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Resumo

O stresse oxidativo, resultante do balanco entre a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e o sistema antioxidante, desempenha um papel determinante no desenvolvimento do
cancro da préstata. Contudo, o seu papel na progressdo da doenca permanece por esclarecer.

As ROS sdo maioritariamente produzidas a nivel mitocondrial e desempenham um papel
fundamental na normal regulacgéo da sinalizagdo celular. No entanto, quando em excesso lesam
biomoléculas, como o ADN, contribuindo para a instabilidade gendmica, envolvida no processo
de carcinogénese. Além disso, as ROS podem também resultar da exposicdo a fatores
ambientais, como produtos de combustdo organica, dos quais se destaca o fumo do tabaco
constituido por uma mistura complexa de compostos. Destes, sdo de salientar o 6xido nitrico
(NO-) e os hidrocarbonetos poliaromaticos ciclicos (PAHSs), considerados como fatores de risco
para o desenvolvimento do cancro da prdstata. No entanto, a relacdo entre o tabagismo e a
carcinogénese da prostata permanece por elucidar. Por outro lado, as células de cancro da
préstata possuem capacidade de adaptacdo a niveis elevados de ROS, através da ativagdo de
sistemas antioxidantes, como o glutatido reduzido (GSH), condicionando a resposta a
terapéutica. Desta forma, é de admitir que a modulacdo do stresse oxidativo envolvendo a
diminuicao de defesas antioxidantes possa constituir uma estratégia terapéutica.

O presente trabalho, teve como objetivo contribuir para uma melhor compreensdo do stresse
oxidativo e do efeito do tabaco no desenvolvimento e progressdo do cancro da prostata,
avaliando a participagdo de diversas variaveis indutoras de stresse oxidativo incluindo o
tabagismo, bem como, habitos alcoolicos e indice de massa corporal (IMC) nos estudos in vivo, e

ainda o efeito de peroxidos, compostos inibidores do sistema antioxidante e PAHS em linhas
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celulares. Com este estudo espera-se também contribuir para a identificacdo de novos
biomarcadores preditivos do prognéstico e de monitorizacdo da doenca. Pretendemos ainda
avaliar de que forma a modulacdo do stresse oxidativo podera constituir uma nova abordagem
terapéutica ou coadjuvante da terapéutica para o tratamento de doentes com esta neoplasia. Além
disso, queremos analisar a relacdo do stresse oxidativo com variantes polimérficas de alguns
genes envolvidos na metastizagdo, nomeadamente, do fator de crescimento do endotélio dos
vasos (VEGF) e a progressédo da doenga.

O estudo foi realizado em sangue periférico de doentes com cancro da préstata e em individuos
sem neoplasia, bem como em linhas celulares carateristicas dos vérios estadios da doenca. Os
estudos de stresse oxidativo em sangue periférico incluiram a avaliacdo de defesas antioxidantes
envolvidas no ciclo de oxidacdo/reducdo do glutatido, nomeadamente, a quantificacdo dos niveis
de glutatido reduzido (GSH) e da atividade das enzimas peroxidase do glutatido (GI-Px) e
redutase do glutatido (GI-Red), bem como a avaliacdo das defesas antioxidantes enzimaticas
glutationa-S-transferase (GST), e das ndo enzimaticas vitamina A (VIT A), vitamina E (VIT E) e
acido urico (AU). Estes estudos também abrangeram a determinacdo do estado de antioxidacao
total (TAS), a anélise da lesdo oxidativa de proteinas através da quantificacdo de grupos
carbonilo (GC) e da peroxidacéo lipidica (MDA\) e, por fim, a determinacéo da producdo de NO-
e de colesterol total (CHL).

A avaliagdo de GST, VIT A, VIT E, AU, CHL, GC e NO- foi realizada em 85 individuos, dos
quais 18 voluntarios saudaveis e 67 portadores de cancro da prostata. Dos doentes participantes,
48 apresentavam adenocarcinoma da prostata localizado e 19 apresentavam doenca avancada.
Para os estudos de stresse oxidativo que incluiram a avaliacdo das defesas antioxidantes

envolvidas no ciclo de oxidacdo/reducdo do glutatido bem como para a quantificacdo de TAS e
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de MDA, aumentou-se o tamanho da amostra com a adi¢do de 5 individuos sem neoplasia ou
outra patologia prostatica, 6 individuos portadores de hiperplasia benigna da prostata (BPH), 9
portadores de prostatite, 60 doentes com cancro dos quais, 56 com cancro da prostata localizado
e 4 com doenga em fase avangada.

Os estudos efetuados nos doentes com cancro da prdstata avancado revelaram diminuigdo de
VIT A e de GSH, TAS, atividade da GI-Px e aumento de NO- sugerindo quer o envolvimento do
stresse oxidativo na patogenia do cancro da prostata, em particular na progressdo da doenca,
quer, a possivel utilizacdo destes parametros como biomarcadores moleculares preditivos do
progndstico e de monitorizacdo do cancro da prdstata.

Neste estudo observdmos que a prostatite cronica e a BPH sdo patologias prostaticas associadas
também a aumento de stresse oxidativo. Na prostatite cronica encontrdmos diminuicdo
significativa de GSH plasmaética, enquanto na BPH, se observou aumento de MDA eritrocitério e
diminuicdo significativa da atividade da GI-Px.

Nos doentes com niveis mais elevados de PSA observou-se um aumento de NO-. Este resultado
corrobora as observacdes anteriores de que o NO- se encontra significativamente aumentado na
doenca avancada e reforca o seu potencial interesse como marcador molecular preditivo da
agressividade e progressao do cancro da prostata. A elevagdao do contedo em NO- também
parece estar associado ao valor de IMC nos doentes.

Nos doentes fumadores observou-se aumento de NO- ¢ GC, diminui¢do da atividade da GI-PX,
de GST, de VIT E eritrocitaria e de TAS sugerindo que os habitos tabagicos se associam ao
aumento de stresse oxidativo na populacdo de doentes. O aumento de NO- nos doentes

fumadores podera contribuir para o agravamento do cancro da prostata.
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Foi também avaliado o efeito dos habitos alcodlicos no stresse oxidativo dos individuos em
estudo. Observamos que uma ingestao diéria de alcool superior a 60g nos individuos doentes se
relacionou com um aumento da lesdo oxidativa de proteinas e de lipidos. Assim, 0S Nossos
resultados sugerem que os habitos tabagicos, alcodlicos e 0 aumento do IMC induzem aumento
de stresse oxidativo, o qual poderd acentuar a progressao desta neoplasia.

A analise genotipica das variantes polimérficas 634G>C do VEGF ndo permitiu concluir sobre o
risco de se desenvolver cancro da prdstata nem sobre a suscetibilidade para desenvolver doenca
avancada. No entanto, os resultados sugerem que o haplétipo C e o gen6tipo CC poderdo estar
associados a menor stresse oxidativo traduzido por maior conteddo em GSH, bem como
tendéncia para maior conteido em TAS e menor contetdo em MDA.

Os estudos in vitro foram realizados em trés linhas celulares, uma isolada de epitélio prostatico
humano ndo neoplésico, as células RWPE1, e duas linhas celulares obtidas de células de cancro
da préstata, nomeadamente, a linha celular HPV10, isolada de cancro localizado e a linha celular
PC3, isolada de metastase 6ssea.

Os nossos resultados mostram que as linhas celulares de cancro da prostata, particularmente, as
células de metastase (PC3) evidenciam uma maior producdo intracelular de ROS (peroxidos e
anido superdxido), bem como maior resisténcia a peroxidos (H,0;), acompanhados de aumento
de defesas antioxidantes em particular de GSH e da atividade da GI-Red. Estas células
evidenciam ainda maior potencial de membrana mitocondrial (Aynit), TAS e menor contedo em
MDA. Alem disso, apresentam maior quantidade de mitocondrias, concordante com o elevado
Aynit € producdo de ROS. Estes resultados sugerem a participacdo da mitocondria e a resisténcia
ao stresse oxidativo, na progressdo e na agressividade da doenca. As células de metéstase

apresentam ainda aumento da expressdo do fator induzido de hipoxia (HIF) e do VEGF,
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envolvidos na metastizacdo. Na presenca de PAHs observa-se aumento da expressdo de HIF e
VEGF, dos niveis de ROS, de proliferagdo celular, particularmente, nas células HPV10 (isoladas
de cancro localizado) sugerindo a contribuigdo destes compostos, e por conseguinte do tabaco no
desenvolvimento e progresséo do cancro da préstata.

A inducdo da reducdo da GSH e da atividade da GI-Red revelou ressensibilizacdo das células
PC3 a citotoxicidade induzida por H,O,, com diminui¢do da proliferacdo celular e inducéo de
morte, sugerindo a modulacdo do stresse oxidativo como estratégia terapéutica. Tendo em conta
a utilizacdo do docetaxel na quimioterapia do cancro da prdstata e 0 mecanismo de atuacdo do
selenito de sddio, no qual ocorre diminuicdo de GSH foi avaliada a associacdo destes dois
farmacos. Os resultados evidenciaram um efeito anti-proliferativo sinérgico, com bloqueio do
ciclo celular nas fases G2M e S e uma inducéo significativa de morte celular, em concordancia
com uma diminuicdo do Aym, nas células de metastase. A morte celular observada podera em
parte ser devida a inducdo de stresse oxidativo por diminuicdo de GSH. Pelo exposto, 0s
resultados sugerem que a acdo combinada de selenito de sédio e docetaxel, podera constituir uma
estratégia terapéutica no tratamento do cancro da préstata, mais eficaz do que o docetaxel
isoladamente, podendo atuar como moduladores de stresse oxidativo. E ainda de esperar que em
resultado do efeito sinérgico seja possivel a utilizagdo de concentragbes mais reduzidas dos
farmacos.

O presente estudo corrobora as teorias defensoras do envolvimento do stresse oxidativo no
desenvolvimento e progressdo do cancro da proéstata, através do aumento de ROS. Verificamos
que este aumento parece favorecer a progressao da doenca e pode ter origem endogena como a
mitocondrial, ou exdgena como a resultante de habitos tabagicos ou alcodlicos, sugerindo a sua

eviccao.
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Neste trabalho foi possivel observar que as células tumorais séo resistentes a niveis elevados de
ROS e que esta adaptacéo pode ser contrariada pela inibicdo do sistema antioxidante. Assim, este
estudo parece contribuir para uma melhor compreenséo do envolvimento do stresse oxidativo na
progressdo desta doencga, sugerindo a sua modulagdo como uma estratégia terapéutica

coadjuvante da quimioterapia convencional do cancro da prostata.
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Abstract

Oxidative stress which reflects the imbalance between reactive oxygen species (ROS) and the
antioxidant system, has been associated to prostate cancer development, however, its role on
prostate cancer progression remains unclear. ROS are mainly produced by mitochondria and play
a fundamental role in cell signaling regulation. However, an excess of ROS is harmful and
associated to the oxidative lesion of biomolecules such as DNA, contributing to genomic
instability, involved in carcinogenesis. Moreover, ROS also result from environment factors like
pollutants derived from organic combustions, including the complex moisture of cigarette
smoke. Its composition also includes nitric oxide (NO-), or polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHSs), considered as risk factors for prostate cancer development. Nevertheless, a correlation
between cigarette smoking and prostate cancer remains elusive.

Prostate cancer cells may develop adaptation to an increase of ROS, in part, due to the
antioxidant activation, including the reduced glutathione (GSH), contributing to therapy
resistance. Likewise, we admit that oxidative stress modulation, involving antioxidant defenses
depletion may represents a new prostate cancer therapeutic approach.

Therefore we are interested in a better understanding of the role of oxidative stress and cigarette
smoking on prostate cancer development and progression by evaluating oxidative stress inducers
as cigarette smoking, alcohol intake and body mass index (IMC) in in vivo studies and analyzing
the effect of peroxides, antioxidant inhibitors compounds and PAHSs, in cells studies.
Furthermore, we expect to achieve new molecular markers, which may predict the prognosis. We
also intend to evaluate if oxidative stress modulation may represent a new therapeutic approach

in prostate cancer. Moreover we expect to evaluate the relation between oxidative stress and
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genetic polymorphisms associated to cancer metastization, as the vascular endothelial growth
factor (VEGF), in prostate cancer progression.

In order to achieve these goals, the work was performed in the peripheral blood of prostate
cancer patients and controls, and in cell lines representing the different stages of prostate cancer
progression. Oxidative stress studies performed in the peripheral blood included the
determination of the antioxidant defenses involved in the glutathione redox cycle, namely,
reduced glutathione (GSH), glutathione reductase (Gl-Red) and peroxidase (GI-Px) activities, as
the evaluation of the enzymatic antioxidant defenses glutathione-S-transferase (GST), non
enzimatic defenses as vitamin A (VIT A), vitamin E (VIT E) and uric acid (AU). This study also
included the determination of the total antioxidant status (TAS), oxidative lesion of proteins by
carbonil group (GC), lipid peroxidation (MDA), NO- production and total cholesterol (CHL).
The evaluation of GST, VIT A, VIT E, AU, CHL, GC ¢ NO- was performed in 85 individuals,
namely 18 healthy controls and 67 patients with prostate cancer. Prostate cancer group was
represented by 48 patients with localized cancer and 19 individuals with advanced disease.
Oxidative stress studies involving the evaluation of glutathione redox cycle antioxidants, TAS
and MDA evaluation included 5 more individuals, those without prostate cancer or other
prostatic disease, 6 more individuals with benign prostatic hyperplasia (BPH), 9 more individuals
with prostatitis and 60 more prostate cancer patients, namely 56 with localized prostate cancer
and 4 with advanced prostate cancer.

Patient studies indicated a decrease in VIT A, GSH and TAS levels, GI-Px activity and increase
of NO-, in the advanced prostate cancer patients, suggesting the role of oxidative stress in

prostate cancer pathogenesis, namely, in prostate cancer progression. Therefore these results also

XX



suggest a possible contribution of the oxidative stress parameters as molecular markers of
prostate cancer prediction.

Here we show that prostatitis and BPH are prostatic pathologies associated with the increase of
oxidative stress. In fact, we observed a reduction of plasmatic GSH levels in prostatitis and an
increase of MDA and reduction of GI-Px activity in BPH patients.

Prostate cancer patients with higher PSA levels showed increase in NO- production, in
agreement with an increase of NO- during the advanced disease and reinforces its potential role
as a molecular marker for prostate cancer prognosis prediction. The increase of NO- is also
associated to an increase of IMC in prostate cancer patients.

This study indicated an increase of oxidative stress in prostate cancer patient smokers, showing
an increase of NO- and GC, as a decrease of GI-Px activity, GST, VIT E and TAS levels
suggesting that cigarette smoking may contribute for prostate cancer progression, in part, due to
an increase of oxidative stress. The increase of NO- in smoker patients with prostate cancer
suggests its relation with prostate cancer progression.

Alcohol intake also contributes for an increase of oxidative stress. In this study we observed
higher protein and lipids oxidation in the prostate cancer patients, consuming above 60g of
alcohol daily. Therefore the results suggest that cigarette smoking, alcohol intake and the
increase of IMC induces an increase of oxidative stress which may contribute for prostate cancer
progression.

Genetic studies involving VEGF-634G>C polymorphisms found no association with prostate
cancer risk or advanced disease. However we found an eventual association between haplotype C
and genotype CC with lower oxidative stress, characterized by an increase in GSH content, TAS

and lower MDA.
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In vitro studies comprised prostate cells derived from normal prostate epithelium (RWPEL),
localized prostate cancer (HPV10) and from prostate cancer bone metastasis (PC3). Our results
reveal an increase in ROS production (peroxides and superoxide anion) as higher resistance to
peroxides (H,O), in prostate cancer cells, particularly in the metastasis cells (PC3),
accompanied by an increase in the GSH content and Gl-Red activity. These cells also show
higher mitochondria membrane potential (Aynmit), total antioxidant status (TAS) and lower MDA.
Furthermore these cells show higher mitochondria number in agreement with the higher Ay
and ROS production. PC3 cells also show higher hypoxia inducible factor (HIF) and VEGF
expression, involved in cancer metastization. Therefore these results suggest mitochondria
participation and oxidative stress resistance in prostate cancer progression and aggressiveness.
Moreover, in the presence of PAHs we observed an increase in HIF and VEGF expression, ROS
levels, such as in the proliferation of three cell lines, particularly in the localized prostate cancer,
HPV10 cells. Therefore these observations suggest an important role of PAHSs, and secondly of
cigarette smoking in prostate cancer progression.

The induction of GSH and GI-Red activity reduction in PC3 cells was associated to H,O»,
cytotoxicity, concomitantly, with a decrease in cell proliferation and increase in cell death,
suggesting the oxidative stress modulation as a new therapeutic approach. Considering the use of
docetaxel on prostate cancer chemotherapy and the role of sodium selenite of inducing GSH
reduction, we evaluated the combined effect of both compounds on the metastatic prostate cancer
cells, PC3. Results indicated a synergistic anti-proliferative effect, accompanied by a cell cycle
arrest on G2M and S phases and a significant induction of cell death, according with a decrease
of Aynmit. The observed cell death may be related with an increase of the oxidative stress resulting

from GSH reduction, suggesting that the combined effect of both compounds may be important
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as a new therapeutic approach in prostate cancer, being more efficient than docetaxel alone and
acting, in part, as oxidative stress modulators. Furthermore is reasonable to admit that synergistic
effect allows the utilization of lower compounds concentrations, minimizing side effects.

This study corroborates the principle of oxidative stress involvement in prostate cancer
development and progression through an increase of ROS. Here we observed that the increase of
ROS may result from endogenous sources as from mitochondrial activity, or from exogenous
sources as cigarette smoking and alcohol intake, therefore suggesting its eviction. We also
observed that cancer cells are resistant to higher ROS levels and this adaptation may be
counteracted by antioxidant system inactivation. Therefore this study contributes to a better
understanding of oxidative stress involvement, in prostate cancer progression, indicating its

possible modulation as a new therapeutic approach in prostate cancer.
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1. INTRODUCAO






1.1 Epidemiologia do cancro da prostata

O cancro da proéstata constitui uma doenca de elevada prevaléncia e mortalidade nos paises
ocidentais, também descritos como desenvolvidos ou industrializados. Trata-se da neoplasia
maligna solida de maior incidéncia, no sexo masculino, estimando-se que um em cada seis
individuos desenvolva cancro da proéstata invasivo ao longo da sua vida (Jemal et al., 2010;
Jemal et al., 2011; Siegel et al., 2012). Por outro lado, apresenta-se como a segunda causa de
morte por cancro nos Estados Unidos da América (EUA) (Jemal et al., 2010; Jemal et al., 2011;
Siegel et al., 2012) e a terceira na Europa (Malvezzi et al., 2012). De acordo com Siegel e
colaboradores (2012), no presente ano serdo atingidos cerca de 241 740 novos casos de cancro da
préstata, nos EUA, o que corresponde a 29% de todos os novos casos de cancro. Estes autores
previram a ocorréncia de 28 170 ébitos em 2012, devido a esta doencga, correspondendo a 9% da
mortalidade por cancro. A mesma percentagem foi encontrada para o cancro do cdélon e reto, no
entanto, a sua contribuicdo em ndmeros absolutos é inferior, correspondendo a 26 470 OGbitos.
Segundo o estudo, apenas o cancro do pulmao e bronquios ultrapassa este valor, contribuindo
com 29% da mortalidade por cancro, o que corresponde a 87 750 casos para 0 ano de 2012
(Figura 1.1).

Apesar da preocupacdo que merecem os valores supracitados, a mortalidade associada ao cancro
da prostata tem vindo a diminuir desde 1992 (Figura 1.2) (Bosetti et al., 2011; Jemal et al., 2009;
Jemal et al., 2010; Siegel et al., 2012; Eheman et al., 2012). Segundo Bosetti e colaboradores
(2011), esta evolucgéo, podera ser uma consequéncia do diagndstico precoce, particularmente, do
doseamento sérico do antigénio especifico da prostata (PSA) e do toque retal, contribuindo assim

para o tratamento atempado do cancro.
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Figura 1.1 - Mortalidade por cancro estimada para 2012 para o sexo masculino nos EUA. Adaptado
de Siegel e colaboradores (2012).

No entanto, para o intervalo de tempo decorrido entre 1982 e 1992, estes autores demonstraram
um acentuado aumento na taxa de incidéncia. Este facto, podera estar relacionado com uma
maior detecdo de casos diagnosticados, em resultado de uma melhoria dos métodos de
diagnostico.

A incidéncia do cancro da prostata também varia, de forma distinta, entre as diversas etnias. Em
particular, a populacdo afro-americana, surge como a mais atingida, contrastando com as
populagBes asiaticas. Porem, quando os individuos desta ultima populacdo emigram para 0s
paises ocidentais, adotando o respetivo estilo de vida, a incidéncia de cancro da prdstata aumenta

consideravelmente, sugerindo a influéncia de fatores genéticos articulados com a agdo do meio



ambiente (Haenszel et al., 1968; Shimizu et al., 1991; Whittemore et al., 1995; Hsing et al.,

2000; Jemal et al., 2009; Jemal et al., 2010; Siegel et al., 2012).
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Figura 1.2 - Evolucdo da taxa de mortalidade por cancro da prostata. Esta representada a taxa de
mortalidade por cada 100 000 habitantes do sexo masculino, nos EUA, ao longo do tempo (1975 a 2008).
Adaptado de Siegel e colaboradores (2012).

Por outro lado, o desenvolvimento do cancro da prostata encontra-se fortemente associado ao
envelhecimento. Cerca de 81% destes doentes encontra-se numa faixa etria acima dos 65 anos
(Bracarda et al., 2005). Em contrapartida, a incidéncia de cancro da prostata € rara abaixo dos 40
anos de idade, ocorrendo com uma frequéncia de 1 por cada 100 000 individuos (Bostwick et al.,

2004).



1.2 Fatores de risco para o desenvolvimento do cancro da préstata

O cancro da proéstata € uma doenca multifatorial resultante da interacdo entre fatores genéticos e
ambientais. De acordo com Platz e Giovannucci (2006), apenas o envelhecimento, o0s
antecedentes familiares e a etnia afro-americana constituem fatores de risco devidamente
estabelecidos para o desenvolvimento desta neoplasia. Nomeadamente, o0 risco € maior em
individuos que possuem um familiar em primeiro grau afetado pela doenca, comparativamente
aos que apresentam um familiar distante (Steinberg et al., 1990).

Porém, inimeros estudos sugerem ainda outros fatores de risco, como a exposi¢ao a androgénios,
a inflamacdo recorrente, o estilo de vida, a dieta alimentar, a exposicao a carcinogéneos como 0s
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) e as aminas aromaticas heterociclicas. E de
referir, que em parte, os fatores de risco citados se encontram associados a um aumento de
stresse oxidativo (Cerhan et al., 1999; Hickey et al., 2001; Nelson et al., 2003) (Figura 1.3), por
sua vez resultante do excesso de espécies reativas de oxigénio (ROS) e ou, da diminuicdo das
defesas antioxidantes (Sies, 1985). Por seu lado, as ROS possuem capacidade de lesar
biomoléculas como o ADN, contribuindo para o aparecimento de mutaces e instabilidade

gendmica, envolvidas na carcinogénese (Willis e Wians, 2003).



Figura 1.3 - Fatores de risco para o desenvolvimento do cancro da prostata.

Como referido, a incidéncia e a mortalidade por cancro da préstata sdo mais elevadas nos paises
ocidentais, sobretudo nos americanos de origem africana (afro-americanos) (Hsing et al., 2000).
Entre os diversos fatores que poderdo tornar esta populagdo mais suscetivel, destacam-se 0s
polimorfismos genéticos relacionados com repeti¢es de glutamina (CAG) no gene do recetor do
androgeénio (AR) (Edwards et al., 1999). Estudos funcionais, sugerem que um pequeno nimero
destas repeticGes, como ocorre frequentemente nos afro-americanos, estdo associadas a um
aumento da atividade transcricional do recetor, podendo favorecer a proliferacdo celular. Por
oposicao, os asiaticos que apresentam menor risco de desenvolver a doenga tendem a apresentar

maior nimero de repeticdes CAG (Irvine et al., 2000; Beilin et al., 2000).
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Apesar de a incidéncia ser menor nos paises asiaticos, o risco de desenvolver cancro da prostata
aumenta cerca de 5 vezes nos japoneses que emigram para os EUA (Whittemore et al., 1995;
Jemal et al., 2009; Jemal et al., 2010; Siegel et al., 2012). Este facto parece estar relacionado em
grande parte com a mudanca de habitos de vida, particularmente, na ado¢do da dieta ocidental,
caraterizada pela ingestdo abusiva de alcool, gorduras animais e carnes vermelhas, e diminuicéo
do consumo de fruta e vegetais. Na realidade, a ingestdo aumentada de gordura total, de origem
animal, e de carnes vermelhas, encontra-se associada a um risco acrescido de cancro da préstata,
enquanto o consumo de vegetais parece ter um efeito preventivo (Giovannucci et al., 1993; Gann
et al., 1994). Em contrapartida, a baixa incidéncia deste tipo de cancro, nos asiaticos, podera
estar relacionada com uma dieta rica em vegetais e com a pratica generalizada da toma de cha
verde. A presenca do polifenol epigalo-p-catequina-3-galato, neste cha, confere-lhe uma acgéo
antioxidante com efeito demonstrado na quimioprevencdo do cancro da prdéstata (Bettuzzi et al.,
2006). A sua agdo protetora podera estar também relacionada com a regulacdo epigenética,
nomeadamente com a capacidade de inibir ADN-metil-transferases, contribuindo para a
hipometilagcdo de ADN (Lyko e Brown, 2005; Gerh&user, 2012). Uma vez que nas neoplasias
ocorre frequentemente hipermetilagdo de regibes reguladoras ou promotoras de genes
supressores tumorais, com consequente silenciamento destes, o efeito hipometilante do composto
epigalo-p-catequina-3-galato podera contribuir para a expressao de genes supressores tumorais.

A ingestdo regular deste composto bem como de outros presentes nos alimentos ou a sua
administracdo como suplemento, nomeadamente, das vitaminas A, E, C, D, do licopeno e do
selénio, associados a uma dieta pobre em gorduras, apresentam segundo alguns autores um efeito
antioxidante eficaz na prevengdo do cancro da prostata (Ansari et al., 2002; Bettuzzi et al.,

2006). Por exemplo, o consumo de tomate encontra-se associado ao aumento dos niveis sericos



de licopeno, o principal antioxidante deste alimento. Além disso, 0 consumo de vegetais podera
estar relacionado com um aumento de sulfurano, implicado na ativacdo de enzimas
detoxificantes (Gann et al., 1994; Cohen et al., 2000).

Contrariamente, o consumo de alcool, a ingestdo de carnes vermelhas e uma dieta calorica
encontram-se associados ao aumento de ROS (Dupont et al., 2000; Nelson et al., 2003). A
confecdo da carne a temperaturas muito elevadas, como ocorre nos assados e nos grelhados, pode
induzir a carbonizacdo dos compostos ai presentes originando a formacéo de aminas aromaticas
heterociclicas e PAHSs, por sua vez, associados ao desenvolvimento de cancro da prostata
(Nelson et al., 2003). Estas substancias sdo carcinogéneas e encontram-se amplamente
distribuidas pelo meio ambiente, em resultado da combustdo de compostos organicos. Segundo
Krstev e colaboradores (1998), as profissfes associadas a um maior risco de cancro da prostata
caraterizam-se por uma exposi¢do ocupacional a estes compostos. Os PAHs estdo presentes
também no fumo, como o do tabaco. Porém, o efeito dos hébitos tabagicos no desenvolvimento e
progressdo do cancro da prostata permanece por esclarecer (Lijinsky et al., 1964; Nelson et al.,
2003; Counts et al., 2005).

Para além dos hébitos tabagicos, outros comportamentos, como os habitos alcodlicos tém sido
amplamente estudados na sua relacdo com o desenvolvimento do cancro da préstata. Os habitos
alcodlicos séo reconhecidos como fatores indutores de stresse oxidativo. Um estudo realizado em
alcoolicos cronicos revelou aumento de peroxidacdo lipidica, oxidagdo de proteinas, e
diminuicdo de vitamina E no sangue destes individuos (Dupont et al., 2000). Apesar do seu
efeito oxidante, Platz e colaboradores (2004) referiram que um consumo moderado ou elevado
de alcool ndo se traduz num fator de risco de cancro da prostata, a ndo ser em homens que

ingeram grandes quantidades e de forma irregular.



Uma dieta caldrica associada a um estilo de vida marcado pelo sedentarismo pode refletir-se num
quadro de obesidade. Este associa-se a niveis aumentados de leptina, hormona produzida
principalmente pelos adipdcitos, com efeito sobre o controlo do apetite (Longo e Fontana, 2010).
A elevada circulacdo e resisténcia a leptina em obesos desencadeia a libertacdo de interleucinas
como a IL-1 e a IL-6 (Hursting e Berger, 2010; Padidar et al., 2011), as quais promovem a
formacdo de ROS (Tanno e Matsui, 2011). O tecido adiposo também liberta angiotensina-2 que
estimula a atividade da enzima nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase,
e citocinas pré-inflamatorias como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e as ja referidas
interleucinas IL-1 e IL-6, reforcando a formacdo de ROS. A obesidade esta também associada a
diminuicdo de enzimas antioxidantes enzimaticas como a superoxido dismutase (SOD), a
peroxidase do glutatido (GI-Px) e a catalase (Fernandez-Sanchez et al., 2011).

Em contrapartida, o exercicio fisico reduz a gordura corporal favorecendo a diminuicdo de
adipocitocinas envolvidas no processo inflamatério, como o fator de crescimento tipo insulina
(IGF) (Friedenreich e Orenstein, 2002) e estimula a sintese de enzimas antioxidantes como a Gl-
Px ou a SOD (Durackova, 2010).

Existem cada vez mais evidéncias de que a obesidade se relaciona com o desenvolvimento e
progressao do cancro da prostata, bem como a formas mais agressivas desta doenca (Freedland et
al., 2009; Capitanio et al., 2012; van Kruijsdijk et al., 2009).

Sabe-se atualmente que o comportamento das células cancerigenas depende do microambiente
que as envolve, condicionando, desta forma, a progressdo para a metastizacdo ou para a
indoléncia do tumor (Cheng et al., 1999). Neste sentido, tem sido reconhecida a participacéo do
tecido adiposo periprostatico na modulacdo da agressividade do cancro da prostata,

nomeadamente, em resultado do aumento da producéo de citocinas pelos adipdcitos como a I1L-6
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(Valastyan e Weinberg, 2009). Um estudo recente desenvolvido por van Roermund e
colaboradores (2011) associa 0 aumento da espessura do tecido adiposo periprostatico a maior
agressividade do cancro da prostata.

Muito embora a inflamagdo seja uma resposta bioldgica e fisiologica dos tecidos vivos a
agressdo (Mota-Pinto, 2007), a inflamagdo prostatica cronica ou recorrente, ou seja a “ma
inflamagdo”, constitui outro fator de risco para o desenvolvimento desta neoplasia (Nelson et al.,
2003).

Durante o processo inflamatorio os leucocitos, em particular os neutréfilos e o0s
mondcitos/macréfagos, na primeira linha de defesa contra a agressao, libertam citocinas como o
TNF-a, IL-6, IL-1p e o fator de crescimento transformador p (TGF-B), quimiocinas e outros
mediadores inflamatorios. Os macrdfagos e as citocinas ativam a NADPH oxidase, a qual
catalisa a producdo de ROS como o0 anido superoxido e peroxido de hidrogénio, necessarios na
defesa contra os agentes agressores (Ahmad et al., 2009; Grek e Tew, 2010; Tanno e Matsui,
2011). Por outro lado, a inflamagdo crdnica condiciona a ativacdo constante de citocinas e
consequente aumento de radicais livres (Ahmad et al., 2009).

O envelhecimento € um processo fisiolégico proprio dos seres vivos, que durante muito tempo
foi tido como um processo evolutivo inalteravel. Atualmente considera-se que o envelhecimento
resulta da interacdo de multiplos fatores enddgenos e exdgenos que caraterizam a resposta
biologica adaptativa e determinam individualmente o processo do envelhecimento (Resende-
Oliveiraet al., 2010).

O processo de envelhecimento, também associado a um aumento de stresse oxidativo, constitui
um fator de risco para o desenvolvimento desta doenca, em particular acima dos 54 anos de

idade (Khandrika et al., 2009). A perda funcional, gradual e progressiva de estruturas e
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moléculas €, em parte, devida a acumulacdo de mutagdes no ADN mitocondrial (ADNmt) (Seo
et al., 2010) e nuclear assim como a lesGes nos lipidos e proteinas. Existem varias teorias que
tentam explicar o papel do stresse oxidativo no envelhecimento a nivel molecular e bioquimico.
Nesta fase da vida ha uma maior formacdo de ROS, em grande parte resultante de um conceito
emergente, designado por inflammaging (uma combinacdo de inflamagdo e envelhecimento).
Este conceito postula que o envelhecimento fisiologico e patolégico pode ser influenciado por
citocinas pré-inflamatérias, como a IL-6 e 0 TNF presentes em maior quantidade nos individuos
idosos (Droge e Schipper 2007; Franceschi et al., 2007; Goto, 2008). Além disso, em
consequéncia das mutagdes no ADN mitocondrial, ocorre disfungdo mitocondrial e aumento de
producdo de ROS (Seo et al., 2010). A acentuar 0 aumento de stresse oxidativo existe
diminuicdo de defesas antioxidantes nomeadamente, do glutatido reduzido (GSH) e das enzimas
SOD, catalase e GI-Px. Na pratica, a acumulacdo de mutacGes somaticas a nivel do ADN
mitocondrial e 0 aumento do stresse oxidativo ao longo do tempo poderdo contribuir para o

desenvolvimento de neoplasias (Khandrika et al., 2009).

1.3 Patogénese do cancro da préstata

1.3.1 Carateristicas anatomo-patoldgicas

A prostata é a maior das glandulas acessérias do aparelho reprodutor masculino (Gongalves e

Bairos, 2007). O parénquima da prostata € constituido por 30 a 50 glandulas tubulo alveolares
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ramificadas que drenam separadamente no Iimen da uretra prostdtica e que se dispdem
concentricamente em torno desta (Gongalves e Bairos, 2007). Sob o ponto de vista histoldgico, a
glandula prostética pode dividir-se em trés regides principais — periférica, central e de transicéo
(Figura 1.4). No que diz respeito a sua localizagdo, cerca de 70% dos casos de cancro da prostata
tém inicio na zona periférica, aproximadamente 24% tém origem na zona de transicdo e o

restante na zona central (McNeal, 2003; Nelson et al., 2003).

Zona central

Zona de transigéo

Zona periférica

2cm

Figura 1.4 - Imagem de prostata. Préstata obtida por prostatectomia radical. Estdo representadas as
diferentes regides histologicas da prostata — zonas periférica, central e de transicdo. A imagem ilustra
alguns focos de cancro da préstata delimitados a amarelo. Adaptado de Nelson e colaboradores (2003).

Esta neoplasia apresenta-se predominantemente na forma de adenocarcinoma (95%), o qual por
definicdo tem origem no tecido glandular (Bostwick et al., 2004). Sob o ponto de vista
histologico a maioria € multifocal e heterogénea (Gleason, 1992). O grau de diferenciacao
condiciona a agressividade do tumor e € obtido em funcéo da classificagdo de Gleason. Nesta,
encontra-se estabelecida uma escala que varia de 1 a 5, estando o 5 associado a uma maior

indiferenciacdo e provavelmente pior prognostico. A classificacdo final (score de Gleason), é

13



obtida, pela soma dos dois graus histolgicos mais frequentes na neoplasia em causa (Gleason,
1966), atingindo um maximo de 10.

Assim, os tumores com scores de Gleason de 2 (1+1) até 6 (3+3) s@o considerados “bem
diferenciados” e relacionam-se geralmente com um melhor prognostico. A um score de Gleason
mais elevado corresponde uma maior probabilidade do tumor se comportar de uma forma
localmente agressiva e/ou de metastizar mais precocemente (Gleason e Mellinger, 1974; Nelson

et al., 2003; Pierorazio et al., 2012).

1.3.2 Acéo do recetor do androgénio

A normal diferenciacdo e maturacdo sexual masculina, bem como a espermatogénese e 0
desenvolvimento e manutencdo da glandula prostética, incluindo a acdo das células glandulares
epiteliais, dependem dos androgénios. Estes incluem a testosterona (T) e a sua forma convertida
no metabolito mais ativo, a Sa-di-hidrotestosterona (DHT), sendo o processo mediado pela
enzima S5o-redutase. A agdo androgénica requer a ligacdo destas hormonas ao recetor do
androgénio (AR). O recetor desempenha um papel fundamental durante o desenvolvimento do
cancro da préstata, bem como durante a sua progressdo, quer a hormono-dependente quer a
hormono-independente (Heinlein e Chang, 2004; Rahman et al., 2004).

No citoplasma da célula, o AR, encontra-se associado a chaperons como as proteinas de choque
térmico (HSP). A ligacdo do AR as hormonas T e DHT inicia a ativacdo transcricional deste
recetor. Ocorre alteracdo conformacional do mesmo com libertacdo das HSPs seguindo-se a

fosforilagdo do AR e transloca¢do do novo complexo para o nucleo. Os AR ligam-se entdo as
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regibes promotoras da transcricdo dos genes alvo (AREs - androgen-responsive elements), a fim
de regular a transcricdo de genes envolvidos na proliferacdo e apoptose (Koochekpour, 2010).

A ativacdo transcricional do AR é regulada pela interagdo do recetor com os seus co-reguladores
designadamente, ARAs e pela fosforilacdo de ambos. Fatores de crescimento como do tipo
insulina (IGF1), transformante beta (TGF-B) e a interleucina IL-6 estimulam cascatas de
sinalizagdo envolvendo participacdo da mitogen-activated protein kinase (MAPK), proteinas das
familias Sma e Mad (SMAD), proteina cinase B (AKT) e proline-rich tyrosine kinase (PYK2)
(Figura 1.5) (Heinlein e Chang, 2004; Rahman et al., 2004; Koochekpour, 2010). No inicio do
seu desenvolvimento, o cancro da prostata € dependente dos androgénios em cerca de 80 a 90%
dos casos. Tendo em conta este conceito, a terapéutica é em grande parte baseada na ablagao ou
privagdo dos androgénios e na inibicdo do AR (Denis e Griffiths, 2000). No entanto, as células
neoplésicas poderdo adaptar-se a concentracdes reduzidas de androgénios, resultando na
expansdo clonal e progressdo do tumor e, desta forma evoluir para uma fase hormono-
independente ou hormono-refrataria (Isaacs e Isaacs, 2004).

Alguns estudos sugerem que alteragcdes genéticas e funcionais do AR podem influenciar o
crescimento celular descontrolado e a resisténcia a apoptose em doentes com cancro da préstata,
contribuindo para a resisténcia a terapéutica (Koivisto et al., 1997; Giovannucci et al., 1997;
Paule, 2005). Dos mecanismos sugeridos para explicar a capacidade de sobrevivéncia das células
cancerigenas, a condi¢gdes de privacdo androgénica, poderdo citar-se a amplificacdo do AR,
tornando-o sensivel a reduzidas concentracbes de androgénios (Koivisto et al., 1997) e o
aparecimento de mutacfes no gene do AR, interferindo na sua relagdo de especificidade ao
ligando. Nesta situacdo o AR pode tornar-se sensivel a ativacdo por outros esteroides, que ndo 0s

androgénios, como ¢é o caso dos estrogenios (Culig et al., 1993; Tan et al., 1997). Ainda, é
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possivel que as células mantenham a proliferacdo celular por vias intracelulares independentes

daquelas que envolvem os androgénios (Craft et al., 1999; Sadar et al., 2000).

TGFB, IL-6, IGF1

T/DHT O\

/ Vias de sinalizacdo envolvidas:
o

[%]

I

SMAD/AKT/MAPK/PYK2 "

4>.AR
\vp .

L

Proliferacédo/
Apoptose

/(—;0-;1_p|exo

Pol Il

| ARE| ARE [ [ TATA |

Figura 1.5 - Esquema representativo da acdo do recetor do androgénio. O recetor do androgénio
(AR) encontra-se associado a chaperons como as proteinas de choque térmico (HSP) no citoplasma
celular. A testosterona (T) e di-hidrotestosterona (DHT) ligam-se ao AR libertando as HSPs e promovem
a associagdo do AR aos seus co-reguladores (ARAs). O AR sofre translocacéo para o nucleo, ligando-se
as regides promotoras da transcricdo dos genes alvo (AREs - androgen-responsive elements), a fim de
regular os genes envolvidos na proliferacdo e apoptose. A ativacdo do AR e dos ARAs é mediada por
fosforilagdo com a participacdo do fator de crescimento como do tipo insulina (IGF1), do fator de
crescimento transformante beta (TGF-P) e da interleucina IL-6 os quais estimulam cascatas de sinalizagdo
envolvendo participacdo da mitogen-activated protein kinase (MAPK), proteinas da familias Sma e Mad
(SMAD), proteina cinase B (AKT) e proline-rich tyrosine kinase (PYK2). A ativacdo transcricional do
AR é regulada pela interacdo do recetor com os seus co-reguladores designadamente, ARAs e pela
fosforilacio de ambos. Adaptado de Heinlein e Chang (2004).
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1.4 Stresse oxidativo

1.4.1 Espécies reativas de oxigénio e lesdo oxidativa de biomoléculas

O stresse oxidativo resultante do balango entre a producdo de ROS e as defesas antioxidantes
(Sies, 1985), é atualmente encarado como uma perturbacdo da sinalizacdo e do controlo do
estado oxidacdo/reducdo (Jones, 2006). Neste contexto tem sido implicado na patogenia de
diversas doengas humanas, nomeadamente, no carcinoma da préstata (Willis e Wians, 2003;
Miyake et al., 2004). Niveis elevados de ROS possuem a capacidade de induzir lesdo oxidativa
de biomoléculas como proteinas, lipidos e 4&cidos nucleicos, nomeadamente, o
desoxirribonucleico (ADN). Desta forma, contribuem para a desregulacdo de varias vias de
transducédo de sinal, envolvidas na sobrevivéncia, proliferacao, ciclo celular e morte celular. Mais
ainda, a lesdo oxidativa de ADN pode estar na base de mutacdes genéticas, associadas ao
desenvolvimento e progressao do cancro (Willis e Wians, 2003).

