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Fisiopatologia e Prevengdo da Metastizagcdo Ossea no Cancro da Prdstata

Resumo

O carcinoma da préstata € um tumor altamente prevalente na maioria dos paises
ocidentalizados, sendo considerada a neoplasia mais frequente no homem e a terceira causa de
morte por cancro, e tende a metastizar preferencialmente para o tecido 6sseo. Enquanto na sua
forma localizada se trata de uma doenca curavel e com uma perspectiva de sobrevivéncia
aceitavel, a disseminacdo para 0 0sso representa uma fase irreversivel da doenca, com
perspectivas de tratamento, até ha bem pouco tempo, meramente paliativo. As metastases
Osseas sdo, portanto, a maior complicacdo do carcinoma da prostata, ndo so por traduzirem
uma doenca disseminada, mas também pela dor que causam e pelas complicacdes a que estéo

associadas.

A disseminacdo Ossea neoplésica é um processo complexo e apenas parcialmente
conhecido, no qual participam mdltiplas moléculas e células do proprio 0sso como 0s
osteoclastos e os osteoblastos. Sabe-se, hoje, que o eixo desempenhado pela osteoprotegerina
e pelo receptor activator of nuclear factor-xB (RANK) e seu respectivo ligando é a pedra
basilar da actividade osteoclastica metastatica. Por outro lado, as familias das wingless type
integration site family member (WNTSs) e das bone morphogenetic proteins (BMPs), séo as
principais responsaveis pela actividade dos osteoblastos. Da actividade destes dois tipos de
células resulta o aspecto imagiolégico metastatico, que no carcinoma da préstata e,

geralmente, osteoblastico.

O estudo progressivamente mais aprofundado da fisiopatologia da metastizacdo dssea
tem levado a concepgdo de métodos terapéuticos para tratar esta localizagcdo secundaria no
carcinoma da prostata. Os tratamentos actuais actuam essencialmente na reducdo da dor e na

prevencao das complicacdes dsseas resultantes das metastases. Todavia, tem-se verificado um
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interesse crescente no desenvolvimento de métodos de prevencdo da metastizacdo Ossea, de

forma a conseguir impedir a progressdo da doenga e aumentar a sobrevida destes doentes.

Num momento em que os bisfosfonatos constituem a arma terapéutica mais poderosa
no tratamento da doenca metastatica 0ssea, outras estratégias afiguram-se plausiveis, como 0s
inibidores do eixo RANK/RANKL, inibidores dos factores de crescimento do o0sso, da
angiogénese, do factor de crescimento epidérmico, antagonistas da endotelina, havendo ainda
espaco para o estudo de farmacos citotoxicos, radiofdrmacos, e produtos naturais, entre

outros.

Actualmente, existem varios ensaios clinicos em curso, tentando aferir a viabilidade de
diversos farmacos na prevencdo da metastizacdo Ossea relacionada com alguns tipos de
tumores. Alguns resultados pré-clinicos sdo promissores, mas, por enquanto, deveremos estar
ainda a alguma distancia da introducdo no mercado de farmacos com indicacdo para utilizacdo

na prevencdo da disseminacao do carcinoma da préstata para o 0sso.

Abstract

Prostate carcinoma is a highly prevalent tumor in most western countries, being the
most common cancer in males and the third cause of death by cancer worldwide, and it shows
a tendency to metastasize preferentially to the bone tissue. While in its localized form it is a
curable disease, with an acceptable prognosis of survival, however, the spread of this cancer
to the bone tissue represents an irreversible phase of the illness which was limited to merely
palliative treatment, up until recently. Bone metastases are therefore the biggest complication
of prostate cancer, not only because they represent the spread of the disease, but also because

of the pain that these cause and their associated complications.
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The spread of the carcinoma to the bone is a complex process that is only partially
understood, and it includes the participation of multiple molecules and bone cells like
osteoclasts and osteoblasts. Today it is known that the axis played by osteoprotegerin, the
activator of nuclear factor-xB receptor along with its respective ligand, is the fundamental
basis for osteoclastic metastasis activity. On the other hand, the wingless type integration site
family members along with the bone morphogenetic proteins, are mainly responsible for the
osteoblastic activity. It is from the activity of both these types of cells that results the typical

imagiological metastatic image that in prostate cancer appears as osteoblastic.

The progressive in depth study of the physiopathology of bone metastases has led to
the development of new methods of management to treat this secondary localization of
prostate cancer. Current treatment aims at essentially reducing pain and preventing bone
complications that result from the metastases. However, there has been an increased interest
in the development of prevention methods against bone metastasis, in order to prevent disease

progression and increase the survival of these patients.

At a time where the bisphosphonates constitute the most powerful weapon in the
treatment against bone metastatic disease, other plausible strategies emerge like the inhibitors
of the RANK/RANKL axis, inhibitors of bone growth factors, of angiogenesis, of epidermic
growth factors, endothelin antagonists, and still continually allowing for the study of

cytotoxic pharmaceuticals , radiopharmaceuticals and natural products, among others.

There are currently many ongoing clinical trials attempting to assess the viability of
various drugs in the prevention of bone metastases related to some types of tumors. Some of
the pre-clinical results are promising, but, for now, we are still some distance away from
introducing into the market specific medications indicated for the prevention of the spread of

prostate cancer to the bone.
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Introducao

O carcinoma da prostata € um dos tumores mais frequentes nos homens, nos paises
ocidentais. Tal como a maior parte das neoplasias 0 cancro da prdstata s6 é curavel antes de
metastizar. Neste cancro a metastizagdo ocorre preferencialmente para 0S 0SSOS,
essencialmente do esqueleto axial. Esta predileccdo das células malignas prostaticas pelo 0sso
acarreta inameras complicacdes Gsseas que, para além da diminuicdo da qualidade de vida do
individuo, estdo associadas a uma diminuicdo da sobrevida. Entre as complicacdes mais
frequentes encontram-se a dor éssea, as fracturas patologicas, a compressdo medular, a
necessidade de radioterapia ou cirurgia 0sseas. A maioria dos tumores com propensao para
disseminar para 0 0sso, como 0 cancro da mama, da tiréide, do rim, do pulméo ou 0 mieloma
multiplo, apresentam frequentemente metéstases com aspecto destrutivo (osteolitico ou
osteoclastico). Pelo contrario, o carcinoma da prostata esta geralmente associado a metéstases
de aspecto osteosclerdtico (ou osteoblastico). O facto de uma metastase ter uma aparéncia
osteoblastica ndo significa que a actividade dos osteoclastos esteja ausente do local. Pelo
contrario, varios estudos demonstram um papel importante da actividade destas células na
fisiopatologia das metéstases Gsseas do cancro da prostata, motivo pelo qual podem

representar um alvo terapéutico em qualquer tipo de lesdo metastatica.

O processo através do qual uma célula com origem no epitélio glandular prostatico
metastiza para o 0sso é complexo e dificil. A célula metastatica é exigido que adquira
caracteristicas que lhe permitam destacar-se do tumor primitivo, entrar em circulacéo e fixar-
se no 0sso onde devera encontrar boas condigdes para se desenvolver, o que implica fortes

interacges com 0 meio ambiente do tecido 0sseo.

As vias que conduzem a formagdo de metastases osteoliticas e osteoblasticas séo

extremamente complexas, estando ainda por conhecer detalhadamente. No entanto, vérias
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moléculas tém sido identificadas e estudadas, com principal relevo para o eixo desempenhado
pela osteoprotegerina (OPG), pelo receptor activator of nuclear factor-«B (RANK) e o seu
ligando (RANKL), produzidos pelos osteoblastos e promotores da actividade osteoclastica.
As familias das WNTs (wingless type integration site family members) e das BMPs (bone
morphogenetic proteins) foram, por sua vez, catalogadas como as principais impulsionadoras

da actividade osteoblastica.

A utilizacdo de farmacos especificos para qualquer uma das etapas fundamentais no
processo metastatico, pode ter um efeito benéfico no tratamento do carcinoma da prostata,
quer no prolongamento da sobrevida, quer na prevencdo das metastases Osseas e suas

complicagoes.

Entre os farmacos mais utilizados no tratamento das complicacbes dsseas do
carcinoma da préstata metastatico encontram-se os bisfosfonatos, potentes inibidores da
actividade osteoclastica. Outros farmacos que podem actuar a nivel da metastizacdo Gssea
incluem os inibidores do eixo RANK/RANKL, inibidores dos factores de crescimento do
0ss0, inibidores da angiogénese, inibidores do factor de crescimento epidérmico, antagonistas
da endotelina, entre outros. No entanto, o tratamento ideal das metastases 0sseas sera a sua
prevencdo, para a qual nenhum farmaco provou, até a data, ser eficaz. Tém sido realizados
alguns estudos nesse ambito, com alguns resultados promissores, mas mais estudos Sao
necessarios para que se possa atingir o objectivo de encontrar uma solugéo terapéutica capaz

de prevenir a metastizacao 6ssea no cancro da prostata.
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Objectivos

Este trabalho tem como objectivo uma revisdo da literatura publicada sobre a
fisiopatologia da metastizacdo Ossea e prevencdo de metastases Osseas, em doentes com

carcinoma da prostata.

