e, consequentemente, desequilibrar a relacdo acetilagdo/desacetilacédo.
Interessantemente, porém, parece haver especificidade celular na resposta a acetilacdo, pois
apenas as células neoplasicas aparentam ser afetadas, resultando na sua diferenciagéo celular,
no bloqueio do ciclo celular e na apoptose (52).

Tém sido varios 0s compostos naturais estudados com atividade inibitoria das HDAC,
como os sulforafanos, o selénio, a curcumina ou as catequinas do cha verde. No geral, 0s
resultados, pelo menos in vitro, tém sido bastante promissores (49,52,54). O facto de inibirem
as HDAC de maneira competitiva e ndo competitiva, e de 0s seus efeitos exercerem-se sobre
multiplos mecanismos (49,52) sdo aspetos bastante relevantes, pois como temos vindo a
discutir, sdo imensos 0s genes, proteinas e moleculas envolvidos no desenvolvimento do PCa.

Os possiveis efeitos secundarios da modulagdo dos mecanismos epigenéticos merecem
uma consideracao. Ho et al., por exemplo, relatam a ocorréncia de cardiotoxicidade em alguns
estudos com farmacos inibidores das HDAC e das DNMT (52). Sobre esta matéria, Henning
et al. reconhecem que a evidéncia dos estudos em humanos é pequena e que as modificacdes
dietéticas produzem efeitos subtis nas alteracbes epigenéticas. Todavia, aqueles autores
defendem que, atendendo aos factos de os produtos naturais terem reduzida toxicidade e de
serem administrados de forma repetitiva e a longo prazo, existem interessantes perspetivas
guanto ao seu emprego na modulacdo dos mecanismos epigenéticos com vista a
quimioprevencdo (51).

Como concluséo, salienta-se que a atuacdo sobre 0s varios mecanismos epigenéticos
em simultaneo podera trazer maiores beneficios para a quimioprevencdo do que o foco em
apenas um deles em particular (51). Torna-se, entéo, essencial compreender plenamente os
diversos processos por que ocorrem 0s varios mecanismos epigenéticos, as relacdes entre eles,

bem como esclarecer quais 0s compostos, doses e formas de administracdo ideais. Como
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avisam Abbas e 0s seus colaboradores, apesar de existirem evidéncias promissoras, elas séo,
na sua grande maioria, apenas indicativas e ndo descritivas dos varios mecanismos de acéo,
pelo que devem ser envidados esforcos adicionais na sua compreensdo (54). Finalmente, Ho
et al. alertam para que as relaces entre a genética e a epigenética sejam, também, tidas em
conta, na medida em que a suscetibilidade individual & doenca e a eficacia de determinado
composto sdo, provavelmente, determinadas por mecanismos de controlo genético e
epigenetico (52). Além disso, como salientado por Thakur et al., os defeitos epigenéticos,
reversiveis, podem culminar em defeitos genéticos, irreversiveis (49). Portanto, atuar no

momento certo é crucial para a quimioprevencéo.
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VI - CONCLUSAO

O PCa, pela sua prolongada histdria natural, por possuir lesées pré-neoplasicas bem
estabelecidas e pela existéncia de biomarcadores, nomeadamente o PSA, que, apesar da sua
baixa especificidade para esta doenca, permite, de uma maneira mais ou menos fidedigna,
monitorizar a sua evolugdo, € um alvo ideal para a quimioprevencdo. Atrasar a carcinogénese
na prostata fard com que a doenca ocorra numa idade ja avancada, ndo a tornando, por isso, na
causa de morte mais provavel do doente. Além disso, a quimioprevencdo nos individuos
jovens evitara o desenvolvimento do PCa, bem como as importantes comorbilidades que
acompanham o tratamento com intuitos curativos desta doenca, proporcionando-lhes, deste
modo, uma maior qualidade de vida.

A complexidade de mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos no desenvolvimento do
PCa é grande. O conhecimento de como e quando ocorrem, e de quais as moléculas e reacdes
envolvidas, permitir-nos-a atuar sobre esses mecanismos de modo a suprimir ou, pelo menos,
atrasar a carcinogénese. Apesar de ainda longe de completamente esclarecidos, conhece-se, ja,
a influéncia de alguns aspetos fulcrais, nomeadamente no que concerne ao papel da
sinalizacdo celular, da inflamacdo e stress oxidativo, e das alteracbes epigenéticas na
iniciacdo, promocdo e progressdo do PCa. Os mecanismos envolvidos nestes processos
surgem, assim, como interessantes alvos para a quimioprevencdo desta doenca.