As ROS compreendem espécies radicalares de oxigénio, instaveis e muito reativas, que contém
pelo menos um eletrdo ndo emparelhado. Assim, sdo capazes de captar eletres de moléculas

vizinhas para completar a sua orbital (Sies, 1985). Sob o ponto de vista bioldgico, os radicais
mais importantes sdo o anido superéxido (02 ~), o radical hidroxilo (-OH) e o peroxilo (ROO")

(Sikka et al., 2003). As ROS incluem outras moléculas para além dos radicais, que facilmente se
convertem nestes, como é o caso do peroxido de hidrogénio (H,O,). Desta forma, na presenca de
metais pesados como o ferro ou cobre, 0 H,O, € convertido no radical -OH de acordo com a

reacdo de Fenton e Haber Weiss (Figura 1.6) (Sies, 1985; Koedrith e Seo, 2011).
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(A)

H,O, + Fe?*— -OH+ OH™ + Fe®*
Fe**+ H,0,— Fe’*+ O, + 2H"

2 H202—>OH + OH + OZ-+ 2H+
Fe*"/Cu”

(B)

Fes++ Oz- — Fez++ Oz

Fe?* + H,O — -OH + Fe®*

02- + HzO — 02+'OH + OH"
Fe**/Cu*

Figura 1.6 - Reacdo de Fenton (A) e de Haber-Weiss (B).

Outras espécies reativas com importancia biolégica sdo os hidroperoxidos lipidicos, o 6xido
nitrico, o diéxido de azoto, o peroxinitrito (ONOQO") e o oxigénio singleto (Halliwell, 1987;

Spector, 2000). A figura 1.7 resume a formacdo de ROS a partir do oxigénio molecular.

O, +e"— O, (anido superoxido)

O, + H,O0 —HO", (radical hidroperoxilo)
HO, + e"— H,0O, (perdxido de hidrogénio)
H,O, + ee—OH™ + OH’ (radical hidroxilo)

Figura 1.7 - Formacao de ROS a partir do oxigénio molecular. Adaptado de Klaunig e colaboradores
(2010).
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As ROS séo geradas in vivo em resultado de diferentes processos celulares, sendo a respiracéo
mitocondrial, o fendmeno maioritariamente responsavel pela producdo destas espécies (Freeman
et al., 1986). Durante a respiracdo aerébica formam-se ROS, sobretudo ao nivel dos complexos |
e Il da cadeira respiratoria mitocondrial. Do oxigénio consumido cerca de 3 a 5% ndo é
completamente reduzido, originando o anido superoxido (O,) facilmente convertido em
perdxido de hidrogénio (H,0;) por acdo da enzima SOD (Grek e Tew, 2010), de acordo como o
processo ilustrado na figura 1.8.

A producdo enddgena de ROS também pode ocorrer nos peroxissomas ou mesmo em resultado
da acdo dos androgénios (Mehraein-Ghomi et al., 2008) e do processo inflamatério devido a
acdo de macréfagos (Ahmad et al., 2009) e da libertacdo de citocinas que ativam a NADPH
oxidase, a qual catalisa a producdo de ROS como o anido superoxido e perdxido de hidrogénio

(Tanno e Matsui, 2011).

HZOZ
oY
I
OZ 02'_
Espago intermembranar
[ Complexo Complexo Complexo Membrana interna
— I =  Complexo 1t I— v
y I
0, 025 0, 25
Matriz mitocondrial | I > HzOz
MnSOD

Figura 1.8 - Esquema representativo da produgdo de ROS ao nivel da cadeia respiratoria
mitocondrial. Esta representada a producdo do radical O, e do H,O, resultante da acdo da enzima
Manganésio superoxido dismutase (MnSOD). Complexo I: NADH ubiquinona redutase, Il: succinato
ubiquinona redutase, I11: ubiquinol citocromo C redutase, 1V: citocromo C oxidase. Adaptado de Szeto
(2006).
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A producdo de ROS também pode ser influenciada por um ambiente hormonal propicio. Um
estudo de Sun e colaboradores (2001) revela que os androgenios, nomeadamente, a testosterona
estimulam a producdo de ROS através da participacdo do AR (Figura 1.9).

Por outro lado, a producdo continua de ROS celular pode ser desencadeada por carcinogeneos,
poluentes ambientais, infecdo e inflamacdo, radiacGes ionizantes, ingestdo caldrica, atividade
fisica, entre outros (Beckman e Ames, 1998; Finkel e Holbrook, 2000; Coussens e Werb, 2002;
Grek e Tew, 2010).

As ROS desempenham um papel fundamental, porém paradoxal, na regulacdo de varios
processos celulares. Sikka (2003) considerava estas espécies como “a double-edged sword”, isto
¢, “um pau de dois gumes”. Neste contexto, niveis adequados de ROS s&o fundamentais para
permitir a normal funcéo e sinalizacdo celular, participando no crescimento, diferenciacdo, morte
ou regulacdo da expressdo génica (Waris e Ahsan, 2006). Porém, nas células neoplasicas
caraterizadas pelo aumento de ROS, a funcdo e sinalizacdo celular encontram-se desreguladas.
As ROS podem induzir a fosforilacdo e ativacdo de proteinas envolvidas na sobrevivéncia das
células. Nomeadamente, os peroxidos podem oxidar a enzima Phosphatase and tensin homolog
(PTEN), impedindo a sua acdo de desfosforilacdo do fosfo-inositol-trifosfato 3 (PIP3). Por
conseguinte a proteina serina treonina cinase AKT ¢é fosforilada, acionando por sua vez a
fosforilagdo de inUmeras proteinas que passam a estar envolvidas na sobrevivéncia da célula.
Assim, ocorre fosforilagdo de BAD impedindo a ativacdo de moléculas pro-apoptoticos da
familia BCL-2 como 0 BAX ou BAK. A inibicdo de BAD associa-se a inibicdo da apoptose por
via mitocondrial ndo havendo ativacdo de caspase 9. A AKT fosforila os fatores de transcrigéo
forkhead (FOXO) condicionando a diminui¢do da expressdo de genes pro-apoptéticos (Figura
1.9) (Clerkin et al., 2008).
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Resisténcia a apoptose

Figura 1.9 - Exemplificacdo da origem de ROS e sua ac¢ao na proliferacdo celular e resisténcia a
apoptose. As ROS podem resultar da fun¢do mitocondrial, da acdo de fatores externos ao organismo, da
resposta inflamatdria e da prépria acdo de androgénios. As ROS, nomeadamente, peréxidos podem oxidar
a enzima Phosphatase and tensin homolog (PTEN), impedindo a sua acdo de desfosforilagdo.
Consequentemente a serina treonina cinase (AKT) é fosforilada. Esta enzima fosforila outras proteinas
como BAD e fatores de transcrigdo forkhead (FOXO) inibindo a sua atividade e impede a ativagdo de
caspase 9 mitocondrial contribuindo para a sobrevivéncia da célula.

Considerando a facilidade com que os radicais oxidam biomoléculas, nomeadamente, acidos
nucleicos, proteinas e lipidos, poderdo condicionar a etiologia e progndstico de varias patologias
entre as quais o cancro (Grek e Tew, 2010). As moléculas que cedem eletrdes sdo oxidadas
podendo neste processo sofrer lesdes estruturais (Garcia-Bailo et al., 2011).

A oxidacdo dos lipidos designada por peroxidacdo lipidica ocorre frequentemente ao nivel dos

acidos gordos polinsaturados da bicamada lipidica, comprometendo as propriedades biofisicas da
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membrana como a fluidez e permeabilidade, bem como a estrutura e funcdo (Zadak, 2009). A
peroxidacdo lipidica processa-se por reagdo em cadeia originando diversos radicais capazes de
iniciar novas reacGes (Halliwell, 1987). Como resultado formam-se também produtos néo
radicalares incluindo aldeidos lipidicos como o hidroxinonenal ou o malonildealdeido (MDA),
utilizados para avaliacdo da extensdo da peroxidacdo lipidica. A lesdo oxidativa dos lipidos
condiciona, ao longo do tempo, a progressiva substituicdo de &cidos gordos polinsaturados por
outros monoinsaturados, por sua vez mais suscetiveis & acdo das ROS (Dexter et al., 1994).

Além do referido, as alteragdes na composi¢cdo da bicamada lipidica refletem-se na estrutura e
atividade das proteinas que ai estdo contidas, afetando as respetivas atividades enziméticas, como
a forma de transporte e reconhecimento (Moley e Muecker, 2000). A oxidacdo das proteinas,
origina alteragdes conformacionais, modificagdes nos aminoacidos e mesmo rutura nas ligacoes
peptidicas. A lesdo de alguns aminoacidos como a lisina, a arginina e a prolina conduz a
formacdo de compostos derivados, os grupos carbonil, cuja quantificacdo permite avaliar a
extensdo da lesdo oxidativa de proteinas (Dean et al., 1997; Nichols e Katiyar, 2010).

A lesdo oxidativa do ADN pode condicionar o aparecimento de mutacGes e instabilidade
genética, cuja acumulagdo € inerente ao processo de carcinogénese (Olovnikov et al., 2009).
Além disso, a lesdo oxidativa do ADN tambem se associa a alteragdes do estado de metilacéo,
nomeadamente, nas celulas cancerigenas. Neste sentido € frequente observar a hipermetilacéo de
regibes reguladoras ou promotoras de genes supressores tumorais, com consequente
silenciamento destes. Por outro lado, ocorre frequentemente hipometilagdo global de genes
resultando na ativacdo de protooncogenes (Donkena et al., 2010). De uma forma geral, a lesdo

oxidativa de ADN associa-se a alteracfes moleculares que condicionam a sua ligacdo a enzima
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ADN metil-transferase, a qual adiciona grupos metilo (CHs) ao nucle6tido citosina (Donkena et

al., 2010).

1.4.2 Acao dos sistemas antioxidantes

Os sistemas antioxidantes contrariam as reacfes de oxidacdo ou o seu efeito através da inibicéo
da formacdo dos radicais, inativacdo dos mesmos e reparacdo da lesdo oxidativa de
biomoléculas, de modo a manter ou restabelecer o estado redox (Kannappan et al., 2012).
Diversos antioxidantes, por se encontrarem na forma reduzida, tém capacidade de doar eletres
aos radicais tornando-os mais estaveis e consequentemente menos reativos. Outros mecanismos
envolvem a inibicdo da expressdo de enzimas indutoras de radicais livres como a cicloxigenase-2
através do licopeno (Palozza et al., 2010).

Os antioxidantes podem ter origem enddgena ou exdgena (Garcia-Bailo et al., 2011). Os de
origem endogena, também designados por defesas antioxidantes, podem ser do tipo enzimatico
ou ndo enzimatico. As enzimas antioxidantes incluem a catalase, a superoxido dismutase (SOD),
a redutase do glutatido (GI-Red), a peroxidase do glutatido (GI-Px), a glutationa-S-transferase
(GST), a redutase da tioredoxina (Trxr), a peroxiredoxina (Prx) entre outras. As defesas
antioxidantes ndo enzimaticas incluem o glutatido (GSH), as tioredoxinas (Trx), a melatonina, as

vitaminas C e E, entre outros (Poljsak, 2011).
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1421 Defesas antioxidantes enzimaticas

A SOD pertence ao grupo das defesas antioxidantes enzimaticas. Apresenta trés isoformas, a
citosolica dependente de cobre e zinco como cofatores (Cu,Zn-SOD), a mitocondrial (Mn-SOD),
dependente de manganésio e a extracelular (EC-SOD). Esta enzima cataliza a reacdo de
dismutacdo do anido superoxido com formacdo de peréxido de hidrogénio, de acordo com a

equacéo representada abaixo (Halliwell, 1985; Poljsak, 2011):

20,7+ 2H' o H,0,+ 0,

Por seu lado, o peroxido de hidrogénio pode ser convertido em &gua por intermédio de enzimas

como a catalase, através da seguinte equacédo (Poljsak 2011):

Catalase

2H,0, 5 2H,0 + 0,

A conversdo do peroxido de hidrogénio em agua também pode ser mediada pela GI-Px. Este
processo, envolve ainda outras defesas antioxidantes como a Gl-Red e o0 GSH de acordo com o

esquema abaixo representado (Fujii et al., 2011):
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A GI-Px € uma selenoproteina presente no organismo humano sob a forma de cinco isoenzimas
diferentes, a GI-Px-1 presente no citosol, a GI-Px-2 no trato gastrointestinal, a GI-Px-3 no
plasma, a GI-Px-4 e a GI-Px-sn presente no nucleo de espermatozoides (Almondes et al., 2010).
A GST € uma enzima que tem a capacidade de catalisar a biotransformacdo de metabolitos
ativados, por exemplo PAHSs, por conjugacdo com o GSH, permitindo a sua eliminagéo (Taioli,
2008).

A Trxr é uma enzima que incorpora residuos de selenocisteina e apresenta trés isoformas com
diferentes localizagBes, a Trxrl no citosol, a Trxr2 na mitocondria e a Trxr3 presente nos
testiculos (Jackson-Rosario e Self, 2010). A sua principal funcdo consiste em reduzir a Trx (ver
esquema seguinte). No entanto, também reduz outros compostos como a vitamina C, repondo a
sua atividade antioxidante (Almondes et al., 2010).

As Prx representam uma familia de peroxidases (Prx 1 a 6) que convertem H,O, e
hidroperdxidos organicos em agua e alcool respetivamente. A reducdo das Prx (1 a 5) oxidadas é

efetuada pela Trx e, no caso da Prx 6, pelo GSH (Zhu et al., 2012).
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Apresentam seis isoenzimas, as Prx 1 a 6. A Prx1, 2 e 6 estdo localizadas principalmente no
citosol, a Prx3 na mitocéndria, a Prx4 esta presente no reticulo endoplasmatico e na matriz

extracelular, enquanto a Prx5 se localiza no citosol, nucleo, mitocéndria e peroxissomas.

1.4.2.2 Defesas antioxidantes ndo enzimaticas

1.4.2.2.1 Antioxidantes enddgenos

Entre as defesas antioxidantes endogenas ndo enzimaticas pode referir-se 0 GSH, o sistema
tioredoxina, a melatonina e o acido urico (Poljsak, 2011).

O GSH (y-glutamilcisteinilglicina) é o tiol ndo proteico mais abundante nas células dos
mamiferos. Trata-se de um tripeptideo composto por glutamato, cisteina e glicina. E sintetizado a
nivel intracelular a partir dos aminoacidos que o constituem e pela acdo das enzimas sintase da y-

glutamilcisteina e sintase do GSH (Magwere e Burchill, 2011).
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O GSH tem capacidade para atuar diretamente sobre as ROS, ficando oxidado (GSSG). Este é
novamente reduzido por acdo da Gl-Red, utilizando NADPH, como previamente ilustrado (Fujii
et al., 2011). Da mesma forma que o GSH, a melatonina tem a capacidade de neutralizar
diretamente as ROS (Flora et al., 2008; Poljsak, 2011), sendo também indutora da expressdo e de
atividade das enzimas GI-Px e SOD.

A Trx é uma selenoproteina que atua como dador de eletrdes a outras enzimas antioxidantes intra
e extracelulares, como a GI-Px e a Prx (Almondes et al., 2010).

O é&cido urico é um produto final do metabolismo de purinas, presente no plasma e, em

concentracgdes fisioldgicas removem radicais superdxido e hidroxilo (Larumbe, 1999).

1.4.2.2.2 Antioxidantes de fonte exdgena

Diversos estudos tém sugerido que os antioxidantes obtidos através da alimentacdo podem ter
um efeito preventivo no desenvolvimento e progressdo do cancro da prostata (Pathak et al.,
2003), nomeadamente, as vitaminas C, D e E, o selénio e os polifen6is como o epigalo-B-
catequina-3-galato (Ansari et al., 2002; Pathak et al., 2003; Bettuzzi et al., 2006; Russo et al.,
2010). Estes compostos combatem a lesdo oxidativa de biomoléculas nomeadamente do ADN,
prevenindo mutacOes que estdo na base da carcinogénese (Olovnikov et al., 2009; Garcia-Bailo
etal., 2011).

Outras propriedades destes compostos relacionam-se com a reparacdo da lesdo oxidativa. Por
exemplo, os polifendis induzem a reparacdo do ADN mutado. Tém ainda a propriedade de inibir

a angiogénese, “frenar” a resposta inflamatdria, atuando sobre citocinas como o VEGF e a
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cicloxigenase, envolvidos na carcinogénese (Bliveau e Gingras, 2007). A tabela 1.1 ilustra

diversos antioxidantes existentes nas respetivas fontes alimentares.

Tabela 1.1 - Fontes alimentares de antioxidantes

Antioxidantes exdgenos Fontes alimentares

Selénio Vegetais, grdo, carne vermelha, peixe, aves, ovos

Catequinas Ché verde, azeite

Vitamina C Citrinos, morango, brocolos, repolho, pimento verde, damasco
Vitamina D Figado, leite, peixe gordo como o salméo e atum

Vitamina E Cereais integrais, abacate, manteiga, brocolos e sementes

O selénio é um elemento vestigial presente no nosso organismo, que se encontra na natureza
fundamentalmente sob a forma inorganica de selenito e selenato, ou na forma orgénica de
selenometionina e selenocisteina (Almondes et al., 2010).

Este elemento tem sido associado a prevencao do cancro da prostata reconhecendo-se um papel
importante na prevencao da lesdo oxidativa do ADN, do stresse oxidativo e da inflamag&o. Pode
também induzir a ativagdo de mecanismos que envolvem as selenoproteinas, nomeadamente a
GI-Px (Nadiminty e Gao, 2008). Contudo, concentracdes elevadas de selénio, apresentam
propriedades anticancerigenas através da inibicdo da proliferacdo celular e inducdo de apoptose
em células tumorais. Estes efeitos tém sido demonstrados em células de cancro da proéstata
(Menter et al., 2000; Husbeck et al., 2005; Reagan-Shaw et al., 2008; Xiang et al., 2009; Freitas
et al., 2011) e correlacionados com um aumento da relagdo BAX/BCL-2, de BAK e de BID e

diminuicdo da expressao do fator anti-apoptético BCL-2 (Reagan-Shaw et al., 2008; Freitas et
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al., 2011). A indugdo de apoptose tem sido também associada a um aumento de stresse oxidativo
em resultado da diminuicdo de defesas antioxidantes nomeadamente da razdo GSH/GSSG,
concomitantemente com um aumento de anido superéxido em células de cancro da préstata
(Husbeck et al., 2005; Xiang et al., 2009).

Guan e colaboradores (2009) referem que o selenito de sddio (Na,SeO3), uma forma inorgénica
de selénio, altera a distribui¢do intracelular da (Mn-SOD), a qual diminui na mitocéndria e
aumenta no citosol. Como consequéncia, 0s autores preveem uma acumulagdo de anido
superoxido intracelular responsavel pela inducdo de apoptose. Menter e colaboradores (2000)
evidenciaram que o selenito de sddio é mais potente do que a selenometionina em termos de
inducdo de apoptose. Outros autores, como Jiang e colaboradores (2002) demonstraram que a
exposicdo de linhas celulares androgeno-independentes, como as células DU145, a
selenometionina e ao selenito de sddio, induziam alteragdes especificas no ciclo celular
(bloqueio) e apoptose mediada pela libertagdo do citocromo C. Tem sido ainda referida a sua
participacdo na fosforilagdo de cinases como a proteina cinase B (AKT) e outras,
designadamente, a extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK)1/2, a Jun NH2-terminal
kinase 1/2 (JNK1/2), e a p38 mitogen-activated protein kinase (p38MAPK), bem como na
participacdo da expressdo de proteinas reguladoras do ciclo celular, incluindo os inibidores de
ciclinas dependentes de cinases (P27KIP1 e P21CIP1). Concomitantemente, a exposi¢cdo ao
selenito de sddio induz fragmentacdo de ADN, independentemente das caspases, e blogueio do
ciclo celular na fase S, o que podera estar associado a uma diminuicdo da expressao de P27KIP1

e P21CIP1 e aumento da proteina supressora tumoral P53.
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O selénio participa no sistema antioxidante como selenocisteina, sendo incorporando por varias
selenoproteinas, entre elas a GI-Px e TRxr, as quais protegem o ADN da lesdo oxidativa
(Almondes et al., 2010).

Alguns estudos, como ja referimos, relacionam a toma de cha verde com a preven¢do do cancro
da prostata (Van Poppel e Tombal, 2011). O composto epigalo-p-catequina-3-galato pertencente
aos polifendis esta presente no cha verde em elevadas concentra¢cGes sendo a catequina mais
eficiente a reagir com as ROS. Além disso, sequestra ifes metalicos, o que previne a formacao
de radicais (Lipinski, 2011; Tachibana, 2011) e evidencia a¢do antineoplasica através da inibicao
da proliferacéo celular e da inducéo de apoptose (Sarar et al., 2009; Cansar et al., 2012).

A vitamina C é o antioxidante hidrossolivel de maior abundancia. Apresenta-se
predominantemente na forma de acido ascorbico. A vitamina C reage com os radicais hidroxilo,
alcoxilo e peroxilo lipidico. Além disso, participa na reciclagem de vitamina E e GSH (Garcia-
Bailo et al., 2011) e pode reduzir metais de transicdo tais como o cobre e ferro (Valko et al.,
2007).

A vitamina E é um antioxidante lipossollvel, que compreende os derivados do tocoferol e do
tocotrienol (Van Poppel e Tombal 2011; Kannappan et al., 2012). O tocoferol apresenta quatro
formas (a-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol e &-tocoferol), sendo o a-tocoferol a forma
predominante no organismo. O tocoferol reage com radicais hidroxilo, alcoxilo e peroxil lipidico
(Garcia-Bailo et al., 2011). De acordo com Van Poppel e Tombal (2010), niveis elevados de a-
tocoferol plasmatico tém efeito preventivo no cancro da prostata e na inibicdo da proliferacdo
celular ou no crescimento tumoral. Recentemente, Ledesma e colaboradores (2011)
determinaram, num estudo clinico, que a ingestdo de 50 mg diérios de a-tocoferol reduz a

incidéncia de cancro da prostata em 32% e a mortalidade ao fim de 8 anos, em 41% dos casos
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estudados. Observaram ainda que essa reducdo é independente dos hébitos tabégicos (Ledesma
et al., 2011). Este composto evidencia ainda inibig&o da lipoxigenase e cicloxigenase, bem como
diminuigdo de TNF-a envolvidos na inflamagao, por sua vez relacionada com o aumento de ROS
(Garcia-Bailo et al., 2011).

Relativamente & vitamina D, é também um importante antioxidante capaz de prevenir a

peroxidacdo lipidica (Wiseman, 1993).

1.5 O fumo do tabaco e o stresse oxidativo

Um distarbio no equilibrio redox pode estar implicado na patogenia de diversas doengas
humanas, nomeadamente no carcinoma da prostata (Willis e Wians, 2003; Miyake et al., 2004).
Niveis elevados de ROS, acentuados pelo envelhecimento, inflamacdo ou por fatores externos
como o tabaco a dieta e 0 consumo de alcool, podem lesar o ADN, as proteinas e os lipidos e,
desta forma, contribuir para a desregulacdo de varias vias de transducgdo de sinal envolvidas na
sobrevivéncia, na regulacdo do ciclo celular e na morte celular por apoptose (Beckman e Ames
1998; Finkel e Holbrook, 2000; Coussens e Werb, 2002; Willis e Wians, 2003). Assim, as ROS
interferem na funcdo celular normal com favorecimento de mutacgdes, e instabilidade genetica,
mecanismos relacionados com a carcinogenese.

As ROS sédo formadas continuamente nas celulas como consequéncia natural do seu metabolismo
durante a fosforilagdo oxidativa mitocondrial e outras reagdes que envolvem a transferéncia de
eletrdes, sendo de destacar o0 O2-7, o -OH e o H,0O, presentes na mitocéndria (Novo e Parola,

2008). Uma vez que a mitocondria é o organelo intracelular onde estas espécies sao

31



maioritariamente produzidas o ADN mitocondrial torna-se um alvo facil da lesdo oxidativa, com
consequente mutacdo genética, uma vez que é desprovido de histonas e se encontra préximo da
fonte geradora de ROS (Fraga et al., 1990; Sambade, 1999; Carew e Huang, 2002). Na realidade,
as alteracdes do ADN mitocondrial também tém sido associadas ao processo de carcinogénese.
Foi ja& demonstrado que células de individuos fumadores e, por conseguinte, expostas aos
compostos presentes no tabaco, possuem maior quantidade de ADN mitocondrial, quando
comparadas com células de ndo fumadores. Mais ainda, o fumo do tabaco pode induzir o
aumento do conteudo de ADN mitocondrial que estd associado a lesdo oxidativa, e/ou a
alteracOes da atividade dos complexos da cadeia respiratdria (Tan et al., 2008).

O fumo do tabaco é formado por uma mistura complexa de compostos, entre os quais ROS e
outras espécies radicalares, nomeadamente 6xido nitrico. Este composto tem a capacidade para
reagir com o oxigénio e formar ONOO’, uma espécie reativa de nitrogénio com elevada acédo
oxidativa, tendo sido implicado na carcinogénese e na promocao tumoral (Hecht, 1999; Hecht,
2006; Donohue, 2006; Biswas e Rahman, 2009).

Todos os 6rgdos e tecidos sdo potencialmente atingidos pelas ROS e outros metabolitos ativos do
fumo do tabaco como os PAHSs, podendo associar-se a diversos tipos de cancro, quer por
contacto direto, como no cancro da laringe, do pulméo, e do esofago, quer pelo contacto com 0s
produtos cancerigenos transportados na corrente sanguinea, como acontece no cancro do
pancreas e na leucemia mieldide aguda. Os tecidos podem ainda ser atingidos pelos metabolitos
do fumo do tabaco aquando da sua excrecdo, como se verifica no cancro da bexiga (Taioli 2008;
Hoffmann et al., 2001). Contudo, permanece por esclarecer a acdo dos habitos tabagicos, no
desenvolvimento e progressdo do cancro da prostata. Como veremos mais adiante, o risco em

fumadores poderéa estar condicionado pela associacéo a outros fatores de risco como 0 consumo
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de alcool e/ou variagBes interindividuais, nomeadamente, na capacidade de metabolizacdo e
eliminacdo dos compostos carcinogéneos presentes no fumo de cigarro (Rybicki et al., 2006).

A interacdo gene-ambiente nos diversos tipos de cancro associados aos hébitos tabagicos é
complexa, dependendo da multiplicidade de genes envolvidos no metabolismo dos compostos do
fumo do tabaco, da quantidade de substratos e do tipo de composto (Taioli, 2008).

Como vimos, o fumo do tabaco é composto por uma complexa mistura de substancias com
potencial carcinogéneo, expondo os fumadores a quantidades significativas de ROS (Bloomer,
2007).

Vaérios estudos indicam que os fumadores possuem niveis de biomarcadores compativeis com
aumento de stresse oxidativo. S&o exemplos, o aumento de grupos carbonilo, em resultado da
oxidacdo proteica ou de malonildealdeido (MDA), associado a peroxidacdo lipidica (Bloomer,
2007).

Por outro lado os hébitos tabagicos associam-se a diminui¢do dos niveis séricos das vitaminas A
e C, da razdo GSH/GSSG e cisteina/cisteina oxidada (Yanbaeva et al., 2007; Sarir et al., 2009).
Um estudo preliminar, desenvolvido por Freitas e colaboradores (2007), revelou aumento de
stresse oxidativo num grupo de doentes fumadores com cancro da prostata, traduzido por
diminuicdo significativa do estado antioxidante total (TAS) e de GSH, bem como por aumento
da peroxidacéo lipidica, sugerindo a participacdo dos habitos tabagicos e do stresse oxidativo no
desenvolvimento do cancro da proéstata.

No entanto, Chaudhary e colaboradores (2007), observaram um aumento significativo da
expressdao da peroxirredoxina I (Prx 1), em linhas celulares de cancro da prostata (22Rv1) e de
epitélio ndo neoplasico (PrEC), quando tratadas com benzo(a)pireno. Uma vez que as Prx séo

enzimas antioxidantes, o seu aumento foi interpretado como um mecanismo de autodefesa destas
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celulas. A Prx estd aumentada também em varios outros tipos de cancro (Yanagawa et al., 1999;
Chang et al., 2001).

Sarir e colaboradores (2009) evidenciaram que a exposicdo de macrofagos ao fumo de tabaco
conduz a diminuicdo de GSH e aumento de ROS, de uma forma dependente da concentracao.

A lesdo oxidativa do ADN, baseado na quantificacdo de 8-hidroxi-desoxiguanosina, foi
evidenciada em células da retina de ratos expostos de forma crénica ao fumo de tabaco (Fujihara
et al., 2008).

O tabaco € também, um promotor da resposta inflamatdria generalizada resultando no aumento
de leucdcitos polimorfonucleados, eles proprios produtores de ROS (van Eeden e Hogg, 2000;
Yanbaeva et al., 2007).

Desta forma, o stresse oxidativo induzido pelo fumo do tabaco devera estar relacionado com a
lesdo direta de ROS sobre as biomoléculas, bem como na capacidade para induzir a resposta
inflamatdria, modificagBes na atividade mitocondrial e diminuicdo de defesas antioxidantes o
que pode contribuir para o desenvolvimento e progressdo do cancro da prostata (van Eeden e
Hogg, 2000; Yanbaeva et al., 2007; Freitas et al., 2007; Tan et al., 2008; Sarir et al., 2009)

(Figura 1.10).
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Figura 1.10 - Inducgéo de stresse oxidativo mediado pelo fumo do tabaco.

Diversos estudos sugerem também que a suscetibilidade genética individual relacionada com a
capacidade antioxidante e inativadora de carcinogéneos presentes no fumo do tabaco, podera
condicionar o desenvolvimento da doencga, entre individuos fumadores (Rybicki et al., 2006;
Gsur et al., 2001).

O efeito do stresse oxidativo depende ainda do tipo de ROS envolvido bem como da

concentracgdo e do tempo de exposicao (Pelicano et al., 2004).
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1.6 Potencial agéo cancerigena do fumo do tabaco

O fumo do tabaco contém compostos cancerigenos como 0s PAHSs e as nitrosaminas, 0s quais
estdo associados a formacdo de adutos de ADN (Lodovici e Bigagli, 2009). Os PAHs e as
nitrosaminas, sdo metabolizados numa primeira fase pelo sistema enziméatico P450 em
compostos eletrofilicos com capacidade para estabelecerem ligacdes covalentes com as
macromoléculas de ADN, formando adutos (Sterling e Cutroneo, 2004). A reacdo inicial de
hidroxilacéo, tal como ocorre com outros pré-carcinogéneos presentes no tabaco, € essencial para
a conversao destas substancias em carcinogéneos, capazes de provocarem mutacdes permanentes
no ADN a semelhanca do que ocorre em células de cancro (Hecht, 1999; Tan et al., 2008).

Os adutos de ADN poderdo participar na carcinogénese, sobretudo, se ocorrerem em
determinados locais da molécula, como em genes supressores tumorais, proto-oncogenes, ou
genes codificantes de enzimas responsaveis pela sua reparacdo, originando mutacGes que se
perpetuam ao longo das divis@es celulares (Rybicki et al., 2006; Singh et al., 2011).

Estes adutos de ADN sdo considerados por alguns autores como marcadores moleculares de
exposicdo ao fumo do tabaco (Lodovici e Bigagli, 2009). De facto, diversos estudos
epidemioldgicos reportaram a associagdo entre os niveis de adutos de ADN e o cancro do
pulmao, cabeca e pescoco, bexiga (Lodovici e Bigagli, 2009) e prostata (Rybicki et al., 2006).
Além disso, mostraram ainda que existe uma relagdo inversamente proporcional entre a presenca
dos adutos de ADN em tecido prostatico humano, originados pela acdo dos PAHs (PAH-DNA),
a progressao da doenca e os niveis de PSA. Uma vez que os adutos de ADN ndo sdo transmitidos
as células filhas, estes vdo diminuindo ao longo das mitoses celulares, o que é consistente com

um papel importante destas altera¢fes durante o processo inicial de carcinogénese.
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O benzo(a)pireno é o PAH mais estudado no ambito do cancro da préstata. A sua acéo
carcinogénea requer ativagdo metabdlica (Kooiman et al., 2000). Haque e colaboradores (2005)
observaram um aumento da expressdo da metaloproteinase 9 (MMP-9), uma enzima necesséria a
metastizacdo, em células humanas de cancro da préstata expostas a PAHSs, entre os quais o
benzo(a)pireno. Estes compostos também parecem contribuir para a agressividade de outras
celulas neopléasicas. Assim, a exposi¢cdo de linhas celulares isoladas de cancro tirdide a
benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno e benzo(k)fluoranteno resultou na indugdo da proliferacao
celular, sendo que o benzo(a)pireno teve um efeito mais acentuado (Kobayashi et al., 2005).
Além de pro-carcinogéneos, o fumo do tabaco contém ROS associados ao desenvolvimento e
progressdo do cancro da prostata. Como mencionado, varios estudos indicam que os fumadores
possuem um nivel aumentado de biomarcadores de stresse oxidativo, quando comparados com
ndo fumadores (Bloomer et al., 2007; Freitas et al., 2007). O aumento de grupos carbonil, em
parte resultantes da oxidacéo de residuos de aminoécidos como a lisina, a arginina e a prolina foi
verificado em fumadores, comparativamente a ndo fumadores (Nichols e Katiyar, 2010).

Para além das ROS, o fumo do tabaco, contém espécies reativas de nitrogénio, como o Oxido
nitrico (NO’). Este radical apresenta um papel fisiolégico importante em concentragdes
adequadas, na modulacéo da presséo arterial e da neurotransmissdo. No entanto, quando gerado
em excesso 0 NO' torna-se tdxico e esta implicado na carcinogénese. Um dos mecanismos pode
estar relacionado com o facto do NO' reagir facilmente com o oxigénio e formar ONOQO",
altamente reativo sobre as biomoléculas (Halliwell, 1987). Os habitos tabagicos também tém
sido associados a niveis aumentados de testosterona (Ferrini e Barrett-Connor, 1998; Plaskon et
al., 2003). Apesar dos androgenios serem necessarios para o desenvolvimento e crescimento do

tecido prostatico normal, tal facto pode também potenciar a transformacdo maligna, pelo
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aumento da proliferacdo celular (Nelson et al., 2003). Concomitantemente, um estudo de
Mehraein-Ghomi e colaboradores (2008) revela que os androgénios induzem a producdo de
ROS.

A nicotina também esta presente no tabaco e é um reconhecido carcinogéneo. Além de inibir a
apoptose, pode ter um papel na sobrevivéncia das células neoplésicas (Wright et al., 1993).

O tabagismo, habitualmente com carater crénico, também interfere com o sistema imunitario,
observando-se aumento de leucdcitos polimorfonucleados e diminuicdo da atividade das células
natural killer bem como dos linfécitos T supressores, em individuos fumadores (Hughes et al.,
1985; van Eeden e Hogg , 2000).

A figura 1.11 ilustra a potencial acdo carcinogénea mediada pelo fumo do tabaco em resultado da
presenca de pro-carcinogéneos como os PAHSs, ou de compostos indutores de stresse oxidativo.
Por ultimo, Enokida e colaboradores (2006) demonstraram pela primeira vez uma relagdo
significativa entre as alteracdes epigenéticas e o stresse oxidativo induzido pelo fumo do tabaco.
De facto, estes autores verificaram que existe uma relacdo entre o estado de hipermetilacdo dos
ilhéus de CpG de diversos genes, nomeadamente, do APC (adenomatous polyposis coli), do
GSTP1 (glutathione-S-transferase = 1) e do MDR1 (multidrug resistance 1), com os habitos
tabagicos. A metilacdo encontrada nos genes de individuos fumadores, revelou-se
significativamente superior por comparacdo com os genes de individuos que nunca fumaram. Em
doentes com cancro da prostata, observou-se uma associacao entre a metilacdo destes genes e a
carga tabagica, a qual é definida pelo produto entre o nimero de macgos fumado diariamente e o
numero de anos que o individuo fumou (Ebbert et al., 2003). O silenciamento de genes através
da metilacdo do ADN em ilhéus CpG nas regiGes promotoras € um dos mecanismos major de

inativacdo de genes supressores tumorais (Jones e Baylin, 2007).
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Figura 1.11 - Representagdo esquematica da potencial acédo carcinogénea do fumo do tabaco. PAHs
- hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, ROS - espécies reativas de oxigénio.

O estado de metilacdo tem tendéncia a ser menor nos ex-fumadores do que em fumadores ativos,
e maior em individuos com cancro da prostata avancado (Enokida et al., 2006). De acordo com
Marsit e colaboradores (2005) a metilacdo dos genes parece estar relacionada essencialmente

com a idade de inicio dos habitos tabagicos e ndo tanto com a carga tabagica.
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1.7 Carcinogénese da prostata

Os indicadores estatisticos revelam diminuicdo na mortalidade do cancro da prostata, ao longo da
altima década (Figura 1.2) (Siegel et al., 2012), em parte, devido ao rastreio atempado, que
permite um diagnostico precoce (Bosetti et al., 2011). No entanto, alguns autores referem que
cerca de metade dos casos ainda sdo diagnosticados em fase de doenca avancada o que poderia
ser evitado, atendendo ao longo periodo de laténcia evidenciado pela doenca (Fleshner e Klotz,
1998). Sakr e colaboradores (1994) detetaram a presenca de microfocos malignos em 30% dos
homens com idades compreendidas entre os 30 e os 39 anos, sendo que as manifestacbes
clinicas, ocorrem maioritariamente entre a sexta e a sétima década de vida (Fleshner e Klotz,
1998).

Assim, a carcinogénese da préstata € um processo lento que resulta da acumulacdo de mutagdes
genéticas e epigenéticas ao longo do tempo, as quais conduzem inicialmente a transformacao
neoplasica e posteriormente a progressdo e metastizacdo do cancro (Klaunig et al., 2010). A

figura 1.12 resume as diferentes etapas que estdo na base da carcinogénese da prostata.
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Figura 1.12 - Representacdo das diferentes etapas da carcinogénese da prostata.

De Marzo e colaboradores (1999), sugeriram que o cancro da préstata é precedido por uma lesao
designada por atrofia inflamatéria proliferativa (PIA), a qual progride para a neoplasia
intraepitelial prostatica (PIN) (Figura 1.12) e posteriormente para cancro da prostata. As lesdes
epiteliais caraterizam-se pela presenca de células que perderam a capacidade de diferenciacdo em
células cilindricas secretoras, carateristicas deste epitélio, e ocorrem sobretudo, na regido
periférica da prostata, na qual se originam a maioria dos tumores prostaticos (De Marzo et al.,
1999). A sua distribuicdo é predominantemente multifocal e parece resultar da inflamacéao
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cronica. Localiza-se em éreas adjacentes as lesGes PIN e/ou ao cancro da prostata (De Marzo et
al., 1999, Putzi e de Marzo, 2000).

A localizacdo comum das lesGes PIA e das areas de inflamacg&o cronica sugere que as primeiras
sdo o resultado da proliferagdo regenerativa do epitélio prostatico como resposta a lesdo
oxidativa desencadeada pela inflamacéo (De Marzo et al., 1999).

As células epiteliais carateristicas da PIA evidenciam varios sinais de resposta ao stresse
oxidativo, como elevados niveis de GSTP1 ou de glutationa-S-transferase Al (GSTAL) (De
Marzo et al., 1999, Parsons et al., 2001). A perda de GSTP1, provavelmente como resultado da
hipermetilacdo dos ilhéus CpG no gene GSTP1, parece associar-se a transicdo entre a PIA, a
neoplasia (PIN) e o cancro da prostata (Lin et al., 2001; Brooks et al., 1998).

A lesdo PIN corresponde a uma proliferacdo de células epiteliais prostaticas transformadas,
confinada aos ductos ou &cinos glandulares (McNeal, 1969; McNeal, 2003) que, de acordo com
Zynger e Yang (2009), representa uma lesdo diretamente precursora do cancro da prostata.

As mutacBes que condicionam a transformacao neoplasica (Nelson et al., 2003) resultam numa
célula alterada que se torna andrquica, e que transmite essas carateristica as células filhas
(Civetta e Civetta, 2011). A carcinogénese em geral compreende a fase de iniciacdo que envolve
alteracdes genéticas irreversiveis, a promocao geralmente associada a proliferagdo acentuada e a
fase de progressdo que resulta normalmente na formacdo de novas mutagdes que conduzem a
aquisicao do fendtipo maligno ou invasivo (Klaunig et al., 2010). O cancro da préstata avancado
ou metastizado compreende uma fase inicial hormono-dependente na qual as células requerem
androgénios para a sua proliferacdo, progredindo posteriormente para a fase hormono-
independente (Figura 1.11) (Klaunig et al., 2010). A adicdo de mutacOes genéticas que se

traduzem por uma atividade aberrante de inUmeras vias de sinalizacdo e regulacdo celulares,
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condicionam o crescimento celular desregulado, potencial replicativo ilimitado, evasdo a
apoptose, invasdo tecidular, angiogénese participando no crescimento e metastizacdo do tumor
(Klaunig et al., 2010; Israel e Schwartz, 2011; Civetta e Civetta, 2011; Kannappan et al., 2012).
No cancro da prostata estas alteracdes envolvem em parte a sinalizacdo mediada pelo AR,
(Quinn et al., 2005; Marks et al., 2008) e a hipermetilacdo dos ilhéus CpG do gene GSTP1 com
consequente supressdo enzimatica e contributo para o aumento de stresse oxidativo.