Pretende-se com este estudo discutir e perceber possiveis formas de tratamento
profilatico das metastases dsseas, ao invés do tratamento actual, com bisfosfonatos, centrado
na tentativa de evitar as complicagfes mais frequentes, resultantes de alteragdes estruturais no

tecido 6sseo.

Assim, esperamos que a compreensdo da fisiopatologia da metastizacdo dssea possa
servir de base para novas abordagens terapéuticas, atraves da identificacdo de susbtancias-

alvo nas etapas que levam a formacdo das metéstases.
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Desenvolvimento

Fisiopatologia da Metastizacdo Ossea do Cancro da Prdstata:

“Da Prostata ao Osso”

O processo de metastizacdo do cancro da prostata para 0 0sso obedece a trés etapas
fundamentais: invasdo local (perda de adesividade de células tumorais, protedlise e
degradacdo da matriz extracelular, motilidade das células neoplasicas e angiogénese),
disseminacdo vascular (intravasamento das células tumorais, transporte, sobrevivéncia na
circulacdo sanguinea e migracdo distal) e localizacdo secundaria (com quimiotaxia e
ancoragem endotelial, extravasamento e estabelecimento da metastase (Msaouel P. et al,

(2008)).

A Invasao Local

A invasdo local, passo fulcral da metastizacdo, estd dependente da perda de
caracteristicas adesivas por parte das células do tumor, permitindo-lhes destacarem-se,
tornarem-se moveis e degradarem a matriz extracelular. Este processo é facilitado pela ac¢ao
de enzimas proteoliticas que possibilitam a ruptura da matriz extracelular e da barreira
endotelial, levando a entrada de células metastaticas na corrente sanguinea. A adeséo célula-
célula ¢ mantida pelo complexo caderina-catenina, enquanto a ligacdo célula-matriz
extracelular € garantida pelas integrinas (Clarke N.W. et al, (2009)). As caderinas, entre as

quais a melhor caracterizada no cancro da prostata é a E-caderina, sdo glicoproteinas
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transmembranares, cuja accdo € dependente do calcio, desempenhando func¢Bes de adeséo
intercelular e de sinalizacéo, estando fixas ao citoesqueleto de actina através das cateninas e
as celulas adjacentes através de outras moléculas de caderina (Weis W.I. et al, (2006)). A
evidéncia de que a perda de adesdo célula-célula representa um passo essencial no processo
de invasdo local, conduziu a sugestdo de que a reducdo da expressdo de E-caderina pode ser
utilizada como marcador do potencial metastatico de alguns tumores. A B-catenina tem outra
funcdo, para além do papel no complexo caderina-catenina, a regulacdo de transducgdo de
sinal. Estudos demonstraram uma expressdo aumentada de B-catenina no tumor primario,
enquanto as metastases apresentavam valores diminuidos (Bryden A.A.G. et al, (2002)). As
integrinas sdo particularmente importantes na adeséo e migracédo no local de implantacéo das
células metastaticas, apos o qual ocorre a degradacdo da matriz extracelular e da membrana
basal, através da accdo de metaloproteinases. (Nagle R.B. et al, (1994)). Sabe-se que o
activador do plasminogénio tipo-uroquinase desempenha um factor promotor da actividade
litica das metaloproteinases, o que faz dele um factor essencial no desenvolvimento de
metéstases. A sua accdo parece ser promovida pela ligagdo do factor de crescimento
epidérmico (do inglés, epidermal growth factor, EGF) ao seu receptor (EGF-R), cuja
activacao tem sido referida como um importante factor na aquisicdo de um fenoétipo invasivo

das células tumorais (Angelucci A. et al, (2006)).

Para que exista motilidade celular e, portanto, migracdo das células tumorais, €
necessaria a accdo de proteinas de ligacdo a guanosina trifosfato (do inglés, guanosin
triphosphate, GTP). A Ras (RAt Sarcoma) é uma dessas proteinas, com localizacdo
transmembranar, possuindo propriedade de transdugdo de sinal, levando a proliferacéo,
transcricdo nuclear, apoptose e invasdo. As Rho sdo GTPases activadas (enzimas hidrolases
que se ligam e hidrolizam a GTP) durante a cascata de eventos despoletados pela Ras, estando

envolvidas na motilidade celular, actuando na dindmica da actina e promovendo alteragfes

10
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morfoldgicas na célula, que levam ao crescimento, motilidade e invasdo através do epitélio.
Esta observacao tem levado a suposicdo de que a inibicdo da sintese destas proteinas pode,
portanto, reduzir o potencial de invasdo das células tumorais. Aceita-se que o eixo Ras-Rho
deve estar activado nas metastases do carcinoma da prostata, constituindo a base da aquisigdo

de motilidade das células (Clarke N.W. et al, (2009)).

Tumores de dimensdes reduzidas sdo, geralmente, capazes de se nutrir por difuséo,
mas acima dos 2 mm, torna-se necessaria a criacdo de uma rede capilar vascular no terreno
ocupado pela neoplasia, a partir dos vasos sanguineos envolventes (Berger G. et al, (2003)). A
densidade vascular torna-se assim, um marcador da angiogénese tumoral, sendo
substancialmente mais elevada em individuos com tumores que apresentam metastases,
comparativamente com aqueles que tém doenca localizada. O activador da angiogénese é o
factor de crescimento endotelial vascular (do inglés, vascular endothelial growth factor,
VEGF), produzido em resposta a estimulos das células tumorais, entre 0s quais 0 mais
importante é a hipoxia. O seu receptor ndo se liga apenas ao VEGF, como também a outros
membros da superfamilia VEGF, entre os quais os factores de crescimento tumorais a e  (do
inglés, transforming growth factors, TGF-o/B), o factor de crescimento epidérmico (EGF) e a
interleucina-8 (IL-8), o que faz com que a inibicdo da ligacdo do VEGF ao seu receptor possa

afectar ndo apenas a angiogénese (Ferrara N., (2005)).

11
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A Disseminacdo Tumoral

O transporte e sobrevivéncia de células tumorais através da corrente sanguinea é uma

etapa essencial na metastizacdo,
visto permitir a disseminagdo para
tumor

um local distante do

primitivo. A sobrevivéncia das
células neoplésicas em circulagdo
depende da sua capacidade de
escaparem a destruicdo mecanica
provocada pelo fluxo sanguineo e a
accdo dos leucdcitos e do 6xido

nitrico, produzido pelo epitélio.

Para aumentar a sua proteccdo, as

Vaso Sanguineo

A. Tumor Primario

B.Invasao

C. Angiogénese

-

e ————————

E. Adeséo a parede
de vaso sanguineo
em orgéo distante

~——

— —————

F. Extravasamento
e
G. Migragédo

H. Micrometastases

D. Intravasamento

I. Metastases

Figura 1. Metastizagao. Adaptado de Zetter B.R., (1998)

células tumorais formam agregados com depdsitos de fibrina e plaquetas, aumentando assim

as hipoteses de sobreviverem. Existem suspeitas de que a células tumorais se mantém em

circulacdo durante menos de 24 horas apds a sua entrada na corrente sanguinea, ligando-se ao

endotélio dos érgaos alvo (Hart C. A. et al, (2005)). Quase todas as células tumorais que

entram na circulagcdo morrem, 85% nos primeiros 5 minutos. Um estudo com células PC-3

marcadas com luciferase mostrou que 24 horas ap6s a sua injeccao, em ratinhos, ndo existiam

células viaveis detectaveis (Rosol, T.J. et al, (2003)).

12
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A Localizacdo Secundéria

A localizacdo secundaria (homing) é especifica para cada tipo de tumor, reflectindo,
nalgumas situacGes, uma légica assente na anatomia do sistema vascular, mas, ainda assim,

independente dessa anatomia, em grande parte dos casos, como no cancro da préstata.