No que toca a sinalizacdo celular, é de enfatizar o elevado nimero de vias e moléculas
envolvidas, quer na promocéo, quer na inibicdo, do desenvolvimento tumoral. A estratégia
para a prevencdo passard, logicamente, pelo bloqueio das primeiras e estimulacdo das
segundas. Refira-se que, apesar da importancia de todas vias de sinalizacdo celular, a do AR é
a mais preponderante. Com efeito, as células neoplasicas da prostata sdo dependentes dos
androgénios para sobreviverem. Nesse sentido, a inibicdo da acdo daquele recetor hormonal

permite reduzir o crescimento tumoral e conduzir as células malignas para a apoptose. Como
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a supressdo geral dos androgénios traz, associadamente, alguns efeitos secundarios, devidos a
quebra nos niveis de testosterona, a estratégia passa pela supressdo seletiva da principal
hormona atuante nas células prostéaticas: a DHT. Conseguimo-la através do bloqueio da 5-AR.
Com efeito, esta € uma enzima extremamente importante para o PCa, tendo-se verificado que
0s seus niveis estdo aumentados nesta doenca. Efetivamente, a inibicdo da 5-AR, através do
uso de 5-ARIs, nomeadamente a finasterida e a dutasterida, apresenta resultados bastante
promissores na reducdo da incidéncia daquele carcinoma. Apesar de estes farmacos ainda ndo
constarem nas normas para a prevencdo do PCa, a sua utilizacdo em doentes de alto risco
poderé ser considerada, desde que sejam tomadas as devidas precau¢des como, por exemplo,
o0 doente ser informado de que se trata de um tratamento off-label, com alguns riscos e com
desfecho a longo prazo ainda incerto.

Ainda no respeitante a sinalizagdo celular, o papel das outras vias envolvidas na
carcinogénese da prostata, como as do PI3K/Akt/mTOR, do NF-kB, do Wnt/catenina-f3, entre
outras, também deve ser considerado. Na realidade, também estas vias estdo comummente
ativas no PCa, sendo, inclusive, preditoras de mau prognostico. Destaca-se, por exemplo, que
0 crescimento hormono-independente e a resisténcia ao tratamento sdo, pelo menos em parte,
da responsabilidade destas vias de sinalizacdo. Por isso, e tendo em conta a extensa relagéo e
interdependéncia entre os diferentes mecanismos envolvidos na sinaliza¢do celular, para uma
quimioprevencdo realmente eficaz, teremos de ser capazes de atingir e modular varias vias e
moléculas em simultaneo. Infelizmente, no estado atual da arte médica, isso ainda ndo é
possivel.

No referente a inflamacéo, é hoje bem aceite a sua relacdo com o PCa. Com efeito, a
PIA é observada, habitualmente, na zona periférica da prostata, onde também ocorrem a PIN e
o0 PCa. Além disso, uma grande percentagem das PIN evolui a partir das PIA. Ademais, 0

aumento da expressao da COX, enzima central do processo inflamatério, observado no PCa, é
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preditor de pior progndéstico. O estado inflamatério, pela continua produgdo de citocinas e
fatores de crescimento, estimula a proliferacdo celular, a angiogénese e a evasdo da apoptose,
fundamentais para o crescimento e sobrevivéncia tumorais. Além disso, a inflamacédo
contribui para a lesdo de células normais que, deste modo, serdo substituidas pelas malignas.
Neste ponto, realga-se a importancia da via do NF-kB na amplificagdo e perpetuagdo de um
estado inflamatdrio cronico e, portanto, de uma constante agresséo celular.

Relembre-se, ainda, que a inflamacdo e o stress oxidativo estdo intimamente
relacionados. Com efeito, as células inflamatérias sdo responsaveis pela libertagdo de ROS
que, pelos seus efeitos nos lipidos, proteinas e acidos nucleicos, danificam as membranas
celulares, alteram ou inativam diversas proteinas, perturbando, consequentemente, a sua
normal atividade, e lesam o DNA, culminando na sua hipermetilacdo ou em mutacdes
génicas. Também a contribuir para o elevado stress oxidativo no PCa estd a diminuigdo da
capacidade antioxidante celular que pode, por exemplo, resultar do silenciamento de genes
com aquela funcdo, devido ao efeito da lesdéo no DNA por parte das ROS.

Tendo em consideracdo estes aspetos, a inflamagdo e o stress oxidativo tém sido
investigados no sentido da sua intervencdo na quimioprevencdo do PCa. Os resultados sao,
contudo, inconsistentes e as evidéncias a favor sdo, ainda, fracas. Para além das razfes para a
discrepancia nos resultados observados, ja discutidas ao longo do trabalho, talvez a explicacdo
passe pelo facto de que a inflamacgéo e o stress oxidativo podem, por si s6, ndo ser suficientes
para a inducdo do desenvolvimento tumoral. Assim, devem ser envidados esforcos no sentido
da sua integracao nos restantes aspetos responsaveis pelo crescimento neoplasico, com vista a
uma quimioprevencao global mais eficaz.