As mutacgdes observadas na carcinogénese em geral, resultam na expressdo aberrante de genes,
nomeadamente na ativacdo de oncogenes como o BCL2, K-RAS, N-RAS; ERB-B-2, C-MYC, C-
FOS (Civetta e Civetta, 2011) e na inibicdo de genes supressores tumorais (P53 ou PRB)
(Traynor et al., 2008; Klaunig et al., 2010; Trosko, 2011; Israel e Schwartz, 2011; Civetta e
Civetta, 2011; Gordon e Du, 2011). Um estudo de Traynor e colaboradores (2008) revelou uma
associacao entre o aumento da expressdo do oncogene N-RAS e a evolucdo do cancro da préstata
hormono-dependente para hormono-refratario ou hormono-independente.

Enquanto os oncogenes estimulam a diviséo celular; os genes supressores tumorais inibem a
divisdo celular, frenam citocinas, induzem a diferenciacdo e a morte celular por apoptose, e
regulam a progressdo do ciclo celular a fim de proporcionar a reparacdo de erros celulares
(Gordon e Du, 2011; Civetta e Civetta, 2011). Como exemplo, pode citar-se 0 gene P53, que
codifica uma proteina com capacidade de promover a reparacdo do ADN e o bloqueio do ciclo
celular, ou, em alternativa, de induzir a senescéncia e apoptose (Kumar et al., 2011). No entanto,
a persisténcia de ROS pode inibir a sua formacdo em resultado da lesdo oxidativa dos residuos de
cisteina (Olovnikov et al., 2009; Durackova, 2010). Neste contexto, a célula perde a capacidade
de prolongar a fase G1 do ciclo celular para a reparacdo de erros, e progride para a fase de

sintese S (Civetta e Civetta, 2011).
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No cancro da prostata 0s genes supressores tumorais P53 e PRB estdo mutados, sendo que as
mutacdes do gene P53 podem ocorrer quer precocemente na carcinogénese, quer associadas a
metastizacdo e a um fendtipo hormono-independente (Heidenberg et al., 1995; Cooney et al.,
1996; Downing et al., 2003). Como ja referido, as mutagdes genéticas e a amplificacdo do
recetor do androgénio podem influenciar o crescimento celular descontrolado e a resisténcia a
apoptose em doentes com cancro da prostata (Culig et al., 1993; Koivisto et al., 1997; Tan et al.,
1997; Paule, 2005).

O crescimento do tumor caraterizado pela proliferacdo celular exagerada requer um maior
consumo de oxigénio, contribuindo para a condicdo de hipdxia, isto é, reduzida concentracdo de
oxigénio nas células que carateriza 0 microambiente dos tumores sélidos (Kizaka-Kondoh et al.,
2011). Por outro lado, o aumento de tamanho do tumor condiciona um défice de aporte
sanguineo as células tumorais o que é contrariado pela formacdo de novos vasos sanguineos, a
angiogénese (Klaunig et al., 2010). Para a formacdo de neovasos € necessaria a participacéo do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento dos fibroblastos (FGF).
A expressdo destes fatores € aumentada pela acdo do fator induzido de hipoxia 1 (HIF-1) (Singh
et al., 2011). No cancro da prostata o VEGF apresenta-se também como um fator indutor de
proliferacdo celular e da linfangiogénese. De acordo com Li e colaboradores (2004) a sua
expressao encontra-se sobre regulada nesta neoplasia. Para aléem da angiogénese, a capacidade de
migracdo celular, invasdo tecidular e evasao a resposta imunitaria do hospedeiro, sdo condicbes
fundamentais para que ocorra a metastizacao do tumor (Klaunig et al., 2010; Singh et al., 2011).

A invasdo celular requer a degradacdo da matriz celular através da acdo proteolitica de
metaloproteinases (MMP) (Civetta e Civetta, 2011). Reis e colaboradores (2011) observaram, em

tecido de cancro da prostata, sobre expressao de MMP-9 sugerindo uma possivel participacéo
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das MMP-9 durante a carcinogénese. Adicionalmente, encontraram uma relacdo entre 0 aumento
de PSA e a sobre regulacdo da MMP-9.

Para a migracéo celular contribui a diminuicdo da funcdo das moléculas de adesdo celular como
as integrinas e as caderinas (Drivalos et al., 2011). As células perdem o contacto célula-célula e
adquirem um fendtipo mesenquimal e migratério, 0 que resulta no aumento da mobilidade
celular e do potencial invasivo (Tanno e Matsui, 2011).

As células malignas também escapam ao controlo imunolégico através da produgdo de moléculas
imunossupressoras como 0 TGF-p, alteragao da expressdo de antigénios de superficie com perda
ou reducdo da expressdo de moléculas do complexo major de histocompatibilidade 1 (Duray et
al., 2010), e auséncia da proteina B7, necessaria para que haja uma apresentacdo adequada do

complexo aos linfécitos citotoxicos CD8 (Civetta e Civetta, 2011).

1.8 Associacdo entre habitos tabagicos e a carcinogénese da prostata

Apesar da exposicdo das células da prostata aos PAHs constituir um fator de risco para o
desenvolvimento do cancro da prostata, e destes compostos se encontrarem presentes no fumo do
tabaco, ndo é consensual uma relacdo causa-efeito entre os habitos tabagicos e o
desenvolvimento desta neoplasia. Os estudos desenvolvidos por Lotufo e colaboradores (2000) e
Rohrmann e colaboradores (2007), ndo evidenciaram uma associacdo estatisticamente
significativa entre o tabagismo e a incidéncia, e mortalidade do cancro da prdstata. Por outro
lado, Plaskon e colaboradores (2003) observaram uma relacdo causa-efeito entre os habitos

tabagicos e o risco de desenvolvimento de cancro da prdstata. A associacdo foi encontrada em

45



fumadores ativos a data do diagndstico, em individuos com hébitos tabagicos prolongados por
mais de quarenta anos, ainda que os tenham cessado a data do diagndstico, e em fumadores
expostos a mais de 40 UMA, ou seja a uma carga tabagica, traduzida pelo nimero de unidades
maco/ano (UMA). De acordo com o estudo, estes individuos apresentam um risco de doenca
aumentado em 40 a 60% relativamente aos ndo fumadores.

Alguns trabalhos evidenciaram uma associa¢do entre o aumento da mortalidade por cancro da
préstata em individuos fumadores (Hickey et al., 2001; Gong et al., 2008), comparativamente
aos que nunca fumaram, aquando do diagnostico de cancro da prostata, em homens com idade
inferior a 65 anos (Gong et al., 2008). O Health Professionals Follow-Up Study evidenciou que,
homens com uma carga tabagica superior ou igual a 15 UMA, tinham maior risco de desenvolver
doenca avangada e maior probabilidade de morrer por cancro da prostata do que 0s nao
fumadores (Giovannucci et al., 1999). Observou-se ainda uma associacdo entre os habitos
tabagicos e o desenvolvimento clinico de doenca mais agressiva, reforcando a ideia de que o
tabaco poderd influenciar o decurso da doenga, nomeadamente, atraves da aquisicdo de um
fendtipo tumoral mais agressivo (Plaskon et al., 2003).

Como mencionado, estudos em linhas celulares de cancro da prdstata demonstraram que 0S
PAHs poderdo aumentar a producdo de metaloproteinases, sugerindo a sua influéncia na
metastizacdo (Haque et al., 2005). Em linhas celulares de cancro da tiréide, os PAHSs
evidenciaram um efeito indutor da proliferacdo (Kobayashi et al., 2005).

Pelo exposto, o fumo do tabaco apresenta uma agéo carcinogénea em resultado do seu potencial

mutagénico.
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1.9 Influéncia de polimorfimos genéticos em enzimas detoxificadoras

O cancro da prostata €, como referido, uma doenca multifatorial, condicionada pela acdo de
inimeras variaveis. Neste sentido, o risco em fumadores podera estar dependente da associacao a
outros fatores de risco, como a capacidade de metabolizacédo e eliminagédo de substancias toxicas
presentes no fumo de cigarro (Rybicki et al., 2006).

Muitos destes compostos, uma vez no organismo, sdo metabolizados, no figado, num processo
de duas fases. A fase | envolve a ativacdo do composto pro-carcinogéneo pelas enzimas
codificadas pela superfamilia de genes do citocromo P450 (CYP) (Taioli, 2008) seguindo-se a
fase I1. Nesta, os carcinogéneos séo transformados em elementos hidrofilicos para facilitar a sua
excrecdo. A GST é, em grande parte, responsavel por este processo (Taioli, 2008). A GST é
capaz de catalisar a biotransformacao, por conjugacdo com o glutatido, de metabolitos ativados
como o benzo(a)pireno-7,8-dihidrodiol-9,10-epéxido (BPDE), resultante do benzo(a)pireno,
permitindo a sua eliminacdo. Uma vez desativado, o composto fica impedido de se ligar ao ADN
e de formar adutos (Nebert e Vasiliou, 2004). Desta forma, a GST protege a célula da acdo dos
PAHs sobre 0 genoma.

Varias isoformas de GST podem ser encontradas nas células prostaticas, nomeadamente, o, B, 1 e
m, sendo esta Ultima a mais abundante (GSTP1). A GSTP1 é expressa nas células basais do
epitélio prostatico normal (Nelson et al., 2003), mas ndo na maioria das células de cancro da
préstata, devido a hipermetilacdo que ocorre nos ilhéus CpG da sequéncia reguladora do gene
(Lin et al., 2001; Meiers et al., 2007). A variabilidade genética interindividual relativamente a
atividade da GSTP1 encontra-se associada a existéncia de polimorfismos, relacionados com a

troca de uma adenina por uma guanina na posicao 313 do gene. Daqui resulta a substituicdo de
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uma valina por uma isoleucina no codao 105, designado por GSTP1 lle105/lle o que confere
maior atividade enzimética de acordo com Board e colaboradores (1989). Este fenétipo foi ja
associado quer ao aumento (Autrup et al., 1999; Gsur et al., 2001; Mao et al., 2004; Rybicki et
al., 2006) quer a diminuicédo de risco de cancro da prostata (Harries et al., 1997; Wadelius et al.,
1999). De acordo com Mao e colaboradores (2004), o genotipo Ile 105/lle encontra-se
fortemente associado a maior risco para desenvolver cancro da prostata em individuos
fumadores. No entanto, Rybicki e colaboradores (2006) sugerem que os individuos portadores
do polimorfismo GSTP1 lle 105Val, expostos ocupacionalmente aos PAHs apresentam maior
risco de cancro da prostata. Este polimorfismo também foi associado a suscetibilidade para o
desenvolvimento precoce da doenca, isto &, em individuos com idade inferior a 60 anos,
fumadores, ou com histéria familiar de cancro da prostata.

A acdo de GSTP1 relativamente aos compostos presentes no fumo de cigarro foi ainda
evidenciada por Nelson e colaboradores (2001), num estudo efetuado em linhas celulares de
cancro da prostata (LNCaP), modificadas para expressarem GSTP1. ApOs exposicdo destas
células a PhIP, uma amina aromaética heterociclica, observou-se menor formacdo de adutos de
ADN comparativamente a celulas ndo modificadas.

Nock, e colaboradores (2006) estudaram a participacdo do gene funcional GSTML1 relacionado
com detoxificacdo de metabolitos resultantes dos PAHs e analisaram as variantes polimorficas
do GSTM. Os autores verificaram que, os individuos fumadores portadores do alelo
correspondente a variante null deletion, que conduz a perda total da enzima, apresentam um risco
aumentado para o desenvolvimento do cancro da prostata, em oposi¢cdo aos portadores do

fenotipo nondeleted. Outros estudos, indicam que os individuos fumadores que expressam a
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enzima GSTT1, ou seja uma variante que também conduz a perda total da enzima, apresentam
maior risco de cancro da préstata (Kelada et al., 2000; Komiya et al., 2005).

De acordo com o anteriormente referido, o fumo do tabaco é também indutor da producdo de
ROS. Além disso, diversas defesas antioxidantes como a Mn-SOD, desempenham um papel
ativo no combate as ROS. Choi e colaboradores (2007) estudaram a associagdo entre a presenca
de um ou mais polimorfismos destas enzimas e o risco de cancro da prostata, ndo tendo
encontrado qualquer associagdo, mesmo nos fumadores com maior carga tabagica. No entanto,
noutros estudos observou-se maior do risco de cancro da préstata em individuos com a variante
Mn-SOD Ala-16-Val a qual se encontra relacionada com um transporte menos eficaz da enzima
para a mitocondria, sobretudo no grupo de homens com carcinoma de elevado grau (Woodson et
al., 2003).

Outro trabalho mostrou uma associagdo entre cancro da préstata e o genétipo Mn-SOD AA em
homens que foram fumadores e/ou com geno6tipo de acetilador rapido para a N-acetil transferase
(NAT1L) (lguchi et al., 2009). Esta enzima ativa aminas aromaticas e heterociclicas presentes no
tabaco. O perfil de acetilador rapido da NAT1 (NAT1R) parece estar associado a uma maior
formacdo de metabolitos derivados das aminas heterociclicas e aromaticas, expondo 0s seus
portadores, que sejam fumadores, a maiores quantidades dos referidos compostos. Wang e
colaboradores (1999) concluiram que este genotipo constitui um fator de risco em individuos
fumadores.

Assim, e uma vez nao sendo consensual a relacdo entre o desenvolvimento do cancro da prostata
e 0 tabaco, torna-se necessario esclarecer a possivel interacdo entre os PAHSs e o stresse oxidativo

no processo de carcinogénese da prostata. Contudo, ndo podemos esquecer que diversas
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evidéncias sugerem que a relagéo entre o tabagismo e o desenvolvimento do cancro da prostata

poderd ser influenciada pelo patriménio genético individual.

1.10 Resisténcia ao tratamento

Os androgénios sdo necessarios para a manutencdo da homeostasia entre a proliferagdo e a
apoptose das células da glandula prostatica com referido (Gelmann, 2002). Sendo o cancro da
prostata geralmente dependente dos androgénios, na fase inicial do seu desenvolvimento, a
estratégia da ablacdo androgénica, ainda hoje mantida como terapéutica do cancro da prostata,
assumiu importancia clinica tal no inicio da sua divulgacdo, que valeu a Hughins, o prémio
Nobel da Medicina (Denis e Griffiths, 2000; Wilson e Crawford, 2006; Walsh, 2012).

No entanto, as células neoplasicas poderdo adaptar-se a reduzidas concentracfes de androgénios
resultando na progressdao do tumor hormono-dependente para um estadio hormono-independente
ou hormono-refratario (Isaacs e Isaacs, 2004).

Alguns estudos sugerem que alteracdes genéticas e funcionais do AR podem influenciar o
crescimento celular descontrolado e a resisténcia a apoptose em doentes com cancro da préstata
contribuindo para a resisténcia a terapéutica (Giovanucci et al., 1997; Debes e Tindal, 2004;
Paule, 2005).

A radioterapia, esta também indicada no tratamento do cancro da préstata e assenta no principio
da indugdo de niveis elevados de ROS sobre as células neoplésicas, com a finalidade de induzir
lesdo oxidativa e consequente morte (Haimovitz-Friedman, 1998). No entanto, as células de

metastase de cancro da prostata, apresentam frequentemente resisténcia a esta terapéutica tendo
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sido demonstrado in vitro por Makarovskiy e colaboradores (2002). Alguns autores, justificam
esta resposta celular com base na capacidade de adaptagdo do sistema antioxidante, como o
aumento do GSH (Coffey, 2000). A dificuldade de controlo da doenga metastizada observa-se
também no tratamento com quimioterapia em que o docetaxel é o farmaco de eleicdo. Este
composto pertence a familia dos taxanos, e atua através da sua ligacdo a subunidade IV da
tubulina, induzindo desta forma a estabilizacdo de microtibulos, o que resulta no atraso do ciclo
celular na fase G2/M, inibig&o da mitose e inducdo da apoptose (Menter et al., 2000; Husbeck et

al., 2005; Reagan-Shaw et al., 2008; Xiang et al., 2009).

1.11 Objetivos

Objetivos gerais:

Pretende-se com este trabalho contribuir para uma melhor compreensdo do papel do stresse
oxidativo e do tabaco, no desenvolvimento e progressdo do cancro da prostata. Além disso,
esperamos contribuir para a identificacdo de biomarcadores moleculares preditivos do
prognastico e avaliar de que forma a modulacao do stresse oxidativo podera constituir uma nova
abordagem terapéutica para esta neoplasia.

Para a concretizagdo desta proposta de trabalho foram sistematizados os seguintes objetivos

recorrendo a estudos in vivo e in vitro:

51



Estudos in vivo:

1. Caraterizar o stresse oxidativo, em particular, niveis de oxidacdo de biomoléculas, defesas
antioxidantes e NO', em sangue periférico de individuos sem doenca neoplasica conhecida ou
outra patologia prostatica, em participantes com hiperplasia benigna da prostata, com prostatite e

em doentes com cancro da prostata localizado e metastizado.

2. Avaliar a influéncia dos habitos tabagicos nos niveis de stresse oxidativo e a sua participacdo
na progressdo da doenca, através de estudos, em sangue periférico de individuos sem doenca
neoplasica conhecida ou outra patologia prostatica e em doentes com cancro da prostata

localizado e com doenga avangada, fumadores e ndo fumadores.

3. Estudar a participacdo de outras variaveis indutoras de stresse oxidativo, como 0s habitos
alcodlicos e a gordura corporal (avaliada pelo indice de massa corporal - IMC) na progressdo da

doenga e no stresse oxidativo, analisadas em sangue periférico.

4. Avaliar a relacdo entre variantes polimorficas de genes envolvidos na metastizacdo,

nomeadamente, do VEGF, com o stresse oxidativo e a progressao do cancro da prostata.

Estudos in vitro:

5.Caraterizar o stresse oxidativo, em particular a producéo de ROS, defesas antioxidantes e leséo

oxidativa nas linhas celulares representativas das diferentes etapas da progressédo da doenca,

52



nomeadamente, na linha RWPEL, isolada de epitélio prostatico humano nédo neoplasico, HPV10,

isolada de cancro localizado e PC3, isolada de metastase 6ssea.

6. Avaliar o efeito da modulacdo do stresse oxidativo como estratégia terapéutica, através da
inducdo da diminuigcdo de defesas antioxidantes, recorrendo & utilizagdo de dietil maletato e a
associacdo de selenito de sodio (indutor da diminuicdo da razdo GSH/GSSG) e docetaxel

(composto usado na quimioterapia do cancro da prdstata).

7. Estudar a participacdo da mitocondria na producdo de ROS, e a sua relacdo com a progressao
do cancro da prostata, através da quantificacdo do nimero de mitocondrias e da atividade dos

complexos da cadeia respiratéria, nas diferentes linhas celulares.

8. Estudar o efeito de compostos presentes no fumo do tabaco (PAHS) nos niveis de stresse

oxidativo e a sua relacdo com a progressdo do cancro da prdstata através da avaliacdo da

proliferacdo celular, e da expressdo de moléculas envolvidas na metastizacéo.
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2. MATERIAIS E METODOS
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2.1 Selecao de doentes e controlos

Os doentes e controlos foram selecionados durante as consultas de rotina, em colabora¢do com o
Servico de Urologia do Instituto Portugués de Oncologia (IPO) do Centro (Coimbra), o Servico
de Urologia dos Hospitais da Universidade de Coimbra, o Servico de Urologia do Hospital
Militar do Porto, o Servico de Urologia do Hospital S. Jodo do Porto e o Servico de Urologia do
IPO do Porto, apds aprovacdo pela comissdo de ética e a assinatura de um termo de
consentimento informado por parte do doente, e explicativo das orientacGes sobre 0s objetivos do
trabalho de investigacao.

Para a populacdo controlo foram selecionados individuos sem patologia conhecida,
nomeadamente, neoplasica, cardiovascular e/ou neurodegenerativa.

Os doentes foram estudados e selecionados com base em parametros clinico-laboratoriais, como,
a fase de detecdo da doenca, fase de desenvolvimento e progressdao do tumor (presenca ou
auséncia de metastases), niveis de PSA e indice de massa corporal (IMC). Os controlos foram
selecionados mediante exame clinico e laboratorial (PSA) de rotina. Foram também
caraterizados os habitos tabagicos e a ingestdo de alcool dos individuos participantes.

A populacdo total, consistia numa amostra de 165 individuos, dos quais 23 ndo evidenciavam
patologia prostatica (controlos) (G1), 6 apresentavam prostatite cronica (G2) e 9 eram portadores
de hiperplasia benigna da préstata (BPH) (G3). Dos restantes, 127 eram doentes (G4), dos quais,
104 apresentavam cancro da prostata localizado (G5) e 23 evidenciavam doenca avancada (G6).
Os estudos de stresse oxidativo em sangue periférico incluiram a avaliacdo de defesas
antioxidantes envolvidas no ciclo de oxidacdo/reducdo do GSH, incluindo a determinacdo dos

niveis de glutatido reduzido (GSH) e da atividade das enzimas peroxidase do glutatido (GI-Px) e
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redutase do glutatido (GI-Red), bem como a avaliacdo dos niveis de defesas antioxidantes
enzimaticas glutationa-S-transferase (GST), e das ndo enzimaticas vitamina A (VIT A), vitamina
E (VIT E) e acido urico (AU). Estes estudos também abrangeram a determinagdo do estado de
antioxidacdo total (TAS), a andlise da lesdo oxidativa de proteinas através da quantificacdo de
grupos carbonilo (GC) e da peroxidagdo lipidica (MDA) e, por fim, a determinacdo da producéo
de dxido nitrico (NO-) e de colesterol total (CHL).

A determinacdo de GSH, TAS, MDA, atividades da Gl-Red e da GI-Px foi avaliada na populacéo
total. A avaliacdo de GST, VIT A, VIT E, AU, CHL, GC ¢ NO- foi realizada em 85 individuos,
dos quais 18 voluntérios saudaveis (G1) e 67 portadores de cancro da prostata (G4). Destes
participantes, 48 apresentavam adenocarcinoma da préstata localizado (G5) e 19 apresentavam

doenca avancada (G6).

2.1.1 Isolamento de células sanguineas

A avaliacdo do stresse oxidativo em sangue periférico e os estudos genéticos, foram realizados,
procedendo-se a colheita de 10mL de sangue periférico por puncdo venosa em doentes com
cancro da prostata e em controlos sem neoplasia. Do volume de sangue retirado, 8mL foram
introduzidos num tubo heparinizado para posterior isolamento de eritrécitos e 2mL foram
colocados em tubos de colheita com EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid) como
anticoagulante, e acondicionados a -20°C, para extracdo e analise de ADN.

O isolamento de eritrocitos foi realizado a 4°C por centrifugagdo do sangue a 600xg, durante 10
minutos. Apds recolha do plasma, a fracdo eritrocitaria foi lavada 3 vezes com cloreto de sédio

(NaCl) a 0,9% (p/v) por centrifugacdo, como previamente descrito. O concentrado de eritrocitos
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foi ressuspenso em NaCl a 0,9% (p/v), tendo-se ajustado a concentracdo de hemoglobina a
100g/L, de acordo com a metodologia que ird ser descrita em 2.1.2. Seguidamente, a fragdo
eritrocitaria bem como o plasma foram distribuidos por aliquotas, e armazenados a -80°C para a
avaliacdo de pardmetros de stresse oxidativo, nomeadamente os niveis de vitamina A e E, a
atividade enzimaética da redutase do glutatido (GI-Red) e da peroxidase do glutatido (GI-Px), a
concentragdo de glutatido reduzido (GSH) e de glutationa-S-transferase (GST), o estado de
antioxidacdo total (TAS), os niveis de peroxidacdo lipidica, de oxidacdo proteica, de Oxido

nitrico, de acido urico (AU) e de colesterol total (CHL).

2.1.2 Analise quantitativa da concentracdo de hemoglobina

A concentracdo de hemoglobina (Hb) foi determinada a partir de um método desenvolvido por
Dacie e Lewis (1984) baseado no principio da oxidacdo da Hb em cianometahemoglobina, na
presenca de ferricianeto de potédssio e cianeto de potéssio (solu¢do de Drabkin) (Sigma
Diagnostics). O ferricianeto adicionado ao sangue, oxida o ferro ferroso (Fe?*) da Hb,
convertendo-o em ferro férrico (Fe**), enquanto a Hb é transformada em metahemoglobina. Esta
ao reagir com o cianeto forma cianometatoglobina (como representado no esquema seguinte),

um composto estavel e mensuravel a um comprimento de onda de 540nm.

3+

Ferricianeto Metahemoglobina Cianometahemoglobina
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Para quantificar a Hb, adicionaram-se 20uL da suspensdo de eritrocitos a 5mL de solugdo de
Drabkin (Sigma Diagnostics) composta por 0,45M de ferricianeto de potéssio, 4,5mM de cianeto
de potéssio e 0,25M de fosfato de monopotassio. Apds agitagdo em vortex e incubacdo a
temperatura ambiente, durante 10 minutos, procedeu-se a leitura da densidade 6tica das amostras
e dos padrdes de cianometahemoglobina, preparados em condi¢des idénticas as das amostras,
num espetrofotémetro (Shimadzu UV 120-02), a um comprimento de onda de 540nm. A
concentragdo de Hb na amostra, expressa em g/L (g Hb/L), determinou-se por comparagao com a
curva padrédo. Posteriormente, esta concentracédo foi ajustada a 100g Hb/L, em todas as amostras,

com a utilizagdo de NaCl a 0,9% (p/v).

2.1.3 Extracado e quantificacdo de vitamina Ae E

A determinacdo de vitamina A e E foi efetuada em plasma e em eritrécitos de doentes com

cancro da prostata e em controlos sem neoplasia.

2.1.3.1 Extracéo e quantificacdo de vitamina A e E plasmaticas

A quantificacdo dos niveis plasmaticos de vitamina A e E foi realizada em simultaneo por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) em fase reversa de acordo com 0s métodos
desenvolvidos por Milne e Botnen (1986) e Zaman (1993), com algumas modifica¢Ges, através

da utilizag&o de um produto comercial designado por Vitamin A/E by HPLC (BioRad).
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Inicialmente procedeu-se a desproteinizacao e extracdo da fragdo lipidica. Para o efeito, a 200uL
de plasma adicionou-se igual volume de solu¢do comercial de etanol/n-hexano contendo 1,2
mg/mL de &-tocoferol como padréo interno (Vitamin A/E by HPLC), e agitou-se em vortex,
durante 1 minuto. Para a separagdo de fases adicionaram-se 200uL de sulfato de amoénio em
metanol (Vitamin A/E by HPLC) seguido de agitacdo, conforme ja descrito, e centrifugou-se
durante 5 minutos a 10000xg. O sobrenadante limpido foi recolhido para o tubo do auto-injetor
modelo 234 Gilson, tendo sido aplicados 20uL de amostra no cromatografo equipado com
coluna analitica de fase reversa Spherisorb ODSI-5um, 250 x 4,6mm mantida a temperatura de
45°C, a um débito de 2,5mL/minuto. As vitaminas A e E foram detetadas a um comprimento de
340 e 295 nm, respetivamente, através de um detetor ultravioleta Model 1801 UV-detector 119.

A identificacdo das vitaminas A e E foi efetuada por compara¢do com os tempos de retencdo do
respetivo padrdo interno (retinol e &-tocoferol), previamente adicionado a amostra. A

quantificacdo das vitaminas foi determinada por avalia¢do da altura dos picos.
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2.1.3.2 Extracéo e quantificacio de vitamina E eritrocitaria

A extracdo de vitamina E eritrocitaria foi efetuada de acordo com Graham e colaboradores
(1985). A 500 pL de suspensao de eritrocitos com concentracdo de Hb previamente ajustada a
100g/L, adicionaram-se 1,5 mL de SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) (10 mM) e 2mL de etanol
absoluto. A emulséo foi agitada em vortex durante 1 minuto seguindo-se a adicdo de 2 mL de n-
hexano e uma nova agitacdo por mais 3 minutos, para completa separacao de fases. O extrato foi
centrifugado a 300xg e recolheu-se 1mL da fase superior (n-hexano) que foi evaporada até a
secura sob corrente de azoto e armazenada a -80°C, para posterior processamento. O extrato
lipidico foi retomado com 250pl de n-hexano imediatamente antes de ser analisado por HPLC de
fase reversa, em conformidade com o descrito por Proenca (2002). A aplicacdo desta técnica tem
por principio os estudos de Vatassery e colaboradores (1978). Injetaram-se 20ul da amostra em
coluna Spherisorb S10w (250 x 4,6 mm), eluida com n-hexano, modificado com 0,9% (v/v) de
metanol, mantida a um fluxo de 1,5mL/minuto. O cromatografo estava equipado com um sistema
de injecdo automatico, modelo 231 da Gilson. A detecdo espetrofotométrica em ultravioleta foi
realizada a um comprimento de onda de 287nm.

A quantificacdo da vitamina E foi determinada por comparacdo das alturas dos picos das
amostras e dos padrdes obtidos com solu¢des de d-tocoferol em n-hexano. As concentragbes

eritrocitarias de vitamina E obtidas, sdo expressas em nmol/gHb.
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2.1.4 Extracao e quantificacdo da atividade de enzimas antioxidantes

As atividades enzimaticas da peroxidase do glutatido (GI-Px) e da redutase do glutatido (GI-Red)

foram determinadas nos eritrocitos com a concentracao de Hb ajustada a 100g/L.

2.14.1 Peroxidase do glutatido

As enzimas foram extraidas, a partir de um hemolisado obtido pela adicdo de 9,5mL de &gua
desionizada a 0,5mL da suspenséo de eritrocitos lavados. Para determinar a atividade enzimatica
da GI-Px adicionaram-se 0,25mL de uma solucdo transformante (KCN 4,5 mM, Ks(Fe(CNg)
0,45M, KH,PQy4, 0,25M), a 0,5mL do hemolisado, seguindo-se uma incubacdo durante 5 minutos
a 37°C com a finalidade de minimizar a atividade da pseudoperoxidase da Hb. Posteriormente,
recolheram-se 100uL de amostra para a determinacdo da atividade da GI-Px de acordo com o
método desenvolvido por Paglia e Valentine (1967) e adaptado por Wendel (1981). O método
baseia-se na utilizacdo do tert-butil-hidroperéxido como substrato e na capacidade da GI-Px para
catalisar a reacdo de transformacdo do glutatido reduzido (GSH) em glutatido oxidado (GSSG),
na presenca de peroxidos, envolvendo a participacdo da enzima redutase do glutatido (Gl-Red) e
do fosfato de nicotinamida adenina dinucledtido (NADPH), como representado nas seguintes

equacoes:

Gl-Red
GSSG + NADPH + H* »2GSH + NADP”

GI-Px
GSH + t-BHP (dador de H,0,) » H,0 + GSSG
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Assim, foram misturados 100pL de amostra com 800uL de mistura reacional contendo 100mM
de fosfato de potéssio (pH 7), 0,1 mM de EDTA, 1mM de GSH, 0,24 U de GI-Red e 0,25mM de
NADPH em hidrogeno carbonato de sodio (0,1%) (p/v). A reacdo foi iniciada pela adicdo de
100pL de tert-butil hidroperoxido numa concentracédo final de 1,2 mM. A oxidagdo do NADPH
foi avaliada através da leitura da absorvancia a um comprimento de onda de 340nm num
espetrofotdmetro termostatizado UVIKON 933 UV/ Visible, a 37°C. Com a finalidade de evitar a
interferéncia resultante da oxidagdo espontanea do NADPH, esta foi avaliada na auséncia de
hemolisado, e subtraida ao valor total. Foi ainda preparado um branco contendo &gua
desionizada em substituicdo do NADPH, a partir do qual se mediu a absorvancia. A atividade
enzimatica é expressa em unidades internacionais de enzima (U) por grama de Hb (U/gHb).
Considera-se uma unidade (1U) como a quantidade de enzima que promove a oxidacdo de uma

mole de NADPH por minuto.

2.1.4.2 Redutase do glutatido

O método de quantificacdo da atividade da Gl-Red é baseado na capacidade desta enzima
catalisar a reacdo de transformacéo do GSSG em GSH na presenca de NADPH, de acordo com o
esquema ilustrado em 2.1.4.1. Para o efeito a atividade da enzima € avaliada através da
quantificacdo do consumo de NADPH a 340nM (Goldberg e Spooner, 1983), num
espetrofotometro termostatizado UVIKON 933 UV/ Visible, a 37°C. A atividade da Gl-Red foi

expressa em unidades internacionais de enzima por grama de hemoglobina (U/gHb).
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As enzimas foram extraidas a partir de um hemolisado obtido pela adi¢cdo de 0,5mL de agua
desionizada a 0,5mL da suspensdo de eritrocitos lavados seguindo-se uma dilui¢do de 1:8 em
NaCl (0,9%)(p/v). Para determinar a atividade enzimética da Gl-Red recolheram-se 100uL de
amostra que foram adicionados a mistura reacional contendo 0,5M de di-hidrogeno fosfato de
potassio (pH 7,2), 2,2mM de GSSG, 0,5mM de EDTA, 0,38mM de f NADPH em NaHCO3
(1%) com volume final de 2950uL. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 50uL de NADPH numa
concentracdo final de 0,16mM. A oxidacdo do NADPH foi avaliada através da leitura da

absorvancia a um comprimento de onda de 340nm, num espetrofotdmetro termostatizado a 37°C.

2.1.5 Quantificacéo de glutatido reduzido

A concentracdo de GSH foi avaliada nos eritrdcitos lavados e no plasma dos doentes a 420nm.
Para o efeito foi utilizado um kit comercial (OxisResearch, Bioxytech:GSH 420) provido de
solucdo de precipitacdo (&cido tricloroacético), tampdo (fosfato de potéssio, acido dietileno
triamina pentaacético e lubrol) (pH 7,8), solucdo de reducdo (Tris(2-carboxietil) fosfina em
HCI), cromogénio (1-Metil-4-cloro-7-trifluorometilquinolinio metil sulfato em HCI) e solucéo
Color Developer (NaOH em &agua). Este método € baseado na detecéo de tiona corada, a qual é
proporcional & concentracdo de GSH.

O procedimento foi efetuado de acordo com as instru¢des do fabricante. Preparou-se uma curva
padrdo com os calibradores fornecidos e o branco (agua), para permitir a posterior determinagéo
da concentragdo de GSH, por extrapolagdo das densidades 6ticas.

Para preparacdo das amostras adicionou-se um volume de 300pL de solucdo de precipitagéo a

100uL de eritrdcitos e 200uL de plasma, centrifugando-se de seguida a 10 000xg, durante 5
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minutos a temperatura ambiente, com posterior recolha de sobrenadante. Posteriormente a 200pL
das amostras obtidas, calibradores e branco, adicionou-se igual volume de tampao, de solucdo de
reducdo, seguindo-se a agitacdo da mistura. Em seguida, adicionaram-se 200uL de cromogénio
repetindo-se a agitacdo. Por fim, adicionaram-se 200uL de solugdo Color Developer, e
incubaram-se as amostras, calibradores e branco, no escuro durante 30 minutos, a temperatura
ambiente, para leitura a 420nm.

Os resultados sdo expressos em uM, ou umol por grama de hemoglobina (umol/gHb), consoante

a determinacdo tenha sido realizada no plasma ou nos eritrécitos, respetivamente.

2.1.6 Quantificacdo de Glutationa-S-Transferase

A determinacdo de glutationa-S-transferase (GST) nomeadamente, do subgrupo Pi (GST-Pi), foi
realizada no plasma de doentes e controlos por espetrofotometria, através do teste de ELISA
Enzyme Immunoassay (EIA) (Immunodiagnostik), de acordo com as instrucdes do fabricante, a
um comprimento de onda de 450nm. Neste procedimento a GST Pi encontra-se previamente
aderente a superficie dos pogos da placa de ELISA. Calibradores para a curva padrdo e amostras,
sdo incubados com um anticorpo policlonal de Coelho anti GST Pi. A GST Pi presente nos
calibradores e nas amostras compete com a GST Pi da superficie dos pogos da placa de Elisa
pela ligacdo a um anticorpo anti-coelho. Ap6s um passo de lavagem a detecdo da ligagdo ao
anticorpo de coelho é conseguido pela adi¢do de peroxidase de cabra associada a anti-anticorpo
de coelho (POD-antibody). A intensidade da cor resultante é quantificada por espetrofotometria e
é inversamente proporcional a concentracdo de GST Pi. Os resultados sdo expressos em uM de

GST.
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As amostras de plasma foram centrifugadas a 10 000xg durante 10 minutos. Seguidamente,
preparou-se uma mistura contendo 25uL de sobrenadante e 200uL de anticorpo primario de
coelho anti GST-Pi, seguida de uma incubacdo ao longo de 16 horas, a 4°C. Procedeu-se da
mesma forma a uma reagdo de incubagdo com 0s reagentes standards fornecidos pelo Kit, para
obter uma curva padréo. A placa de ELISA foi lavada com solucdo de lavagem disponibilizada
pelo Kit e adicionaram-se 100uL das solugdes previamente incubadas, aos pogos da placa de
ELISA. Procedeu-se a uma incubacdo de 4 horas a temperatura ambiente com agitacdo num
misturador horizontal. No final o contetdo da placa foi decantado e lavaram-se 5 vezes 0s pogos
com 250pL de solugdo de lavagem EIA. O passo seguinte consistiu na adicdo de 100uL de
peroxidase de cabra marcada com anticorpo anti-coelho a cada pogo, seguido de nova incubacao
durante 45 minutos a temperatura ambiente, com agitacdo num misturador horizontal. O
contetdo da placa foi decantado e lavado por 5 vezes como descrito. Posteriormente, pipetaram-
se 100ul de uma solugdo de tetrametilbenzidina (TMB) EIA que se adicionaram a cada pogo
seguindo-se uma incubacdo durante 10 minutos a temperatura ambiente. Por fim, adicionaram-se
50ul de solugdo STOP (EIA) contendo &cido sulfarico, a fim de cessar a reagdo cromogeénica e

procedeu-se a leitura da placa de ELISA a um comprimento de onda de 450nm.

2.1.7 Avaliagdo do estado de antioxidacéo total

O estado de antioxidagdo total (TAS) foi determinado no plasma, de acordo com um método
colorimétrico (Randox Laboratories Crumham’s, North Ireland) sob a designa¢do de Total

Antioxidant Status, com adaptacdes. Este método é baseado na capacidade dos antioxidantes
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plasmaticos inibirem a formacdo do radical catibnico ABTS® (2,2’-azino-di- (3-
etilbenzotiazolina sulfonato)), mensuravel a 600nm.

Para o efeito adicionaram-se 20pL de plasma a 1mL de tampédo fosfato 80mM (pH 7,4),
contendo metamioglobina 6,1uM e ABTS 610uM. Posteriormente homogeneizou-se e mediu-se
a absorvancia inicial, A; a 600nm em espetrofotometro UVIKON 933-UV/Visible,
termostatizado e computadorizado. Seguidamente adicionaram-se 200pL de substrato constituido
por 100pM de H,O, em tampdo fosfato 48mM (pH 7,4) e procedeu-se rapidamente a
homogeneizacdo da amostra. Seguiu-se a leitura de absorvéncia, a 37°C, durante 3 minutos, que
se designou de segunda leitura (A;). Desta forma foram analisadas as variagdes de absorvancia
(AA) considerando-se: AA=A-A.

Efetuou-se 0 mesmo procedimento para preparar 0 ensaio do branco, substituindo o plasma por
agua ultra pura. Uma vez que o branco ndo possui capacidade antioxidante o valor encontrado
para a sua AA, foi subtraido a todas as amostras (Proenca, 2002). No final os resultados sao

expressos em mM de TAS.

2.1.8 Avaliacado do grau de lipoperoxidagao

A peroxidacao lipidica foi realizada no plasma e nos eritrocitos de doentes e controlos. A lesdo
oxidativa de lipidos foi avaliada através da formac&o de &cido tiobarbiturico (TBA), um aduto de
malonildealdeido (MDA), posteriormente separado por cromatografia liquida de alta resolucéo,
HPLC (Draper e Hadley, 1990; Knight et al., 1998).

Para o efeito, 250uL de amostra foram fervidas durante 60 minutos com igual volume de &gua

desionizada e de &cido fosforico 0,44M, juntamente com 500uL de TBA 42mM. Posteriormente,
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procedeu-se a desproteinizagdo com 500uL de etanol/NaOH 1M (10:1) seguido de centrifugacéo
a 300xg durante 10 minutos. Injetaram-se 20uL do sobrenadante em coluna de HPLC Gilson,
fluxo de 1ml/minuto, equipado com coluna analitica Spherisorb 5um ODS, (250 x 4,6mm),
detetor UV-Vis e injetor automatico de amostras modelo 234 Gilson.

A eluicdo decorreu com uma solucdo de tampdo de fosfato de potassio a 60% (v/v) na
concentracdo de 50mM a pH 6,8 e metanol a 40% (v/v) (Sarmento-Ribeiro, 2000; Proenca,
2002).