O processo de homing inicia-se com a adesdo ao epitélio vascular que é conseguida
através de um processo que envolve duas fases conhecidas como docking (ligacdo de baixa
afinidade) e locking (ligacdo firme) e envolve o reconhecimento e adesdo a receptores
especificos, as selectinas, e a estabilizacdo dessa ligacdo através de integrinas (Orr F.W. et al,
(1995) e Lehr J.E. et al, (1998)). Algumas das moléculas que se cré estarem implicadas nesta
ligacdo tdo especifica das células metastaticas da préstata ao endotélio do osso incluem a
platelet-endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1), a integrina a4f1 ¢ a syalil Lewis X
que se ligam as células endoteliais através da E-selectina e da vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1). Alteracdes nas caderinas N e VE, assim como na PECAM-1,
conduzindo a retraccdo endotelial que permite a entrada das células para a matriz extra-
celular, num processo conhecido como transmigracdo ou extravasamento, apés o qual podera
existir indugdo das vias ligadas ao Ras com consequente activagdo do eixo Ras-Rho-Rac

(Clarke N.W. et al, (2009)).

A apeténcia das células do carcinoma da prostata pelo 0sso, assim como a de outros
tumores por outras localizagcdes permanece um enigma. Stephen Paget, em 1889, apresentou a
sua teoria da “semente e do solo”, sugerindo que deverdo existir factores especificos no tecido
que ird acolher a metastase para proporcionar um meio favoravel a um determinado tipo de
células. Esta teoria foi utilizada, para formular uma mais moderna (Fidler 1.J. et al, (2002)),
que levanta a hipotese de em cada tumor existirem subpopulacdes diferentes de células, com

tropismos distintos que as tornam especificamente moldadas para colonizarem determinados

13
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orgdos, assim sejam capazes de explorar as vantagens que o ambiente de cada 6rgdo lhes
proporciona. Pensa-se, portanto, que a prostata e o microambiente dsseo partilham
caracteristicas que se manifestam pela tendéncia das células prostaticas para ai se fixarem
(Logothetis C.J. et al, (2008)). Dois dos estimulos necessarios para que tal aconteca séo
conseguidos pela presenca no local de quimiocinas e lipidos especificos. O stromal-derived
factor-1 (SDF-1) e o seu receptor CXCR4, parecem ser 0s responsaveis pela quimiotaxia das
células metastaticas em varios tumores, entre 0s quais se contam o cancro da mama, rim,
pulmdo, pancreas, melanoma maligno e prostata (Clarke N.W. et al, (2009)). De facto, a
utilizacdo de um antagonista do receptor CXCR4, 4F-benzoyl-TN14003, mostrou ser capaz
de inibir a migracdo de células do cancro da mama, in vivo (Tamamura H. et al, (2003)),
levando a considerar 0 eixo CXCR4-SDF-1 como potencial alvo terapéutico, ainda que possa
ndo ser essa a Unica quimiocina implicada na sinalizacdo para a metastizacdo 6ssea no cancro
da prostata (Hart C. A. et al, (2005)). A constatacdo de que as células tumorais se
desenvolvem rapidamente na proximidade de adipocitos, com recrutamento rapido de lipidos,
assim que se fixam na medula 0ssea, demonstra que as fontes lipidicas sdo, tambem elas,
importantes estimulos na atrac¢ao de células metastaticas. A especificidade desse estimulo é
uma hipdtese que se baseia na observacdo de que a migracdo de células PC-3 é promovida
pela adicdo de &cido araquidonico ao estroma 0sseo, sendo blogueada pela accao dos lipidos

omega-3 (Brown M.D. et al, (2006)).

Apods estabelecimento, as micrometastases do Carcinoma da Prostata provocam
alteracGes no ambiente 6sseo, por se instalarem no espaco da medula 6ssea. A forma mais
encontrada é a de metastase osteoblastica, embora também se possam encontrar metastases
osteoliticas. No entanto, ocorre sempre activacdo osteoclastica nas metastases osteoblasticas
(Keller et al. (2001)), o que sugere um papel importante desempenhado pelos dois tipos de

células, independentemente do aspecto imagiologico e histoldgico da metéstase (Logothetis et

14
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al. (2005)). Na verdade, os osteoblastos tém um papel fulcral no recrutamento e estimulagéo
da actividade dos osteoclastos, efeitos obtidos & custa da producdo de colony stimulating
factor-1 (CSF-1) e RANKL, ligando do RANK. Este ultimo factor ¢ influenciado por diversos
factores osteotroficos, entre 0s quais o peptideo relacionado com a hormona paratiroideia
(PTHrP), o 1,25-dihidroxicolecalciferol, estrogénios e interleucinas, que alteram a expressdo
de RANKL pelos osteoblastos e, portanto, ainda que indirectamente, sdo também
moduladoras da actividade osteoclastica (Boyce B.F. et al, (2008) e Rentsch C.A. et al.,
(2009)). No decorrer da reabsorcdo Gssea provocada pelos osteoclastos sdo libertados e
activados varios factores mitogénicos da matriz extracelular, tais como o factor de
crescimento derivado de plaquetas (do inglés, platelet-derived growth factor, PDGF), as
formas &cida e bésica do factor de crescimento dos fibroblastos (do inglés, acid and basic
fibroblast growth factors, FGFa e FGFb), proteinas morfogenéticas do osso (em inglés, bone
morphogenetic proteins, BMPs), factor de crescimento do tipo insulina (do inglés, insuline-
like growth factor, IGF), osteogenina e TGF-B, que no seu conjunto sdo conhecidos como
factores de crescimento derivados do 0sso (do inglés, bone-derived growth factors, BDGFs).
Os BDGFs, em adicéo a factores sistémicos (PTH, estrogénios, prostaglandinas e citocinas),
promovem o recrutamento de osteoblastos (Rentsch C.A. et al.,, (2009)), que levam a
formacéo de 0sso, no espaco criado pelos osteoclastos. A deposi¢do de 0sso coexiste com a
sua reabsorcédo, pelo que observamos diferentes graus de padrbes mistos, durante o curso da
doenca. A deposicdo ndo segue o padrdo lamelar, sendo desorganizada, e origina um neo-0sso
desestruturado e instavel, aumentando, por isso, o risco de fractura patolégica nessa regiao

(Roudier M.P. et al., (2008)).
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Actividade Osteoblastica Metastatica

A osteosclerose observada nas metastases osteoblasticas parece ser provocada pela
accdo conjunta de duas vias reguladoras da massa 0ssea, uma através de wingless type
integration site family members (WNTS) e outra pelas bone morphogenetic proteins (BMPs),
pertencentes a familia das TGF- B (Dai J. et al, (2008)). A familia das WNTs foi identificada
como estando implicada no normal desenvolvimento désseo durante a embriogénese e na
producdo de osso no adulto, através da inducdo da transcricdo de genes de factores
osteotropicos, como a osteoprotegerina (do inglés, osteoprotegerin, OPG) e a endotelina-1 (do
inglés, endothelin-1, ET-1) (Glass D.A. et al, (2005)). A OPG compete pela ligacdo do RANK
ao seu ligando, RANKL, evitando desse modo a activacdo de osteoclastos. Por seu turno, a
ET-1 estimula a proliferacéo e diferenciacdo dos osteoblastos (Mohammad K.S. et al, (2003)).
Um dos mecanismos através dos quais aumenta a activacdo da via das WNTSs, parece ser a
diminuicdo do seu inibidor DKK-1 (membro da familia Dickkopf de inibidores das WNTS),
cuja expressdo diminui na doenga metastatica osteoblastica (Hall C.L. et al, (2008)). A via de
sinalizacdo das BMPs é iniciada por homo ou heterodimerizacdo dos seus receptores
membranares, com consequente fosforilacdo de moléculas sinalizadoras que se translocam
para o nicleo da célula, promovendo a transcricdo de genes importantes para a formacao
6ssea (Wan M. et al, (2005)). As BMPS sdo sequestradas no espaco extracelular pelos seus
antagonistas, BMPAs. Estudos demonstraram uma expressao aumentada de BMP6 em linhas
celulares osteoscleroticas, assim como uma diminui¢do do BMPA Noggin (Schwaninger et al,
(2007)), indicando que a sinalizacdo promovida por BMPs sem antagonizacdo contribui para
o fenotipo osteosclerotico das metastases. Assim, a inibi¢ao destas duas vias podera revelar-se

uma mais-valia na tentativa de prevenir o desenvolvimento de metastases osteoblasticas.
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Actividade Osteoclastica Metastatica