Finalmente, no que concerne a epigenética, a ideia que as alteraces neste dominio sao
tdo ou mais importantes do que as mutagdes genéticas para o PCa é cada vez mais aceite pela

comunidade cientifica. Alteracdes no padréo de metilacdo do DNA, na estrutura da cromatina,
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pelas modificagdes nas histonas, e a influéncia de miRNAs contribuem, no seu conjunto, para
a iniciacéo e progresséo do PCa.

No que refere a metilagdo do DNA, verifica-se, nesta doenca, um padrdo de
hipometilacdo global do genoma, que contribui para a instabilidade cromossémica, e de
hipermetilagdo especifica de determinados genes, nomeadamente, dos supressores tumorais,
que estdo, portanto, inativos.

Sobre as alteragbes nas histonas, 0s principais mecanismos envolvidos no
desenvolvimento do PCa séo a sua acetilacdo e metilagdo. De um modo simples, a acetilagéo
das histonas diminui a sua afinidade ao DNA, abrindo a cromatina, e permitindo o acesso de
fatores de transcricdo, responsaveis pelo crescimento tumoral. Por seu turno, a desacetilacéo
das histonas condensa a cromatina impedindo, assim, a transcricdo de genes supressores
tumorais.

No que respeita a metilacdo das histonas, deve ser realcado que o conceito de cddigo
das histonas, em que elas exibem marcas repressivas ou ativadoras, estd cada vez mais
implementado. Esta ideia p6e, de certo modo, em causa a nogdo original de que a metilacéo
das histonas contribui a condensacdo da cromatina, impedindo a transcricdo génica.
Efetivamente, sabe-se hoje que, dependendo da marca que exibam (ou que, em determinado
momento da carcinogénese seja metilada), a metilacdo pode tanto inibir como promover a
transcricdo génica.

Por fim, relativamente a acdo dos miRNAs no desenvolvimento do PCa, deve ser
salientado que, nesta doencga, se verifica um aumento da expressao dos miRNAs silenciadores
dos genes supressores tumorais € um declinio dos silenciadores dos oncogenes. Além disso, a
sua acdo no silenciamento dos supressores tumorais parece dar-se quer a nivel da transcricao

génica, quer a nivel da traducéo.
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Pelo seu caracter reversivel e pelo facto de ocorrerem desde cedo na carcinogénese, as
alteracOes epigenéticas sdo alvos importantes para a quimioprevencdo do PCa. Contudo,
também neste ponto as evidéncias ndo permitem, para ja, a recomendacdo de algum produto
especifico com vista a reducédo do risco desta doenca.

Finalmente, o facto de a quimioprevengdo do PCa, apesar de promissora, ndo ser,
ainda, uma realidade merece algumas reflexdes. Em primeiro lugar, importa considerar a
consisténcia dos resultados obtidos. De facto, para além dos 5-ARIs, nenhum outro composto
provou, até hoje, reduzir eficazmente a incidéncia do PCa em grandes ensaios clinicos. Sem
evidéncias suficientemente fortes sobre a eficacia e a seguranca dos varios produtos em
estudo, os resultados laboratoriais, mesmo que prometedores, ndo poderdo ser transpostos
para a pratica clinica. Por outro lado, contrariamente ao que sucede na quimioterapia, 0S
sucessos na area da quimioprevencdo ndo sdo muito divulgados junto das sociedades (3).
Além disso, a falta de interesse da industria farmacéutica para a quimioprevencdo do PCa, 0
desconhecimento geral dos médicos sobre esta possibilidade, resultando num menor
recrutamento de doentes de alto risco para ensaios clinicos, o receio do publico dos efeitos
laterais e, ainda, a falta de apoio estatal no fornecimento de fundos para a pesquisa nesta area
(3) tém, no seu conjunto, contribuido para que, hoje em dia, ainda nao seja possivel ao clinico
prescrever determinado farmaco ou produto natural para a quimioprevencdo do PCa.

Concluindo, o conhecimento dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na
carcinogénese do PCa permite, para além da investigacao terapéutica, pesquisar maneiras de
prevenir aquela doenca. Sdo ja conhecidos alguns aspetos fundamentais que podem ser
modulados, nomeadamente no que diz respeito a sinalizacdo celular, a inflamacdo e a
epigenética. A investigacdo futura deve, portanto, concentrar-se no melhoramento da eficacia,
nas doses, no timing de administracdo e na seguranca dos diferentes compostos ja

identificados. Além disso, a procura de novos produtos e a investigacdo para melhorar a
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compreensdo das extremas relagBes entre os diferentes mecanismos também ndo devem ser
esquecidas. Relembra-se que, quanto mais abrangente for a quimioprevencao, mais eficaz sera

e, portanto, mais perto estara de ser uma realidade.
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