Os adutos de TBA-MDA foram detetados a 532nm e quantificados através da extrapolacdo da
area dos picos da curva de calibracéo a partir das solucbes standard de 1,1,3,3-tetraetoxipropano
(TEP) sujeitos a tratamento idéntico ao das amostras. Os resultados sdo expressos em UM ou
umol/g Hb de MDA consoante a determinacéo tenha sido realizada no plasma ou nos eritrocitos,

respetivamente.

2.1.9 Avaliacao da oxidagéo proteica

A oxidagdo proteica plasmatica foi realizada através da quantificacdo de grupos carbonilo (GC)
das proteinas resultantes da fragmentagdo e oxidacdo de grupos amina. Estes reagem com a 2,4
dinitrofenilhidrazina (DNPH) originando hidrazonas, mensuraveis por espetrofotometria a
360nm (Baldeiras et al., 2010).

O procedimento teve inicio com a inducdo de uma reagdo de precipitacdo com HCI. Para cada
amostra considerou-se um branco respetivo. Desta forma partiu-se de um volume de 400ul de

plasma, que se separou em duas partes iguais, tratando o branco com 1mL de HCI 2M e a
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amostra para teste com 1mL de DNPH 1mM em HCI. Agitou-se em vortex e incubou-se durante
90 minutos, a 37°C. Apds arrefecimento adicionou-se 1mL de &cido tricloroacético (28%)(p/v) e
procedeu-se a nova homogeneizagdo por agitacdo em vortex. Posteriormente efetuou-se uma
centrifugacdo a 3000xg durante 10 minutos rejeitando-se o sobrenadante. O precipitado foi
sujeito a lavagem por adigdo de 1mL de etanol/acetato de etilo (1:1) e consequente agitacdo em
vortex. Repetiu-se o0 passo de lavagem e ressuspendeu-se o precipitado em 1mL de guanidina-
HCI 6M seguindo-se nova centrifugacdo. O sobrenadante foi retirado para leitura
espetrofotométrica, subtraindo-se posteriormente o valor de absorvancia do branco ao da

respetiva amostra. Os resultados obtidos sdo expressos em concentragdo (WM) de GC.

2.1.10 Quantificacdo dos niveis plasmaticos de colesterol

Os niveis plasmaticos de colesterol foram determinados em conformidade com o descrito por
Proenca (2002), através de um teste colorimétrico enzimatico que utiliza reagentes
comercializados pela Chemelex, sob a designacdo de Cholesterol-Enzymatic Colorimetric Test
(CHOD-PAP). Este teste baseia-se na hidrolise e posterior oxidagdo do colesterol com formagédo

de quinonas, de acordo com as seguintes reacoes:

1) Ester de colesterol + H,O > colesterol + acidos gordos, reacdo catalisada pela esterase
do colesterol

2) Colesterol + O, > colesterol-4-ene-3-ona + H,0,, reacdo catalisada pela oxidase do
colesterol

3) 2H,0, + fenol + 4aminofenazona - quinonimina + H,0, catalisada pela peroxidase
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Para o efeito a 10uL de plasma adicionou-se 1mL de reagente contendo oxidase do colesterol
(300U/mL), peroxidase (1250U/mL), esterase do colesterol (300U/mL) e fenol 26mM. A mistura
foi homogeneizada e incubada durante 10 minutos a temperatura ambiente.

A formacdo de quinonimina é avaliada pela determinacdo da absorvancia a 505nm num
espetrofotdmetro Shimadzu UV-120-02.

Posteriormente calculou-se a razdo Vitamina E/Colesterol.

2.1.11 Avaliacéo de 6xido nitrico

Os niveis plasmaticos de ¢xido nitrico (NO-) foram determinados através de um método
espetrofotométrico utilizando o teste Nitric Oxide Colorimetric Assay (Roche) que quantifica a
presenca de nitrito e nitratos, resultantes da oxidacdo de NO- (Baldeiras et al., 2010). No
presente ensaio 0 nitrato € reduzido a nitrito pela NADPH na presenca da enzima redutase do

nitrato.

Nitrato + NADPH+H" = Nitrito + NADP" + H,0, reagdo catalisada pela redutase do nitrato.

O nitrito formado reage com sulfanamida e diclorido de N-(1-naftil)-etilenodiamina originando

um composto diazo de cor vermelha, mensurdvel a 550 nm, de acordo com a seguinte reag&o:

Nitrito + sulfanamida + diclorido de N-(1-naftil)-etilenodiamina - diazo vermelho
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Para o efeito procedeu-se a ultrafiltragdo da amostra através da adi¢do de 300ulL da mesma a
igual volume de fosfato de potassio, seguindo-se a aplicagdo da solucdo resultante numa
membrana (e.g.,, 10000 MWCO) (Sartorius, Vivascience) para ultracentrifugacdo a 1250xg,
durante 45 minutos, a 20°C. Paralelamente as amostras foi preparado um branco e uma curva
padrdo a partir de solugfes padronizadas de nitrato incluidas no Kit. Posteriormente adicionaram-
se 50uL de Reaction misture 2 (tampdo fosfato de potéssio a pH 7,5, 0,5 mg de NADPH e
0,0lmg de FAD) do teste, a 500uL do filtrado, das solu¢des padronizadas, e do branco,
seguindo-se uma homogeneizacdo por vortex. Ap6s um minuto, adicionaram-se 20ul de
Solution 3 (contendo 4U de redutase do nitrato) e homogeneizou-se novamente. Posteriormente,
procedeu-se a uma incubagdo a 20°C durante 30 minutos. Decorrido este tempo aplicaram-se
150uL da solugdo de reacdo a pogos de placa de ELISA, com posterior adi¢do de 75ul. de Color
Reagent | (sulfanamida), seguido da adigdo de 75uL. de Color Reagent Il (diclorido de N-(1-
naftil)-etilenodiamina). Realizou-se uma homogeneizagdo por agitacdo horizontal, durante 5
minutos, a 20°C e procedeu-se a leitura das absorvancias, tendo por base a determinacdo das
concentragdes a partir da curva padréo e a subtracdo do valor do branco a todas as leituras. Os

resultados foram expressos em termos de concentragdo (UM) de nitritos e nitratos conjuntamente.

2.1.12 Quantificacéo dos niveis de acido urico plasmatico

Para a determinacdo dos niveis de acido drico (AU) no plasma reproduziu-se um protocolo
descrito por Proenca (2002), baseado na utilizagdo de um método enzimético comercializado
pela Sclavo que assenta no principio da reducdo do AU a alantoina por a¢do da uricase, com

libertacdo de perdxido de hidrogenio, de acordo com a seguinte equag&o:
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Uricase ;
AU + 2H,0 + O, ——» alantoina + CO, + H,0,

A quantidade de H,0, formada é proporcional ao AU e quantificada pela presenca de um
composto corado (ver equagéo seguinte).

. o Peroxidase
H,0, + DMAB + 4-aminoantipirina ———» composto corado + 4H,0

Desta forma adicionaram-se 10 pl de plasma a 1mL de tampdo fosfato, contendo acido dimetil-
amino-benzéico (DMAB) 1mM, peroxidase de concentracdo superior ou igual a 1000U/mL,
uricase superior ou igual a 40U/mL, 4-aminoantipirina 0,05mM e azida de sdédio 0,1 g/L como
conservante. Ap6s homogeneizacdo e incubacdo durante 5 minutos a temperatura ambiente
procedeu-se a leitura espetrofotométrica a 550nm, usando como branco o préprio reagente.
Simultaneamente foi preparada uma solucdo padrédo de AU 0,355mM e, por comparagdo das

densidades 6ticas foi calculada a concentracdo plasmatica de AU na amostra.

2.1.13 Analise genotipica das variantes polimdrficas -634G > C do VEGF

2.1.13.1 Extracao e amplificagcdo do ADN gendmico

O ADN gendmico das células mononucleares do sangue periférico foi extraido pela técnica de

adsorcdo em matriz de silica utilizando o protocolo de extracdo da QIAGEN, de acordo com as

73



instrucGes do fabricante. Esta metodologia baseia-se na capacidade de adsor¢do dos acidos
nucleicos a formulacbes de silica, de modo dependente do pH e da concentracdo salina,
permitindo a obtencdo de amostras de ADN de elevada pureza e integridade fisica (Goncalves,
2010).

Desta forma, colocaram-se 200pL de amostra de sangue, armazenada em tubo de colheita com
EDTA, num eppendorf estéril de 1,5mL, juntamente com 20uL de proteinase e 200uL de tamp&o
de lise (tampdo AL). Posteriormente, procedeu-se a incubacdo a 56°C, durante 10 minutos,
invertendo-se o tubo a cada 2 minutos para homogeneizar a mistura. De seguida adicionaram-se
200uL de etanol a 100% (v/v), transferindo-se posteriormente para uma coluna NucleoSpin
Blood seguido de centrifugacdo a 8000xg durante 1 minuto. Apds centrifugagdo, colocou-se a
coluna num novo tubo, rejeitando o sobrenadante. Seguiu-se a adi¢cdo de 500ul de tampéo do kit
designado por AW1 e de AW2, intercalados por centrifugacdo a 14000xg, durante 3 minutos.
Por altimo, incubou-se 0 ADN durante 1 minuto a temperatura ambiente com 200uL de tampé&o
AE, tendo sido recolhido por centrifugacdo a 8000xg e guardado a -20°C, até posterior utilizac&o.
A concentracdo de ADN nas amostras foi determinada através da leitura em espetrofotometro a
260nm.

Para a determinacdo da frequéncia das variantes polimorfcas -634G > C do VEGF recorreu-se ao
método de Restritivo Fragmente Light Polimorfismo — Polimerase Chin Reaction (RFLP-PCR)
descrito por Sfar e colaboradores (2006). Apos o isolamento de ADN procedeu-se a amplificagédo
do fragmento de 470 pares de base do gene do VEGF humano, com o cddigo de acesso
NM_001025366.1 (GenBank). Para o efeito os primers utilizados na reacdo de PCR foram
sintetizados  pela  Bioron, sendo as sequéncias de  nucledtidos 5 -

TTGCTTGCCATTCCCCACTTGA - 3” ¢ 5> — CCGAAGCGAGAACAGCCCAGAA - 3,
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correspondentes ao primers Forward e Reverse, respetivamente. Para a reagdo de PCR foram
utilizados 200ng de ADN gendmico, 0,5uM de cada um dos primers, PCR buffer complete
(160mM de (NH4)2SO4, 670mM de Tris-HCI (pH 8,8), 0,1% de Tween-20 e 25mM MgCly,),
100uM de dNTP e 0,5U de Tag DNA polimerase (Bioron), num volume final de 20pL.

O programa de PCR consistiu num primeiro passo de desnaturagdo a 96°C durante 2 minutos,
seguindo-se 34 ciclos com passos de 30 segundos a 96°C, 40 segundos a 61°C e 40 segundos a
72°C, com uma extensdo final a 72°C durante 10 minutos. Foi utilizado como controlo negativo
uma reacdo de PCR sem ADN, sendo substituido por igual volume de &gua estéril. O fragmento
amplificado foi visualizado apds eletroforese em gel de agarose a 2% (p/v), imerso em tampao
TAE (Tris-Acetato-EDTA), a 120V com um tempo de corrida de 45 minutos, e corado com

brometo de etidio (AppliChem), na concentracao final de 4g/mL.

2.1.13.2 Digestdo enzimatica por RFLP

O fragmento de ADN amplificado por PCR foi tratado com a enzima de restricdo BsmFlI
(BioLabs) durante 1 hora a 65°C. A digestdo enzimatica ocorre pelo reconhecimento da seguinte

sequéncia nucleotidea:

5°...GGGAC(N)...3’
3’..CCCTG(N)...5’

Na reacdo da digestdo foram utilizados 15 puL de ADN, NEBuffer 4 suplementado com 100
pg/mL de BSA e 0,5 pL de enzima, num volume final de 50 pL. O resultado da digestdo foi
visualizado apds eletroforese em gel de agarose a 3% (p/v). O alelo -634G foi cortado em 2

fragmentos de 196 bp e 274 bp contrariamente ao alelo -634C que ndo sofreu digestdo
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enzimaética (470 pb). Os produtos resultantes do PCR foram sequenciados, utilizando os primers
forward e reverse da reacdo de PCR.

Para assegurar a validacdo do protocolo descrito procedeu-se previamente a sequenciacdo de
uma amostra de ADN, representativa de cada uma das variantes polimorficas, -634G > C do

VEGF, no Laboratério de Sequenciacdo da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra.

2.2 Caraterizacdo do modelo experimental de linhas celulares de cancro da

préstata

Neste estudo estabeleceu-se um modelo in vitro que pudesse representar as varias etapas da
carcinogénese da prostata. Para o efeito os estudos in vitro foram realizados em trés linhas
celulares, uma isolada de epitélio prostatico humano normal, as células RWPEL (Bello et al.,
1997) e duas linhas celulares obtidas de células de cancro da prostata, nomeadamente, a linha
celular HPV10, isolada de cancro localizado (Weijerman et al., 1994), e a linha celular PC3,
isolada de metastase 6ssea (Kaighn et al., 1979). As linhas celulares foram obtidas através da
American Type Culture Collection (ATCC) e mantidas em cultura nas condi¢des Otimas de

crescimento.

2.2.1 Manutencéo das culturas de linhas celulares

As linhas celulares RWPEL e HPV10 foram mantidas em cultura em meio de queratindcitos
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(Keratinocytes medium) (Gibco), suplementado com 5ng/mL de fator de crescimento epidermal
humano recombinante (rEGF) (Gibco) e 0,05mg/mL de extrato de pituitaria bovino (BPE)
(Invitrogen, formely Gibco-BRL). A linha celular PC3 foi mantida em cultura em meio RPMI
1640 (Sigma) enriquecido com 10 % (v/v) de soro fetal bovino inativado (FBS) (Biochrom) e 2
mM de L-glutamina (Sigma). Ambos os meios foram suplementados com 100U/mL de
Penicilina, 100pg/mL de estreptomicina e 5ug/mL de canamicina (Sigma). As células foram
mantidas numa incubadora humidificada com 5% de CO,, a 37°C em frascos de cultura de 25 ou
75 cm? ou em placas de cultura com 6 a 24 compartimentos, de acordo com a quantidade de
células necesséria.

Tratando-se de células aderentes, para proceder a maior parte dos ensaios e para a manutencao
das culturas celulares, foi necessario destaca-las da superficie de crescimento. A separacdo foi
realizada com tripsina. Assim, para destacar as células, aspirou-se 0 meio de cultura, o qual se
lavou com PBS (tampdo fosfato salino). Em seguida adicionou-se tripsina-EDTA (Gibco)
(0,05%) (p/v) numa quantidade correspondente a 1/6 do volume do meio de incubagédo e
colocaram-se as células na incubadora a 37°C, durante 2 minutos. Nos frascos contendo as
células PC3, procedeu-se a inibicdo da tripsina, fazendo uso do FBS. Desta forma, adicionou-se
um volume de RPMI 1640 (Sigma) enriquecido com 10 % (v/v) de FBS, que era triplo do
volume de tripsina. No entanto, para a inativacao da tripsina presente nos frascos com as células
HPV10 e RWPE1, foi necessaria a preparacdo previa do inibidor da tripsina (Soybean Tripsin
Inhibitor), o qual se esterilizou por filtracdo através de membrana de acetato de celulose com
poro de 0,45um e foi adicionado num volume trés vezes superior ao volume da tripsina.
Posteriormente, todas as células foram colhidas e lavadas duas vezes com PBS por centrifugacao

a 300xg durante cinco minutos.
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2.2.2 Incubacéo das linhas celulares com os compostos selecionados

Ao longo do trabalho, as linhas celulares foram incubadas com diferentes compostos, de acordo
com o estudo em causa. Desta forma as células foram tratadas com indutores de stresse oxidativo
(peroxido de hidrogénio (Sigma), dietilmaleato (DEM) (Sigma) e selenito de sédio (Sigma)),
farmacos anticancerigenos (docetaxel) (Taxotere, Aventis) e carcinogéneos presentes no fumo de
tabaco (PAHs (pireno, benzo(a)pireno, criseno e benzo(k)fluoranteno) (Sigma Aldrich)). O
docetaxel foi dissolvido em 13% de etanol e os PAHs, foram dissolvidos em dimetilsulfoxido
(DMSO0). No final as culturas tratadas com PAHs continham 1% (v/v) de DMSO e as culturas
tratadas com docetaxel continham uma percentagem de etanol inferior a 0,1% (v/v).

Para os diversos ensaios, as linhas celulares RWPE1 e HPV10 foram incubadas com uma
densidade de 5x10° células/mL, enquanto para a linha celular PC3 se optou por uma densidade
de 3x10° células/mL. Nestas condices as células foram incubadas ao longo de 24 horas.
Decorrido este periodo de tempo, as células foram lavadas através da eliminacdo do meio de
cultura e respetiva substituicao.

Posteriormente, adicionou-se o composto pretendido, nhomeadamente, peroxido de hidrogénio
(H202) (10nM a 500uM), dietil maleato (DEM) (50uM), docetaxel (5 a 500nM), selenito de
sodio (10nM alOuM) ou poliaromaticos ciclicos (PAHS) (10nM aluM). As incubagbes com 0s

compostos decorreram por periodos de 24, 48 e 72 horas.
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2.2.3 Andlise da morfologia celular

A morfologia das células foi analisada por microscopia Otica apés realizacdo de esfregacos de
células e coloracdo dos mesmos com corante de May-Grienwald-Giemsa, utilizando um
microscopio Nikon Eclipse, equipado com camara digital Nikon Digital Camera, acoplado a
software Lucia.

Os esfregacos foram preparados a partir da recolha de células obtidas como descrito em 2.2.1. O
concentrado de células foi ressuspenso em FBS. Obtido o esfregaco, as células foram coradas
com solucdo de Griienwald preparada na altura da utilizacdo (em 0,3%(v/v) de metanol e diluida
na proporcdo de 1:1 com agua destilada), seguida de coloracdo em solucdo de Giemsa (1g de
corante Giemsa, em 132mL de solucdo final, contendo glicerol e metanol na razdo de 1:1, e
posteriormente diluida 8 vezes com agua destilada, na altura da utilizacdo). Apds lavagem com
agua destilada, os esfregacos foram secos ao ar e a morfologia das células foi analisada por

microscopia 6tica (Sarmento-Ribeiro, 2000).

2.2.4 Estudos de proliferacéo e morte celular

2.24.1 Analise da proliferacéo celular

A proliferacdo celular foi avaliada por espetrofotometria através do ensaio colorimétrico de
reducdo do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo tetrazélico) (Sigma), baseado no

principio da reducdo do sal de tetrazolio amarelo em cristais de formazan de cor purpura, por
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acdo de desidrogenases presentes maioritariamente nas mitocondrias das células vidveis (Alley et
al., 1998). Desta forma, no final de cada periodo de incubacdo de 24, 48 ou 72 horas, foi
aspirado o meio de cultura das células tratadas e respetivos controlos, seguindo-se a lavagem das
mesmas com PBS (Gibco). Este foi posteriormente aspirado e substituido por MTT, na
concentracdo de 0,5mg/mL, suplementado com 1mM de CaCl, (Sigma). As células foram
incubadas a 37°C, durante 2 horas. Os cristais de formazan originados foram dissolvidos em HCI
0,04M preparado em isopropanol. A absorvancia foi lida a um comprimento de onda de 570nm
(Freitas et al., 2011). Os resultados obtidos representam a média mais ou menos () desvio

padrdo de um minimo de trés ensaios independentes.

2.2.4.2 Analise do ciclo celular por citometria de fluxo

A anélise do ciclo celular por citometria de fluxo, assenta no principio da variacdo da quantidade
de ADN ao longo das diversas fases do ciclo celular (GO/G1, S, G2 e M). Os resultados de
citometria traduzem-se na obtencdo de um histograma no qual é possivel a identificacdo de trés
grupos distintos de células, sendo, um com menor conteido em ADN, que corresponde ao pico
GO0/G1 do histograma e outro com maior conteddo em ADN, com uma fluorescéncia dupla do
primeiro e que corresponde as celulas em fase G2/M. Entre ambos, existe uma populacdo
intermédia de células correspondente as células em fase de sintese (S) (Figura 2.1) (Sarmento-

Ribeiro, 2000).
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Figura 2.1 - Histograma representativo do ciclo celular. O primeiro pico corresponde ao grupo de
células com menor quantidade em ADN e que se encontram em fase GO/G1. O segundo pico evidencia
uma quantidade de ADN, com uma fluorescéncia dupla do primeiro e corresponde as células em fase
G2M. Entre estes existe um grupo de células com uma densidade de ADN intermédia e corresponde as
células em fase de sintese (S).

O contetldo em ADN ¢ visualizado através da marcacdo prévia deste com a sonda fluorescente,
iodeto de propidio (Sarmento-Ribeiro, 2000). Esta técnica baseia-se na capacidade do iodeto de
propidio se intercalar na estrutura de ADN, e quando excitado com luz de comprimento de onda
de 480nm, emitir fluorescéncia com um maximo de emissdo a 620nm (Sarmento-Ribeiro, 2000).
A intensidade de fluorescéncia é proporcional a quantidade de ADN ligado tornando possivel
avaliar o contetdo celular em ADN.

Para o efeito, obteve-se uma quantidade de 1x10° células tratadas com os compostos em estudo,
e respetivos controlos (células sem tratamento), conforme o procedimento descrito em 2.2.1. As
celulas foram posteriormente incubadas com 1mL de uma solugdo para marcagdo de ADN
(Cytognos), contendo iodeto de propidio, detergente para permeabilizacdo celular e RNAse.

Prosseguiu-se o protocolo de acordo com as instru¢fes do fabricante, incubando as células no
81



escuro, a temperatura ambiente, durante 10 minutos, em posicéo horizontal. Apds este periodo as
celulas foram imediatamente analisadas por citometria de fluxo, num citometro de fluxo
FACScalibur. A percentagem de células nas diferentes fases do ciclo celular foi calculada
utilizando um programa ModFit LT V2.0. Os resultados obtidos representam a média mais ou

menos (£) desvio padrdo de um minimo de trés ensaios independentes.

2.2.4.3 Analise da viabilidade e morte celular por citometria de fluxo

utilizando a marcacédo dupla com anexina V e iodeto de propidio

A viabilidade e o tipo de morte celular foram analisados por citometria de fluxo atraves da
marcacao das células com anexina V em combinagcdo como iodeto de propidio. Esta técnica
permite distinguir células viaveis de células ndo viaveis, e entre estas as que se encontram em
apoptose e/ou necrose. Contudo, ndo distingue as células que se encontram em apoptose tardia
daquelas que evoluiram para necrose (Sarmento-Ribeiro, 2000).

A apoptose é caraterizada pela alteracdo da distribuicdo assimétrica dos fosfolipidos da bicamada
lipidica. A fosfatidilserina, um fosfolipido de carga negativa que normalmente se localiza no
folheto interno da membrana celular, sofre externalizacdo durante o processo apoptoético,
mantendo-se contudo a integridade da membrana celular. A anexina V € uma molécula com
elevada afinidade para fosfolipidos de carga negativa, como a fosfatidilserina, ligando-se
especificamente a esta na presenca de calcio (Ca®*). Desta forma permite fazer a distinc&o entre
células em apoptose de células em necrose (Sarmento-Ribeiro, 2000). As células em necrose
caraterizam-se pela perda de integridade da membrana, tornando-se permedveis ao iodeto de

propidio, que ao intercalar-se nas moléculas de ADN permite a identificacdo das celulas em
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necrose. A marcacdo simultanea com anexina V e iodeto de propidio, permite distinguir as
celulas apoptdticas que coram para a anexina, mas ndo para o iodeto de propidio. As células em
apoptose tardia e/ou em necrose coram para ambos os fluorocromos, enquanto, que as células
viaveis ndo coram por nenhum dos corantes (Sarmento-Ribeiro, 2000).

Apb6s 24 horas de incubacdo recolheram-se 1x10° células tratadas e respetivos controlos
correspondentes quer as células ndo vidveis, presentes no sobrenadante, quer as células viaveis,
aderentes a superficie de crescimento. Estas Ultimas foram recolhidas de acordo com o
procedimento descrito em 2.2.1, até a fase de inibicdo da tripsina, tendo-se posteriormente
adicionado as células em suspensdo no meio, e procedido a lavagem conjunta de toda a
populagdo, com PBS por centrifugacdo a 1000xg, durante 5 minutos.

Posteriormente, recolheram-se 1x10° células que foram ressuspensas em 100pl de tampdo de
ligacdo (0,025M de CaCl2, 1,4M de NaCl e 0,1M de tampé&o hepes), contendo 5L de anexina-V
marcada com a sonda fluorescente aloficocianina (APC) e 2uL de iodeto de propidio 3uM (PI)
(Invitrogen-Molecular Probes). De seguida, as amostras foram incubadas no escuro a
temperatura ambiente, durante 15 minutos, de acordo com as instrugdes do fabricante e
imediatamente analisadas no citometro FACScalibur (Becton Dickison), provido de um software
proprio para o efeito “Cellquest and Paint-a-gate software” (BD Bioscience) (Freitas et al.,
2011). Para o estudo, foram colhidas 10 000 celulas. Os resultados obtidos representam a media

mais ou menos (x) desvio padrdo de um minimo de trés ensaios independentes.
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2.24.4 Analise da expressdo de moléculas envolvidas na morte celular

por citometria de fluxo

Para avaliar a expressdo das proteinas envolvidas na morte celular por apoptose, nomeadamente
das proteinas BAX, BCL-2, Caspase 3 e Citocromo C, recorreu-se a citometria de fluxo,
utilizando anticorpos monoclonais marcados com sondas fluorescentes.

Desta forma, 1x10° células tratadas nas condicdes do estudo, e respetivos controlos, foram
isoladas de acordo com o descrito na seccdo 2.2.4.3. e posteriormente permeabilizadas e fixadas
com 250uL de uma solu¢ao Cytofix—Cytoperm (Kit, Cytofix/Cytoperm, Pharmigen) (R&D
systems), durante 20 minutos a 4°C. Em seguida as células foram lavadas duas vezes com
solucdo de lavagem, Perm/Wash diluida de 1:1 com &gua desionizada (Kit, Cytofix/Cytoperm,
Pharmigen), por centrifugagdo a 300xg durante 5 minutos. Em seguida as células foram
incubadas com os respetivos anticorpos e lavadas duas vezes com solugéo PBS por centrifugacao
durante 5 minutos a 300xg e ressuspensas em 0,5mL deste tampao.

Para a detecdo da razdo BAX/BCL-2 marcaram-se as células com 2ug do anticorpo monoclonal
anti-BAX (Santa Cruz Biotechnology) e 1pug do anticorpo monoclonal anti-BCL-2 (Pharmingen
(BD) conjugados diretamente com ficoeritrina (PE) e isotiocianato de fluoresceina (FICT),
respetivamente. Posteriormente as células foram incubadas no escuro a temperature ambiente,
durante 15 minutos.

Para avaliar a expressdo de caspase, as celulas foram marcadas com 2ug de anticorpo anti-
caspase, combinado com ficoeritrina (pharmingen (BD)) seguindo-se um periodo de incubacgéo
de 45 minutos no escuro a temperatura ambiente. A marcagdo com citocromo C, foi efetuada

tratando as células com 0,5ug de anticorpo primario anti-citocromo C (Santa Cruz), durante 15
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minutos no escuro a temperatura ambiente. Posteriormente as células foram marcadas com 0,59
de anticorpo monoclonal secundario combinado com a sonda fluorescente, ficoeritrina.

Apo6s lavagem com PBS por centrifugacdo durante 5 minutos a 300xg as células foram
ressuspensas em 500l do mesmo tampdo para analise imediata por citometria de fluxo, num
citbmetro FACScalibur, provido de um software préprio Cellquest and Paint-a-gate software
(BD Bioscience). Para o estudo, foram colhidas 10 000 células. Os resultados obtidos séo
expressos em Meédia de Intensidade de Fluorescéncia (MIF) e representam a média mais ou

menos (£) um desvio padrdo de um minimo de trés ensaios independentes (Freitas et al., 2011).

2.2.4.5 Analise do potencial de membrana mitocondrial

O potencial de membrana mitocondrial Aypy,; foi avaliado por citometria de fluxo através da
utilizacdo da sonda fluorescente 5,5",6,6 -tetracloro-1,1"3,3"-tetraetilbenzimidazol carbocianina
iodada (JC1) (Cell Technology).

A sonda JC1 desenvolvida por Cossarizza e colaboradores (1993) é um catido lipofilico que
atravessa as membranas biolégicas acumulando-se no interior da mitocéndria polarizada. No
entanto, quando ocorre diminuicdo do Awmi, correspondente a despolarizagdo da membrana
mitocondrial, a sonda permanece no citoplasma sob a forma monomérica (M) emitindo
fluorescéncia ao comprimento de onda de 527nm apos excitacdo a 490nm. Com o aumento do
Avynit, 0S mondmeros da sonda entram para o interior da mitocondria formando agregados (A),
que emitem fluorescéncia detetada ao comprimento de onda de 590nm. Desta forma a variagao

de Ayni, pode ser traduzida pela razéo entre M/A.
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Neste ensaio, 5x10° células obtidas em conformidade com o descrito em 2.2.1, foram
ressuspensas em 0,5 mL de reagente de solu¢do 1x JC-1 (Molecular Probes Invitrogen) com 1uL
de JC1, numa concentracdo final de 5ug/mL de JC1. As células foram incubadas durante 15
minutos, a 37°C com 5% de CO,, ao abrigo da luz. De seguida, as células foram lavadas com
PBS por centrifugacdo durante 5 minutos a 300xg e ressuspensas em 0,5 mL de tampédo de
ensaio e imediatamente analisadas por citometria de fluxo. Para o estudo, foram colhidas 10 000
células. Os resultados obtidos representam a media mais ou menos (x) desvio padrdo de um

minimo de trés ensaios independentes.

2.2.5 Estudos de stresse oxidativo em linhas celulares

2.25.1 Preparacao de lisados celulares

Apobs 24 horas de incubacgdo das células com os compostos em estudo, estas foram lavadas com
PBS por aspiracdo do meio de incubagdo, substituicdo com PBS e respetiva aspiracdo. Em
seguida, as células foram destacadas da superficie aderente por raspagem, e ressuspensas em
1mL de PBS. Posteriormente as células foram submetidas a 3 pulsos de sonicagdo (Bandelin

Sonorex) de 10 segundos cada, no gelo, com um minuto de intervalo entre cada ciclo.
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2.25.2 Quantificacdo de proteina

Imediatamente ap6s a obtencdo dos lisados celulares procedeu-se a determinacdo da
concentracdo de proteina através do método do acido bicinconinico Bicinchoninic Acid Protein
Assay Kit (Sigma), de acordo com as instruc@es do fabricante. Apds a quantificacdo proteica, 0s

lisados celulares foram guardados a -80°C.

2.2.5.3 Avaliacdo da atividade enzimética da peroxidase do glutatido e da

redutase do glutatiao

A atividade da peroxidase do glutatido (GI-Px) foi determinada a partir de um volume de
0,5mL de lisado celular de concentragdo proteica conhecida, incubado com 0,25mL de uma
solucéo transformante (KCN 4,5mM, K3(Fe(CNg) 0,45M, KH,PO, 0,25M), prosseguindo-se com
0 procedimento previamente descrito em 2.1.4.1. A atividade enzimatica é expressa em unidades
internacionais de enzima por grama de proteina (U/g prot). Os resultados obtidos representam a
média mais ou menos () desvio padrdo de um minimo de trés ensaios independentes (Freitas et

al., 2012b).

A atividade da redutase do glutatido (GI-Red) foi determinada nos lisados celulares obtidos em
conformidade com o descrito na sec¢do 2.2.5.1. Para determinar a atividade enzimatica da Gl-
Red, a 100uL de lisado celular adicionou-se uma mistura reacional contendo 0,5M de di-

hidrogeno fosfato de potassio (pH 7,2), 2,2mM de GSSG, 0,5mM de EDTA, 0,38mM de B
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NADPH em NaHCO3 (1%) prosseguindo-se 0 ensaio de acordo com o procedimento descrito em
2.1.4.2.

A atividade enzimética é expressa em unidades internacionais de enzima por grama de proteina
(U/g prot) (Freitas et al., 2012b). Os resultados obtidos representam a média mais ou menos ()

desvio padrdo de um minimo de trés ensaios independentes.

2.2.5.4 Quantificacdo de glutatido reduzido e de Glutationa-S-

Transferase

A concentracdo de glutatido reduzido (GSH) foi avaliada em 200uL de lisado celular obtido de
acordo com o descrito na seccdo 2.2.5.1 e posteriormente sujeitos a0 mesmo tratamento das
amostras analisadas na seccdo 2.1.5 (Freitas et al., 2012b).

Os resultados obtidos sdo expressos em pmol de GSH por grama de proteina (umol/g prot) e
representam a média mais ou menos (x) desvio padrdo de um minimo de trés ensaios

independentes.

A determinagdo de glutationa-S-transferase (GST) nomeadamente, do subgrupo Pi (GST-Pi),
foi realizada nos lisados celulares sujeitos ao mesmo tratamento das amostras analisadas na
seccao 2.1.6 (Freitas et al., 2012b).

Os resultados sdo expressos em pmol de GST por grama de proteina (umol/g prot) e representam

a media mais ou menos () desvio padrdo de um minimo de trés ensaios independentes.
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2.2.5.5 Estado de antioxidagao total

O estado de antioxidagdo total (TAS) foi determinado, nos lisados celulares, através do método
descrito na secgdo 2.1.7 (Freitas et al., 2012b). Os resultados sdo expressos em pumol de TAS por
grama de proteina (umol/g proteina) e representam a média mais ou menos (x) desvio padréo de

um minimo de trés ensaios independentes.

2.2.5.6 Avaliacdo da peroxidacéao lipidica

A peroxidacdo lipidica foi avaliada nas linhas celulares a partir dos lisados obtidos em
conformidade como descrito na sec¢do 2.2.5.1. sendo os lisados celulares sujeitos a0 mesmo
tratamento das amostras analisadas na secgéo 2.1.8.

Os resultados sdo expressos em umol de MDA por grama de proteina (umol/g proteina) e
representam a média mais ou menos (x) desvio padrdo de um minimo de trés ensaios

independentes.

2.2.5.7 Analise da producao de espécies reativas de oxigénio

A determinacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelulares foi baseada
na marcacao das células com as sondas fluorescentes 2°,7” - diclorodihidrofluoresceina diacetato
(DCFH-DA) (Sigma) e dihidroetideo (DHE) para detecdo de peroxidos (H.0,) e anido
superéxido (O*"), respetivamente. A detecdo foi efetuada por citometria de fluxo recorrendo ao
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equipamento j& descrito anteriormente. Os resultados sdo expressos em média de intensidade de
fluorescéncia (MIF) e representam a média mais ou menos (£) desvio padrdo de um minimo de

trés ensaios independentes.

2.2.5.8 Determinacdo da producéo de perdxidos

A concentracéo de peréxidos intracelulares, nos lisados celulares, foi determinada por citometria

de fluxo de acordo com Freitas e colaboradores (2012b). Para o efeito, 5x10° células foram
marcadas com 5uM da sonda DCFH-DA (Sigma) de acordo com adaptagdes aos procedimentos
descritos por Rothe e Valet (1990). Desta forma, ap6s marcagdo das células com a sonda,
procedeu-se a incubacdo durante 1 hora a 37°C, no escuro. Posteriormente, as células foram
lavadas duas vezes com PBS por centrifugacdo a 300xg, durante 5 minutos. As células foram
ressuspensas em 0,5mL de PBS e imediatamente analisadas por citometria de fluxo. Esta
metodologia é baseada na desacetilagdo de DCFH-DA a 2’°,7’-diclorodihidrofluoresceina
(DCFH) por esterases intracelulares e consequente oxidacdo no composto fluorescente 2,7-
diclorofluoresceina (DCF). A fluorescéncia emitida, ap6s excitacdo a 488 nm, € captada a

525nm, sendo proporcional aos niveis intracelulares de peroxidos (Halliwell, 1985).

2.2.5.9 Determinacéo da producéo de anido superoxido

A producdo intracelular de anido superéxido (O*") foi determinada por citometria de fluxo com

recurso & sonda DHE. Para o efeito, 5x10° células previamente lavadas com PBS por
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centrifugacdo a 300xg durante 5 minutos, foram incubadas durante 10 minutos no escuro, a
temperatura ambiente, com 5uM de DHE (Sigma-Aldrich), preparado em dimetil sulfoxido
(DMSO) a 1mM. Posteriormente, as células foram lavadas duas vezes com PBS por
centrifugacdo conforme descrito anteriormente. As células foram ressuspensas em 0,5mL de PBS
e imediatamente analisadas por citometria de fluxo.

A DHE atravessa as membranas celulares e é convertida no composto fluorescente de cor
vermelha, maioritariamente, por acdo do O*". O etidio intercala-se no ADN, permanecendo no
interior da célula. Uma pequena percentagem de oxidacao pode ser resultante da acdo de outras
ROS e espécies radicalares como o H,0, ONOO™ ou &cido hipocloroso (HOCI) (Xiang et al.,

2009; Gongalves, 2010).

2.2.6 Analise da atividade dos complexos da cadeia respiratoria mitocondrial

por espetrofotometria

Para avaliar a atividade dos complexos da cadeia respiratoria mitocondrial, I, 11+l (redutase do
succinato-citocromo C, SCCR) e da sintase do citrato, recorreu-se a espetrofotometria de duplo
comprimento de onda, baseada na oxidagao dos respetivos substratos (Sarmento-Ribeiro, 2000).

As linhas celulares foram submetidas a um ciclo de congelamento durante 20 minutos em gelo
seco seguido de descongelamento, para lise das membranas e precipitacdo. Para o efeito,
utilizaram-se cerca de 2x10° células de cada linha celular, as quais foram obtidas por raspagem
da superficie de crescimento do frasco de cultura. As células foram recolhidas para um volume

de 200ul de meio de homogeneizacdo (0,25M de sacarose e 5mM de Hepes-Na a pH 7,4).
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A atividade do complexo IV foi avaliada tendo por base o método descrito por Wharton e
Tzagoloff (1967). Este complexo enzimético utiliza o citocromo C reduzido como substrato para
a sua oxidacdo, sendo a reacdo monitorizada a 550nm numa solugdo contendo fosfato de sédio
0,1M a pH 7, dodecil maltosideo 1,25mM, um detergente que permite a detecdo da velocidade
méxima do complexo, de ferricianida de potassio 0,1M e citocromo C 50uM. Como a enzima é
rapidamente inibida pelo citocromo C oxidado, a velocidade de reacdo tende a diminuir, pelo que
a atividade do complexo pode ser calculada a partir da velocidade inicial pseudo linear ou
calculando a velocidade de 1% ordem para a reacdo de oxidacdo deste complexo enzimatico
(Sarmento-Ribeiro, 2000).

A atividade do complexo II+111 foi avaliada através da quantificacdo da reducdo do citocromo C
apés a adicdo de succinato num meio contendo 10mM de fosfato monopotassico, a pH 7,4 e
EDTA 2 mM, utilizando um comprimento de onda de 550nm. Para evitar o efeito inibitério do
oxaloacetato na atividade da desidrogenase do succinato, o ensaio foi feito na presenca de
rotenona, um inibidor do complexo I. A rotenona reduz a formagéo de oxaloacetato a partir de
malato obtido a partir do fumarato durante a oxidac&o do succinato.

A inibicdo dos complexos Il e 111 foi feita pela presenca de antimicina A.

A atividade da sintase do citrato, uma enzima da matriz mitocondrial, que catalisa a reagédo de
formacdo de citrato a partir de oxaloacetato e acetil CoA, foi determinada tendo por base a
detecdo da densidade OGtica de 5-tio-2-nitrobenzoato. Este composto é quantificado a 412nm e
formado pela reacao da acetil CoA com o reagente 5,5’-ditio-2-acido nitrobenzoico (DTNB). A
atividade da enzima foi avaliada apos a adicdo de oxaloacetato a meio Tris de pH 8 contendo

acetil CoA, DTNB e Triton-X100.
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Todos o0s ensaios enzimaticos foram realizados a 37°C e os resultados sdo expressos em
Unidades/mg proteina ou Unidades/atividade de citrato sintase e representam a média mais ou

menos (£) desvio padrdo de um minimo de trés ensaios independentes.

2.2.7 Avaliacdo da expressao de HIF-1a e VEGF

Para avaliar a expressdo dos fatores HIF-1a ¢ VEGF, envolvidos na metastizac¢do, recorreu-se a
citometria de fluxo utilizando anticorpos monoclonais marcados com sondas fluorescentes.

Para a detecdo da expressdo de HIF-1a e VEGF, as linhas celulares, foram incubadas nas
condicdes 6timas de crescimento ja referidas, em normoxia e em hipoxia. Para criar 0 ambiente
de hipdxia, as células tratadas e ndo tratadas com os compostos foram cultivadas com 100uM de
cloreto de cobalto (CoCl,). Posteriormente, 1x10° células obtidas como anteriormente descrito,
foram permeabilizadas e fixadas com 250ul de uma solugdo Cytofix-Cytoperm (Kit,
Cytofix/Cytoperm, Pharmigen) (R&D systems), durante 20 minutos a 4°C.