Uma componente osteolitica parece estar sempre presente nas metéstases 0sseas,
(ainda que estas possam revelar-se osteoblasticas, imagiologicamente), através da via da
OPG/RANK/RANKL, que estd envolvida na regulacdo dos osteoclastos. No local de
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Figura 2. Um olhar sobre o ciclo vicioso de destruigdo 6ssea e crescimento tumoral ) H X
nas metastases osteoliticas. Adaptado de Miller K. et al, (2009) Ievando a aCtlva(;aO

destas células que iniciam, assim, a reabsorcao éssea (Keller E.T., (2002)). Esta destruicdo do
0sso conduz a libertacdo de factores de crescimento que promovem o desenvolvimento das
células tumorais (Figura 1). A observacdo de que células tumorais sem expressdao de RANKL
conseguem estimular a diferenciacdo de osteoclastos, desde que exista PTHrP, leva a
considerar que esta possa ser uma via alternativa da estimulacdo osteoclastica, para além do
eixo RANK/RANKL. A OPG é um inibidor competitivo da ligacdo do RANK, regulando este
processo (Clarke N.W. et al, (2008)). A evidéncia de que uma componente osteolitica esta
presente na maioria das metastases foi enfatizada através de estudos em ratos injectados com
células de carcinoma da prostata na tibia e posterior administragdo de OPG, com prevencao
total do estabelecimento de metastases mistas (Zhang J. et al, (2001)). O papel da OPG
continua a ser objecto de estudo e controvérsia, atendendo a que ndo sé as células da medula

Ossea como as proprias células do carcinoma da préstata parecem contribuir para a sua
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producéo (Holen I. et al, (2002)). Esta observacdo de que a OPG pode ser um factor de
sobrevivéncia das células tumorais prostaticas no 0sso parece paradoxal, j& que aparentemente
deveria ser mais vantajosa a criagao de espago no 0sso, através da actividade osteoclastica. No
entanto, acredita-se que este aumento da producdo deve estar relacionado com uma segunda
accdo da OPG, a sua capacidade de inactivar o TNF-related apoptosis inducing ligand
(TRAIL), inibindo a apoptose e, portanto, aumentando a sobrevivéncia das células tumorais
(Eaton C.L. et al, (2003)). Adicionalmente, estudos sobre esta matéria, revelam que a
utilizacdo de RANKL pode impedir eficazmente o efeito supressor da OPG sobre o TRAIL

(Holen I. et al, (2002)).

18



Fisiopatologia e Prevengdo da Metastizagcdo Ossea no Cancro da Prdstata

Prevencdo da Metastizacdo Ossea no Carcinoma da Prostata

No momento em que o0 carcinoma da prdstata se dissemina para 0 0sso, deixa de ser
curavel, restando apenas terapéuticas paliativas. Uma das preocupagfes no tratamento dos
doentes com cancro da prdstata com metastases 0sseas € a prevengdo e tratamento das
complicagdes Gsseas, ou skeletal-related events (SRES). Entre estes, 0s mais frequentes séo a
dor Gssea, as fracturas patoldgicas, a compressdo medular, a hipercalcémia maligna e a

necessidade de radioterapia e/ou cirurgia 0sseas.

Torna- se assim indispensavel desenvolver estratégias de prevencdo das metéstases
Osseas de forma a prevenir todas as complicagfes que dai advém e a prolongar a sobrevida
destes doentes. Tém sido descritas algumas novas terapéuticas promissoras. S&o essas
terapéuticas, que tm como alva etapas estratégicas do processo de metastizagdo 0ssea, que se

procuram descrever de seguida.

Bisfosfonatos

Os Bisfosfonatos sdo potentes inibidores da actividade osteoclastica, sendo o0s
farmacos mais utilizados no tratamento de metastases dsseas secundarias a tumores como o
cancro da mama, o cancro do pulmao, o cancro da prostata e o mieloma mdaltiplo. Estes
farmacos sdo hoje em dia largamente utilizados com o intuito de reduzir o nimero de eventos
patoldgicos relacionados com as metastases 0sseas ja estabelecidas, ou SREs (skeletal-related
events), entre 0s quais as fracturas 0sseas patologicas, dor 0ssea e compressao medular (Lage
M. J. et al, (2008)). No entanto, tém surgido alguns estudos que sugerem que os bisfosfonatos
podem ter actividade antitumoral directa. Essa actividade parece ser baseada em efeitos pro-

apoptoticos, assim como de inibicdo da adesdo, invasdo e angiogénese, parecendo, portanto,
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legitimo o estudo desta familia de farmacos na prevencao de metastases 6sseas (Morgan G.,

Lipton, (2010)).

Foi demonstrado que os bisfosfonatos sdo capazes de inibir a apoptose de células
tumorais. No entanto, os bisfosfonatos nitrogenados e, em especial, o &cido zoledrénico,
apresentam maior poténcia (Green J.R. et al, (2004)). Seguem-se-lhe, por ordem decrescente
de eficécia, o ibandronato, a forma activa do risedronato e o clodronato. A sua ac¢do pro-
apoptotica parece dever-se ao aumento da proteina pré-apoptoética bcl-2 e, simultaneamente, a
inibicdo da activacdo do eixo Ras-Rho (Jagdev S.P. et al, (2001)). Foi demonstrada para o
acido zoledronico uma inibicdo da angiogénese, assim como da adesdo, por inibicdo da
integrina a,f3 (Bezzi M. et al, (2003)), que medeia a ligagdo das células ao 0sso mineralizado
e as proteinas da matriz éssea, assim como regula factores proangiogénicos (Santini D. et al,
(2003)). Curiosamente, a inibicdo da invasdo e migracdo das células tumorais parece ser
dependente da dose. Assim, para baixas doses, consegue-se um bloqueio da via do
mevalonato, que resulta na producdo de GTPase, com consequente inibi¢cdo da capacidade de
invasdo. Para doses mais elevadas, obtém-se a inibicdo de metaloproteinases, com
consequente bloqueio da migracdo e invasao (Boissier S. et al, (2000)). O &cido zoledronico
foi, também, capaz de inibir a quimiotaxia mediada pelo eixo SDF-1/CXCR4, com
diminuicdo da expressdo de CXCR4, no cancro da mama (Denoyelle C. et al, (2003)). O
mesmo efeito foi observado para o minodronato em células PC-3 e LNCaP-SF de carcinoma
da prostata (Miwa S. et al, (2005)). Tem sido sugerido um efeito supressor do acido
zoledrénico sobre as micrometastases na medula 6ssea. Dados preliminares relativos a um
estudo em doentes com carcinoma da mama, numa perspectiva neoadjuvante e adjuvante,
referem uma diminuicdo no nimero de tumores ocultos em 73% das doentes (Lin A. et al,

(2007)).
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Vaérios estudos em fase pré-clinica foram desenvolvidos na tentativa de apurar um
efeito preventivo dos bisfosfonatos na formacdo de metastases 6sseas. Um estudo realizado
com risedronato administrado a ratinhos com modelos de cancro da mama com metastases
Osseas, procurou avaliar a actividade deste bisfosfonato quando administrado apds o
desenvolvimento de metastases osteoliticas, durante a injeccdo do tumor e antes da injeccao.
O farmaco mostrou diminuir a ostedlise, atrasar a progressao das metastases dsseas e inibir a
formacdo das mesmas, embora ndo tenha tido accdo sobre metéstases extraesqueléticas
(Sasaki A. et al, (1995) e (1998)). Num ensaio que incluiu 508 individuos com carcinoma da
préstata tratados com hormonoterapia ou braquiterapia, a administracdo diaria de clodronato
revelou-se ineficaz na prevencdo do aparecimento de metastases Osseas, tal como ndo
conseguiu conduzir a um aumento da sobrevida média dos individuos participantes no estudo

(Mason M.D. et al, (2004)).

Por outro lado, existem alguns resultados que apontam no sentido do acido zoledronico inibir
ndo s6 as metastases 0sseas, como também as metéastases hepéticas e pulmonares, com
aumento da sobrevida, em ratinhos (Hiraga T., (2004)). Tem sido sugerido, ainda, que a
administracdo de &cido zoledronico de forma continua pode ser mais eficaz numa perspectiva
de terapéutica adjuvante, comparativamente a administracdo de dose Unica (Morgan G.,
Lipton, (2010)). E curioso observar que num estudo em doentes com doenca metastatica e
sem doenga metastatica, a administracdo de clodronato levou a um aumento da sobrevivéncia
apenas no grupo de doentes com disseminacdo tumoral éssea (Dearnaley D.P. et al, (2009)).
Estes resultados levaram a especular sobre uma possivel susceptibilidade maior dos doentes
com metastases por apresentarem uma actividade osteoclastica maior, ao contrario dos
doentes com doenga localizada, com uma componente osteobléstica mais intensa (Morgan G.