Em seguida as células foram lavadas duas vezes com solucéo de lavagem, Perm/Wash diluida de
1:1 com é&gua desionizada (Kit, Cytofix/Cytoperm, Pharmigen), por centrifugacdo a 300xg
durante 5 minutos. Em seguida as células foram incubadas com os respetivos anticorpos e
lavadas duas vezes com solugédo PBS. Para a marcacdo com VEGF adicionaram-se 10uL de uma
solugéo stock de 25pg/mL de anticorpo monoclonal anti-VEGF humano, conjugado diretamente
com a sonda fluorescente ficoeritrina, durante 45 minutes, no escuro a temperatura ambiente.
Para a detecdo de HIF-1a, as células foram marcadas com 10uL de anticorpo monoclonal de rato
anti-HIF-1o e incubadas durante 20 minutos no escuro a temperatura ambiente. As células foram

lavadas como anteriormente referido e marcadas com 10uL de uma solucéo stock a 25ug/mL de
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anticorpo anti-rato conjugado com ficoeritrina seguindo-se uma incubacdo de 20 minutos, no
escuro, & temperatura ambiente.

As células foram ressuspensas em 500uL do mesmo tampdo e analisadas por citometria de fluxo
(FACScalibur Cellquest) através do software Paint-a-gate (BD Bioscience). Para o referido
estudo foram analisadas 10 000 células por ensaio. Os resultados sdo expressos em média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) e representam a média mais ou menos (+) desvio padrao de

um minimo de trés ensaios independentes.

2.2.8 Tratamento estatistico

Para a comparacdo entre médias de grupos com variaveis de distribuicdo normal recorreu-se ao
teste T-student e ANOVA, consoante se tratasse da compara¢do entre dois ou mais grupos,
respetivamente. Para a andlise de variaveis ndo paramétricas recorreu-se ao teste de Kruskal
Wallis e Mann Whitney.

A avaliacdo do coeficiente de correlacdo de Spearman’s rho foi utilizado para analisar a relacdo
entre 0s parametros estudados.

Para os estudos de polimorfismos genéticos recorreu-se ao teste exato de Fisher a fim de avaliar
o risco relativo (Odd’s Ratio-OD).

Para todos os testes estatisticos considerou-se o nivel de significancia a 95% (p<0,05).
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3. RESULTADOS
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3.1 Estudos em sangue periférico de doentes e controlos

3.1.1 Avaliacdo do stresse oxidativo em doentes com cancro da prostata —

Influéncia na progressao da doenca

A participagdo do stresse oxidativo na etiopatogenia e progressdo do cancro da prostata foi
avaliada pela anélise de defesas antioxidantes plasmaticas, nomeadamente, os niveis de glutatido
reduzido (GSH), glutationa-S-transferase (GST), acido drico (AU), vitaminas A e E (VIT A e
VIT E, respetivamente), pela determinacdo dos niveis de defesas antioxidantes eritrocitérias
como do GSH e da VIT E, pela anélise da atividade de defesas antioxidantes enzimaticas,
nomeadamente, da redutase do glutatido (GI-Red) e da peroxidase do glutatido (GI-Px), pela
avaliacdo do estado de antioxidacdo total (TAS), pela determinagcdo de marcadores de leséo
oxidativa como o malonildealdeido (MDA) plasmatico e o eritrocitario, grupos carbonilo (GC), e
ainda pela quantificacdo dos niveis de 6xido nitrico (NO-) e de colesterol (CHL).

A populacdo total, consistia numa amostra de 165 individuos, dos quais 23 ndo evidenciavam
patologia prostatica (controlos) (G1), 6 apresentavam prostatite cronica (G2) e 9 eram portadores
de hiperplasia benigna da proéstata (BPH) (G3). Dos restantes, 127 eram doentes com cancro da
prostata (CaP) (G4), dos quais, 104 apresentavam cancro da prostata localizado (G5) e 23
evidenciavam doenca avancada (G6). A determinacdo de GSH, TAS, MDA, atividades da Gl-
Red e da GI-Px foi avaliada na populacéo total. A avaliacdo de GST, VIT A, VIT E, AU, CHL,

GC e NO- foi realizada em 85 individuos, dos quais 18 voluntarios saudaveis (G1) e 67
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portadores de cancro da prostata (G4). Destes, 48 apresentavam adenocarcinoma da prostata

localizado (G5) e 19 apresentavam doenca avancada (G6).

Tabela 111.1.1 - Carateristicas clinico-laboratoriais dos individuos representativos do grupo
controlo (sem doenga maligna, ou outra patologia prostatica) e do grupo de doentes com cancro da
préstata

Controlo (G1) Cancro da prostata (G4) p
(n=18) (n=67)
Idade ao diagnéstico (anos) * 76,0 (65,8-80,0) 71,0 (65,0-75,0) 0,124
PSA ao diagnéstico (ng/mL) * 4,0 (2,0-8,5) 9,9 (6,0-17,1) 0,001
IMC ( kg/m?) ** 28,0+3,3 27,5428 0,528
Score de Gleason
<7 -- 25 (61,0%) --
>17 -- 16 (39,0%) --
Estadio clinico
Localizado -- 45 (73,8%) --
Avancado -- 16 (26,2%) --

Os grupos do estudo incluem: Controlos — G1 - (sem neoplasia ou outra patologia prostatica) e doentes
com cancro da préstata — G4.

*Resultados apresentados como mediana (intervalo interquartil): comparacdo entre grupos através do
teste Mann-Whithey; **Resultados apresentados como média + desvio padrdo: comparacgao entre grupos
através do teste-t.

Sempre que possivel procedeu-se a carateriza¢do clinico-laboratorial dos homens participantes
neste estudo, a qual estd representada nas tabelas I11.1.1 e [11.1.2. Entre os diferentes grupos
estudados, ndo se observam diferencas significativas relativamente a idade e indice de massa
corporal (IMC). No entanto, e como seria de esperar, 0s doentes com cancro da prostata (G4)
apresentam valores de PSA significativamente superiores em relacdo ao grupo controlo (G1)

(Tabela 111.1.1). Além disso, no grupo com doenga avancgada (G6), o PSA é significativamente
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superior quando comparado com o grupo de doentes com cancro localizado (G5) (Tabela I1l. 1.2)
e com o grupo controlo (G1). No entanto, ndo se observaram diferengas significativas entre os
grupos representativos de prostatite (G2) e BPH (G3), comparativamente ao grupo controlo (G1)

e ao grupo representativo de cancro da prostata metastizado (G6) (resultados ndo apresentados).

Tabela 111.1.2 - Carateristicas clinico-laboratoriais dos individuos representativos do grupo de
doentes com cancro da proéstata localizado e com doenca avangada

Cancro da prostata

Localizado (G5) Avancado (G6)

(n=48) (n=19) p
Idade ao diagnéstico (anos) * 71,0 (65,0-76,0) 67,0 (65,0-73,0) 0,186
PSA ao diagnéstico (ng/mL) * 9,0 (6,0-15,0)* 32,5 (9,0-63,0) &*
IMC, kg/m? ** 27,3+3,0 28,0+2,2 0,552

Os grupos do estudo incluem doentes: G5 - com cancro da préstata localizado e G6 - com cancro da
préstata avancado.

*Resultados apresentados como mediana (intervalo interquartil): comparacdo entre grupos através do
teste Kruskal Wallis. Controlos vs CaP localizado (*P=0,004), Controlos vs CaP avangado (¥P<0,0001) e
CaP localizado vs CaP avancado (“P=0,003), calculados através do teste Mann Whitney.

**Resultados apresentados como média + desvio padrdo: comparacgao entre grupos atraves da analise por
ANOVA fatorial.

Os resultados de stresse oxidativo evidenciados na tabela 111.1.3 representam as defesas
antioxidantes envolvidas no ciclo de oxidacéo/reducédo do glutatido, nomeadamente, a atividade
das enzimas GI-Px e Gl-Red e os niveis de GSH, nos diferentes grupos do estudo (G1 - sem
neoplasia ou outra patologia prostatica, G2 - portadores de prostatite cronica, G3 - portadores de
hiperplasia benigna da prostata, (BPH), G4 - doentes com cancro da prostata, G5 - doentes com

cancro da prostata localizado e G6 - doentes com cancro da prostata em fase avancada).
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Tabela 111.1.3 - Avaliacdo de defesas antioxidantes envolvidas no ciclo de oxidacdo/reducdo de GSH
e representacdo de TAS e da peroxidacdo lipidica em doentes com cancro da préstata e em

controlos
Defesas antioxidantes envolvidas na oxidacdo/reducéao de Peroxidacao
GSH e TAS lipidica
Grupos de Marcadores Marcadores
Estudo Eritrocitarios Plasmaticos
Defesas Enzimaticas Defesas ndo enzimaticas
GI-Px Gl-Red GSH GSH TAS MDA MDA
(mU/gHb) (mU/gHb) | (umol/gHb)  (uM) (mM) | (uM)  (umol/gHb)
*G1 (sem
patologia 75 5,6 4,9 334 1,3 1,8 0,09
prostatica) 3,5 +1,8 15 +10,2 0,4 +0,6 0,07
(n=23)
5G2 5,2 5,6 52 26,3 14 1,8 0,11
(prostatite) 13,6 14 15 39 10,2 0,4 0,09
(n=6)
# 4,1 58 58 w8847,7 1,3 *1,5 *0,14
(Sjg()BPH) +3,4 2,4 2,4 +17,5 0,3 +0,5 0,07
o (rcc:JZ?a(f[;()) 6,3 5,7 5,2 35,6 12 |"1,9 0,08
P +3,6 +19 +1,8 +15,0 0,7 +0,6 0,07
(todos)
(n=127)
'G5 (Cancro | 6,4 5,8 5,3 36,1 1,3 *2.0 0,08
localizado) 13,6 2,7 +1,8 +15,8 10,1 1,0 0,07
(n=104)
T +H§#
G6 (Cancro | 5,9 5,6 "4.6 26.7 10 1,8 0,09
avancado) 3,4 +1,8 1,7 +1’0 0 +’0 4 0,5 +0,05
(n=23) - s

Os grupos do estudo incluem: Controlos - G1 (sem neoplasia ou outra patologia prostatica), G2 -
(portadores de prostatite cronica) e G3 - (portadores de hiperplasia benigna da prostata, BPH); Doentes —
G4 - (doentes com cancro da prostata), G5 - (doentes com cancro da préstata localizado) e G6 - (doentes
com cancro da prostata avangado). Os resultados obtidos representam a media + desvio padrdo dos
valores encontrados para os diferentes parametros de stresse oxidativo. Glutatido reduzido (GSH),
peroxidase do glutatido (GI-Px), redutase do glutatido (Gl-Red), malonildealdeido (MDA) e estado de
antioxidacdo total (TAS). As diferencas significativas encontradas sdo consideradas para "p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001 relativamente ao grupo G1; °p<0,05, e %p<0,01 relativamente ao grupo G2;
p<0,05, *p<0,01 e *p<0,001, relativamente ao grupo G3, 'p<0,05, **p<0,001, relativamente ao grupo

G5.

100



O estado de antioxidagdo total designado por TAS e a lesdo oxidativa de biomoléculas,
particularmente, da peroxidacdo lipidica determinada através da quantificacdo dos niveis de
malonildealdeido (MDA), estdo também representados. De uma forma geral este estudo revela
que as alteracBes de stresse oxidativo no cancro da prostata sdo mais acentuadas na fase de
doenca avancada. Assim, nos individuos com cancro metastizado (G6), é de salientar uma
diminuigdo significativa do TAS (1,0+0,4mM) relativamente a todos os grupos estudados,
nomeadamente, G1 (1,3+0,4mM), G2 (1,4+0,2mM), G3 (1,3+0,3mM) e G5 (1,3+0,1mM). Esta
alteracdo €, em parte, acompanhada de diminuicdo de defesas antioxidantes que participam
diretamente no ciclo de oxidag&o/redugdo de GSH. Assim, observa-se diminuigdo significativa
de GSH plasmaético (26,7+10,0uM) comparativamente ao encontrado para G1 (33,4+10,2uM),
G3 (47,7+£17,5uM) e G5 (36,1+15,8uM). A nivel eritrocitario também se observa diminuicao
significativa de GSH (4,6+1,7umol/gHb), comparativamente ao grupo de doentes com cancro
localizado (G5) (5,3+1,8umol/gHb) e ao grupo com BPH (G3) (5,8+2,4umol/gHb). Além disso,
ocorre diminuicdo significativa da atividade da GI-Px (5,9+3,4mU/gHb) relativamente ao grupo
sem neoplasia ou outra doenga prostatica (G1) (7,5+3,5mU/gHb). A diminuicdo de defesas
antioxidantes nos doentes com cancro em fase avancada ndo se restringe aquelas que participam
diretamente no ciclo de oxidacdo/reducdo de GSH. Neste grupo (G6) também se observa
diminuicdo de VIT A (1,8+0,5uM) comparativamente ao grupo controlo (G1) (2,2+0,7uM) e ao
grupo com cancro da prostata localizado (G5) (2,4+1,3uM), bem como uma tendéncia para a
diminuigdo de GST (Tabela 111.1.4). Apesar da diminuigdo de TAS e das defesas antioxidantes
referidas, ndo se observou aumento significativo da lesdo oxidativa de biomoléculas (MDA e
GC) (Tabelas 111.1.3 e 111.1.4). Porém, a analise de NO- revelou aumento nos individuos com

cancro da prostata em fase avancada (10,4+4,7uM) relativamente aos individuos do grupo
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controlo (G1) (7,7£3,1uM) (Tabela 111.1.4). Embora o aumento de NO- apresente significado
estatistico (p<0,05) apenas no grupo de doentes com cancro metastizado (G6), também evidencia
valores mais elevados no grupo com doenca localizada (G4) (9,8+5,9uM) sugerindo o seu

aumento progressivo durante a evolugdo do cancro da prostata (Tabela 111.1.4).

Tabela 111.1.4 - Avaliacédo dos niveis plasmaticos e eritrocitarios de defesas antioxidantes e de lesdo
oxidativa em doentes com cancro da prostata e em controlos

Lesdo oxidativa e
Defesas antioxidantes NO-
Grupos de
Estudo Plasmaticas Eritrocitarias
VITE/
GST VITA VITE CHL AU VITE GC NO-

(ng/ml)  (uM) (LM) (mM) (nmol/gHb) (uM) (uM)
*G1 (sem
patologia 190 2,2 27,0 45 0,3 365,0 204,0 7,7
prostatica) | .45 107  £128 #1401 | 180 £37 *3,1
(n=18)
'G5 173,4 2,4 26,4 49 0,3 316,2 211,0 9,8
(Cancro y ’ ’ ’ ] ’ y y
localizado) | 1513 413 473 #12 +0,2 | +186 +37,6 +59
(n=48)
G6 Cancro | 167 *f1,8 275 5,4 0,3 361,0 198,8 10,4
avancado
(n=19) +37,7 +0,5 +6,0 +0,8 +0,1 +186 +27.7 +4,7

Os grupos do estudo incluem: Controlo — G1 (sem neoplasia ou outra patologia prostatica) e Doentes —
G5 (doentes com cancro da proéstata localizado) e G6- (doentes com cancro da prdstata avancado). Os
resultados obtidos representam a média + desvio padrdo dos valores encontrados para os diferentes
pardmetros de stresse oxidativo. Os pardmetros de stresse oxidativo incluem glutationa-S-transferase
(GST), vitamina A (VIT A), vitamina E (VIT E), razdo vitamina E/colesterol (VIT E/CHL), acido Urico
(AU), oxido nitrico (NO-) e grupos carbonilo (GC). Os resultados representam a média + desvio padrédo
dos valores encontrados. As diferencas significativas sdo consideradas para "p<0,05 relativamente ao
grupo controlo (G1) e para "p<0,05 relativamente ao grupo com cancro localizado (G5).
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Para além do NO- existem outros parametros de stresse oxidativo que sofrem alteracéo, ainda
que ndo significativa, durante a fase de cancro localizado, e que se acentua na fase de doenca
avancada, sugerindo a sua alteracdo gradual durante progressdo da doenca. S&o exemplos a
diminuicgdo da atividade da GI-Px (Tabela I11.1.3) e dos niveis de GST (Tabela 111.1.4).

No grupo de doentes com cancro da prostata (G4) observa-se aumento de MDA plasmatico
(1,9£0,6p.M) comparativamente aos grupos sem neoplasia (G1) (1,8+0,6uM) e G3 (1,5+0,5uM).
No entanto, como podemaos verificar na tabela I11.1.3 € o grupo de doentes com cancro localizado
(G5) que apresenta aumento significativo de MDA (2,0+1,9uM) (p<0,05).

Pelo exposto, os resultados sugerem a participacdo do stresse oxidativo no cancro da prostata, no
qual importa referir uma diminuicdo significativa das defesas antioxidantes GSH, VIT A e de
atividade da GI-Px bem como uma tendéncia para a diminuicdo de GST, refletindo-se,
possivelmente, na reducdo significativa de TAS e no aumento de NO- observados.

Além do cancro, a préstata é alvo de outras patologias como a prostatite, ou a BPH que se
poderdo associar a alteracdes de stresse oxidativo. Neste estudo observamos que os doentes com
prostatite (G2) (tabela 111.1.3) apresentam diminuicdo significativa de GSH plasmatico
(26,3+£3,9uM) quando comparados com o grupo de individuos sem neoplasia ou outra patologia
prostatica (G1) (33,4+£10,2uM) (p<0,05), com o grupo com BPH (G3) (47,7£17,5uM) (p<0,01) e
com os doentes com cancro (G4) (35,6+15,0uM) (p<0,05), em particular com cancro localizado
(G5) (36,1+15,8uM) (p<0,05). De uma forma geral estes resultados sdo acompanhados de
diminuicdo da atividade da GI-Px.

A prostatite é caraterizada por um processo inflamatdrio da prostata, em que esta envolvida a

producdo de ROS. Assim, a diminuicdo de defesas antioxidantes observada nesta patologia
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parece acentuar um aumento de stresse oxidativo, o qual poderd contribuir para o
desenvolvimento do cancro da prostata.

Pelo contrério, os individuos com BPH (G3), apresentam valores de GSH plasmatico
significativamente aumentados (47,7£17,5uM) relativamente a todos os grupos estudados, como
se pode observar na tabela I11.1.3. Este aumento de GSH é acompanhado de diminuicéo
significativa de MDA (1,5+0,5uM) plasmético sugerindo um efeito protetor do GSH. No
entanto, neste grupo de individuos observa-se uma diminuicdo de GI-Px eritrocitaria
(4,1+£3,4mU/gHb) relativamente ao grupo sem neoplasia ou patologia prostatica (G1)
(7,5£3,5mU/gHb) (p<0,01) e a todos os grupos de doentes G4 (6,3+3,6mU/gHb), G5
(6,4£3,6mU/gHb) e G6 (5,9+3,4mU/gHb) (p<0,05; p<0,01 e p<0,05, respetivamente),
acompanhado de um aumento significativo de MDA eritrocitario (0,14+0,07umol/gHb). Assim,
0s resultados sugerem que a diminuicdo da GI-Px favorece a peroxidacdo lipidica eritrocitaria.
De acordo com o evidenciado, as patologias prostaticas estudadas parecem relacionar-se com um
aumento de stresse oxidativo. No cancro da prostata o stresse oxidativo € mais acentuado na fase
de metastizacao.

E também de referir que a analise da correlagio Spearman’s rho nos diversos grupos de estudo
evidenciou uma associacdo positiva entre 0 GSH e o TAS (r=0,290, p=0,016) evidenciando a
importancia desta relacdo na caraterizacdo do stresse oxidativo.

O stresse oxidativo, € influenciado pela gordura individual (Fernddez-Shanchez, 2011). O indice
de massa corporal (IMC) é utilizado como indicador da gordura corporal e é obtido pela razdo
entre a altura (m) e o quadrado do peso (Kg?) do individuo (IMC = Altura/Peso?) (WHO, 1995).
Esta classificacdo distingue os individuos com baixo peso (IMC<18,5), dos de peso normal

(18,5<IMC<25), excesso de peso (25<IMC<30) e obesos (IMC>30).
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Tabela I111.1.5 - Avaliacdo do stresse oxidativo em funcdo do IMC em doentes com cancro da
prostata e em controlos sem patologia prostatica

E.I'B_‘SQS'\QETROS DE indice de Massa Corporal (IMC)
OXIDATIVO
Defesas antioxidantes
envolvidas na IMC<25 25<IMC<30 IMC>30
oxidacao/reducao de
GSH

Controlos Doentes Controlos Doentes Controlos | Doentes

n=3 n=21 n=10 n=49 n=4 n=19

Enzimaticas
GI-Px (mU/gHDb) 42417 6,0+3,9 9,9+34 *7,943,1 6,3+1,4 *7,643,1
Gl-Red (mU/gHDb) 6,3+1,6 5,443,7 58+1,5 *6,4+2,1 5,9+2,6 6,3+2,1
Nao enzimaticas
GSH (umol/gHb) 5,8+0,1 50+20 |58+15 | 56+16 |50+0,8 |55+17
eritrocitario
GSH (uM) plasmatico 37,149,2 36,5+15,7 | 32,5+17,4 | 34,6£16,9 41,8+13,9 | 34,9+15,4
Outras defesas
antioxidantes e TAS
Enzimaticas
GST (uM) 165+9 179457 122+82 168+51 197 £76 171+48
Nao Enzimaticas
AU (mM) 0,4+0,0 0,3+0,0 0,4+0,2 0,4+0,2 0,4+0,1 0,3+0,2
VITA (uM) 2,711 1,940,5 22#09 | 2,6%15 25404 | 24+14
VITE (uM) plasmatica | 22,2+16,3 | 22,6481 | 31,047,1 | 29,1462 17,2412,1 | **27,9+7
VIT E/CHL 7,3+2,4 4,940,0 5,6+£1,0 5,3+1,3 6,1+2,2 5,3+1,2
VIT E (nmol/gHb) 502+157 | *297+1 | 1948 *054+90 | 254+98 | 270+186
eritrocitaria
TAS (mM) 1,4+0,6 *1,0£0,3 | 1,140,3 | 1,3%0,9 12402 | 1,3+0,9
Parédmetros de leséo
oxidativa e NO-
MDA eritrocitario 0,04£0,02 | *0,08+0,06 | 0,03+0,01 | *0,06+0,04 | 0,03+0,02 | *0,07+0,0
(umol/gHb)
MDA plasmatico (uM) | 3,0+0,8 *19+0,8 [19+10 |2,1+1,0 14406 | *2,1+1,0
GC plasmatico (uM) 178+12 199+22 190477 | 216+44,7 | 223482 | 213 +40
NO- (uM) 8,2+25 8,1+2,8 8,5+3,9 10,4+5,1 6,4+3,7 10,645,9

Os resultados representam o0s parametros de stresse oxidativo na populacdo controlo (doentes sem
neoplasia ou outra doenca prostatica) e na de cancro da prostata em fungdo do indice de massa corporal
(IMC): atividade da peroxidase do glutatido (GI-Px), atividade da redutase do glutatido (GI-Red),
glutatido reduzido (GSH), glutationa-S-transferase (GST), &cido Urico (AU), vitamina A (VIT A),
vitamina E (VIT E), razéo vitamina E/colesterol (VIT E/CHL), estado de antioxidacdo total (TAS),
malonildealdeido (MDA), grupos carbonilo (GC) e 6xido nitrico (NO-). Os resultados representam a
média + desvio padrdo dos valores encontrados. As diferencas significativas sdo consideradas para
*p<0,05 e**p<0,01 relativamente ao controlo.
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Neste estudo a maioria dos individuos apresentava excesso de peso (Tabela I11.1.5). O tamanho
reduzido das amostras, sobretudo, no que respeita aos grupos controlo, limitou a analise dos
resultados. No entanto, é de salientar que da comparagdo entre os grupos de doentes com 0s
controlos de igual IMC, se destaca um aumento consistente da peroxidacao lipidica eritrocitaria
(MDA) nos doentes (0,08+0,06 vs 0,04+0,02 umol/gHb para IMC<25, 0,06+0,04 vs 0,03£0,01

umol/gHb para 25<IMC<30 ¢ 0,07+0,0 vs 0,03+0,02 umol/gHb para IMC>30) (Tabela 111.1.5).

<13 2530 =30 <23  215-30 =30 <25 25330 =30

[
(=]
1
ko

1.6 -
1.4 -

1.2

0.8
0.6
04
0.2

Relagdo com o controlo

VIT A plasmdtica  VIT E eritrocitaria G1-Red

Figura 3.1.1 - Comparacdo de vitamina A plasmatica, vitamina E eritrocitaria e atividade de Gl-
Red no grupo de doentes com cancro da prostata em funcdo IMC. Os parametros de stresse oxidativo
incluem vitamina A (VIT A) plasmatica, vitamina E (VIT E) eritrocitéria e atividade da Gl-Red (GI-Red).
Os resultados obtidos representam a média + desvio padrdo dos valores encontrados. As diferengas
significativas sdo consideradas para *p<0,05 relativamente ao grupo de doentes com IMC <25.

Nos grupos de doentes formados por individuos com excesso de peso e obesos, € de notar uma
tendéncia para o aumento de MDA plasmatico (2,1£1,0 vs 1,9+1,0uM e 2,1+1,0 vs 1,4+0,6 uM

para p<0,05, respetivamente), bem como aumento de NO- (10,445,1 vs 8,5+3,9uM ¢ 10,6+5,9 vs
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6,4+3,7 uM, respetivamente) (Tabela 111.1.5) comparativamente aos controlos saudaveis com
IMC correspondente, sugerindo aumento de stresse oxidativo nos doentes com excesso de peso e
obesos. Todavia, observa-se uma tendéncia para o aumento da VIT E eritrocitaria e aumento da
atividade da GI-Red nos grupos de doentes com excesso de peso (6,4+2,1 vs 5,8+1,5 mU/gHDb,
para p<0,05) e em obesos (6,3+2,1 vs 5,9+2,6 mU/gHb), comparativamente aos controlos
saudaveis com IMC correspondente, sugerindo uma resposta ao stresse oxidativo (Tabela
[11.1.5). Nomeadamente, observa-se aumento da atividade da GI-Red para IMC associado a
excesso de peso (p<0,05) e a obesidade, quer na populagdo geral de doentes (Figura 3.1.1), quer
na de cancro localizado (Tabela 111.1.6), comparativamente aos grupos de peso normal. Desta
forma os resultados reforcam o aumento da atividade da GI-Red em funcdo do aumento de peso,
particularmente para IMC entre 25 e 30, nos doentes com cancro da prostata. Pelo contréario, ndo
se estabeleceu a mesma relacéo para a VIT E eritrocitaria (Figura 3.1.1).

Apesar do aumento de stresse oxidativo nos doentes com excesso de peso e obesos
(comparativamente aos controlos saudaveis) ser marcado pelo aumento da peroxidacao lipidica
(Tabela 111.1.5), o0 mesmo ndo foi encontrado na populacdo geral de doentes (resultados nao
apresentados), nem de cancro localizado (Tabela 111.1.6), comparativamente aos grupos de peso
normal. No entanto, no grupo com cancro da prostata localizado, é de salientar uma tendéncia
para o aumento de NO- nos individuos com excesso de peso por comparagdo com os de menor
IMC (Tabela 111.1.6). Paralelamente, observa-se diminuicdo significativa da VIT E eritrocitaria

(Tabela 111.1.6), também evidenciado na populagéo total de doentes (Figura 3.1.1).
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Tabela 111.1.6 - Avaliacdo do stresse oxidativo em funcdo do IMC em doentes com cancro da
prostata localizado

PARAMETROS DE Indice de Massa Corporal (IMC)
STRESSE OXIDATIVO

Defesas antioxidantes IMC<25 25<IMC<30 IMC>30
envolvidas na n=17 n=36 n=16
oxidacao/reducao de GSH

Enzimaticas

GI-Px (mU/gHb) 6,8+3,9 *8,2+2,8 7,0+3,3
Gl-Red (mU/gHb) 5,0+3,2 *6,4+2,2 5,9+2,1
N&o enzimaticas

GSH (umol/g Hb) eritrocitario 5,3+0,03 5,8+1,3 5,21£2,0
GSH (uM) plasmatico 36,4+12,0 37,4+19,0 36,3+7,3
Outras defesas antioxidantes e

TAS

Enzimaticas

GST (uM) 174+45 174458 170439
Nao Enzimaticas

AU (mM) 0,3+0,07 0,3+0,13 0,3+0,09
VITA (uM) 1,9+0,5 *2,6+1,2 1,8+0,7
VITE (uM) plasmética 23,418,9 *28,8+6,9 23,917.8
VIT E/CHL 45+1,6 *5,6+1,3 4,6+1,3
VIT E (nmol/gHDb) eritrocitaria | 306+107 *232+115 316179
TAS (mM) 1,103 1,140,6 1,5+0,9

Parametros de lesdo oxidativa

0,05+0,03

MDA eritrocitario *0,03+0,01 *0,03+0,01
(umol/gHb)

MDA plasmatico (uM) 2,0+0,8 2,2+0,9 2,2+1,1
GC plasmatico (uM) 201+19 216+46 208+28
NO:- (uM) 8,2+1,9 9,9+5,1 9,4+3 4

Os resultados representam os parametros de stresse oxidativo nos doentes com cancro da prostata
localizado em funcdo do indice de massa corporal (IMC): atividade da peroxidase do glutatido (GI-Px),
atividade da redutase do glutatido (Gl-Red), glutatido reduzido (GSH), glutationa-S-transferase (GST),
acido drico (AU), vitamina A (VIT A), vitamina E (VIT E), colesterol (CHL), estado de antioxidagao
total (TAS), malonildealdeido (MDA), grupos carbonilo (GC) e o6xido nitrico (NO-). Os resultados
representam a média * desvio padrdo dos valores encontrados. As diferencas significativas sdo
consideradas para *p<0,05 relativamente ao grupo formado por individuos com IMC <25.
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No entanto, observa-se aumento de algumas defesas antioxidantes, o que podera constituir um
mecanismo de resposta ao desequilibrio de oxidagdo/reducdo. Assim, encontramos aumento
significativo de VIT A nos doentes com cancro localizado que apresentam excesso de peso
(Tabela 111.1.6), concordante com o observado para a populagéo total de doentes (Figura 3.1.1),
bem como aumento de VIT E plasmatica e da razdo VIT E/CHL nos primeiros (Tabela 111.1.6).
Nos, doentes com cancro localizado, observa-se ainda uma tendéncia para 0 aumento das
atividades da GI-Px e Gl-Red (ja referida), que assumem valores significativos no grupo com
excesso de peso (Tabela 111.1.6). E ainda de salientar uma associagio estatisticamente
significativa entre o IMC e a concentragdo plasmatica de MDA, no grupo de doentes com cancro
da prostata avancado (r=0,626, p=0,013) de acordo com a correlacdo Spearman’s rho

(Figura3.1.2).
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Figura 3.1.2 - Andlise da correlacdo Spearman’s rho entre o IMC e a concentragdo plasmatica de MDA
restrita ao grupo de doentes com cancro da prostata avancado (r=0,626, p=0,013).
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Posteriormente, avaliamos de que forma o aumento do antigénio especifico da prostata (PSA),
um marcador determinante na monitorizacdo desta neoplasia, se relaciona com o stresse
oxidativo. Para o efeito do estudo estabeleceram-se trés grupos, consoante o PSA fosse inferior a
4ng/ml (geralmente ndo associado a patologia), entre 4 e 10 ng/ml e acima de 10 ng/ml.

A informacdo sobre o PSA foi obtida para os doentes com cancro da prostata e para 0s
individuos sem neoplasia ou outra doencga prostatica. Os resultados ja apresentados no inicio
desta seccdo confirmam que o PSA é significativamente superior no grupo de doentes com esta
neoplasia (Tabela I11.1.1), particularmente nos doentes em fase avancada da doenca (Tabela
111.1.2).

Na tabela 111.1.7 sdo comparados os parametros de stresse oxidativo entre doentes e controlos,
para 0 mesmo intervalo de PSA. Relativamente as defesas antioxidantes envolvidas na
oxidacdo/reducdo de GSH, importa referir uma tendéncia para a diminuicdo de GSH eritrocitario,
quer em doentes, quer em controlos, com o aumento do PSA. No grupo de doentes com PSA
mais elevado (4<PSA<10), esta diminuicdo é acompanhada de uma reducdo significativa da
atividade da GI-Red, comparativamente aos controlos (5,4+2,0 vs 6,7+2,1 mU/gHb), o que
poderd justificar a diminuicdo de GSH nos doentes. Neste contexto é de salientar a diminuicao
progressiva da atividade da Gl-Red nos doentes com cancro localizado, em fungdo do aumento
de PSA (Tabela 111.1.8). Ja nos controlos, com PSA mais elevado, a diminui¢do de GSH podera
estar relacionado com a sua oxidagdo a GSSG, dado o aumento da atividade da GI-Px (9,6£3,7 vs

7,34 mU/gHDb) (Tabela 111.1.7).
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Tabela 111.1.7 - Avaliacdo do stresse oxidativo em funcdo do PSA em doentes com cancro da

prostata e em controlos sem patologia prostatica

PARAMETROS DE
STRESSE Antigénio especifico da prostata (PSA) (ng/mL)
OXIDATIVO
Defesas
antioxidantes

. < < <
envolvidas na PSA<4 4<PSA<10
oxidacao/reducéo de
GSH

Controlos (n=8)  Doentes (n=36) Controlos (n=8) Doentes (n=25)

Enzimaticas
GI-Px (mU/gHb) 7,344 7,345,3 9,6+3,7 *7 63,3
GI-Red (mU/gHb) 6,1+1,6 6,2+2,7 6,7+2,1 *5 4420
N&o enzimaticas
GSH (umol/g Hb) 5,8+0,1 5,3+1,7 45422 4,9+1,7
GSH (uM) 37,1+13,2 32,3+14,0 38,9+14,9 36,0+16,9
Outras defesas
antioxidantes e TAS
Enzimaticas
GST (uM) 148,5+101 172,4463 154+76 171,6+44
N&o enzimaticas
AU (mM) 0,4+0,0 0,3+0,1 0,3+0,1 0,4+0,2
VITA (uM) 2,6+1,1 2,2+0,7 2,3+0,3 2,240,7
VITE (uM) 22,9+10,9 24,8+8,1 35,5+11,5 30,8+7,7
VIT E/CHL 3,9+1,8 **5 1+1 8 5,6+1,0 5,7+0,8
VIT E (nmol/gHb) 278,1+190 275,8+152 187+100 *315+90
TAS (mM) 1,310,4 1,340,3 1,340,9 1,340,7
Pardmetros de lesdo
oxidativa
MDA eritrocitario 0,03+0,01  *0,08+0,06 0,03+0,01 *0,06+0,03
(umol/gHb)
MDA plasmatico (uM) 2,4+1,6 2,0+0,7 1,6+1,1 2,3+1,0
GC plasmatico (uM) 178,7+83 *210,2+21 218+82 223,9+57,5
NO: (uM) 7,142,9 12,5+7,5 8,3+3,7 9,7+4,0

Os resultados obtidos representam a média + desvio padrdo dos valores encontrados para os diferentes
pardmetros de stresse oxidativo: atividade da peroxidase do glutatido (GI-Px), atividade da redutase do
glutatido (Gl-Red), Glutatido reduzido (GSH), glutationa-S-transferase (GST), &cido drico (AU), vitamina
A (VIT A), vitamina E (VIT E), colesterol (CHL), estado de antioxidacéo total (TAS), malonildealdeido
(MDA), grupos carbonilo (GC) e oxido nitrico (NO-). As diferengas significativas encontradas sdo
consideradas para *p<0,05 e **p<0,01 relativamente ao grupo controlo (doentes sem cancro da prostata
ou outra patologia prostatica).
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Tabela 111.1.8 - Avaliacdo de parametros de stresse oxidativo no grupo de doentes com cancro
localizado em funcgé&o do PSA.

Parametros de stresse oxidativo

PSA (ng/ml) AU Gl-Red VITE NO-
(mM) (mU/gHb) (nmol/gHb) (uLM)
<4 (n=21) 0,30£0,11 6,5+3,1 268,5+150 8,4+2,7
4-10 (n =15) **0,48+0,3 5,0£2,7 358,7+£278,7 *10,544,2
>10 (n =7) *0,42+0,29 *3,7+1,6 *438,0+354,5 **12,6+5,6

Os resultados obtidos representam a média + desvio padrdo dos valores encontrados para os diferentes
parametros de stresse oxidativo. Acido Grico (AU), atividade da redutase do glutatifo (GI-Red), vitamina
E (VIT E) e 6xido nitrico (NO-), As diferencas significativas encontradas sdo consideradas para *p<0,05
e **p<0,01 relativamente ao grupo formado por individuos com PSA<4ng/ml.

No que respeita a lesdo oxidativa evidenciada pelos niveis de GC, parece existir concordancia
com o observado para o teor em GSH. Assim observa-se tendéncia para o aumento de GC em
doentes e em controlos, com o aumento do PSA (Tabela 111.1.7). Entre doentes e controlos com
valores de PSA<4 observa-se, nos primeiros, um aumento significativo de GC (210,221 vs
178,7+83 uM).

Relativamente ao NO- nesta amostragem importa referir uma tendéncia para o aumento nos
doentes relativamente ao controlo (Tabela I111.1.7). No entanto, ndo € visivel o seu aumento na
populacéo total de doentes, em funcdo do PSA (Tabela 111.1.8). J& na populacdo de doentes com
cancro localizado observa-se aumento significativo de NO- para o intervalo de PSA entre 4 ¢ 10
(10,5+4,2 vs 8,4+2,7ng/ml para p<0,05) e para PSA acima de 10ng/ml (12,6+5,6 vs 8,4+2,7ng/ml
para p<0,01). E de referir que o aparente aumento de stresse oxidativo relacionado o aumento do

PSA, néo se reflete numa diminuicdo de TAS (Tabela I11.1.7). Neste sentido poderdo participar
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algumas defesas que se encontram significativamente aumentadas como a VIT E eritrocitaria e a
razdo VIT E/CHL (Tabela I11.1.7 e Tabela 111.1.8).

Observa-se ainda uma tendéncia para o aumento de GST nos doentes relativamente aos controlos
0 que poderé constituir um mecanismo de resposta ao aumento de stresse oxidativo.

Nos doentes com cancro da prostata localizado observa-se ainda aumento significativo de AU
para valores de PSA superiores a 4ng/mL. Assim o aumento de stresse oxidativo evidenciado
quer pela lesdo oxidativa de biomoléculas, quer pela reducdo de defesas antioxidantes parece
acompanhar a progressdo do cancro da préstata e 0 aumento do PSA. Contudo, nos doentes com
cancro em fase avancgada, ndo se observaram diferencas significativas nos parametros de stresse
oxidativo quando comparamos os doentes em funcdo dos intervalos de PSA (resultados nédo

apresentados).

3.1.2 Avaliacdo do efeito do tabaco no stresse oxidativo e na progressao do

cancro da prostata

Para avaliar a relagdo entre o efeito do tabaco no stresse oxidativo e o desenvolvimento e
progressdao do cancro da prostata, os individuos participantes no estudo foram selecionados de
acordo com os habitos tabagicos. Assim, num grupo foram incluidos os individuos com uma
carga tabagica superior a 10 unidades macgo/ano (UMA), e noutro, os individuos que nunca
fumaram (0 UMA). A carga tabagica definida por UMA, resulta do produto entre nimero de
macos de tabaco fumados diariamente e o nimero de anos que o individuo fumou (Ebbert et al.,

2003).
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Tabela 111.1.9 - Avaliacdo do stresse oxidativo em doentes com cancro da prostata e em controlos
sem patologia prostatica em funcdo dos habitos tabagicos

PARAMETROS DE .
STRESSE OXIDATIVO Carga tabagica> 10 UMA

Controlos (n=4) Doentes (n=13)
Defesas antioxidantes
envolvidas na
oxidacao/reducao de GSH
Enziméaticas 6,4+1,3
GI-Px (MU/gHb) 6,7£2,6
GI-Red (mU/gHb) 7,5%0,9 75416
N&o enzimaticas
GSH (pumol/g Hb) 5,0£0,9 6,1+1,1
GSH (uM) 44,3£14,5 *30,046,5
Outras defesas antioxidantes e
TAS
Enziméaticas

*

GST (uM) 166+10,5 145,5+29,9
N&o enzimaticas
AU (mM) 0,4+0,1 0,3+0,0
VITA (uM) 2,711,0 2,41%0,9
VITE (uM) 21,2¢12.1 *31,047,3
VIT E/CHL 3,8+1,0 4,409
VIT E (nmol/gHb) 281+100 *184+52
TAS (mM) 1,3+0,5 *0,9+0,2
Parametros de lesdo oxidativa
MDA eritrocitario  (umol/gHb) | 0,02+0,00 *0,03+0,01
MDA plasmético (uM) 2,8+2,1 2,2+0,3
GC plasmatico (1M) 192,0 +15 22126
NO: (uM) 8,9+3,0 *12,7+6,9

Os resultados obtidos representam a média * desvio padrdo dos valores encontrados para os diferentes
pardmetros de stresse oxidativo: atividade da peroxidase do glutatido (GI-Px), atividade da redutase do
glutatido (Gl-Red), glutatido reduzido (GSH), glutationa-S-transferase (GST), &cido urico (AU), vitamina
A (VIT A), vitamina E (VIT E), colesterol (CHL), estado de antioxidacéo total (TAS), malonildealdeido
(MDA), grupos carbonilo (GC) e 6xido nitrico (NO-). As diferengas significativas encontradas séo
consideradas para *p<0,05 e **p<0,01 relativamente ao grupo controlo (doentes sem cancro da prostata
ou outra patologia prostatica).
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Os resultados apresentados na tabela 111.1.9 evidenciam um aumento da lesdo oxidativa nos
doentes fumadores comparativamente aos controlos fumadores, caraterizado por um aumento
significativo de GC (221+26 vs 192,0+15 uM), MDA eritrocitario (0,03+0,01vs 0,02+0,00
umol/gHb) e ainda de NO- (12,7+6,9 vs 8,9+3,0 uM). O aumento de MDA eritrocitario podera
estar em parte relacionado com uma diminuicdo significativa de VIT E eritrocitaria observada
nos doentes fumadores (184+52 vs 281+100 nmol/gHb). A lesdo oxidativa tambem poderé estar
relacionada com uma diminuicdo significativa das defesas antioxidantes GSH plasmatico
(30,946,5 vs 44,3+14,5 uM) e GST (145,5£29,9 vs 166+10,5 uM) bem como devido ao aumento
significativo de NO-, refletindo-se numa diminui¢cdo de TAS (0,9+0,2 vs 1,3£0,5 mM) (Tabela
111.1.9). Para além das alteracOes estatisticamente significativas, observa-se uma ligeira tendéncia
para a diminuicdo da atividade da GI-Px, niveis de vitamina A e AU. Desta forma, os habitos
tabagicos parecem induzir aumento de stresse oxidativo nos doentes com cancro da préstata
comparativamente aos controlos, podendo contribuir para a progresséo da doenca.
Posteriormente analisamos a relacdo entre 0s habitos tabagicos e o stresse oxidativo, em cada
uma das populacdes do estudo, ou seja em controlos sem neoplasia ou outra doencga prostatica
(Tabela 111.1.10) e em doentes com cancro da prostata (Tabela I11.1.11).