et al, (2010)). Um bisfosfonato de terceira geracdo, o minodronato, apresentou eficacia
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também em metastases osteoblasticas, em células LNCaP injectadas em 0ssos humanos, na
sua formacdo, no atraso da progressdo das metastases e na diminuicdo do ndmero de
osteoclastos, aumentando a suspeita de que a actividade osteoclastica estd presente na
formacdo de metéstases osteosclerdticas, também (Yonou H. et al, (2007)). A sua acgédo
parece dever-se a supressdao do CXCR4, que foi observada para metastases osteoliticas e
osteosclerdticas (células PC-3 e LNCaP-SF), tanto in vivo como in vitro (Miwa S. et al,
(2005)). De momento, estdo em curso varios estudos com o intuito de avaliar a eficacia de
bisfosfonatos na prevencdo de metéstases dsseas, em doentes com carcinoma da préstata e do
pulméo (Tabela 1). Um estudo da Sociedade Europeia de Urologia, ao qual foi dado o nome
de ZEUS (Zoledronic acid EUropean Study), tenta avaliar a capacidade do acido zoledrdnico,
num namero esperado de 1300 doentes com carcinoma da prostata de alto risco,
administrando 4 mg do farmaco trimestralmente a um grupo de doentes com terapéutica
convencional em curso e comparando com um grupo de doentes apenas sob terapéutica
convencional (Wirth M. et al, (2008)). O estudo Cancer and Leukemia Group B (CALGB)-
9202, procura, por sua vez, avaliar a eficacia da administragdo de acido zoledronico de forma
precoce (4 mg, de 3 em 3 meses) versus a sua administragdo de forma convencional, com o
objectivo de avaliar a eficAcia da administracdo precoce na prevencdo de SRES

(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00079001, (2011)). Ainda assim, pensa-se que O0S

resultados poderdo também contribuir para a afericdo do seu papel na prevencdo da
metastizacdo 0ssea. Em doentes com cancro do pulméo de células ndo pequenas recentemente

diagnosticados, nos estadios I11A e I11B, esta a ser, também, avaliada a eficacia do acido
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zoledrénico em prevenir as metastases 6sseas, por oposicdo a um grupo de controlo

(http://www.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00172042, (2011)).

Estudao Regime Terapéutico M= Populacio Endpoint
Doentes Alva Primario
Propostos
ZEUS Tratamento Standard 1300 Cancro da Prevencao de
. vs. Tratam ento Prastatade Alto m etastases
E Standard + AZ Risco Gsseas
o | CALGE 20202 AZ standard vs. AZ G20 Cancro da Prevengio de
o tardio Pristata com SREs
MMetdstases
Jsseas
o Study 2419 AZvs controlo 445 CPCHMPrecém Prevencao de
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o ou B, sem
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CPCMP-Cancro do Pulm3o de C&lulas N30 Pequenas, SREs —Skaletal Ralated Events, AZ — Acide Zoledrénico

Figural. Ensaios clinicosem curso sobre prevengdo de metdstases dsseas. Adaptado de Morgan G e Lipton (20100

Esperam-se resultados destes trés estudos a um curto prazo, esperando-se que seja
encontrado um papel preventivo do &cido zoledrénico na metastizacdo dssea, quer do

carcinoma da prostata, quer do cancro do pulmé&o de células ndo pequenas.

Inibicdo do eixo RANK/RANKL

Atendendo ao papel central do RANK e seu receptor, RANKL na actividade
osteoclastica, espera-se que possam ser alvos importantes na abordagem terapéutica
preventiva das metastases 6sseas no carcinoma da préstata. Um estudo realizado em ratinhos
com metastases Osseas osteoscleroticas LuCaP, avaliou a eficacia da administracdo de
SRANK-Fc, uma proteina criada a partir da fusdo de RANK de murino e da por¢do Fc da
Imunoglobulina 1 humana. Esta molécula com capacidade de inibicdo do RANKL foi

administrada aos ratinhos durante um periodo de seis semanas, seis semanas ap0s a
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inoculagdo das metastases, com analise histoldgica as 12 semanas. A SRANK-Fc diminuiu a
area ocupada pelas metastases osteosclerdticas, assim como os valores de marcadores
serologicos de remodelacéo dssea e do PSA (Zhang J. et al, (2003)). Um estudo mais recente,
com o mesmo farmaco, realizado também em ratinhos, procurou avaliar a eficacia da
associagdo de RANK-FC ao docetaxel, taxano utilizado no tratamento da cancro da prostata
avancado hormonoresistente, com o objectivo de tentar diminuir a sua dosagem e,
consequentemente, os efeitos adversos deste citotoxico. A terapéutica em associacdo foi
administrada durante 10 semanas, a partir da 2% semana ap0s injeccdo intratibial de células
LNCaP. O exame histopatolégico as 12 semanas, revelou uma reducdo de 13% da éarea
tumoral para o grupo tratado apenas com docetaxel, 60% para o grupo tratado com RANK-Fc

e 70% para o grupo com terapéutica em associacao (Ignatoski K.M.W. et al, (2008)).

Esta, ainda, em curso um ensaio clinico de fase Il (NCT00286091) com 0 propoésito de
avaliar a capacidade do denosumab, um anticorpo monoclonal humando anti-RANKL, na
prevencado das metastases Osseas, por comparacao com placebo

(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00286091). Esperam-se os resultados parciais deste

ensaio que estara concluido em 2014.

Inibi¢éo dos Factores de Crescimento Derivados do Osso

Foram identificadas, até hoje, varias moléculas libertadas durante a actividade
osteoclastica observada na implantagdo das metastases Osseas. Estas moléculas, conhecidas
como BDGFs (factores de crescimento derivados do 0sso), em associacdo a factores
sistémicos, levam ao recrutamento de osteoblastos, células formadoras de osso implicadas na
origem das metastases osteoblasticas. O conjunto destas moléculas representa um manancial

de verdadeiros factores de sobrevivéncia das células tumorais metastaticas, pelo que
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representam alvos interessantes, na tentativa de prevenir as metastases 0sseas. S&0 muitas as
moléculas envolvidas, sendo por isso, expectavel que o blogueio de uma delas ndo permita

um controlo total da progressdo metastatica.

Um estudo recente, recorreu a um anticorpo anti-PDGFRa humano, (receptor-a do
factor de crescimento derivado de plaquetas), o IMC-3G3, para testar a sua ac¢do no bloqueio
de metéastases Osseas em ratinhos. Apds inoculacdo de células PC-3 nos ossos dos membros
posteriores dos ratinhos, foi administrado IMC-3G3, com analise histolégica as 4 semanas. O
grupo de ratinhos tratados com o anticorpo anti-PDGFRa mostrou uma redugdo de 72% do
nimero de metastases macroscopicas, quando comparado com o grupo controlo. Dado ainda
mais interessante, foi a inexisténcia de metastases em 10 dos 13 ratinhos sob terapéutica com

IMC-3G3, face a 5 dos 17 ratinhos do grupo de controlo (Russel M.R. et al, (2008)).

Um estudo com imatinib, um inibidor da tirosina cinase do PDGFR, comparou 0s
efeitos deste farmaco em ratinhos com um grupo controlo, um grupo sob administracdo de
paclitaxel e outro com uma associacdo de imatinib e paclitaxel, durante 10 semanas. Os
resultados mostraram uma inibicdo das metastases 6sseas, com apenas 4 dos 18 ratinhos a
apresentarem metastizacdo, contra 19 em 19 ratinhos no grupo controlo. Observou-se,
também, uma diminuigdo da densidade vascular, tanto com a associagdo de farmacos, como
com a terapéutica isolada com imatinib, com consequente apoptose de células tumorais (Kim

S. et al, (2006)).

Espera-se que num futuro proximo possam ser desenvolvidas novas moléculas que
tenham como alvo outros factores de crescimento das metastases no 0sso, assim como ensaios
clinicos que avaliem a sua capacidade para a prevencdo metastatica. A exploracdo de

eventuais farmacos com estes alvos devera ser pensada ndo s6 de forma isolada, como
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também em associagdes, com o intuito de bloquear o maior nimero possivel de factores de

crescimento e assim conseguir-se uma acgdo mais eficaz.

Inibidores da Angiogénese

A angiogénese tem como seu principal activador o0 VEGF, cuja expressao se encontra
aumentada na doenca neoplasia, sobretudo se disseminada. No entanto, o seu receptor liga-se

também a outras moléculas, como os TGF a e B, o EGF, o TNF-a ou a IL-8.

O bevacizumab é um anticorpo monoclonal humano anti-VEGF, aprovado como
antiangiogénico para o tratamento de tumores. A sua eficicia tem sido testada em combinacéo
com outros farmacos, nomeadamente com citotoxicos. Um ensaio clinico, CALGB 90006,
testou a administracdo de bevacizumab em combinagdo com docetaxel e estramustina, em 79
doentes com cancro da prostata, com diminuicdo da PSA de 50% em 81% dos doentes
estudados (Picus J. et al, (2003)). Um estudo de fase Il revelou uma resposta de PSA de 86%
apo6s administracdo de bevacizumab em associacdo com docetaxel, prednisolona e talidomida

(Ning Y. M. et al, (2006)).

A talidomida tem efeitos antiangiogénicos e imunomodeladores do microambiente
tumoral (Teo S. K., (2005)). Administrada isoladamente, demonstrou uma resposta de PSA de
apenas 18% dos individuos (Figg D.W. et al, (2001)), enquanto a associacao com docetaxel
obteve uma resposta em 53% dos doentes, com uma sobrevivéncia média de 28,9 meses
contra 14,7 verificados para os doentes que receberam docetaxel isoladamente (Dahut W.L. et

al, (2004)).
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Até ao momento ndo foi estudada a eficacia na prevencgdo da metastizacdo Gssea para
nenhum dos dois farmacos, sendo pertinente que tal possa suceder no futuro, atendendo a que

angiogénese representa um passo importante na disseminacao tumoral.

O Receptor do Factor de Crescimento Epidérmico como alvo

A ligacdo do factor de crescimento epidérmico ao seu receptor, EGF-R, com sua
consequente activacdo tem sido motivo de estudo, nos ultimos anos. Esta proteina
transmembranar quando activada é capaz de controlar o crescimento celular, a sobrevivéncia e
a migracdo de células tumorais. Estudos mostraram que a capacidade de invasdo é conferida
pela inducdo da ligacdo do receptor activador da uroquinase do plasminogénio (UPA-R) ao
seu ligando uPA. A expressdo de uPA-R estd aumentada em tumores com metastizacdo éssea
e correlaciona-se com o prognostico clinico, pensando-se que possa contribuir para a
interaccdo entre as celulas tumorais metastaticas e as celulas do tecido que as acolhe

(Angelucci A. et al, (2006)).

O Gefitinib € um farmaco de administracdo oral com capacidade de supressdo do
EGF-R, aprovado para o tratamento de cancro do pulmdo. Alguns ensaios clinicos
demonstraram um efeito de reducdo da massa tumoral prostética in vitro, tanto quando
administrado isoladamente (Vicentini et al. (2003)), como em associagdo com anti-
androgeénicos, (Festuccia et al. (2005)) e também in vivo (Sirotnak et al. (2002)). A
capacidade do gefitnib de inibir a formacdo de metastases Osseas foi testada num ensaio em
ratinhos inoculados com células PC-3 e PCh2, através da sua administracdo subcutanea ou
intracardiaca diaria, numa dosagem de 150mg/Kg, durante 21 dias. As células PCb2, com
maior potencial metastatico, mostraram-se mais susceptiveis a ac¢do do farmaco, com uma

inibicdo da formacgdo metastatica que resultou em apenas 19% de area metastatica 0ssea face
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ao grupo de controlo, enquanto o grupo inoculado com células PC3 mostrou uma &rea de
metastizacao de 53%, o que levou os seus autores a concluirem que o gefitinib pode ser um
farmaco indicado no controlo da disseminacdo 6ssea do carcinoma da prostata (Angelucci A.
et al, (2006)). Neste estudo, observaram-se também reduces no nimero de metastases extra-
esqueléticas (pulmonares e em nddulos linfaticos abdominais) de 60 e 65% para as células

PC3 e PCDh2, respectivamente.

Antagonistas da Endotelina

Grande parte das metastases 6sseas do carcinoma da préstata apresenta um aspecto
imagioldgico de osteosclerose, 0 que se deve a um aumento da actividade osteoblastica. A
proliferacdo e diferenciacdo deste tipo de células devem-se a accdo da endotelina-1 (ET-1),
que activa o receptor de endotelina-A. Curiosamente, esta molécula foi também identificada

como estando envolvida na dor relacionada com o tecido 6sseo (Nelson J. et al, (2003)).

O atrasentan é um farmaco oralmente activo, altamente selectivo para o receptor da
endotelina-A, inibindo a sua ligacdo a endotelina-1. Num ensaio clinico de fase II, um grupo
de doentes com carcinoma da prostata metastatico assintomatico foi sujeito a uma dose diéria
de 10mg e atrasentan, tendo apresentado um aumento do periodo decorrido até a fase
sintomética, com 183 dias contra 137 do grupo placebo, assim como um atraso da progressao
bioguimica (Carducci M.A. et al, (2003)). O ensaio que se Ihe seguia, de fase Ill, estudando
809 homens com carcinoma da prostata metastizado divididos entre grupos tratados com
atrasentan ou placebo, demonstrou um aumento do tempo de progressdo para doenca
sintomatica, assim como do atraso no aumento dos marcadores de metastizacdo Ossea

(Carducci M.A. et al, (2004)).
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Um novo inibidor exclusivo da endotelina-A, 0 ZD4054, encontra-se a ser estudado
através de ensaios clinicos de fase | e 11, sem resultados conhecidos até ao momento (Morris

C.D.etal, (2005)).

Nenhum dos farmacos antagonistas do receptor da endotelina-A foi aprovado para
doenca metastizada, por falta de resultados mais consistentes. Apesar dos resultados
promissores relacionados com o atraso para a progressao de doenga sintomatica e alivio da
dor dssea, ndo foi ainda estudado um possivel papel do bloqueio do receptor de endotelina-A
através dos seus inibidores selectivos conhecidos até ao momento, atrasentan e ZD4054

(Carducci M.A. e Jimeno A. (2006)).

Farmacos Antineoplasicos

Apesar de os farmacos antineoplasicos terem ja uma longa historia de utilizagdo em
variados tumores, novos compostos vao sendo adicionados a este grupo ja extenso. O efeito
preventivo sobre metastases dsseas nunca foi testado para este tipo de drogas. No entanto,
estudos recentes com compostos de platina tém demonstrado que alguns deles, nomeadamente
a satraplatina pode ter um efeito antitumoral mais eficaz do que se pensava (Oh W.K. et al,

(2007)).

Um estudo gque envolveu 50 doentes com risco aumentado de progressdo metastatica,
revelou um aumento significativo no periodo livre de metastases, em doentes sob terapéutica
com satraplatina e prednisolona (5,2 meses), por comparagdo a administracdo isolada de
prednisolona (2,5 meses) (Sternberg C.N. et al, (2005)). Um outro ensaio clinico, de fase I,
juntou 950 doentes com o intuito de avaliar a eficAcia da associacdo de satraplatina a
prednisolona, como quimioterapia de segunda linha no carcinoma prostatico hormono-

refractario, tendo revelado uma redugdo de 40% no risco de progressdao da doenca, nos
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doentes a receberem sartraplatina, por comparagdo com placebo. Foi também observado um
aumento médio de 13% no periodo até & metastizacdo 6ssea. Aos 6 meses, 30% dos doentes a
tomar satraplatina e prednisolona mantinham neoplasia localizada contra 17% dos doentes a
receber prednisolona e de 16 e 7%, respectivamente, aos 12 meses. Os efeitos adversos mais
relatados foram mielossupressdo e alteragdes gastrointestinais, geralmente ligeiros a
moderados (Nathan F.E. et al, (2005)). Este estudo veio sugerir que a satraplatina, um agente
citotoxico de administracdo oral, tem um perfil de utilizacdo seguro e pode ser uma
importante alternativa a ter em conta no tratamento de cancro da prostata resistente a
hormonoterapia, estando, ainda, por clarificar, a sua utilidade na prevencdo das metastases

0sseas.

Um farmaco recém-criado, 0 BKM1740, é um antagonista da bradicinina conjugado
com um grupo aminobisfosfonato e mostrou eficacia no atraso da formagdo de metéstases
Gsseas no carcinoma da prostata. A sua accdo deve-se a inibicdo da survivina, uma molécula
antiapoptotica que estd geralmente aumentada em varios cancros, sendo associada a um mau
progndstico no carcinoma da préstata (Shariat S.F. et al, (2004)). Um estudo experimental
pre-clinico procurou ilustrar in vitro os efeitos do MKM1740 em células C4-2 e ARCaPy,
tendo conseguido demonstrar a sua capacidade de supressao da survivina. Adicionalmente, foi
feita a inoculagdo de células C4-2 em tibias de ratinhos, para avaliar a eficacia do farmaco, in
vivo. Os resultados demonstraram uma diminuicdo nos niveis de PSA e melhoria da
arquitectura éssea, tendo o estudo imunohistoquimico demonstrado que esses efeitos se
deveram a inibicdo da survivina e inducdo de apoptose das células metastéticas (Seo S.1. et al,

(2008)).