Como se pode observar na tabela 111.1.10, existe uma tendéncia para 0 aumento de marcadores
associados a lesdo oxidativa, nomeadamente, GC e NO- e MDA plasmatico, o que podera estar
relacionado com a diminuicdo de defesas antioxidantes, como a atividade da GI-Px e do
conteudo em VIT E (21,2+12,1 vs 31,6£11,9 uM) no plasma dos individuos fumadores do grupo
controlo. No entanto, observa-se uma diminuicdo significativa de MDA nos eritrocitos destes
individuos. A reducdo da peroxidacdo lipidica eritrocitaria poderd estar relacionada com um

aumento da atividade da GI-Red, sugerindo capacidade adaptativa dos individuos néo
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neoplésicos ao stresse oxidativo induzido pelo tabaco. De facto, neste grupo ndo se observou
diminuicdo de TAS. Pelo contréario, nos doentes fumadores o aumento de GC, e NO- séo
significativos (221+26 vs 203+26 uM e 12,7+6,9 vs 8,9£3,2 uM, respetivamente) e
acompanhados da diminuicéo significativa de TAS (0,9+0,2 vs 1,2+0,5 mM), refletindo uma
menor capacidade adaptativa nos doentes ao stresse oxidativo induzido pelo tabaco (Tabela
[11.1.11). Para este aumento de stresse oxidativo podera contribuir ndo sé a tendéncia para a
diminuigdo da atividade da GI-Px, como no controlo, mas sobretudo, a diminuigéo significativa
de GST (145+30 vs 182+55 uM) e VIT E eritrocitéria (184+52 vs 318+211 nmol/gHb) (Tabela
[11.1.11). Por oposicdo é visivel aumento da atividade da GlI-Red (7,5£1,6 vs 6,4+1,3 mU/gHb)
que embora se possa relacionar com a diminui¢do de MDA eritrocitario (0,03+0,00 vs 0,04+0,02
umol/gHb), a semelhanc¢a do observado para o grupo controlo, ndo assegura adaptacdo ao stresse

oxidativo nos doentes fumadores.
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Tabela 111.1.10 - Avaliacdo do stresse oxidativo no grupo de individuos sem neoplasia ou outra
doenca prostatica em funcéo da carga tabagica

PARAMETROS DE STRESSE
OXIDATIVO

Carga tabagica

Defesas antioxidantes
envolvidas na

oxidacéo/reducdo de GSH

0 UMA (n=7) > 10 UMA (n=4)
Enzimaticas
GI-Px (mU/gHb) 7,153 6,742,6
Gl-Red (mU/gHb) 6,0+2,0 *7.5+0,9
N&o enzimaticas
GSH (umol/g Hb) 5,6+1,7 5,0+0,9
GSH (uM) 31,848,7 44,3+14.5
Outras defesas antioxidantes e
TAS
Enzimaticas
GST (uM) 149+138 166+10,5
Nao enzimaticas
AU (mM) 0,3+0,04 0,4+0,1
VITA (uM) 2,5+1,0 2,71+1.4
VITE (uM) 31,6119 *01,2+12,1
VIT E/CHL 5,9+1,2 3,8+1,0
VIT E (nmol/gHb) 318+211 281+100
TAS (mM) 1,1+0,4 1,3+0,5
Parémetros de lesdo oxidativa
MDA eritrocitario  (umol/gHb) 0,04+0,02 **0,02+0,00
MDA plasmatico (uM) 2,6+1.1 28421
GC plasmatico (1M) 162,5+1,1 192415
NO- (uM) 8,3+2,5 8,9+3,0

Os resultados obtidos representam a média + desvio dos valores encontrados para as defesas antioxidantes
plasméticas - glutatido reduzido (GSH), glutationa -S-transferase (GST), vitamina A (VIT A), vitamina E
(VIT E), colesterol (CHL), acido arico (AU) e estado de anto oxidacdo total (TAS), parametros de stresse
oxidativo: lesdo oxidativa através da quantificagdo de 6xido nitrico (NO-), grupos carbonilo (GC) e
malonildealdeido (MDA); atividade das defesas antioxidantes eritrocitérias, peroxidase do glutatido (GlI-
Px), redutase do glutatido (Gl-Red), glutatido reduzido (GSH) e vitamina E (VIT E). As diferencas
significativas encontradas sdo consideradas para *p<0,05 e **p<0,01 quando se compara 0 grupo de

fumadores com o de ndo fumadores.
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Tabela I111.1.11 - Avaliacdo do stresse oxidativo no grupo de doentes com cancro da préstata em

funcdo da carga tabéagica

PARAMETROS DE STRESSE
OXIDATIVO

Carga tabagica

Defesas antioxidantes envolvidas
na oxidagao/reducdo de GSH

0 UMA (n=37) > 10 UMA (n=13)
Enzimaticas 6,4+1,3
GI-Px (mU/gHb) 7,1453
Gl-Red (mU/gHb) 6,4+1,3 *7 51,6
N&o enzimaticas
GSH (umol/g Hb) 5,6+1,7 6,1+1,1
GSH (uM) 33,2477 30,946,5
Outras defesas antioxidantes e
TAS
Enzimaticas
GST (uM) 182+55 *145+30
Nao enzimaticas
AU (mM) 0,3+0,1 0,3+0,0
VITA (uM) 2,19+1,5 2,410,9
VITE (uM) 24,847, *%%3] 0473
VIT E/CHL 53+1,1 4.4+0,9
VIT E (nmol/gHb) 318+211 *184+52
TAS (mM) 1,2+0,5 *0,9+0,2
Parametros de lesdo oxidativa

*%*

MDA eritrocitario  (pumol/gHb) 0,040,02 0,03£0,00
MDA plasmatico (uM) 2,5+1,1 2,2+0,3
GC plasmético (uM) 203+26 *221+26
NO- (uM) 8,043,2 *12,746,9

Os resultados obtidos representam a média *+ desvio padrdo dos valores encontrados para os diferentes
pardmetros de stresse oxidativo: lesdo oxidativa através da quantificagdo de 6xido nitrico (NO-), grupos
carbonilo (GC) e malonildealdeido (MDA); atividade das defesas antioxidantes eritrocitérias, peroxidase
do glutatido (GI-Px), redutase do glutatido (GI-Red) glutatido reduzido (GSH) e vitamina E (VIT E) e
defesas antioxidantes plasmaticas - glutatido reduzido (GSH), glutationa -S-transferase (GST), vitamina A
(VIT A), vitamina E (VIT E), colesterol (CHL), &cido urico (AU) e estado de antioxidacao total (TAS).
As diferencas significativas encontradas sdo consideradas para *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 quando

se compara o grupo de fumadores em relacdo ao de ndo fumadores.
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A comparacéo dos resultados obtidos entre os doentes fumadores com cancro da prostata em fase
avancada e com cancro localizado (resultados ndo evidenciados), ndo revelam diferencas
significativas. Possivelmente o nimero reduzido de casos (n=3) condicionou a falta de poder

estatistico.

3.1.3 Avaliacdo do efeito dos habitos alcodlicos no stresse oxidativo e na

progressao do cancro da prostata

Para avaliar os efeitos do alcool no stresse oxidativo e a sua influéncia no cancro da préstata, em
particular na progressdo da doenca, foram incluidos no estudo, doentes com cancro da prostata e
individuos sem doenca neoplasica ou outra patologia prostatica, com uma ingestdo de alcool
diaria superior a de 60g (aproximadamente 500 mL de vinho) e abstémios. Este valor foi obtido
em funcédo da % (v/v) de &lcool presente nas respetivas bebidas ingeridas e do volume de alcool
consumido.

A comparacdo entre os habitos alcodlicos nos individuos sem cancro da préstata (controlo) e
destes com os doentes que ingerem acima de 60g de alcool diariamente (resultados néo
evidenciados), ndo revelou diferencas significativas entre os parametros de stresse oxidativo. No
entanto, no grupo de doentes, a ingestdo de alcool associa-se a um aumento da lesdo oxidativa
evidenciado por um aumento significativo do conteudo em GC e MDA plasmatico (220+49 uM
vs 19622 e 3,3£1,1 vs 1,9+£0,7 uM, respetivamente) (Tabela 111.1.12). Contudo, os niveis de
TAS, ndo sofreram alteracdes significativas. E ainda de referir uma tendéncia para o aumento de

NO- no grupo de doentes com habitos alcodlicos.
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Tabela 111.1.12 - Avaliacdo do stresse oxidativo no grupo de doentes com cancro da prostata de
acordo com os hébitos alcodlicos

PARAMETROS DE STRESSE ) :
OXIDATIVO Consumo de &lcool (g/dia)
Enzimaticas 0 (n=17) >60 (n=29)
GI-Px (mU/gHb 8,3+2,1 81915
GI-Red (mU/gHb) 5,93%£2,2 6,28+3,9
Nao enzimaticas

GSH (umol/g Hb) 6,1+0,9 6,0+1,5
GSH (uM) 30,9+0,7 33,4+7,8
Outras defesas antioxidantes e

TAS

Enzimaticas

GST (uM) 196+22 *220+49
Nao enzimaticas

AU (mM) 0,32+0,1 0,35+0,2
VITA (uM) 2,1+1,4 2,240,8
VITE (uM) 27,3+6,5 28,646,0
VIT E (nmol/gHb) 304+124 309146
TAS (mM) 1,35+0,9 1,37+0,7
Peroxidacao lipidica

MDA eritrocitario 0,04+0,02 0,04+0,02
(umol/gHb)

MDA plasmatico (uM) 1,90,7 ***33+1,1
GC plasmatico (uM) 196222 22049
NO- (uM) 8,9+3,2 9,3+4,0

Os resultados obtidos representam a média + desvio padrdo dos valores encontrados para os diferentes
parametros de stresse oxidativo: lesdo oxidativa através da quantificagdo de 6xido nitrico (NO-), grupos
carbonilo (GC) e malonildealdeido (MDA); atividade das defesas antioxidantes eritrocitérias, peroxidase
do glutatido (GI-Px), redutase do glutatido (GlI-Red), glutatido reduzido (GSH) e vitamina E (VIT E) e
defesas antioxidantes plasmaticas, glutatido reduzido (GSH), glutationa —S-transferase (GST), vitamina A
(VIT A), vitamina E (VIT E), colesterol (CHL), acido urico (AU) e estado de antioxidacao total (TAS).
As diferencas significativas sdo consideradas para *p<0,05, e ***p<0,001 no grupo de doentes com
consumo de alcool superior a 60g comparativamente ao grupo de doentes sem habitos alcodlicos (0).
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Apesar dos indicadores de stresse oxidativo referidos, ndo se observa alteracdo significativa no
TAS na populagdo geral de doentes, 0 que podera estar relacionado com o aumento significativo
da defesa antioxidante GST (220+49 vs 19622 uM).

No entanto, comparando doentes metastizados com doentes com cancro localizado e com
controlos, consumidores de alcool, foi possivel observar uma diminuigdo significativa de GSH
(verde) e aumento significativo de NO- (amarelo), sugerindo alteracdes relacionadas com o
aumento de stresse oxidativo, de forma mais acentuada, na doenga avancada, em resultado da

ingestdo de alcool.

GSH NO GSH NO

1,8 -
1,6 -
1,4 -
1,2

0,8 - I
0,6 -

0,4 -
0,2 -

Relacdo com o controlo e CaP
localizado

vs Controlo vs CaP localizado

Figura 3.1.3 - Comparacdo de glutatido reduzido plasmético e éxido nitrico entre o grupo de
doentes com doenca avangada e 0s grupos controlo e de cancro localizado (CaP) para uma ingestao
de alcool diaria superior a 60g. Os resultados obtidos representam a média + desvio dos valores
encontrados para o glutatido reduzido (GSH) e oxido nitrico (NO-). As diferencgas significativas sdo
consideradas para *p<0,05 relativamente ao grupo controlo (vs controlo) e grupo de cancro localizado ( vs
CaP localizado).
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3.1.4 Relagdo de variantes polimorficas do fator de crescimento do endotélio

dos vasos — VEGF e o stresse oxidativo

De modo a determinar se existe alguma associagdo entre as variantes polimorficas do gene que
codifica o fator de crescimento do endotélio dos vasos — VEGF, envolvido na metastizacdo, em

particular a variante VEGF-634 G>C com o stresse oxidativo e o desenvolvimento e progressao
do cancro da prostata, caraterizaram-se genotipicamente 61 doentes com cancro da prdstata
(CaP), dos quais 45 apresentavam doenca clinicamente localizada e 16 tinham doenca avangada.
Foram também incluidos no estudo, 18 individuos sem neoplasia ou doenca prostatica conhecida
(Controlos).

A figura 3.1.4 exemplifica um fragmento de 470bp obtido ap6s reacdo de amplificacdo de
sequéncia do gene do VEGF, de acordo com os procedimentos descritos na sec¢do de materiais e

métodos.

TAL [

500 pb G S s GEEND ==

Figura 3.1.4 - llustracdo dos resultados de amplificacdo de ADN por PCR do gene do VEGF. A
sequéncia de VEGF foi amplificada de acordo com o descrito na seccdo de materiais e métodos e sujeita a
eletroforese em gel de agarose (2%), corado com brometo de etidio. A primeira coluna representa o
marcador de pesos moleculares. As colunas seguintes evidenciam bandas correspondentes as sequéncias
de 470 pares de bases (pb) do VEGF.
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A técnica de PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Position) é utilizada na identificacdo de
polimorfismos ou mutagdes, em funcdo do padréo de clivagem obtido pela acdo de enzimas de
restricdo, que identificam na molécula de ADN substituicGes pontuais de bases nucleotideas.

ApOs sequenciacdo de amostras de ADN representativas dos diferentes gendtipos (634GG,
634CC e 634GC) do VEGF, foi possivel estabelecer o protocolo de genotipagem por PCR-
RFLP. Posteriormente a digestdo enzimatica, o padrdo de banda resultante nos diversos
fragmentos de ADN permitiu a identificacdo dos respetivos genétipos. Para o genétipo VEGF-
634 GG obtiveram-se os fragmentos de 196bp e 274bp, enquanto para o0 VEGF-634 CC, se
obteve uma banda Unica de 470pb. O gendtipo VEGF-634 GC, corresponde a trés bandas de

470bp, 274bp e 196bp (Figura 3.1.5).

A
200 ph o
250 pb
Gendétipo 634GG Gendtipo 634GC Gendtipo 634CC
B
UYLy / L LV j\ !\«MM\!\ A “

Figura 3.1.5 - Analise das variantes polimérficas do VEGF por PCR-RFLP apds sequenciacdo. As
bandas de ADN em (A) representam os genétipos do VEFG 634 GG, 634 GC, e 634 CC, previamente
identificados por sequenciacéo (B).
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A tabela 111.1.13 descreve a distribuigdo alélica e genotipica do polimorfismo VEGF-634 G>C

em controlos e doentes. O gendtipo selvagem corresponde ao GG que apresenta uma frequéncia

de distribuicdo superior (44% no grupo controlo e na populacéo total de doentes com cancro da

préstata, e de 50% no grupo com cancro da prdstata em fase avancada).

Tabela 111.1.13 - Distribuicdo alélica e genotipica do polimorfismo VEGF-634 G> C em controlos e
em doentes com cancro da préstata

Doenca
avancada
Controlo Doentes 16
n=
VEGF-634 G>C n=18 n=61
(%)
n (%) n (%) n
Gendtipos
50
GG 8 44 27 44 8
25
CcC 4 22 16 26 4
25
GC 6 33 18 29 4
Haplotipos
60
634 G 14 58 45 57 12
40
634 C 10 42 34 43 8

aOR (IC95): Odd'’s ratios ajustados para a idade de diagnostico e os respetivos intervalos de confianca de

95%.

Os resultados baseados na determinagéo do Odd’s ratios (OR), apresentados na tabela 111.1.14

ndo evidenciam qualquer associacdo de risco genético para desenvolver cancro da prostata ou

cancro da préstata avancado, comparativamente aos portadores do génotipo selvagem (GG).
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Tabela 111.1.14 - Risco para cancro da préstata e para cancro da préstata avancado em fungao da
Distribuic&o alélica e genotipica do polimorfismo VEGF-634 G>C

Controlos | Cancro da prostata Cancro da prostata
(populacéo total) avancado
N N aOR (1C95) N aOR (1C95)
Modelo aditivo
GG 8 27 1 8 1
GC 6 18 1,2 (0,3-4,8) 4 1,2 (0,2-6,7)
cC 4 16 2,4 (0,5-13,1) 4 1,9 (0,2-14,5)
Modelo
dominante
8 27 1 8 1
GG
10 34 1,6 (0,5-5,4) 8 1,4 (0,3-6,4)
Portadores C
Modelo recessivo
Portadores G 14 45 1 12 1
CcC 4 16 2,3(0,5-11,3) 4 1,8 (0,3-12,6)

aOR (IC95): Odd’s ratios ajustados para a idade de diagnostico e os respectivos intervalos de confianga

de 95%

Como referido, o stresse oxidativo, bem como o VEGF participam na progressao do cancro da

prostata. Neste estudo quisemos avaliar se o polimorfismo encontrado no VEGF se poderia

correlacionar com os niveis plasmaticos de GSH, TAS ou MDA.

As tabelas 111.1.15 e 111.1.16 apresentam a distribuicdo genotipica do polimorfismo do VEGF-

634 G> C e respetiva associacdo com 0s parametros de stresse oxidativo no grupo controlo e no

grupo de doentes, respetivamente.

125



Tabela 111.1.15 - Par@metros de stresse oxidativo e relacdo com o polimorfismo VEGF-634 G> C

no grupo controlo

Restrito ao controlo
(n=18)

Parametros de stress oxidativo plasméticos

Genotipos do VEGF GSH (uM) MDA (uM) TAS (mM)
Modelo aditivo
GG 31,2 (29,5-40,0) 2,5 (1,7-3,7) 1,1 (0,9-1,5)
GC 42,8 (33,7-43.4) 2,1 (1,3-3,6) 1,1 (0,9-1,5)
cC 32,0 (30,7-38,7) 1,6 (1,0-3,0) 3,0 (1,1-10,5)
p* 0, 325 0,508 0,234
Modelo dominante
GG 31,2 (29,5-40,0)  2,5(1,7-3,7) 1,1 (0,9-1,5)
Portadores C 38,7 (30,7-42,9) 1,9 (1,3-2,9) 1,2 (1,0-2,6)
p ** 0,277 0,336 0,494
Modelo recessivo
Portadores G 35,6 (30,1-42,9) 2,3 (1,5-3,7) 1,1 (1,0-1,5)
cC 32,0(30,7-38,7) 1,6 (1,0-3,0) 3,0 (1,1-10,5)
p ** 0,755 0,313 0,089

* Teste Kruskal Wallis; ** Teste Mann Whitney
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Tabela 111.1.16 - Parametros de stresse oxidativo e relacdo com o polimorfismo VEGF-634 G> C

no grupo de doentes com cancro da prostata

Restrito a cancro da
prostata (n=61)

Parametros de stress oxidativo plasmaticos

Genotipos VEGF GSH (uM) MDA (uM) TAS (nmol/gHb)
Modelo aditivo
GG 28,7 (22,0-37,7)  2,1(1,5-3,4) 1,1 (0,8-1,6)
GC 32,4 (28,0-38,0) 2,3 (1,5-2,6) 1,0 (0,8-1,5)
cC 36,0 (28,0-40,0) 1,9 (1,3-2,4) 1,2 (0,9-1,7)
p* 0, 137 0,473 0,512
Modelo dominante
GG 28,7 (22,0-37,7)  2,1(1,5-3,4) 1,1 (0,8-1,6)
Portadores C 35,0 (28,0-38,8) 2,1(1,4-2,6) 1,1 (0,9-1,6)
p ** 0,083 0,452 0,515
Modelo recessivo
Portadores G 29,4 (24,9-37,7)  2,3(1,5-3,2) 1,1 (0,8-1,6)
cC 36,0 (28,0-40,0) 1,9 (1,3-2,4) 1,2 (0,9-1,7)
p ** 0,755 0,313 0,089

* Teste Kruskal Wallis; ** Teste Mann Whitney

Apesar dos resultados ndo serem significativos, no grupo controlo, observa-se menor conteudo
em MDA e maior conteido em TAS, associado ao genotipo CC e ao haplotipo C (Tabela
111.1.15). Nos doentes observa-se a mesma tendéncia relativamente ao genétipo CC em relagédo
aos niveis de MDA e conteddo em TAS. Neste grupo também se observa uma tendéncia para

maior conteddo em GSH, nos portadores do genotipo CC e no haplotipo C (Tabela 111.1.16).
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Desta forma apesar dos resultados ndo terem poder estatistico, sugerem que o geno6tipo CC e o
haplétipo C do VEGF, se encontram associados a menor stresse oxidativo, caraterizado por
maior conteldo em GSH e TAS e menor peroxidacdo lipidica, representada pelo contetddo em

MDA.
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3.2 Estudos em linhas celulares

3.2.1 Avaliacdo da resisténcia ao stresse oxidativo em linhas celulares

3.21.1 Efeito de perdxido de hidrogénio na proliferacdo e morte celular

Para melhor compreender a a¢do do stresse oxidativo na carcinogénese da préstata, o estudo foi
realizado em linhas celulares representativas das diferentes fases da doenca. Desta forma trés
linhas celulares, as células RWPEL, isoladas de epitélio prostatico humano ndo neoplasico (Bello
et al., 1997), as células HPV10, isoladas de cancro localizado (Weijerman et al., 1994), e as
células PC3, isoladas de metastase dssea (Kaighn, et al., 1979), servem de modelo para efetuar
os estudos em epitélio prostatico, ndo neoplasico, cancro da prostata localizado e cancro da
préstata metastizado, respetivamente.

Nesta fase foi caraterizado o efeito do perdxido de hidrogénio (H,O;) na proliferagdo e morte
celular, bem como avaliadas a producdo de ROS, defesas antioxidantes e lesdo oxidativa de
biomoléculas. Na figura 3.2.1 esta representado o efeito do H,O, (na gama de concentracdes de
10nM a 500uM), na proliferagdo celular das células RWPEL, HPV10 e PC3, ao longo de 72
horas. Os resultados indicam que o H,O; induz um efeito anti-proliferativo dependente do tipo de
linha celular, da concentracdo e do tempo de exposicdo. De facto, ao longo do tempo, observa-se
um efeito inibitdrio da proliferagdo mais acentuado nas células de epitélio normal (RWPEL)
verificando-se uma reducdo de cerca de 75% da proliferacdo para concentracdes superiores a

100uM, de peroxidos, apos 72 horas de incubacdo (Figura 3.2.1). Nestas celulas o 1C50
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(concentracdo para a qual se observa 50% de inibicdo da proliferacdo celular) é atingido as
24horas para a concentracdo 500uM, 48 horas para as concentragdes de 10 e 100uM, e as 72
horas nas células incubadas com 100nm e 1uM de perdxido. Por oposi¢do, nas células de
metastase (PC3) a taxa de proliferacdo mantém-se sempre acima ou proxima de 50%, refletindo
a sua capacidade de adaptacéo a concentracgdes elevadas de H,O, (Figura 3.2.1).

Nas células de cancro localizado, HPV10, observa-se uma situacdo intermédia, ou seja, o IC50 é
atingido aproximadamente as 24 e 48 horas para a concentragdo de 500uM e as 72 horas para as
células tratadas com 100uM de perdoxidos. Nestas células também se observa que baixas
concentragdes de H,O, (10nM a 100nM), induzem aumento da proliferacao celular.

Os estudos de morte celular efetuados por citometria de fluxo (Figura 3.2.2) revelam que apesar
da diminuicdo da proliferacdo celular (Figura 3.2.1) nas células PC3, estas sdo resistentes a
morte celular mediada pelo perdxido. E de referir que os valores basais de viabilidade celular séo
elevados neste tipo de células. Por outro lado, nestas condi¢des, observa-se aumento da
mortalidade celular, essencialmente por necrose, nas linhas celulares de epitélio normal
(RWPEL1) e de cancro localizado (HPV10). Em concordéncia com o referido anteriormente, as
células de metastase evidenciam resisténcia & morte celular, nas mesmas condigdes (Figura

3.2.2), 0 que esta de acordo com a sua resisténcia aos peroxidos.
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Figura 3.2.1 - Curva dose resposta do H,O, nas células RWPE1, HPV10 e PC3. A figura representa o
efeito do H,0O, (na gama de concentragdes de 10nM a 500uM), na proliferagdo celular das células
RWPEL, HPV10 e PC3 ao longo de 72 horas. A proliferacdo celular foi avaliada por espetrofotometria
através do ensaio colorimétrico de redugdo do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo
tetrazdlico), como descrito na seccdo de materiais e métodos. Os resultados sd80 expressos em
percentagem de reducdo de MTT por comparacdo com o controlo (células ndo tratadas) e representam a
média + desvio padrdo de um minimo de trés ensaios independentes. As diferencas significativas sdo
consideradas para ***p<0,001 relativamente ao controlo.
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Figura 3.2.2 - Avaliagédo do efeito do H,O, na viabilidade e morte das células RWPE1, HPV10 e
PC3 por citometria de fluxo. Em (A) estdo representados os Dot-plots relativos a viabilidade e morte
celular induzida por H,0,. As células foram cultivadas na auséncia (controlo) e presenca de 500uM de
H,0,, durante 24 horas. A viabilidade celular foi analisada por citometria de fluxo através da marcacéo
das células com Anexina V em combina¢do como iodeto de propidio, de acordo com o descrito nos
materiais e métodos. Legenda de cores: azul-escuro - células vidveis, amarelo - células em necrose, azul
claro - células em apoptose e rosa - células em apoptose tardia vs necrose. Em (B), os resultados
expressos em percentagem (%) representam a média + desvio padrdo de um minimo de trés ensaios
independentes. As diferencas significativas sdo consideradas para ***p<0,001 relativamente ao controlo,
## p<0,001 para PC3 e HPV/10 relativamente a RWPEL1 e ***p<0,001 para PC3 relativamente a HPV10.
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Para confirmar o tipo de morte induzido pelo H;0, nas células RWPEL, HPV10 e PC3, recorreu-
se a analise morfoldgica por microscopia Otica. Apos destacamento por tripsinizacdo, é possivel
observar a existéncia de agregados celulares em todas as células ndo tratadas (controlos). No
entanto, quando tratadas com perdxido observa-se uma tendéncia para a desagregacéo celular.
Além disso, nas células RWPE1 e HPV10, observam-se carateristicas morfolégicas de morte
celular por necrose (Figura 3.2.3-B e Figura 3.2.4-B) 0 que est& de acordo com o0s estudos por
citometria de fluxo. De facto como podemos observar nas figuras 3.2.3-B e 3.2.4-B as células
RWPE1 e HPV10 evidenciam edema celular e rutura da membrana citoplasmatica (Figura 3.2.3-
B e 3.2.4-B), 0 que ndo se visualiza nas células PC3 (Figura 3.2.5-B), e estd de acordo com a

resisténcia destas ultimas ao stresse oxidativo.

'
# ~

Figura 3.2.3 - Aspetos morfoldgicos da linha celular RWPEL na auséncia e ap6s tratamento com
peroxido de hidrogenio. As células foram cultivadas na auséncia (controlo) (A) e presenca de 500uM de
H,O, (B), ao longo de 24 horas. Apds o periodo de incubacdo, foram efetuados esfregacos celulares e
respetiva coloracdo com solucdo de May-Grinwald-Giemsa, de acordo com o descrito na seccdo de
materiais e métodos. As células foram observadas ao microscépio com uma ampliacdo de 1000x.
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Figura 3.2.4 - Aspetos morfoldgicos da linha celular HPV10 na auséncia e ap6s tratamento com
peroxido de hidrogénio. As células foram cultivadas na auséncia (controlo) (A) e presenca de 500uM de
H,O, (B), ao longo de 24 horas. Apos o periodo de incubagéo procedeu-se a preparacao dos esfregacgos de
celulas e respetiva colora¢do com solugdo de May-Griinwald-Giemsa, de acordo com o descrito na sec¢éo

de materiais e métodos. As células foram observadas ao microscopio com uma ampliagdo de 1000x.

A B

Figura 3.2.5 - Aspetos morfoldgicos da linha celular PC3 na auséncia e apds tratamento com
peroxido de hidrogénio. As células foram cultivadas na auséncia (controlo) (A) e presenca de 500uM de
H,0, (B), ao longo de 24 horas. Apds o periodo de incubacdo procedeu-se a preparacdo dos esfregacos de
células e respetiva coloracédo com solucéo de May-Griinwald-Giemsa, de acordo com o descrito na sec¢do
de materiais e métodos. As células foram observadas ao microscopio com uma ampliagdo de 1000x.
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3.2.1.2 Efeito de peroxido de hidrogénio no potencial de membrana

mitocondrial

Uma vez que a variagdo do potencial de membrana mitocondrial (Ayp,;t) pode traduzir possiveis
alteracdes na funcdo mitocondrial, procedeu-se a sua avaliacdo por citometria de fluxo, através
da utilizacdo da sonda fluorescente 5,5,6,6 -tetracloro-1,1"3,3 -tetraetilbenzimidazol
carbocianina iodada (JC1), de acordo com o descrito nos materiais e métodos. Esta sonda entra
seletivamente na mitocondria e dependendo do potencial Ay, exibe a forma monomeérica (M)
ou a agregada (A). Quando ha diminui¢do do Awypmi;, ou seja, despolarizacdo da membrana
mitocondrial, a sonda predomina na forma monomérica, verificando-se aumento da razdo
monomeros/agregados (M/A) de JC1. A situacdo inversa verifica-se quando a membrana
polariza, isto é, quando ocorre aumento do Aypmit.

As diferencas na captacdo de sinal das diferentes formas da sonda estdo representadas na figura
3.2.6 (A). Em condicdes basais, a linha celular RWPEL é a que apresenta um Awymir mais
reduzido. Por oposi¢do a linha celular PC3 ¢ a que apresenta maior Aymir 0 que podera estar
relacionado com a maior agressividade destas células e/ou com a resisténcia ao H,O,. Contudo,
apos tratamento observa-se aumento da razéo de M/A, traduzindo uma acentuada diminuicdo do
Avynmit, na presenca de H,O,, comparativamente as células ndo tratadas. Este efeito foi mais
acentuado na linha celular RWPE1l (Figura 3.2.6 (B)) como publicados por Freitas e

colaboradores (2012b).
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Figura 3.2.6 - Avaliagdo do efeito de H,O, no Ay,,;; has linhas celulares RWPEL, HPV10 e PC3. Os
Dot-plots em (A) representam os resultados de citometria apds a aquisicao de 10 000 eventos. As células
foram cultivadas ao longo de 24 horas, na auséncia (controlo) e presenga de 500uM de H,0,. O Ay, foi
analisado ap6s marcacdo das células com 5,5",6,6 -tetracloro-1,1"3,3"-tetraetilbenzimidazol carbocianina
iodada (JC1). Os resultados apresentados em (B) representam, a média + desvio padrdo da razéo
Monomeros/Agregados (M/A) de, um minimo de trés ensaios independentes. As diferengas significativas
encontradas no Ay S80 consideradas para ***p<0,001 e *p<0,05 relativamente ao controlo (células ndo
tratadas), “* p<0,001 e *p<0,01 para PC3 e HPV10 relativamente a RWPE1, respetivamente e “p<0,05
para PC3 relativamente a HPV10.
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3.2.1.3 Efeito de peroxido de hidrogénio no stresse oxidativo

3.2.1.3.1 Avaliacéo da producéo de peroxidos

Para avaliar o efeito do perdxido de hidrogénio no stresse oxidativo, determinou-se a producéao
de peroxidos intracelulares por citometria de fluxo recorrendo a sonda 2°,7° -
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA). Os resultados sédo expressos em média de
intensidade de fluorescéncia (MIF), resultante das duas subpopulagdes geradas no diagrama de
pontos (Dot Plot) (Figura 3.2.7A).

Como podemos observar na Figura 3.2.7B, as células PC3 apresentam niveis de peroxidos
significativamente superiores relativamente as células RWPE1 e HPV10. Além disso, verifica-se
aumento da producgdo de peroxidos em todas as linhas celulares tratadas com 500uM de H0,.
Nas céelulas RWPEL e HPV10 essa variacdo € significativa, correspondendo a um aumento para

o0 dobro de intensidade média de fluorescéncia (MIF) (Figura 3.2.7B).

3.2.1.3.2 Avaliacdo da peroxidacao lipidica e do estado de antioxidacéo total

Para além da presenca de 500uM de H,0, se encontrar associada a aumento de perdxidos com
inducdo de morte celular (aumento de cerca de 30%) e diminuicdo de Awyni nas células de
epitélio normal e de cancro localizado (RWPE1 e HPV10, respetivamente), relaciona-se também

com um aumento significativo da peroxidagdo lipidica nas células HPV10 (de 0,7 para 0,9
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pmol/g proteina) e diminuicdo de TAS nas RWPE1 (de 0,8 para 0,6 umol/g proteina) e nas

HPV10 (de 0,8 para 0,7 umol/g proteina) (Figura 3.2.8).
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Figura 3.2.7 - Efeito de H,O, na producdo de perdxidos nas linhas celulares RWPE1, HPV10 e
PC3. Os diagramas de pontos em (A) representam os resultados de citometria ap6s a aquisi¢do de 10 000
eventos. As células foram cultivadas ao longo de 24 horas, na auséncia (controlo) e presenca de 500uM
de H,0,. A producdo de peroxidos foi analisada apés marcacdo das células com 5uM de 2°.7° -
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA). Os resultados observados em (B), representam a média
de intensidade de fluorescéncia (MIF) + desvio padrdo de, um minimo de trés ensaios independentes. As
diferencas significativas encontradas na producdo de perdxidos sdo consideradas para **p<0,01 e
*p<0,05 relativamente ao controlo, " p<0,001 e *p<0,01 para PC3 e HPV10 relativamente a RWPE1,
+++ p<0,001 para PC3 relativamente a HPV10.
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Estes resultados confirmam a participacdo do stresse oxidativo na citotoxicidade induzida por
H,0,.

Embora a concentragdo de TAS diminua nas ceélulas PC3 (de 1,6 para cerca de 1,3 pmol/g
proteina), na presenca de H,O,, mantém-se mais elevado que nas outras linhas celulares. Estes
resultados sdo acompanhados de valores basais de MDA mais reduzidos (0,5 pmol/g proteina)
que ndo aumentam significativamente na presenca de H,0O,. Pelo exposto o estado de
antioxidacdo total e a peroxidacdo lipidica estdo em concordancia com a resisténcia destas
células aos perdxidos. Além disso, esta carateristica podera estar associada com a maior

agressividade das células de metastase, necessaria a progressdo do cancro.
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Figura 3.2.8 - Efeito do H,O; na peroxidacédo lipidica e no estado de antioxidagado total das linhas
celulares RWPE1, HPV10 e PC3. As células foram cultivadas ao longo de 24 horas, na auséncia
(controlo) e presenga de 500uM de H,0,. A peroxidagdo lipidica (A) foi avaliada pela determinacgdo da
producdo de manonildealdeido (MDA). A quantificacdo de MDA e do estado de antioxidacéo total (TAS)
foi efetuada de acordo com o descrito na seccdo de materias e métodos. Os resultados representam a
média + desvio padrdo de um minimo de trés ensaios independentes. As diferencas significativas
encontradas sdo consideradas para *p<0,05 relativamente ao controlo; *p<0,05, #p<0,01 e *p<0,001
para HPV10 e PC3 relativamente a RWPE1; "p<0,05 e *"p<0,01 para PC3 relativamente a HPV10.
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3.2.1.3.3 Andlise das defesas antioxidantes

No sentido de avaliar a contribuicdo das defesas antioxidantes na resposta ao aumento de ROS,
foi determinado o conteudo em glutatido reduzido (GSH) e glutationa-S-transferase (GST) bem
como a atividade da redutase do glutatido (GI-Red) e peroxidase do glutatido (GI-Px), em

simultaneo, nas trés linhas celulares (Figura 3.2.9).
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Figura 3.2.9 - Avaliacdo das defesas antioxidantes nas linhas celulares RWPE1, HPV10 e PC3. As
células foram cultivadas ao longo de 24 horas, na auséncia (controlo) e presenca de 500uM de H,0,. A
determinacdo de GST e de GSH e das atividades da GIl-Red e GI-Px, foi efetuada de acordo com o
descrito na seccdo de materiais e métodos. Os resultados representam a média + desvio padrdo de um
minimo de trés ensaios independentes. As diferencas significativas encontradas sdo consideradas para
*p<0,05 relativamente ao controlo, *p<0,05, #p<0,01, e **p<0,001 para HPV10 e PC3 relativamente a
RWPEL1 e "p<0,05 e **p<0,001 para PC3 relativamente a HPV10.
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Os resultados apresentados na figura 3.2.9, evidenciam nas células PC3, valores basais de GSH
significativamente aumentados (95 pmol/g proteina vs aproximadamente 60 pmol/g proteina nas
celulas RWPEL e HPV10) bem como de atividade da Gl-Red (210 U/g proteina vs 100 e 75
U/mg proteina nas células RWPEL e HPV10, respetivamente). Porém as células PC3 evidenciam
valores basais de GST significativamente mais reduzidos (30 umol/g proteina vs 79 e 71 umol/g
proteina nas células RWPE1 e HPV10, respetivamente) e atividade da GI-Px significativamente
menor (15 U/mg proteina vs 29 e 45 U/g proteina nas células RWPE1 e HPV10, respetivamente).
Desta forma, o aumento da concentracdo de GSH e da atividade da Gl-Red, nas células PC3,
deverdo desempenhar um papel importante na manutencdo do TAS elevado, bem como na
protecdo destas células contra a lesdo oxidativa de biomoléculas, nomeadamente, de lipidos
(Figura 3.2.8), contribuindo para a resisténcia ao stresse oxidativo. Por outro lado, a diminuicéo
de GI-Px esta de acordo com o aumento de perdxidos verificados nestas células (Figura 3.2.7).

Na presenca de 500uM de H,O; observa-se uma tendéncia para o aumento de GSH em todas as
linhas celulares e da atividade da Gl-Red apenas nas células neoplasicas. O aumento destas
defesas reforca a sua participacdo na protecdo contra a acdo das ROS nomeadamente, peroxidos,
quer de origem exdgena quer de origem enddgena, as quais se encontram aumentadas ao longo

da progressao da doenca, de acordo com o presente modelo de estudo (Freitas et al., 2012b).
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3.2.2 Modulacgéo do stresse oxidativo como estratégia terapéutica

3221 Acdao do dietil maleato

Para confirmar o papel do GSH e da atividade da Gl-Red na resisténcia ao stresse oxidativo nas
células de metastase (PC3), induzimos diminuicdo das referidas defesas antioxidantes, através da
utilizacdo de dietil maleato (DEM), seguido do tratamento das células com 500uM de H,0; e
posterior avaliacdo da proliferacdo e morte celular. O composto DEM € um indutor da deplecéo
de grupos tiol, que entram da constituicdo de GSH e GI-Red (Freitas et al., 2011b).

Por outro lado, pretendemos avaliar se a diminuicdo destas defesas podera constituir uma
potencial estratégia terapéutica em cancro da prostata.

A figura 3.2.10 (A) revela que o0 DEM induz um efeito inibitério na proliferacdo das células PC3,
de forma dependente da concentracdo e do tempo de exposi¢do. De facto, ap6s 24 horas de

tratamento com DEM, na concentracdo de 500uM, observa-se 50% de inibicao da proliferacéo.
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Figura 3.2.10 - Curva dose resposta do DEM nas células PC3. Os gréficos representam o efeito
isolado do dietilmaleato (DEM) (na gama de concentragdes de 50 a 1000uM) (A) e do DEM (50uM)
combinado com 500uM de H,O, (B), na proliferacdo celular das células PC3, ao longo de 72 horas. A
proliferacdo celular foi avaliada por espetrofotometria através do ensaio colorimétrico de redugdo do
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo tetrazélico), como referido nos materiais e métodos.
Os resultados séo expressos em percentagem (%) de reducdo de MMT por comparacdo com o controlo
(células ndo tratadas) e representam a média + desvio padrdo de um minimo de trés ensaios
independentes. As diferencas significativas encontradas sdo consideradas para **p<0,01 e ***p<0,001
relativamente ao controlo.

Contudo, quando se associou 50uM de DEM com 500uM de H,O, observou-se um efeito
sinérgico, uma vez que se verificou acentuada diminuicdo da proliferagdo celular,
comparativamente ao efeito isolado dos compostos, atingindo-se as 24 horas uma reducéo de
cerca de 80% (Figura 3.2.10B).