Espera-se que novos estudos com base nos mecanismos de ac¢do de citostaticos
possam trazer novas perspectivas no tratamento do carcinoma prostatico com afectacdo dssea

e na prevencgdo da metastizacdo 6ssea
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Antineoplasicos Inibidores da Familia das Sarcoma Quinases

A familia das sarcoma quinases (SFKs) é um grupo de tirosina-quinases sem
receptores, do qual o membro melhor caracterizado é a src, que se sabe ser um importante
proto-oncogene, promotor da proliferacdo celular, sobrevivéncia, motilidade a angiogénese
(Yeatman T.J., (2004)). Tanto a src como a lyn, uma outra tirosina-quinase da familia SFK
foram identificadas como estando expressas em quantidades elevadas no carcinoma da
prostata. Particularmente, o aumento da src parece estar relacionado com a progressdo da
doenca (Asim et al, (2008)), assim como com a promoc¢do da actividade osteocléstica

(Miyasaki T. et al, (2006)).

Uma molécula inibidora das SFKs e da Quinase Bcr-Abl, o dasatinib, esta aprovada no
tratamento de segunda linha da leucemia mielGide cronica e da leucemia linfoblastica aguda
com cromossoma Philadelphia positivo. Um estudo com este farmaco procurou estudar a sua
capacidade da prevencdo da metastizacdo Gssea no carcinoma da prostata, em 48 ratinhos aos
quais foram injectadas intratibialmente células C4-2b. Os ratinhos foram divididos em 4
grupos em que o primeiro foi sujeito a administracdo de placebo, o segundo a de docetaxel a
5mg/kg, o terceiro recebeu dasatinib a 50mg/kg e o0 quarto uma associacdo de docetaxel e
dasatinib de 5 e 50 mg/kg, respectivamente. Enquanto o docetaxel foi administrado a cada
duas semanas, o dasatanib foi dado 5 vezes por semana aos ratinhos, até as 7 semanas apos
inoculacdo das células tumorais. Os resultados mostraram uma normalizagdo dos valores de
PSA no grupo que recebeu dasatinib, com valores ainda mais baixos para 0 grupo com
associacdo de farmacos. Um aumento da densidade dssea foi também registado no grupo
tratado com dasatinib, com efeito superior quando associado a docetaxel. O dasatanib, tanto
isoladamente como em associa¢do, mostrou também inibir a oste6lise que foi quantificada
através dos niveis de calcémia. Os resultados deste ensaio levaram 0s seus autores a

concluirem que o dasatinib inibe o crescimento de células C4-2b no osso, com eficacia
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superior se associado a docetaxel, o que faz deste fArmaco uma possivel alternativa futura na
prevencdo de metéastases 0sseas. Esperam-se novos estudos relacionados com este farmaco

(Koreckij T. et al, (2009)).

Analogos da Vitamina D

O peptideo relacionado com a hormona paratiroideia (PTHrP) é um dos factores de
sobrevivéncia das células metastaticas melhor caracterizados no carcinoma da prostata. Tanto
as células normais como as células neoplésicas do carcinoma da prostata exibem esta proteina
que promove a proliferacdo e sobrevivéncia das células tumorais (Shen X. et al, (2007)). Para
além disso, o PTHrP desenvolve um papel importante na progressdo do carcinoma prostatico,
na sua apeténcia para metastizar para o tecido 6sseo, assim como demonstrou estar implicado
na promocao da remodelacdo dssea, com predominio osteolitico (Hall C.L. et al, (2006)). De
forma quase paradoxal, a forma activa da vitamina D, a 1,25-dihidroxivitamina D3 regula a
proliferacédo celular, a diferenciacéo, apoptose, resposta imunitaria e angiogénese, tendo sido
encontrada uma relacéo entre os niveis baixos de Vitamina D e uma incidéncia aumentada do
cancro da prostata (Bouillon R. et al, (2008)). A utilizacdo de um analogo da vitamina D, o
EB1089, mostrou diminuir a expressdao de PTHrP, com um efeito hipercalcémico de apenas

50% quando comparado com a forma activa da vitamina D (Kissmeyer A.M. et al, (1997)).

Um estudo realizado in vitro e in vivo, procurou encontrar um papel protector do
EB1089, na génese de metastases Osseas da linhagem C4-2. A administracdo durante 48 ou 72
horas de EB1089 mostrou um efeito redutor na migracdo (45%) e invasdo (35%), quando
comparado com o grupo de controlo, in vitro. O efeito nas coldnias de células C4-2 mostrou
ser mais eficaz na reducdo do nimero do que nas suas dimensdes. In vivo, o farmaco comecou

a ser administrado intraperitonealmente no momento em que as células foram injectadas na
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circulacdo sanguinea de ratinhos, tendo limitado a dimensdo da &area tumoral. A sua
administracdo a partir do 24° apds inoculagdo das células tumorais, revelou uma diminuicao
da microvascularizagdo tumoral. Ainda assim, o0 EB1089 exibiu um efeito maior em células
tumorais de controlo, comparativamente grupos inoculados com células que sobrexpressavam
0 PTHrP. Os autores deste estudo concluiram com estes resultados que este analogo da
vitamina D tem func¢fes anti-migratorias e anti-invasivas, exercendo um efeito protector forte
no crescimento metastatico in vivo, podendo vir a representar uma importante arma
terapéutica na prevencdo e tratamento do carcinoma da prostata metastatico (Bhatia V. et al,

(2009)).

Terapéutica Genetica

A necessidade de novas formas de tratamento no carcinoma da préstata tem levado a
sugestdo de que métodos de terapéutica celular por modificacdo genética podem ter uma
palavra a dizer. A modulacdo do ambiente da medula 0ssea podera ser um avo importante na
prevencdo da metastizacdo para esse local (Wang H. and Thompson T.C., (2008)). A
imunoterapia baseada em genes disponivel inclui (1) alteragdo de células tumorais para
producdo de moléculas proinflamatdrias ou proteinas altamente antigénicas para estimularem
0 reconhecimento imunitario; (2) introducdo de genes imunomodeladores, in vivo, como
citocinas, no local do tumor; (3) alteracao de células imunitarias dos doentes para combate as
células tumorais (Cross D., Burmester J.K., (2006)). No entanto, a tecnologia disponivel até
ao momento ainda ndo permite a introducdo de modificadores genéticos por administracéo

sistémica com a eficacia desejada.

A utilizacdo do tecido 6sseo como alvo terapéutico tem sido testada através de medula

0ssea modificada geneticamente com interleucina-12 (IL-12). A observacdo de que a
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administragdo sistémica de IL-12 leva a demasiados efeitos secundérios, levou a tentativa de
inoculacdo de células progenitoras mieldides com um vector retroviral, 0o DFG-mIL-12, capaz
de modificar células as actividades de células dendriticas introduzidas no espaco ocupado por
tumores, em ratinhos (Nishioka Y. et al, (1999)). Um estudo recente recorreu & administracdo
de uma mistura de células medulares com leucocitos, modificada pela transducdo de IL-12
por DFG-mIL-12, num modelo experimental de carcinoma da prostata de ratinhos, tendo
registado um efeito antimetastatico significativo, tanto no 0sso como nos pulmdes, com
reducdo da producdo de metastases Osseas € menor numero de coldnias metastaticas
pulmonares. A IL-12 foi capaz de induzir respostas imunitarias e morte de células tumorais
mediada por células NK e linfécitos T citotoxicos (Wang H. et al., (2007)). Os ratinhos que
receberam celulas medulares tratadas com IL-12 transduzida por DFG-mIL-12 apresentaram
também um aumento na sobrevivéncia durante o periodo de 40 dias de follow-up. Com este
estudo ficou demonstrada a capacidade deste recurso terapéutico em administrar 1L-12 na

doenca disseminada.

A modifica¢do do tecido 6sseo atraves de terapéutica genética necessita de estudos
futuros que comprovem a sua eficicia, sobretudo devido as dificuldades apresentadas na
distribuicdo sistémica dos vectores utilizados. Pensa-se que moléculas que actuem nas vias de
formacdo das metastases possam vir a ser estudadas para utilizacdo na prevengdo da

metastizacdo 6ssea do carcinoma da prostata.

Outras Abordagens Terapéuticas

A metastizacdo 6ssea no cancro da préstata continua a ndo ter, ainda, uma forma
eficaz de prevengdo completamente esclarecida e aprovada. Para além das terapéuticas mais

frequentes, recorrendo a moléculas direccionadas para a inibicdo das vias metastaticas
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conhecidas, existem, ainda, algumas alternativas que tém sido testadas neste campo. Neste
grupo de armas terapéuticas incluem farmacos utilizados primariamente para outro tipo de
patologias, radiofarmacos, compostos naturais, entre outras. S&o também revistos alguns
farmacos dirigidos a moléculas alvo j& referidas como implicadas na fisiopatologia das

metastases 0sseas, para as quais existem ainda poucos estudos e evidéncias da sua eficécia.