Além do efeito anti-proliferativo, foi avaliado nestas condigdes, e apds 24 horas de incubacao, o
tipo de morte celular, por citometria de fluxo, recorrendo & marcagdo das células com Anexina

V/lodeto de propidio, de acordo com o descrito nos materiais e métodos. Como podemos
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verificar na figura 3.2.11, nas células tratadas com 500uM de H,O, em combinagdo com DEM,
observa-se um aumento significativo, para o dobro, da morte celular mediada maioritariamente
por apoptose tardia vs necrose em comparacdo com as células tratadas com apenas 500uM de
H,0, (Freitas et al., 2012). Pelo exposto os resultados confirmam o efeito do DEM na

ressensibilizacdo das células aos perdxidos.

| Células Vivas mApoptose tardia/Necrose
«Necrose mApoptose Inicial
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Figura 3.2.11 - Avaliac¢do por citometria de fluxo do efeito de combinado de 50uM de DEM com
500uM de H,0, no tipo de morte celular. As células foram cultivadas na presencga de 500uM de H,0,
de forma isolada (controlo) e combinada com 50uM de DEM durante 24 horas. A viabilidade e morte
celular foram analisadas por citometria de fluxo através da marcacdo das células com Anexina V em
combinagdo com o iodeto de propidio, de acordo com o descrito nos materiais e métodos. Os resultados
de citometria expressos em percentagem (%) foram obtidos ap6s a aquisicdo de 10 000 eventos e
representam a média + desvio padrdo de um minimo de trés ensaios independentes. As diferencas
significativas encontradas na morte celular por apoptose tardia vs necrose sdo consideradas para *p<0,05
relativamente ao controlo.

Por outro lado, para confirmar alguns dos mecanismos envolvidos na acdo do DEM sobre a
ressensibilizacdo das células PC3 aos peroxidos (500uM de H,0,), avaliaram-se o0s niveis de
GSH e a atividade da GI-Red, ap6s tratamento das células com o respetivo composto (Figura
3.2.12). Nestas condicOes, observa-se uma diminuicgéo significativa da concentracdo de GSH (A)
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e deplecdo da atividade da enzima GIl-Red (B) o que pode contribuir para a sensibilidade das
celulas aos peroxidos. Estes resultados reforcam a importancia das defesas supracitadas na
resisténcia ao stresse oxidativo e evidenciam a relevancia da modulagéo do stresse oxidativo com
inducdo da diminuicdo de GSH e da atividade da Gl-Red, como eventual estratégia terapéutica

no cancro da prostata.
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Figura 3.2.12 - Efeito do DEM na concentracdo de GSH e na atividade da GlI-Red nas células PC3.
Para a determinacdo de GSH (uM) e da atividade da GI-Red (U/g prot), as células foram cultivadas na
auséncia (controlo) e presenca de 50uM de DEM ao longo de 24 horas, de acordo com o descrito na
seccdo de materiais métodos. Os resultados obtidos representam a média + desvio padrdo de um minimo
de trés ensaios independentes. As diferencas significativas encontradas sdo consideradas para *p<0,05
relativamente ao controlo.

3.2.2.2 Avaliacdo do efeito terapéutico do selenito de soédio em

combinacédo com docetaxel nas células PC3

O selénio tem sido associado a prevencdo do cancro da préstata. No entanto, concentragdes
elevadas deste composto relacionam-se com a inducdo de apoptose (Menter et al., 2000;
Husbeck e Peehl, 2005; Li et al., 2007; Xiang et al., 2009) em parte resultante do aumento de

anido superoxido e diminuicdo de defesas antioxidantes, nomeadamente, da razdo GSH/GSSG
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(Husbeck e Peehl, 2005, Xiang et al., 2009). Desta forma, tendo em conta a capacidade de
modulagdo do stresse oxidativo, o selenito de sodio apresenta-se como um potencial agente
terapéutico do cancro da préstata.

Para confirmar o pressuposto e avaliar a sua relevancia como adjuvante da terapéutica
convencional, a linha celular de metastase (células PC3) foi tratada ao longo de 72 horas com
selenito de sodio, de forma isolada, e combinada com docetaxel, o farmaco de eleicdo na
quimioterapia do cancro da préstata. Este composto atua através da sua ligagdo a subunidade f
da tubulina 1V, com consequente estabilizacdo de microtubulos (Para revisao ver Freitas et al.,

2012a).

3.2.2.2.1. Efeito de selenito de sddio e do docetaxel na proliferacado celular

As células foram tratadas com docetaxel (na concentracdo de 5 a 500nM) (A) e selenito de sodio
(B) (na concentracdo de 10nM a 10uM) de forma isolada e combinada (100nM de docetaxel e
2,5 UM de selenito de sodio) ao longo de 72 horas, de acordo com o descrito nos materiais e
métodos.

Como se pode observar na figura 3.2.13 cada um dos compostos induz diminui¢do da
proliferagdo celular de modo dependente da concentragdo e do tempo de exposi¢do. As
concentragcdes de docetaxel e selenito de sodio para as quais se observa 50% de inibicdo da
proliferacdo celular (IC50), apds 24h de incubacdo correspondem aproximadamente a 500nM
(Figura 3.2.13 A) e 10uM (Figura 3.2.13B), respetivamente. Da mesma forma, o 1C25
(concentracdo para a qual se observa 25% de inibicdo da proliferacdo) é atingido para a

concentracdo de 100nM de docetaxel e 2,5uM de selenito de sodio. A combinagdo dos
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compostos, nestas concentracoes, resultou num efeito de potenciagéo na inibi¢ao da proliferacéo
celular, isto é, superior ao efeito somado de cada um dos compostos, individualmente (Figura
3.2.13 B). Assim, nestas condicOes, a inibicdo da proliferacdo celular corresponde a 67%
enquanto nas células tratadas com os compostos em monoterapia com docetaxel esta foi apenas
de 22% e com selenito de sddio foi de 24% (Freitas et al., 2011).

Os estudos de proliferacdo celular foram complementados com a anélise do ciclo celular
representado pelos histogramas da figura 3.2.14 e cujos resultados estdo evidenciados na tabela
11.2.1.

Como se pode verificar na referida tabela, o selenito de sédio e o docetaxel inibem o ciclo celular
na fase de sintese (S) (44,6% vs 20,5%) e G2M (63,5% vs 14,6%) respetivamente, enquanto a
combinacdo dos dois compostos resulta no aumento da percentagem das células nas fases S
(43,0% vs 20,5%) e G2M (33,9% vs 14,6%) , refletindo o efeito sinérgico, observado nos estudos

de proliferacéo celular.
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Figura 3.2.13 - Curva dose resposta do docetaxel e selenito de sédio em monoterapia e em associacio nas
células PC3. A figura representa o efeito isolado de docetaxel (DTX) na gama de concentracdes de 5 a 500nM
(A), do selenito de sodio (B) em concentracBes de 10nM a 10uM e da combinagdo de 100nM de docetaxel
com 2,5uM de selenito de sodio (C), na proliferacdo celular das células PC3, ao longo de 72 horas. A
proliferacdo celular foi avaliada por espetrofotometria através do ensaio colorimétrico de reducdo do MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo tetrazélico). Os resultados s8o expressos em percentagem (%) de
reducdo de MTT por comparacdo com o controlo (células ndo tratadas) e representam a média + desvio padréo
de um minimo de trés ensaios independentes. As diferencas significativas encontradas na proliferacdo séo
consideradas para ***p<0,001, relativamente ao controlo, *"p<0,001 relativamente ao efeito isolado de
docetaxel (100nM) e *p<0,001 relativamente ao efeito isolado de selenito de sédio (2,5uM).
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Figura 3.2.14 - Histograma representativo da distribuicéo das células PC3 pelas diferentes fases do
ciclo celular. Estdo representados o controlo (células ndo tratadas), bem como as células tratadas com
docetaxel (DTX) e selenito de sodio de forma isolada e em associagdo (DTX + selenito de s6dio).

Tabela 111.2.1 - Efeito do selenito de sodio e do docetaxel em monoterapia e em associa¢ao no ciclo
celular da linha PC3

Ciclo celular (%) G0/G1 G2M S
Controlo 64,9 14,6 20,5
100 nM de docetaxel *17,2 *63,5 19,3
2,5uM de selenito de sodio *29,3 26,1 *44.6
100 nM de docetaxel + 2,5uM de selenito de sédio *23,1 *33,9 *43,0

*AlteracOes significativas relativamente ao controlo (células néo tratadas) para *p<0,05.

149



3.2.2.2.2 Efeito de selenito de s6dio e do docetaxel na viabilidade e morte
celular

Para avaliar se o efeito anti-proliferativo resultante da combinacdo dos dois compostos é
acompanhado de inducdo de citotoxicidade, isto €, de morte celular, as células foram incubadas
ao longo de 24 horas, com os dois compostos, de acordo com o descrito nos materiais e métodos.
A morte celular foi avaliada por citometria de fluxo, recorrendo a marcacdo das células com
Anexina V em combinagdo como iodeto de propidio, como previamente descrito.

Os resultados evidenciados na figura 3.2.15 confirmam que as células PC3, em condi¢Ges basais,
tém uma viabilidade elevada (cerca de 90%), o que esta de acordo com os resultados anteriores.
Na presenca de 100nM de docetaxel ndo se observou morte celular (Figura 3.2.15) apesar de esta
concentracgdo inibir a proliferacdo celular (Figura 3.2.13). No entanto, a inibi¢do da proliferacédo
celular pelo selenito de sédio (Figura 3.2.13), foi acompanhada de um aumento significativo de
morte, maioritariamente por apoptose tardia vs necrose (26,3% vs 1,4%) (Figura 3.2.15). Para
além da combinacdo dos compostos apresentar um efeito de potenciacdo na inibicdo da
proliferacdo celular, induziu morte celular, a qual aumentou de 30 para 50% relativamente ao
selenito de sodio e de 10 para 50% relativamente ao docetaxel. A morte celular resultante

ocorreu maioritariamente por apoptose e apoptose tardia vs necrose (Figura 3.2.15).
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Figura 3.2.15 - Efeito do docetaxel e do selenito de sodio na viabilidade e morte das células PC3. Os
estudos de morte celular foram realizados para as células tratadas com docetaxel (100nM), selenito de
sodio (2,5uM), de forma isolada e combinada e para células ndo tratadas (controlo), apos 24 horas de
incubacdo com os compostos. A viabilidade celular foi analisada por citometria de fluxo atraves da
marcacdo das células com Anexina VV em combinacdo como iodeto de propidio, de acordo com o descrito
nos materiais e métodos. Legenda de cores: amarelo - células viaveis, azul - células em apoptose inicial,
verde - células em apoptose tardia vs necrose e rosa - células em necrose. Os resultados sdo expressos em
percentagem (%) e representam a média + desvio padrdo de um minimo de trés ensaios independentes. As
diferencas significativas encontradas na apoptose tardia vs necrose sdo consideradas para ***p<0,001
relativamente ao controlo, **p<0,001 relativamente ao docetaxel e “* p<0,001 relativamente ao selenito
de sodio.

Por outro lado nas células tratadas com selenito de sédio isolado e em associacdo com docetaxel,
observou-se diminui¢do acentuada do Aym como evidenciado na figura 3.2.16. Estas alteracdes
sdo traduzidas pelo aumento significativo da relagdo mondémeros/agregados (M/A). Na presenca
de selenito de sddio observou-se um aumento de 5 vezes relativamente ao controlo. O efeito
combinado dos farmacos induziu um aumento de 4 vezes relativamente ao selenito de sodio e de
30 vezes relativamente ao docetaxel. Desta forma, estes resultados sdo concordantes com 0s
estudos de proliferagdo e de morte celular. Também de acordo com os resultados anteriores, e
apesar do docetaxel (100 nM) induzir aproximadamente 25% de inibicdo da proliferacao celular,

nao se observa diminuicao do Aym nas células tratadas com este composto isoladamente.
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Figura 3.2.16 - Efeito do docetaxel e do selenito de s6dio no Ay, das células PC3. Os estudos da
Ay foram realizados nas células, na auséncia (controlo) e ap6s 24 horas de incubagdo de tratamento
com docetaxel (100nM) e selenito de sodio (2,51uM), de forma isolada e combinada (docetaxel + selenito
de sddio). O Ay foi analisada por citometria de fluxo através da marcagdo das células com a sonda JC1,
de acordo com o descrito nos materiais e métodos. Os resultados representam a média da razdo
Mondmeros/Agregados + desvio padrdo de um minimo de trés ensaios independentes. As diferencas
significativas sdo consideradas para *p<0,05 relativamente ao controlo, e * p<0,05 relativamente ao
docetaxel e selenito de sédio.

3.2.2.2.3 Efeito de selenito de sodio e do docetaxel na expressdo de moléculas

envolvidas na apoptose

O mecanismo de morte celular por apoptose, envolve a participacdo de diversas proteinas como
o Citocromo C, a Caspase 3, a BAX ou a BCL2. As proteinas BCL2 e BAX pertencem a familia
das proteinas BCL2 e desempenham uma funcdo anti e pro-apoptdtico respetivamente (Cory, e
Adams, 1998). Para analisar a participacdo das referidas proteinas na morte celular induzida pelo
selenito de sddio e deste em associagdo com docetaxel, procedeu-se ao tratamento das células

com 0s compostos, ao longo de 24 horas, nas condi¢des descritas. Posteriormente marcaram-se

152



as células PC3 com anticorpos monoclonais, para analise por citometria de fluxo. A figura 3.2.17
demonstra que, na presenca de docetaxel isoladamente, ndo existe aumento significativo da
expressdo destas moléculas, comparativamente ao controlo, o que estd de acordo com o0s
resultados de viabilidade celular. No entanto, nas células tratadas com 2,5uM de selenito de
sodio e deste em combinacdo com docetaxel, comparativamente as células ndo tratadas
(controlo), observa-se aumento da expressdo de Citocromo C (536 e 556 vs 416 MIF,
respetivamente), de Caspase 3 (189 e 145 vs 93 MIF, respetivamente) e da razdo BAX/BCL2
(1,5 e 1,7 vezes, respetivamente). O efeito combinado destes compostos ndo induz aumento
significativo nestes parametros por comparacdo com o Verificado nas células tratadas com

selenito de sodio isoladamente.
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Figura 3.2.17 - Efeito do selenito de sodio e do docetaxel na razdo BAX/BCL2 e na expressdo de
citocromo C e de caspase 3 nas células PC3. Os estudos foram realizados nas células tratadas com
docetaxel (100nM), selenito de sodio (2,5uM), de forma isolada e em associag¢do (docetaxel + selenito de
sodio) e nas células ndo tratadas (controlo), ap6s 24 horas de incubacdo. As células foram marcadas com
anticorpos monoclonais marcados com sondas fluorescentes, como descrito nos materiais e metodos, para
posterior analise por citometria de fluxo. Os resultados sd@o expressos em média de intensidade de
fluorescéncia (MIF) e representam a média * desvio padrdo de um minimo de trés ensaios independentes.
As diferencas significativas séo consideradas para *p<0,05 vs controlo.
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3.2.2.2.4 Efeito de selenito de s6dio e do docetaxel no stresse oxidativo

A apoptose, induzida pelo selenito de sddio, tem sido atribuida, em parte ao efeito pré-oxidante
deste composto, associado ao aumento de anido superoxido (Xiang et al., 2009).

Assim, comegadmos por estudar a concentracao basal de anido superoxido nas diferentes linhas
celulares (figura 3.2.18). Para o efeito, as células foram marcadas com a sonda DHE, de acordo
com o descrito nos materiais e métodos, e analisadas por citometria de fluxo. Como se pode
observar, este anido esta significativamente aumentado nas células de PC3 (70 vs 40 MIF nas
RWPEL e nas HPV10), o que podera estar relacionado com o aumento da producdo intracelular
de peroxidos, referido anteriormente (figura 3.2.7), uma vez que o anido superoxido é convertido

em perdxido de hidrogénio por acdo da enzima Mn-SOD (Grek e Tew, 2010).
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Figura 3.2.18 - Andlise da expressdo intracelular de anido superdxido nas linhas celulares RWPEL,
HPV10 e PC3. A expresséo de anido superdxido foi analisada por citometria de fluxo, apds marcacéo das
células com a sonda DHE. Os resultados observados na figura representam a média de intensidade de
fluorescéncia (MIF) £ desvio padrdo de um minimo de trés ensaios independentes. As diferencas
significativas encontradas na produgdo de anido superoxido das células PC3 relativamente as das outras
células séo consideradas para *p<0,05 e “p<0,05 vs HPV10 e RWPEL, respetivamente.
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Posteriormente fomos analisar o efeito do selenito de sédio na producdo de anido superdxido. Os
nossos resultados corroboram as observacdes de Xiang e colaboradores (2009), como podemos
verificar na figura 3.2.19. De facto, nas células tratadas com selenito de sodio observa-se um

aumento significativo (10%) de anido superoxido.
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Figura 3.2.19 - Avaliacdo da producéo de anido superoxido na linha celular PC3. As células foram
tratadas ao longo de 24horas com 2,5 uM de selenito de sédio nas condi¢Ges descritas. A producdo de
peroxidos foi analisada por citometria de fluxo, apés marcagdo com a sonda DHE e ap6s a aquisi¢do de
10 000 eventos. Os resultados expressos em média de intensidade de fluorescéncia (MIF), representam a
média + desvio padrdo de um minimo de trés ensaios independentes. As diferencas significativas sdo
consideradas para *p<0,05 vs controlo.

Para avaliar a relacdo da morte celular induzida por selenito de sodio e docetaxel com a producao
de peroxidos as células tratadas e ndo tratadas foram marcadas com a sonda fluorescente 2,7-
DCFH-DA. A figura 3.2.20 evidencia uma diminuicao significativa da producéo de perdéxidos na
presenca de 2,5uM de selenito de sddio isoladamente (800 vs 1400 MIF) e em combinagdo com

100 nM de docetaxel (400 vs 1400 MIF), relativamente ao controlo.
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Fig. 3.2.20 - Efeito do selenito de sddio e do docetaxel na producéo de perdxidos nas células de PC3.
As células foram tratadas ao longo de 24 horas com docetaxel (100nM) e selenito de sodio (2,5uM), de
forma isolada e combinada, apos 24 horas de incubacdo. O controlo é representado por células ndo
tratadas. A avaliagdo de peroxidos foi analisada por citometria de fluxo, ap6s marcacgéo das células com a
sonda DCFH-DA e ap6s a aquisicdo de 10 000 eventos. Os resultados sdo expressos em média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) e representam a média + desvio padrdo de um minimo de trés ensaios
independentes. As diferengas significativas sdo consideradas para **p<0,01 e ***p<0,001 relativamente
ao controlo; para **p<0,01 relativamente ao selenito de sodio e para *p<0,001 relativamente ao
docetaxel.

3.2.3 Contribuicdo da funcdo mitocondrial na progresséo do cancro da

prostata

A mitocondria é considerada organelo intracelular maioritariamente responsavel pela produgéo
de ROS (Freeman et al., 1986). Tendo por base o aumento da producdo de peroxidos
intracelulares ao longo da progressdo da doenca, particularmente, na fase de metastizacdo e de
acordo com os resultados obtidos no presente modelo de estudo, bem como 0 aumento de Aypit

pretendeu-se avaliar o envolvimento da mitocondria, na progressdo do cancro da préstata. Para
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além da determinacdo dos valores basais de peroxidos e de anido superoxido j& apresentados,
analisdmos a atividade dos complexos I, I1+111 (redutase do succinato-citocromo C, SCCR) e da

sintase do citrato.

3.23.1 Atividade dos complexos da cadeia respiratoria e da sintase do

citrato

Os resultados da figura 3.2.21 (A) evidenciam um aumento significativo da sintase do citrato na
linha celular de metéastase PC3, aproximadamente 3 vezes superior ao das outras linhas celulares,
traduzindo um maior nimero de mitocondrias. Assim, 0s resultados sugerem que uma maior
quantidade de mitocdndrias podera estar relacionada com a progressdo da doenca. Além disso, 0s
resultados sdo concordantes com 0 Ayt mais elevado e o aumento da produgéo de ROS nesta
linha celular. Nas células PC3 também se observa aumento da atividade do complexo I, da
cadeia respiratdria, como representado na figura 3.2.21 B.

Por outro lado, verifica-se diminui¢do da atividade dos complexos II/111 (Figura 3.2.21 C) em
funcdo da sintase do citrato, isto é, em funcdo do nimero de mitocéndrias, em ambas as linhas
celulares de cancro da prostata, sendo esta diferenca mais acentuada nas celulas de metéstase

PC3.
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Figura 3.2.21 - Avaliacdo da funcdo mitocondrial nas linhas celulares RWPE1, HPV10 e PC3. A
atividade da sintase do citrato (A) e dos complexos | e 1I/lIl da cadeia respiratéria mitocondrial foram
avaliados nas condigdes basais, nas 3 linhas celulares, nas condigdes 6timas de crescimento. Os resultados
observados representam a média + desvio padrdo de um minimo de trés ensaios independentes. As
diferencas significativas sdo consideradas para *p<0,05, **p<0,01 e **p<0,001 para PC3 ou HPV10
relativamente a RWPE1 e *p<0,05 e *p<0,01 para PC3 relativamente a HPV10.

159



3.2.4 Acdo dos compostos presentes no fumo do tabaco nas células de cancro

da prostata

3.24.1 Efeito de hidrocarbonetos poliaromaticos ciclicos na proliferacéo

celular

Como referido na introducdo deste trabalho, o fumo do tabaco inclui na sua composi¢do
hidrocarbonetos poliaromaticos ciclicos (PAHs), muitos dos quais com potencial efeito
carcinogéneo. Além disso, a exposic¢do ao fumo do tabaco induz aumento de ROS envolvidas na
carcinogénese da prostata (Valavanidis et al., 2009; Biswas e Rahman, 2009). No entanto, a
relacdo entre os habitos tabagicos e o desenvolvimento e progressdo desta neoplasia ndo esta
totalmente esclarecida.

Para estudar o efeito da exposi¢do ao fumo do tabaco na progressdo do cancro da préstata, as
linhas celulares RWPE1, HPV10 e PC3 foram tratadas com PAHs, nomeadamente
benzo(a)pireno, pireno, criseno e benzo(K)fluoranteno, em concentracdes de 10nM, 100nM e
1uM ao longo de 72 horas, nas condi¢des 6timas de crescimento, de acordo com a metodologia
previamente referida.

Os resultados evidenciados na figura 3.2.22 permitiram concluir que o efeito dos compostos na
proliferacdo celular é dependente da concentragdo, do tipo de composto, do tipo de linha celular
e do tempo de exposigdo. De uma forma geral, estes compostos possuem a capacidade de induzir
proliferagéo celular, durante as primeiras 48 horas de incubagéo, nas concentracOes testadas. No

entanto, na linha celular de epitélio normal, RWPEL, este efeito ndo ultrapassa as 24 horas. Por
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outro lado, nas células HPV10 incubadas com benzo(a)pireno e benzo(K)fluoranteno, € onde o

efeito proliferativo é mais acentuado ao longo do tempo.
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Figura 3.2.22 - Curva dose resposta dos PAHs nas linhas celulares RWPE1, HPV10 e PC3. As
células foram incubadas com os (PAHSs), pireno (Pir), benzo(a)pireno (BP), criseno (Cris) e
benzo(k)fluoranteno (BK) nas concentragdes de 10nM, 100nM e 1uM) ao longo de 72 horas. A
proliferacdo celular foi avaliada por espetrofotometria através do ensaio colorimétrico de reducdo do
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo tetrazélico). Os resultados sdo expressos em
percentagem de reducdo de MMT por comparacdo com as respetivas células controlo (células tratadas
com 1%(v/v) de DMSO) e representam a média + desvio padrdo de um minimo de trés ensaios
independentes.
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Nestas células, o efeito maximo é atingido ao fim de 48 horas de incubacdo, na presenca de
pireno. O efeito dos compostos na proliferacdo celular foi mais discreto nas células de epitélio

normal, RWPEL1.

3.24.2 Efeito de hidrocarbonetos poliaromaticos ciclicos na expressao de

HIF e VEGF

Apesar do efeito dos PAHs no desenvolvimento do cancro da prostata se encontrar estabelecido,
ndo se conhece a sua acdo na progressao da doenca. Tendo em conta o efeito proliferativo nas
diferentes linhas celulares, e o facto de este ser mais acentuado nas células de cancro localizado,
HPV10, consideramos importante investigar o seu efeito na progressao/metastizacdo da doenca.
Desta forma avalidmos alguns pardmetros bioquimicos envolvidos na metastizacéo,
nomeadamente, a expressao de VEGF e HIF, em células tratadas com PAHs (figura 3.2.23). Os
estudos foram efetuados nas linhas celulares em condi¢fes de normdxia e de hipoxia, de acordo
com o descrito nos materiais e métodos. A figura 3.2.23 permite comparar a expressdo de HIF e
de VEGF nas células PC3 e HPV10 relativamente a RWPEL. As células de cancro da prostata,
particularmente, a linha de metastase, PC3, evidenciam aumento significativo dos valores basais
de HIF (cerca de 2 vezes) e de VEGF (cerca de 1,5 vezes), quer em condicOes de hipoxia, quer

em condic¢des de normoxia, relativamente a linha celular RWPEL.
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Figura 3.2.23 - Andlise da expressao basal de HIF e de VEGF nas linhas celulares RWPE1, HPV-10
e PC3. A expressdo de VEGF e de HIF foi determinada em condic¢Ges de normdxia e hipdxia e analisada
por citometria de fluxo, apds marcacdo das células com anticorpos monoclonais em associagdo com
sondas fluorescentes. Os resultados sédo expressos por comparacao com as células RWPEL, e representam
a média + desvio padrdo de um minimo de trés ensaios independentes. As diferencas significativas sao
consideradas para *p<0,05 e **p<0,01 para PC3 ou HPV10 relativamente a RWPE1.

Por outro lado, ap6s 24 horas de incubacdo com os PAHS, observa-se aumento da expressdo de
HIF e VEGF, o qual é mais acentuado na linha celular HPV10 (células isoladas de cancro
localizado), em condicdes de hipdxia e na presenca de benzo(a)pireno (cerca de 3,5 vezes). Em
condicdes de normdxia o efeito também é geralmente mais pronunciado nestas células (Figura
3.2.24).

De acordo com o estudo, o benzo(a)pireno foi 0 composto que induziu um efeito mais acentuado
nas células HPV10. Contudo, em condi¢Bes de hipdxia, este composto induz diminui¢do da

expressao de HIF e VEGF nas células isoladas de epitélio normal (RWPEL).
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Figura 3.2.24 - Efeito dos PAHs na expressdo de VEGF e HIF. A expressdao de VEGF e HIF foi
determinada em condi¢Oes de normdxia e hipoxia e analisada por citometria de fluxo, apds marcacgao das
células com anticorpos monoclonais. Os resultados representam a média + desvio padrdo de um minimo
de trés ensaios independentes. As diferengas significativas sdo consideradas para *p<0,05, **p<0,01 e
***p<0,005 relativamente ao controlo (células tratadas com 1%(v/v) de DMSO).
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3.24.3 Efeito de hidrocarbonetos poliaromaticos ciclicos no stresse

oxidativo

Para avaliar de que forma o efeito dos PAHSs na inducéo da proliferacdo e aumento da expressao
de moléculas envolvidas na metastizacdo, se poderdo relacionar com um aumento de ROS,
avalidmos a producao de perdxidos e a defesa antioxidante GSH.

Neste estudo verificamos que o tratamento das células HPV10 e RWPE1 com PAHS induziu um
incremento na producdo de ROS que variou entre 5 a 30 MIF. Esta variagdo assumiu valores
significativos nas células RWPEL na presenca de criseno (50 vs 28 MIF) e pireno (50 vs 28 MIF)
e nas células HPV10 na presenca de benzo(K)fluoranteno (60 vs 30 MIF) e benzo(a)pireno (50
vs 30 MIF). E de notar que estes compostos induziram aumento acentuado na proliferacdo
celular, sugerindo a participacdo de ROS mediada por PAHSs no efeito referido.

Nas células PC3 ndo foi detetado aumento de ROS, o que podera estar relacionado com 0s seus
niveis basais elevados, impossibilitando a detecdo de uma variacdo nesta ordem de grandeza (5 a
30 MIF). Assim, os resultados representados na figura 3.2.25 confirmam que os valores de ROS
se encontram muito aumentados nas celulas PC3 (na ordem de grandeza do milhar),
comparativamente as outras células. Além disso ndo observamos em qualquer das linhas tratadas
com PAHSs, alteragdo do conteudo em GSH (Figura 3.2.26), sugerindo que o aumento de ROS
encontrado ndo interferiu no recrutamento desta defesa antioxidante. Adicionalmente, o0s
resultados confirmam a presenca de valores basais nas células de metéstase, PC3, superiores aos
encontrados para as linhas celulares de cancro localizado, HPV10 e para a linha celular de

epitélio normal, RWPEL1.
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Figura 3.2.25 - Efeito dos PAHs na expressdo de ROS nas células RWPEL, HPV10 e PC3. As células
foram tratadas ao longo de 24horas com os PAHSs, pireno (Pir), benzo(a)pireno (BP), criseno (Cris) e
benzo(k)fluoranteno (BK) nas concentragdes (10nM, 100nM and 1uM). O controlo é representado por
celulas tratadas com 1% (V/V) de DMSO. A avaliacao de perdxidos foi analisada por citometria de fluxo,
apo6s marcacdo das células com a sonda DCFH-DA e apo6s a aquisicdo de 10 000 eventos. Os resultados
sdo expressos em média de intensidade de fluorescéncia (MIF) e representam a média + desvio padréo de
um minimo de trés ensaios independentes. As diferencas significativas relativamente ao controlo, séo
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Figura 3.2.26 - Efeito dos PAHs na concentragdo de GSH nas células RWPE1, HPV10 e PC3. As
células foram tratadas ao longo de 24horas com BK e BP. O controlo é representado por células tratadas
com 1% (V/V) de DMSO. Os resultados sdo expressos em UM e representam a média + desvio padrao de
um minimo de trés ensaios independentes.
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4. DISCUSSAO E CONCLUSAO
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4.1 Estudos em sangue periférico de doentes e controlos

4.1.1 Avaliacdo do stresse oxidativo ao longo da progressdo do cancro da

proéstata

A exposicdo a fatores ambientais como 0s agentes infeciosos, € 0s varios carcinogeneos
presentes na dieta alimentar, as alteraces no equilibrio hormonal, e o proprio envelhecimento,
tém sido associados a lesdo do tecido prostatico que conduz a uma inflamagdo cronica,
caraterizada pelo aumento do stresse oxidativo (Nelson et al., 2003). O excesso de ROS,
relaciona-se com a lesdo do ADN, por sua vez, implicado na carcinogénese (Klein et al., 2006).
A tentativa de regeneracdo do tecido prostatico mediante estas agressdes, associa-se
frequentemente a lesdo epitelial, designada por atrofia inflamatoria proliferativa (PI1A) (De
Marzo et al., 1999), precursora da neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) e do cancro da
préstata (Brooks et al., 1998; Putzi et al., 2000; Lin et al., 2001).

Vaérios estudos evidenciam a participacdo do stresse oxidativo na carcinogénese da préstata, no
entanto, os dados da literatura revelam discrepancias (Aydin et al., 2005; Yossepovitch et al.,
2007; Arsova-Sarafinovska et al., 2009), em grande parte dependentes do tipo de parametros de
stresse oxidativo analisados e do estadiamento da doenca. Neste estudo avaliou-se a participacéo
do stresse oxidativo na etiopatogenia e progressdo do cancro da préstata. Para o efeito,
participaram individuos sem neoplasia maligna ou outra patologia prostatica conhecida
(controlos), individuos com prostatite cronica e com hiperplasia benigna da préstata (BPH), e
doentes com cancro da prostata localizado e com doenca avancgada.
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Para a avaliagdo do stresse oxidativo analisaram-se defesas antioxidantes, estado de antioxidacio
total, lesdo oxidativa de biomoléculas como a peroxidacao lipidica e a oxidacdo de proteinas e
ainda os niveis de NO-.

O plasma e o eritrocito tém sido referidos como bons modelos de avaliacéo do stresse oxidativo
(Sarmento-Ribeiro, 2000). O primeiro por permitir avaliar o estado de stresse oxidativo
circulante (Aydin et al., 2005), e o eritrocito por possuir uma semivida curta, ndo sintetizar
proteinas, ter baixa atividade proteolitica e apresentar elevada sensibilidade ao stresse oxidativo
(Glass et al., 1984).

Os nossos resultados demonstram no grupo de individuos com doenga avangada um aumento de
stresse oxidativo, evidenciado pela diminuigéo significativa do TAS, possivelmente em resultado
da diminuicdo de defesas antioxidantes que participam diretamente no ciclo de oxidac&o/reducao
do GSH, como o prdprio GSH e atividade da GI-Px, bem como em resultado da diminuicéo de
VIT A ou tendéncia para a diminuicdo de GST e aumento de NO-.

E também de referir que a analise da correlagdo Spearman’s rho entre todos os individuos
evidenciou uma associacao positiva entre GSH vs TAS sugerindo que a quantificacdo simultanea
destes dois parametros podera constituir um marcador importante de stresse oxidativo no cancro
da prostata. Alem disso, podera constituir um pardmetro importante para a monitorizagdo da
evolucdo da doenca, adicionalmente a avaliagdo do antigénio especifico da prostata (PSA).
Apesar dos resultados ndo serem significativos, o que podera estar relacionado com o tamanho
da amostra, foi visivel uma diminui¢cdo de GSH plasmatico para valores de PSA superiores a
10ng/ml nos individuos com doenca avancada (resultados no apresentados). E importante referir
que o GSH desempenha um papel fundamental na remocdo de perdxidos de hidrogénio e

lipidicos prevenindo a formacdo de especies mais lesivas como o radical hidroxilo, na
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detoxificacdo de xenobioticos e na manutencao da forma reduzida, das vitaminas C e E (Fujii et
al., 2011).

Um estudo de Yossepovitch e colaboradores (2007) refere o aumento do stresse oxidativo no
cancro da prostata em fase avancada, no entanto, ndo avalia os niveis de TAS, GSH e VITA.
Estes autores observaram aumento de MDA e diminuigdo de AU nos individuos com cancro da
prostata metastizado. Os nossos resultados revelam um aumento de MDA plasmatico na
populacdo de doentes com cancro da préstata. Estes resultados assemelham-se aos obtidos por
Aydin e colaboradores (2005) e Arsova-Sarafinovska (2009). No entanto, diferem de
Yossepovitch e colaboradores (2007), uma vez que ndo encontrdmos um aumento significativo
da peroxidacdo lipidica na doenca avancada, comparativamente ao grupo com cancro localizado.
O aumento da les@o oxidativa de biomoléculas no cancro da préstata avancado, evidenciado pelo
aumento de MDA, ja referido, e de GC mencionado por outros autores (Yossepovitch et al.,
2007), é concordante com a diminuicdo das defesas antioxidantes encontradas nestes doentes, e
poderd estar relacionado com o aumento da producdo de ROS intracelulares das células de
metastase (Freitas et al., 2012b).

A diminuicdo da atividade da GI-Px nos doentes, corroboram os resultados de Aydin e
colaboradores (2005) e Arsova-Sarafinovska (2009). No entanto, estes autores ndo fazem a
distingdo entre cancro da proéstata localizado e a doenca avancada. O nosso estudo sugere
inclusivamente a diminuicdo desta enzima na doenca avancada, relativamente ao grupo com
cancro localizado. Desta forma os nossos resultados revelam que a determinacgéo da atividade da
GI-Px podera ter interesse como biomarcador na monitorizacdo da doenga. Diversas
possibilidades poderdo ser admitidas para justificar a diminuicdo da atividade das defesas

antioxidantes enzimaticas. Segundo Aydin e colaboradores (2006) estas enzimas poderdo estar a
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ser recrutadas para desempenharem a sua fungdo comprometendo a detecdo da sua atividade. De
acordo com outros autores, a GI-Px torna-se vulnerdvel a oxidagdo mediada pelo seu proprio
substrato (Gate et al., 1990; Blum et al., 1985), e por ligandos toxicos como o MDA (Archad et
al., 1991). Como referido, este trabalho demonstra que os doentes com cancro da préstata
metastizado apresentam niveis superiores de stresse oxidativo, evidenciados por diminui¢do do
conteudo em VIT A, de GSH, do TAS, e da atividade da GI-Px e aumento de NO-. Pelo exposto,
revela-se de todo interesse a monitorizacdo destes pardmetros de stresse oxidativo durante o
“follow up” dos doentes a fim de avaliar a sua potencialidade como novos biomarcadores
preditivos do progndstico e da evolucdo da doenca. Apesar do PSA constituir um marcador
sanguineo de referéncia na monitorizacdo do cancro da prostata, a sua utilizacdo, apresenta
algumas limitacOes relativas a sensibilidade e especificidade, resultando quer em falhas de
detecdo da doenca quer na realizacdo desnecessaria de bidpsias (Hori et al., 2012; Martin et al.,
2012). Os valores de PSA ndo permitem também uma distin¢do rigorosa entre doentes sem e
com cancro da préstata, e em relacdo a estes Ultimos a destringa com a doenca avancgada (Hori et
al., 2012). Por outro lado, as células de cancro da préstata podem perder a capacidade de
expressar 0 PSA. Esta carateristica observa-se nas células PC3, isoladas de metéstase Ossea
(Kaighn et al., 1979; Tai et al., 2011). E por estes motivos, importante a introducio de novos
marcadores sanguineos que possam ultrapassar essas limitagoes.

Martin e colaboradores (2012) referem a utilizacdo de varios marcadores em simultaneo, como
forma de melhorar a caraterizagdo da doenca. Os nossos resultados sugerem que a determinagéo
dos parametros de stresse oxidativo referidos, conjuntamente com a analise do PSA, poderia

acrescentar informacao util sobre o estadiamento do cancro da proéstata, sobretudo na doenca
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avancada, onde as diferengas assumiram maior relevancia. No entanto, os resultados ndo nos
permitem inferir sobre a destringa entre a fase hormono-dependente e a de escape hormonal.

O stresse oxidativo interfere ndo sé na carcinogénese da prostata, como também noutras
patologias prostaticas. Aydin e colaboradores (2005) e Arsova-Sarafinovska (2009) encontraram
um aumento da peroxidagdo lipidica eritrocitaria e diminuicdo da atividade da GI-Px nos
individuos com BPH e com cancro da prostata, relativamente aos individuos sem neoplasia, e
nos individuos com cancro da préstata em relagdo aos individuos com BPH. Os nossos
resultados confirmam o aumento significativo de MDA eritrocitario e diminuicdo significativa da
atividade da GI-Px, no grupo com BPH, relativamente aos grupos de individuos sem neoplasia.
No entanto, esta relacdo também se verifica nos individuos com BPH relativamente aos diversos
grupos de doentes. A nivel plasmatico, observdmos ainda um aumento significativo do GSH e,
concomitantemente, diminuicdo da peroxidacdo lipidica (MDA) no grupo com BPH,
relativamente a todos os grupos estudados. Estes resultados reforcam néo so alteracdes de stresse
oxidativo na BPH como evidenciam a acdo antioxidante do GSH.

Neste estudo pretendeu-se ainda avaliar o estado de stresse oxidativo na prostatite cronica. Este
processo inflamatdrio, além de ser um fator de risco para o cancro da préstata, é caraterizado por
um aumento de ROS. Os nossos resultados mostram que os doentes com prostatite apresentam
diminuicao significativa de GSH plasmatica relativamente a todos os grupos exceto em relagao
aos doentes metastizados. No entanto, na prostatite observa-se, um contetdo em TAS elevado,
sendo significativamente superior ao encontrado para a doenga avancada. Desta forma 0s nossos
resultados sugerem que outras defesas antioxidantes ndo testadas poderdo ter um papel protetor

importante, para compensar a diminui¢cdo de GSH.
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Para além da GI-Px, a superdxido dismutase (SOD) e a catalase, que ndo avalidmos, s&o
consideradas defesas antioxidantes enzimaticas de primeira linha na eliminacdo direta de ROS
(Arsova-Sarafinovska et al., 2009) e poderéo estar relacionadas com os valores de TAS
encontrados.

Além do mencionado, a gordura individual, avaliada pelo indice de massa corporal, constitui
uma variavel que influencia o estado de stresse oxidativo (Fernandez-Sanchez, 2011). De acordo
com 0s mesmos autores, o aumento de massa gorda induz aumento de stresse oxidativo. Neste
estudo o reduzido nimero de casos comprometeu a avaliacdo da relagdo entre o IMC, o stresse
oxidativo e a progressdao do cancro da préstata. No entanto, existem algumas variacbes nos
parametros de stresse oxidativo que merecem abordagem.

Nos grupos de doentes formados por individuos com excesso de peso e obesos, é de notar uma
tendéncia para o aumento de MDA bem como aumento de NO- comparativamente aos controlos
saudaveis com IMC correspondente. No grupo com cancro da préstata localizado, observa-se
uma tendéncia para o aumento de NO- nos individuos com excesso de peso por comparagdo com
os de menor IMC. Assim, os resultados sugerem que 0 excesso de peso nos doentes com cancro
localizado aumenta a producdo de NO-, o qual participa na angiogénese necessaria a
metastizacao (Bergers e Benjamin, 2003; Ridnour et al., 2007).

Paralelamente, observa-se diminuigéo significativa da VIT E eritrocitaria também evidenciado
na populagdo total de doentes sugerindo aumento de stresse oxidativo nos doentes com excesso
de peso e obesos.