A importancia das integrinas para a metastizacdo no cancro da prostata € conhecida,
sabendo-se que desempanham accdes nos processos de adesdo, migragéo, invasdo e
motilidade. A integrina,g; foi, inclusivamente implicada como indutora da actividade
osteoclastica (Teitelbaum S.L., (2006)). Um antagonista selectivo das integrinas, o
Cilengitide, estd a ser estudado, actualmente, através de ensaios clinicos de fase Il, pelo
National Cancer Institute, com o intuito de avaliar a sua eficacia no tratamento de carcinoma
da prdéstata metastatico (NCT00103337) e no tratamento de carcinoma da préstata hormono-
resistente ndo metastizado (NCT00121238) (Bradley D.A. et al, (2007)). No entanto, 0 seu

hipotético papel na prevencao da metastizacdo 0ssea estd, ainda, por apurar.

As metaloproteinases, enzimas que degradam as proteinas da matriz extracelular,
foram identificadas como tendo papéis importantes no processo de invasdo tumoral e na
desregulacdo da remodelagdo dssea, através da promogéo da actividade do RANKL (Nemeth
J.A. et al, (2002)). Um novo inibidor de varias metaloproteinases, 0 BMS-275291, foi
utilizado num estudo em homem com carcinoma da prostata com disseminacdo déssea. A
resposta de PSA ndo foi conseguida e 0 tempo para a progressdao de sintomas foi de 8
semanas, em 56% dos doentes (Lara P.N. et al, (2006)). Apesar da ineficacia deste farmaco,
podera haver lugar a novos estudos com recurso a inibidores de metaloproteinases,

nomeadamente com afericdo do seu papel na prevencao da formacdo das metéstases 6sseas.
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A radioterapia tem sido utilizada no carcinoma da prostata com o intuito de reduzir a
dimensdo do tumor, mas os radiofarmacos séo capazes de diminuir a actividade osteocléstica
e reduzir a carga tumoral no osso (Goblirsch M. et al, (2004)). As éreas ricas em cristais de
hidroxiapatite resultantes do processo metastatico tém sido usadas como alvos preferenciais
para a ligacdo de radiofarmacos. Nos Estados Unidos da América estdo ja disponiveis 3
radiofarmacos: **Fésforo, ®Estroncio (Porter A.T. et al, (1993)) e ***Samario (Sartor O. Et al,
(2004)). Ensaios clinicos de fase 111 com utilizacdo de *Estroncio e ***Samério mostraram um
impacto na qualidade de vida dos doentes com carcinoma da prostata metastatico, reduzindo
também a utilizacdo de opidides. Ainda assim, nenhum dos farmacos teve impacto na
sobrevivéncia dos doentes ou actividade antitumoral, para além de ter sido registada
toxicidade hematolégica. Um estudo mais recente, revelou diferentes resultados para a
utilizacdo de **Estroncio, apresentando um tempo médio até & progressio metastatica de 11,27
meses, com uma sobrevivéncia média de 22,67 meses, em doentes de carcinoma da prostata
com metastases osteoblasticas. O radiofarmaco foi administrado em associacdo a um regime
semanal citotoxico com alternancia entre doxorrubicina com cetoconazol e paclitaxel com

estramustina (Amato R.J. et al, (2008)).

Tranilast é um farmaco amplamente utilizado em paises como o Japéo e Coreia do Sul,
no tratamento de doencas alérgicas ou atdpicas, como asma, rinite alérgica e dermatite
atépica. Curiosamente, foi descoberto, recentemente, que este farmaco inibe a proliferacdo de
células da matriz extra-celular, como os fibroblastos, miofibroblastos e células do musculo
liso vascular, tanto in vivo como in vitro, assim como a proliferacdo celular em vérios
tumores. Com base nestes conhecimentos, um estudo procurou avaliar a eficacia do tranilast
na supressdo da proliferacdo celular no cancro da prostata e da diferenciacdo osteoclastica.
Ratinhos foram inoculados com células de carcinoma da présta nos 0ssos do cranio.Foi

administrado tranilast durante 9 dias, em doses de 0, 200 e 400 mg/kg/dia. In vitro, foram
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utilizadas células humanas de linhagens LNCaP, PC3 e DU145, uma linhagem de células de
carcinoma da prostata de ratinho, PLS-10, e células de medula 0ssea, tratadas também com
tranilast. Os resultados revelaram uma reducdo significativa dos volumes tumorais, para o
grupo de dosagem maior, com observagdo de promogdo da apoptose e necrose tumoral
aparente. In vitro, obteve-se uma reducdo da proliferacdo celular em todas as linhagens
celulares, com aumento da apoptose nas linhagens LNCaP e PLS-10, assim como uma
reducdo da diferenciacdo osteoclastica nas células de medula 6ssea de ratinhos, levando 0s
autores a concluirem que o uso de tranilast pode ser eficaz na terapéutica de carcinoma da
préstata com extensdo ao 0sso, pelo que se aguarda por novos estudos que possam confirmar

o efeito observado e procurar um efeito preventivo (Sato S. et al, (2009)).

A mTOR é uma serina/treonina quinase que regula varios sinais anti-apoptoticos
(Castedo M. et al, (2002)). Um inibidor desta quinase, biodisponivel por via oral, o
everolimus (RADOO01), induz a apoptose de células epiteliais e mostrou-se eficaz na supressao
de tumores prostaticos, em ratinhos (Majumder P.K. et al, (2004)). Estes resultados
orientaram um estudo com células C4-2 injectadas em tibias de ratinhos tratados com
RADOQO01, docetaxel e acido zoledrdnico, isoladamente ou em associacdo. Qualquer um dos
farmacos foi capaz de diminuir o volume tumoral. Os niveis de PSA diminuiram para valores
de 68% e 65%, no grupo que recebeu RADOO1 e docetaxel, respectivamente. A associacdo
dos 3 compostos foi a mais eficaz na reducdo do volume tumoral, com 64% de inibi¢cdo em
relacdo ao grupo de controlo. Para além destes resultados, 0 RAD001 mostrou ser o Unico a
aumentar a massa corporal, em 3,6%, enguanto nos restantes grupos houve uma diminuicéo

média de 4% (Morgan T.M., (2008)).

Por fim, refere-se um produto natural, derivado da magnoélia, o honokiol. Varios
estudos relataram a capacidade deste produto de inibir o crescimento celular endotelial, de

células tumorais, assim como induzir a apoptose através da activacao da via do citocroma c e
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da activacdo de caspases. Para além disso, o honokiol inibe a activacdo do factor de
crescimento endotelial vascular induzido pela Rac. Os efeitos deste fArmaco foram avaliados
num estudo com a inoculacéo de células C4-2 em 0ssos de ratinhos e administracdo diaria de
honokiol (100mg/kg) e/ou semanal de docetaxel (5mg/kg), durante 6 semanas. Os resultados
demonstraram uma indugdo da decorrente da administracdo de honokiol, que foi também
capaz de reduzir os niveis de PSA. A associacdo com docetaxel revelou efeitos aditivos em
relacdo a administracdo isolada de honokiol. A andlise imunohistoquimica confirmou a
existéncia de efeitos de inibicdo do crescimento, proapoptéticos e antiangiogénicos nas
metastases (Shigemura K. et al., (2007)). Esperam-se resultados futuros em relacédo a novos
estudos com este produto, sobretudo no campo da prevencdo da metastizacdo 0ssea, que nao

foi ainda tido em conta.
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Conclusao

O processo que leva a formacdo de metastases Osseas no carcinoma da prostata, é
extremamente complexo e envolve um sem numero de moléculas e vias distintas. A
realizacdo de estudos que permitam identificar os passos necessarios a que uma célula tumoral
com origem na prostata possa disseminar-se e colonizar o tecido 6sseo com sucesso assume-

se como uma necessidade, na tentativa de encontrar formas de prevenir esse processo.

Até a data foram ja realizados alguns estudos que demonstram alguns efeitos anti-
metastaticos de variadas moléculas, embora sem resultados suficientemente consistentes, que

levem a aprovacao de algum método terapéutico preventivo na metastizacéo.

Espera-se que através de estudos ja em curso e de ensaios ainda ndo desenhados,
sobretudo procurando associacdes entre farmacos com mecanismos de acgdo distintos, se
possam Vvir a encontrar opgOes validas para a prevencdo da formagdo de metastases no
carcinoma da prostata, aumentando assim a sobrevivéncia dos doentes e evitando as sérias

complicacdes a que estdo sujeitos.
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