Porém, importa referir que a relagdo entre a obesidade e o stresse oxidativo podera estar

relacionada com a producdo de citocinas no tecido adiposo, as quais ndo foram avaliadas e
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poderiam permitir explicar melhor a relacdo entre a gordura e o stresse oxidativo no cancro da
prostata.

A progressao do cancro da prostata € em grande parte monitorizada pelo doseamento sérico do
PSA (Hori et al., 2012; Martin et al., 2012). Os nossos resultados, de acordo com o esperado,
indicam que o PSA é significativamente superior no grupo de doentes com cancro da prostata.
Além disso, os individuos com cancro avancado apresentam valores de PSA significativamente
superiores comparativamente ao grupo com cancro localizado.

Neste estudo, observa-se uma tendéncia para a diminuicdo de GSH eritrocitario, quer em
doentes, quer em controlos, de acordo com 0 aumento do PSA. No grupo de doentes com PSA
mais elevado (4<PSA<10), esta diminuicdo € acompanhada de uma reducdo significativa da
atividade da GI-Red, comparativamente aos controlos o que podera justificar a diminui¢do de
GSH nos doentes. Também € de notar uma diminuicdo progressiva da atividade da GI-Red em
funcéo do aumento de PSA, nos doentes com cancro localizado.

No que respeita a lesdo oxidativa observa-se tendéncia para o aumento de GC em doentes e em
controlos, com o aumento do PSA em concordancia com o observado para o teor em GSH.
Relativamente ao NO- nesta amostragem importa referir uma tendéncia para o aumento nos
doentes relativamente ao controlo e que o aumento de NO- acompanha de forma significativa o
aumento de PSA no grupo de doentes com cancro da prostata localizado. Pelo exposto o aumento

de PSA parece estar relacionado com o aumento de stresse oxidativo.
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4.1.2 Avaliacdo do efeito do tabaco no stresse oxidativo e progressdo do

cancro da prostata

Diversos estudos evidenciam que os hébitos tabagicos sdo indutores do aumento de stresse
oxidativo. Os nossos resultados corroboram essas observagdes. Assim, no plasma do grupo de
doentes fumadores pode observar-se uma diminuicdo significativa de TAS relativamente aos
doentes ndo fumadores, concordante com o descrito por Freitas e colaboradores (2007). Também
se observa diminui¢do de GST, aumento de NO- ¢ de GC, indicadores do aumento de stresse
oxidativo. Os pardmetros de stresse oxidativo eritrocitario nos doentes fumadores revelaram
aumento significativo da atividade da GlI-Red, reducéo da atividade da GI-Px e do conteudo em
vitamina E. Entre fumadores, o MDA eritrocitario encontra-se aumentado nos doentes. Desta
forma, os habitos tabagicos parecem interferir com quase todos os parametros estudados,
traduzindo um impacto muito importante na modificacdo do stresse oxidativo. Tratando-se de
um fator de risco modificdvel a sua evic¢do deveria ser considerada para a prevencdo do
desenvolvimento e progressao do cancro da prostata.

Parte destas alteracdes verificaram-se também no grupo com doenca avancada, nomeadamente,
aumento de NO- e diminui¢do da GI-Px, sugerindo que os habitos tabagicos, poderdo agravar a
progressdo da doenga, em parte, através do aumento de stresse oxidativo. Além disso, 0S N0ssos
resultados sugerem que o aumento de NO- se pode relacionar ndo s6 com a com a progresséo da
doenca, mas também com o aumento do PSA. Assim, os habitos tabagicos ao contribuirem para
o aumento de NO- dos doentes, podem levar ao agravamento da doenga, o que corrobora a

participacdo do tabaco na progressao/metastizacdo do cancro da prostata.
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O NO- desempenha uma dualidade de fungdes, consoante o tecido celular e a sua concentragao.
Apresenta-se como uma molécula mediadora de processos vitais, mas ao mesmo tempo indutora
de citotoxicidade e efeitos mutagénicos, se presente em excesso. Participa ainda na angiogénese,
necessaria a metastizacdo dos tumores solidos (Bergers e Benjamin, 2003; Ridnour et al., 2007).
O NO- ¢ capaz de lesar direta ou indiretamente o ADN, através da sua conversdo em moléculas
mais reativas como 0 ONOO™ (Hecht, 1999; Hecht, 2006; Donohue, 2006; Biswas ¢ Rahman,
2009). Além disso, pode ainda inibir moléculas de reparacdo do ADN como por exemplo da
alquiladenina ADN glicosilase (Jones et al., 2009).

Neste estudo observa-se uma associacao entre a carga tabagica e a diminuicdo de GST. A GST
cataliza a biotransformacéo, por conjugacdo com o GSH, de metabolitos ativados como o
benzo(a)pireno-7,8-dihidrodiol-9,10-epéxido (BPDE), permitindo a sua excre¢do. Uma vez
desativado, o composto fica impedido de se ligar ao ADN e de formar adutos (Nebert e Vasiliou,
2004). Assim a GST protege a célula da acdo dos PAHs sobre o genoma.

Apesar das células epiteliais carateristicas da atrofia inflamatéria proliferativa evidenciarem
elevados niveis de GSTP1 (Parsons et al., 2001), a diminuicdo desta enzima, provavelmente por
hipermetilacdo dos ilhéus CpG da regido promotora do gene da GSTP1, parece refletir a
transicdo entre atrofia inflamatdria proliferativa, e a neoplasia intraepitelial prostatica ou o
cancro da proéstata (Brooks et al.,1998; Putzi et al., 2000; Lin et al., 2001).

O silenciamento de genes através da metilacdo do ADN em ilhéus CpG, nas regides promotoras,
€ um dos mecanismos major de inativacdo de genes supressores tumorais (Jones e Baylin, 2007).
Enokida e colaboradores (2006) demonstraram uma relagdo significativa entre o estado de
hipermetilacdo dos ilhéus de CpG da GSTP1 (glutationa-S-transferase @ 1) com os habitos

tabagicos. O estado de metilacdo tem tendéncia a ser menor nos ex-fumadores do que em
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fumadores ativos, e maior em individuos com cancro da prostata avancado. Por outro lado, a
metilacdo encontrada nos genes de individuos fumadores, revelou ser significativamente superior
comparativamente a que ocorre nos genes de individuos que nunca fumaram. Estes autores
observaram ainda uma relacdo positiva entre a carga tabdgica, traduzida pelo nimero de
unidades macgo/ano (UMA) e a metilagdo destes genes, em doentes com cancro da prostata.

No nosso estudo observamos uma diminui¢do da GST nos doentes que apresentavam uma carga
tabagica superior a 10 UMA, que, pelo exposto podera ser devido a hipermetilacdo induzida pelo
tabaco. No entanto, outros mecanismos poderdo contribuir para a diminuicdo desta defesa
antioxidante.

De acordo com Marsit e colaboradores (2005), a metilagdo dos genes parece estar relacionada
essencialmente com a idade de inicio dos habitos tabdgicos e ndo tanto com a carga tabagica.
Segundo Nelson e colaboradores (2003), a GSTP1 é expressa nas células basais do epitélio
prostatico, mas ndo na maioria das células de cancro da préstata devido a hipermetilacdo que
ocorre nos ilhéus CpG da sequéncia reguladora do gene (Lin et al., 2001; Meiers et al., 2007).
Nelson e colaboradores (2001) demonstraram uma diminuicdo na formacdo de adutos de ADN
induzidos pela exposi¢do a PhIP, uma amina aromética heterociclica, em linhas celulares de
cancro da proéstata (LNCaP), modificadas para expressarem GSTP.

Apesar dos nossos resultados evidenciarem uma diminuicdo significativa de GST no grupo de
doentes com habitos tabagicos, 0 mesmo néo se observa nos individuos sem neoplasia, sugerindo
que os individuos mais suscetiveis a diminuicdo da GST, a qual pode ser mediada pelo tabaco,
terdo maior predisposicao para desenvolver a doenca. Esta possibilidade sugere a participacdo do
patrimonio genético, relacionado com a GST. A este respeito, Nora e colaboradores (2006)

estudaram a participacdo das variantes polimorficas do gene funcional GSTML1, avaliando a
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GSTM1 “null deletion”, que conduz a perda total da enzima, por oposi¢do a variante
“nondeleted”. Os resultados indicaram que os fumadores portadores do alelo “null deletion”
apresentam um risco aumentado para o desenvolvimento do cancro da prostata. Existem outros
estudos concordantes, sugerindo que individuos fumadores portadores da variante GSTT1, que
também conduz a perda total da enzima, apresentam maior risco de cancro da prostata (Kelada et
al., 2000; Komiya et al., 2005).

Nos nossos resultados, também verificimos nos doentes fumadores aumento de VIT E
plasmatica e diminuigdo nos eritrdcitos. O recrutamento de VIT E dos tecidos, nomeadamente do
figado para o plasma, poderd corresponder a uma resposta natural ao aumento de stresse
oxidativo (Rocchi et al., 2003). Em contrapartida observa-se uma diminui¢do de VIT E e da
atividade da GI-Px eritrocitaria, sem corresponder a um aumento de MDA, o que podera ser
explicado por um aumento acentuado da atividade de GI-Red. Apesar do resultado ndo ser
significativo observa-se aumento de GSH eritrocitério. De facto, tem sido descrito que em
resposta ao aumento de ROS circulante, é possivel que haja um aumento da producdo de GSH, o
que requer aumento da atividade da Gl-Red. Os nossos estudos em linhas celulares revelam que
0 aumento de ROS nas células de metastase da préstata é acompanhado por um aumento de GSH
e da atividade da Gl-Red (Freitas et al., 2012b), a semelhanca do que observdmos nos eritrocitos
de doentes. Da mesma forma, as células de metéastase também evidenciam diminuicdo da
atividade da GI-Px, como observamos nos eritrocitos dos doentes, sob efeito do tabaco. A
diminuicdo da atividade da GI-Px podera resultar de uma resposta ao insulto oxidativo, devido ao
seu recrutamento para combater a formagdo de ROS, e por isso uma menor dete¢do. Por outro
lado, a diminuicdo da atividade da GI-Px podera ser o resultado da oxidagéo dos radicais sobre a

mesma, diminuindo a sua atividade. Neste sentido, a diminuicdo da GI-Px, requer a resposta de
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mecanismos compensatorios, que poderdo estar na base do aumento de GSH e Gl-Red, ou de
outras enzimas que nao foram avaliadas.

Os resultados deste trabalho, sugerem que os hébitos tabagicos induzem aumento de stresse
oxidativo e que este podera estar relacionado com a progressdo da doenca. No entanto, a
associacdao entre o tabagismo e o desenvolvimento e progressdo do cancro da prostata devera ser
influenciada pelo patriménio genético individual, em particular pelos genes que codificam as
defesas antioxidantes, como a GST. Importa ainda notar que as diferentes condi¢fes estudadas
poderdo induzir efeitos diferentes nos parametros de stresse oxidativo, no entanto, condicionam

claramente um aumento deste.

4.1.3 Avaliacdo do efeito dos héabitos alcoodlicos no stresse oxidativo e

progressao do cancro da prostata

Além do tabaco, o consumo de alcool é também responsavel pelo aumento de stresse oxidativo.
Neste sentido fomos avaliar de que forma o consumo de alcool podera contribuir para o aumento
de stresse oxidativo e progressdo do cancro da préstata.

Os resultados indicam um aumento dos grupos carbonilo (GC) e dos niveis de MDA a nivel
plasmaético, na populacdo de doentes que ingere acima de 60g de alcool diariamente, indicadores
de lesdo oxidativa de proteinas e da peroxidag&o lipidica, respetivamente.

Resultados ndo evidenciados, demonstram que entre individuos saudaveis ndo se observam
alteracOes significativas. A ingestdo de 60g de alcool diariamente nos individuos doentes, podera
contribuir para o agravamento da doenca, através do aumento de stresse oxidativo, evidenciado

pela lesdo oxidativa de proteinas (GC) e lipidos, como mencionado. Além das proteinas e dos
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lipidos membranares (peroxidagdo lipidica), os alvos dos radicais sdo também os &cidos
nucleicos (oxidagéo das bases) (Freeman et al., 1986).

Nos lipidos a peroxidagdo lipidica, ocorre frequentemente ao nivel dos acidos gordos
polinsaturados da bicamada lipidica da membrana celular, comprometendo as propriedades
biofisicas da membrana, nomeadamente, a fluidez e permeabilidade, afetando também a estrutura
e funcdo das proteinas que ai estdo contidas e, por conseguinte, a atividade enzimatica inerente
(Agostinho et al., 1997; Moley e Mueckler, 2000; Zadak, 2009).

A peroxidacdo lipidica é iniciada pela subtracdo de um atomo de hidrogénio da cadeia
hidrocarbonada de um &cido polinsaturado, por um radical, que se auto perpetua, contribuindo
para a lesdo celular, mesmo na auséncia da espécie radicalar iniciadora (Gutteridge et al., 1990),
originando ainda diversos radicais capazes de iniciar novas reacdes em cadeia (Halliwell, 1987).
Destas reacfes formam-se também produtos ndo radicalares como aldeidos citotdxicos,
nomeadamente, malonildealdeido (MDA), utilizado para avaliacdo da extensdo da peroxidacao
lipidica e o hidroxi-nonenal (Burdon, 1995; Toyokuni, 1999). As lesGes oxidativas dos lipidos
condicionam ao longo do tempo a progressiva substituicdo de acidos gordos polinsaturados por
outros monoinsaturados, por sua vez mais suscetiveis a agdo de ROS (Dexter et al., 1994).
Apesar da VIT E contribuir para a protecdo da peroxidacdo lipidica, ndo se observaram
alterages no seu contetdo. A vitamina E é um antioxidante lipossolivel que compreende
derivados de tocoferol e tocotrienol (van Poppel e Tombal, 2011; Kannappan et al., 2012). O a-
tocoferol capta radicais peroxilo e é convertido no radical a-tocoferoxilo, sendo reduzido de
novo a oa-tocoferol pelo &cido ascorbico, que por sua vez se transforma no radical ascorbilo

(Halliwel et al., 1989; Garcia-Bailo et al., 2011).
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Pelo exposto, associando estes resultados aos obtidos relativamente a acdo do tabaco 0 nosso
estudo sugere que a cessacdo da ingestdo de alcool e a evicgdo tabégica poderdo ter um efeito
protetor no desenvolvimento e progressdo do cancro da prdstata. No entanto, seria necessario

aumentar o tamanho da amostra, de forma a avaliar o efeito combinado destas condicdes.

4.1.4 Relacdo de variantes polimorficas do fator de crescimento do endotélio
vascular — VEGF e o stresse oxidativo no desenvolvimento e progressao

do cancro da proéstata

A semelhanga do que se verifica na maioria dos tumores solidos, o crescimento tumoral
progressivo e a metastizacdo do cancro da préstata, sdo dependentes da angiogénese para a qual é
necessaria a participacdo do VEGF (Singh et al., 2011).

O VEGF é uma glicoproteina que se liga de modo especifico aos receptores de membrana com
atividade de tirosina-cinase, VEGFR-1 (Flt-1) e VEGFR-2 (KDR). Este fator tem a capacidade
de induzir a formacgéo de novos vasos que vascularizam o tumor e que facilitam a entrada de
ceélulas tumorais na corrente sanguinea, favorecendo a metastizacao a distancia (Ferrara e Gerber,
2001).

No cancro da prostata, 0 VEGF apresenta-se também como um fator indutor de proliferacao
celular e da linfangiogenese (Zeng et al., 2004; Jennbacken et al., 2005; Burton et al., 2008).
Varios estudos mostram que a expressdo de VEGF se encontra aumentada neste tipo de neoplasia

(Ferrer et al., 1998; Li et al., 2004; Fukuda et al., 2007).
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As células de metastase apresentam maior producdo de VEGF e vascularizagdo,
comparativamente a células com menor potencial de metastizacdo (Balbay et al., 1999). O
mesmo foi observado neste estudo em linhas celulares. Pande e colaboradores (2012)
encontraram uma associacdo entre o aumento dos niveis de VEGF, com o0 aumento de
marcadores de stresse oxidativo e uma diminuicdo significativa de antioxidantes, nos doentes
com cancro da prostata. Demonstraram assim que a angiogénese e 0 stresse oxidativo aumentam
progressivamente, acompanhando a evolucdo da doenca para um estadio mais avancado, em
parte, concordante com 0s nossos resultados. E de referir que neste estudo o aumento stresse
oxidativo nos doentes com cancro da prostata em fase avancada se associa a aumento de NO-, o
qual participa na vasodilatacdo dos capilares e vénulas, sendo um mediador da angiogénese
(Bergers e Benjamin, 2003; Ridnour et al., 2007). Por seu lado, o VEGF estimula a libertagéo de
NO- das células endoteliais através do aumento da expressdo da enzima sintase do 6xido nitrico
(NOS), responsavel pela formagdo de NO- (van der Zee et al., 1997; Hood et al., 1998).

No entanto, um estudo recente de Muders e colaboradores (2012), evidenciou que o VEGF
protege as células de cancro da prostata do stresse oxidativo resultante de perdxidos. O processo
envolve a ativacdo do complexo-2 da rapamicina (MTORC-2) e da serina-treonina cinase AKT1.
As ROS induzem a dissocia¢cdo do mTORC-2 impedindo a ativagcdo da AKT1. Na presenca de
VEGF o mTORC-2 dissociado é reposto na sua forma integra promovendo a atividade da AKT1,
a qual induz a fosforilagdo das moléculas anti-apoptoticas GSK-3h e FOXO-1 inibindo a sua
funcgéo e desta forma contribuindo para a sobrevivéncia celular (Kops et al., 2002).

O gene do VEGF esta localizado no cromossoma 6p21, compreendendo uma regido com 14kb
que codifica 8 exdes e 7 intrdes. Muitos polimorfismos (SNP-Single nucleotide polymorphisms)

foram identificados neste gene. Com base nesse conhecimento, diversos estudos foram
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concebidos no sentido de relacionar variantes polimorficas no gene do VEGF, com a
suscetibilidade para o desenvolvimento e progressdo do cancro da préstata (McCarron et al.,
2002; Sfar et al., 2006; Onen et al., 2008; Langsenlehner et al., 2008).

Neste estudo avaliamos a variante polimoérfica —634G>C do VEGF na regido 5’ ndo codificante
do gene. Este polimorfismo envolve a substituicdo de uma citosina (C) por uma guanina (G). Os
nossos resultados evidenciam uma frequéncia de distribuicdo superior (50%) do genotipo GG,
nos doentes com cancro da prdstata metastizado, comparativamente ao grupo controlo (44%) e
aos doentes com cancro localizado (44%). No entanto, ndo se encontrou uma associacao
estatisticamente significava entre qualquer um dos genotipos e o risco de desenvolver cancro da
préstata localizado e/ou avancado. Por oposicdo, Sfar e colaboradores (2006), num estudo
realizado numa populagdo Tunisina, com inclusdo de 101 doentes com cancro da prostata e 100
controlos saudaveis, encontraram um maior do risco para desenvolver a doenca no grupo de
individuos portadores dos genétipos VEGF — 634GC e VEGF — 634CC, bem como uma
associacao entre o haplétipo C e o desenvolvimento de doenca agressiva, observando uma
associacgdo inversa entre a presenca do alelo G e o risco para desenvolver a doenca.

Apesar destes autores terem determinado uma associacdo entre as variantes polimorficas do
VEGF e o risco para desenvolver a doenca, ou para desenvolver doenca agressiva, um estudo
numa populagdo austriaca em 702 doentes com cancro da prostata e 702 individuos saudaveis da
mesma faixa etaria, ndo evidenciou qualquer associacdo entre a variante 634G>C do VEGF, e o
risco de cancro da préstata ou a concentracdo de VEGF plasmatico (Langsenlehner et al., 2008).
A meta andlise realizada por Jain e colaboradores (2009) conclui que o alelo 634C € preditivo do
cancro da prostata e de um maior risco de desenvolver doenga avancada, na populagdo Tunisina,

mas ndo evidencia qualquer relagdo na populacao austriaca, pelo que consideram que nédo existe
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associacao entre o referido polimorfismo genético e o risco de cancro da préstata e/ou de
desenvolver doenca avangada.

A diferenca nos resultados encontrados nos diversos estudos podera estar relacionada com o
tamanho das amostras, ou mesmo, com o facto de terem sido estudadas popula¢Ges com etnias
diferentes, resultando possivelmente num contributo genético igualmente distinto. Por outro
lado, ainda que os polimorfismos no VEGF ou de outros fatores envolvidos na angiogénese se
relacionem com a doenca, € necessario relembrar que o cancro da prostata, € uma doenca
multifatorial, dependendo da articulacdo de inimeras variaveis, quer de origem enddgena, quer
exogena, pelo que a avaliacdo genética, deveria contemplar a associacdo de diversos genes, que
possam influenciar o risco para desenvolver a doenca, e progresséo para doenga avancada.

Os nossos resultados, sugerem uma possivel associacdo entre o hapl6tipo C ou o gen6tipo CC e
um menor stresse oxidativo nestes individuos. Observa-se um maior conteddo em GSH nos
portadores do alelo C, comparativamente aos portadores do genétipo GG, bem como tendéncia
para 0 aumento de GSH no genétipo CC, relativamente aos portadores do alelo G. Também se
observa uma tendéncia para um maior conteudo em TAS no genétipo CC, relativamente aos
portadores do alelo G. Ainda, apesar dos resultados ndo serem significativos, observa-se menor
conteudo em MDA no genotipo CC e nos portadores do alelo C.

Os resultados sugerem que o genotipo CC e o alelo C do VEGF, se encontram associados a
menor stresse oxidativo, caraterizado por maior contetdo em GSH, TAS e menor peroxidacao
lipidica representada pelo MDA, embora seja necessario aumentar o tamanho da amostra para
confirmar os resultados. Seria, ainda importante acrescentar informagdo sobre o0s niveis
circulantes de VEGF de forma a estabelecer uma relagdo entre o polimorfismo associado a este

fator de crescimento com a sua expressdo e 0 stresse oxidativo. Tendo em conta o estudo
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desenvolvido por Pande e colaboradores (2012), no qual encontraram uma associagdo positiva
entre 0 aumento dos niveis de VEGF e o aumento de stresse oxidativo, podemos admitir a
possibilidade do genétipo VEGF — 634GG, associado a aumento de stresse oxidativo no nosso

estudo, se relacionar com um aumento dos niveis de VEGF.

4.2 Estudos em linhas celulares

4.2.1 Avaliacdo da resisténcia ao stresse oxidativo em linhas celulares

Apesar dos avancos cientificos e clinicos, ainda ndo existe uma terapéutica eficaz do cancro da
prostata para a doenca avancada (para revisdo deste assunto ver Freitas et al., 2011). O
tratamento conservador privilegia a recessdo do tumor, a hormonoterapia, radioterapia
(braquiterapia) e a quimioterapia com o docetaxel. A fase precoce de cancro da prostata é
geralmente dependente de androgénios, sendo a terapéutica hormono-dependente, com ablagédo
androgénica ou inibidora dos recetores dos androgénios, uma estratégia inicialmente eficaz. No
entanto, a progressdo do cancro para estadios avancados, é acompanhada de uma perda de
eficacia desta estratégia terapéutica, e da evolugdo para o cancro da prostata hormono-refratario
(HRPC). Nesta fase, as células de cancro da prdstata podem, inclusivamente, perder o recetor do
androgénio, como se verifica na linha celular PC3 (Kaighn et al., 1979).

O cancro da prostata avancado é também caraterizado pela resisténcia a radioterapia e a

guimioterapia, nomeadamente, com o Taxotere (docetaxel) (Makarovsky et al., 2002; Freitas et
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al., 2012a). Este composto pertence a familia dos taxanos, e atua através da sua ligacdo a
subunidade B da tubulina IV, induzindo a estabilizacdo de microtibulos, com consequente
bloqueio do ciclo celular na fase G2/M. Makarovsky e colaboradores (2002) demonstraram que a
exposi¢do continuada ao docetaxel induz resisténcia em linhas celulares isoladas de metastase de
cancro da prostata.

A radioterapia esta também indicada no tratamento desta neoplasia, uma vez que induz niveis
elevados de ROS sobre as células neoplésicas, originando lesdo oxidativa com consequente
morte celular (Haimovitz-Friedman, 1998). No entanto, as células de metastase de cancro da
prostata apresentam frequentemente resisténcia a esta terapéutica. Tem sido observado que o
aumento das ROS poderé contribuir para o desenvolvimento e progressdo do cancro da préstata
(Sikka, 2003). Estas espécies radicalares ao lesarem o ADN poderdo condicionar o aparecimento
de mutacdes e instabilidade genética. A acumulagdo de mutagdes encontra-se relacionada com as
varias fases do processo de carcinogénese, em particular com a progressdo (Olovnikov et al.,
2009). O desenvolvimento de estratégias mais eficazes para o tratamento do cancro da préstata,
requer uma melhor compreensdo dos mecanismos subjacentes a carcinogénese e resisténcia ao
tratamento.

Neste trabalho propusemo-nos esclarecer algumas questdes relacionadas com esta problematica,
tendo para o efeito estabelecido um modelo de estudo in vitro baseado na utilizagéo de trés linhas
celulares representativas de diferentes estadios da doenga. Os estudos in vitro foram realizados
numa linha celular isolada de epitélio prostatico humano ndo neoplasico, as células RWPE1,
(Bello et al., 1997) e em duas linhas celulares obtidas de células de cancro da prostata,
nomeadamente, a linha celular HPV10, isolada de cancro localizado (Weijerman et al., 1994), e

a linha celular PC3, isolada de metastase 0ssea (Kaighn et al., 1979). Comecamos por avaliar o
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efeito do perdxido de hidrogénio (H,0,) na proliferacdo, no Aynit € no tipo de morte celular,
bem como a participacdo do stresse oxidativo através da producdo de ROS, defesas antioxidantes
e lesdo oxidativa de biomoléculas.

Os resultados obtidos no nosso trabalho evidenciam que o H,O, induz um efeito na proliferacdo
celular, dependente do tipo de linha celular, tempo de exposicéo e da concentracdo (Freitas et al.,
2012b). Em particular, concentracdes reduzidas de H,O, (10 a 100nM) induzem proliferacdo na
linha celular HPV10, isolada de cancro da préstata localizado, sugerindo que pequenas
concentragdes de ROS deverdo favorecer o desenvolvimento e progresséo da doenca. Da mesma
forma Sikka (2003) demonstrou que concentracdes de H,O,, entre 30pM e 300nM, induzem
acentuada proliferagdo celular, em células representativas de hiperplasia benigna da prdstata
(BPH), considerada como um precursor do cancro da préstata, segundo Mishina e colaboradores
(1985). Néo se verifica, no entanto um consenso, uma vez que outros autores excluem a BPH
como um precursor desta patologia (Zynger e Yang, 2009).

De Marzo e colaboradores (1999) referem que o cancro da préstata é precedido por uma lesdo
designada por atrofia inflamatdria proliferativa, a qual progride para a neoplasia intraepitelial
prostatica e posteriormente para cancro da prostata (De Marzo et al.,, 1999). A associacao
frequente entre lesGes de atrofia inflamatoria proliferativa e inflamagdo crénica sugerem que
estas lesdes sdo o resultado da proliferacdo regenerativa do epitélio prostatico em resposta a
lesdo oxidativa, induzida pela persisténcia de ROS, resultantes do processo inflamatorio (De
Marzo et al., 1999).

A lesdo oxidativa do ADN pode associar-se a mutagOes genéticas que condicionam a
transformacéo neoplasica (Nelson et al., 2003), em que a célula alterada se torna anarquica, e

transmite essa caracteristica as células filhas (Civetta e Civetta, 2011). No entanto, um excesso
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de ROS pode induzir uma lesdo oxidativa mais extensa nas células, com potencial para induzir
apoptose, nomeadamente nas células neopléasicas, como previsto no tratamento com radioterapia
(Haimovitz-Friedman, 1998).

Neste estudo, verificAmos que uma concentracdo mais elevada de perdxidos (500uM de H,0,)
inibe a proliferacéo de todas as linhas celulares testadas, embora de forma menos acentuada na
linha celular PC3. Estas diferengas assumiram maior notabilidade ao fim de 72 horas de
tratamento. A inibicdo da proliferacdo celular foi acompanhada de morte, essencialmente por
necrose, nas células representativas de cancro localizado, HPV10, e nas de epitélio normal,
RWPEL, logo ap6s 24 horas de tratamento (Freitas et al., 2012b). Resultados similares foram
obtidos por Sikka (2003) em células representativas de BPH, na presenca de 300uM de H,0,. No
entanto, concentracfes elevadas do composto, ndo afetaram a viabilidade celular das células de
metéastase PC3, evidenciando assim, uma maior resisténcia destas células ao stresse oxidativo.
De salientar que, as células PC3 evidenciam valores basais de ROS muito superiores,
comparativamente aos das outras células, o que podera explicar em parte, a sua capacidade de
adaptacdo a concentracfes elevadas de H,O,. Estas observacBes nas células de metéstase PC3,
estdo de acordo com o aumento de ROS durante a progressao da doenca como referido por Sikka
(2003).

Uma vez que a mitocondria € o local de maior producdo de ROS e € simultaneamente um alvo
destas especies radicalares fomos analisar o envolvimento deste organelo na resisténcia ao
stresse oxidativo através da determinagao do Aypit.

Os nossos resultados corroboram os estudos de viabilidade celular determinados (Freitas et al.,
2012b). De facto, em condigdes basais, as células PC3 sdo as que apresentam maior Ay €

maior viabilidade celular, enquanto as células da linha RWPEL evidenciam os valores mais
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baixos de ambos os parametros analisados, e as HPV10 os valores intermédios. Por outro lado as
celulas de epitélio normal, RWPEL evidenciam uma maior citotoxicidade induzida por ROS,
sugerindo uma menor capacidade de adaptacdo ao stresse oxidativo. Ao contrério, do que se
observa nas outras linhas celulares, o tratamento com 500uM de H,O, ndo induziu uma
diminuicdo significativa do Aymit nas células PC3 o que esta de acordo com a resisténcia destas
celulas ao stresse oxidativo. Além disso, os resultados sugerem que a diminui¢do de Ayt Se
relaciona com a variacdo da taxa de proliferacdo celular, mas ndo de uma forma diretamente
proporcional.

Com o objetivo de tentar compreender melhor a resisténcia das células de metastase ao aumento
de ROS, e o seu papel na progressdo do cancro da prostata, quisemos caraterizar diversos
parametros de stresse oxidativo nas diferentes linhas celulares. Desta forma, avalidmos a
producdo intracelular de ROS, bem como os niveis de defesas antioxidantes, o estado de
antioxidacdo total e a lesdo oxidativa de biomoléculas.

Os nossos estudos revelaram uma menor producdo de peroxidos na linha celular de epitélio
prostatico normal, por oposi¢do ao observado nas células PC3 (cancro da préstata metastizado),
que evidenciam valores muito aumentados, como previamente referido (Freitas et al., 2012b).
Assim os resultados sdo concordantes com os obtidos por Kumar e colaboradores (2008). Estes
autores, demonstraram que a quantidade de ROS produzida é diretamente proporcional a
agressividade do fenotipo maligno e também encontraram valores de ROS substancialmente
superiores nas celulas PC3, comparativamente as células RWPELl. Ao contrario do nosso
trabalho, ndo efetuaram o estudo em células de cancro localizado (HPV10), o que nos permitiu
demonstrar nestas a existéncia de niveis intermedios de peroxidos, entre as células de epitélio

normal RWPEL1 e as PC3 isoladas de metastase. Os resultados nas células de cancro da préstata
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localizado, parecem assim representar uma condi¢do entre o epitélio ndo neoplésico e a doenca
avancada. Kumar e colaboradores (2008) também demonstraram que a produgdo de ROS, é em
grande parte devida ao sistema Nox (NADPH oxidases transmembranares), o qual participa na
desregulacdo da proliferacdo celular, formacdo de colonias, migracdo celular e invasdo de
tecidos, contribuindo para a metastizagdo. O nosso estudo, revela ainda uma producgéo de anido
superoxido superior nas células PC3, o que podera estar relacionado com o aumento da producéo
intracelular de perdéxidos, uma vez que o anido superoxido é convertido em perdxido de
hidrogénio por acdo de enzimas pertencentes a familia da SOD (Grek e Tew, 2010; Poljsak,
2011).

Apesar da detecdo de niveis aumentados de ROS nas células PC3, encontramos niveis de
peroxidacdo lipidica (MDA) diminuidos e estado de antioxidacdo total (TAS) aumentado,
consistente, com uma maior resisténcia as ROS (Freitas et al., 2012b). Alguns autores, justificam
esta resisténcia celular com base na capacidade de adaptacdo do sistema antioxidante das células
neoplésicas, para o qual podera contribuir o0 aumento do GSH (Coffey et al., 2000; Sarmento-
Ribeiro, 2000).

Os nossos resultados evidenciam que as células PC3 estdo adaptadas a um aumento do stresse
oxidativo, 0 que pode estar relacionado com o aumento significativo dos valores basais de GSH e
da atividade da GI-Red em relacdo as outras linhas celulares, contribuindo para a protecao destas
celulas contra 0 aumento de ROS, inclusivamente, o induzido pela radioterapia (Freitas et al.,
2012b). No entanto, estas defesas basais elevadas ndo aumentam na presenca de 500uM de H,0,
tendo-se observado nestas condi¢Ges, uma diminuicdo de TAS, concordante com o aumento de

MDA. E ainda de ter em conta, que o sistema antioxidante compreende outras defesas que n&o
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foram analisadas, como a SOD ou a catalase, que desempenha um papel importante na
neutralizacdo de perdxidos.

Contrariamente ao observado com a Gl-Red e a GSH, a atividade da GI-Px e os niveis de GST
encontram-se significativamente diminuidos nas células PC3. De acordo com o descrito por
outros autores, a diminuicdo destas defesas podera estar relacionada com a progresséo do cancro
da prdstata (Trzeciak et al., 2004).

O GSH, uma defesa antioxidante ndo enzimética é considerado o tiol major do sistema
antioxidante dos mamiferos, sendo responsavel pela manutencdo de um potencial redox 6timo,
em parte através da inativacdo do H,0,. A contribuicdo da GSH e da GI-Red na protecdo das
células PC3 contra as ROS foi também defendida por Lim e colaboradores (2005). Estes autores
compararam as células PC3 com outra linha celular representativa de metastase de cancro da
préstata, as células LNCaP e verificaram que as células PC3 tinham niveis de ROS inferiores.
Tal facto foi justificado pela presenca de um maior conteddo celular de GSH, bem como pelo
aumento da atividade da Gl-Red, da redutase de tioredoxina (TRxr) e da GST. Pelo contrério,
Kumar e colaboradores (2008) contrariam estes resultados demonstrando nas células PC3 niveis
superiores de ROS comparativamente as células LNCaP. Além disso, verificaram que a atividade
da GI-Red nas células PC3, é da mesma ordem de grandeza dos valores determinados por Jung e
colaboradores (1997) para as mesmas células. Estes autores também descreveram um aumento
da atividade da Gl-Red e diminuicéo das atividades da GST e GI-Px em células de metastase de
cancro da prostata (PC3, LNCaP e DU145) comparativamente a células de culturas primarias de
origem benigna e maligna, de tecido prostatico. Jung e colaboradores (1997) também detetaram
aumento da atividade da GI-Px e diminuicdo da Gl-Red nas células PC3, comparativamente a

outras linhas celulares de metastase. Estes dados reforcam o0s nossos resultados de que a
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atividade da GI-Px se encontra diminuida enquanto a da Gl-Red se encontra aumentada nos
tumores avancgados.

Para confirmar a agdo protetora do GSH e da GI-Red contra a agdo de ROS nas células de
metastase, estas foram tratadas com um agente indutor da diminuigdo de grupos tiol, presente na
constituicdo destas defesas antioxidantes. O composto utilizado foi o dietil maleato (DEM) e o
nosso estudo revelou que este agente induz uma diminui¢do do contetdo em GSH e da atividade
da GI-Red, sem interferéncia na viabilidade e proliferacdo celular de PC3. No entanto, na
presenca de H,O,, a diminuicdo destas defesas é acompanhada por uma diminuicdo da
proliferacdo celular e indugédo de morte, sobretudo por apoptose tardia vs necrose (Freitas et al.,
2012b). A diminuicdo do conteudo em GSH na presenca de DEM é concordante com 0s
resultados obtidos por Coffey e colaboradores (2000) e Coffey e colaboradores (2001). Estes
autores demonstraram um aumento de apoptose nas células PC3 e noutras células representativas
de metéstase de cancro da prostata, LNCaP e DU145, induzida pela radiacdo, na presenca de
DEM. Os autores demonstraram que a apoptose era acompanhada de um fluxo de GSH do
nacleo para o citosol admitindo que a presenca desta defesa no nlcleo podera contribuir para a
resisténcia a apoptose.

Para além dos nossos resultados confirmarem a diminuicdo de GSH, descritos nos estudos de
Coffey e colaboradores (2000) e Coffey e colaboradores (2001) demonstram pela primeira vez a
diminuicdo da atividade da GI-Red na presenca de DEM, evidenciando que a sua deplecdo
participa na inducdo de citotoxicidade mediada por H,0,, nas células de cancro da prostata.
Parece assim que a diminuicdo destas defesas poderd apresentar-se como uma estratégia
terapéutica ou adjuvante da terapéutica do cancro da prostata. A diminuicdo da atividade da

enzima, podera estar também relacionado com a reducdo de GSH observado neste estudo (Freitas
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et al., 2012b). Na realidade, a GI-Red ¢é a enzima que cataliza a transformacgdo do glutatido
oxidado (GSSG) em GSH, devolvendo-lhe as suas propriedades antioxidantes (Almondes et al.,
2010; Fujii et al., 2011).

Estes resultados, também sugerem a possibilidade de utilizagdo de outros compostos indutores da
diminuigdo de GSH e da atividade da Gl-Red, ou do efeito combinado desses compostos com
farmacos anticancerigenos convencionais. Esta associacdo poderd ser benéfica, pois podera
permitir utilizar concentracbes mais reduzidas dos farmacos, do que o atualmente praticado,
diminuindo os efeitos secundéarios (para revisao ver Freitas et al., 2012a). Como ja referido nos
nossos resultados, e que iremos discutir adiante, o selenito de sédio, um indutor da diminuicao de
GSH, evidenciou um efeito anti-proliferativo sinérgico e indutor de morte celular, quando
combinado com docetaxel, nas células PC3 (Freitas et al., 2011).

Este estudo remete também para a importancia de no futuro analisar o efeito de DEM nas células
de epitélio normal, no sentido de avaliar a potencial citotoxidade mediada pelo composto, em
células ndo neoplésicas.

Apesar do modelo apresentado evidenciar uma abordagem mais clara da evolugdo do stresse
oxidativo ao longo dos diferentes estadios do cancro da prostata, € importante considerar a
possibilidade do modelo néo refletir com exatiddo a realidade in vivo. E assim, importante ter em
conta que a estratégia terapéutica abordada, ndo assegura a mesma eficécia in vivo, e que as
diferentes condicOes de cultura das células, nomeadamente, a utilizacdo de diferentes meios de
cultura, poderdo influenciar os resultados obtidos, sendo importante experimentar esta
abordagem num modelo animal.

A acdo das defesas antioxidantes é relevante no desenvolvimento e progressdao do cancro da

prostata. Este estudo contribui para uma melhor compreensdo do envolvimento do stresse
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oxidativo no cancro da préstata, uma vez que aborda, em simultaneo, células representativas dos
diferentes estadios do cancro da prostata. E, segundo 0 nosso conhecimento, o estudo pioneiro na
comparacdo do stresse oxidativo em linhas celulares representativas de epitélio normal, cancro
localizado e cancro metastizado, demonstrando um aumento de ROS ao longo da progresséo do
cancro da prdstata, concomitantemente com uma adaptacdo ao stresse oxidativo, através do
aumento de GSH e da atividade da Gl-Red. Estes resultados, sugerem que esta dualidade devera
ser uma condicdo necessaria para a progressao da doenca e para a aquisicdo de um fendtipo
maligno mais agressivo. Por sua vez, como as células de epitélio normal evidenciam menor
producdo de ROS, em condicgdes basais, e uma maior suscetibilidade a citotoxicidade induzida
por perdxidos, concomitantemente com niveis inferiores de GSH e atividade da Gl-Red, é de
admitir que estas condicGes se relacionem com uma menor capacidade de adaptagdo a ROS nas
células de epitélio normal. Estes resultados sugerem a relevancia da atividade GI-Red como

potencial alvo terapéutico do cancro da prostata.

4.2.2 Acdo do selenito de sbédio em combinacdo com a terapéutica

convencional

O selénio tem sido associado & prevencdo do cancro da prdstata, no entanto, concentragdes
elevadas deste composto relacionam-se com a inducdo de apoptose (Menter et al., 2000;
Husbeck et al., 2005; Li et al., 2007; Reagan-Shaw et al., 2008; Xiang et al., 2009), resultante
em parte do aumento de anido superoxido e da diminuigdo das defesas antioxidantes portadoras

de grupos tiol (Husbeck et al., 2005; Reagan-Shaw et al., 2008).
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Neste trabalho avalidmos a acéo de selenito de sddio como estratégia terapéutica e adjuvante da
terapéutica convencional no cancro da préstata, de forma isolada e em associacdo com o
docetaxel, utilizando a linha celular de metastase PC3. O docetaxel é 0 agente quimioterapéutico
de eleicdo para o tratamento do cancro da préstata, atuando através da sua liga¢do a subunidade f3
da tubulina IV, com consequente estabilizacdo de microtibulos. No entanto, as células de
metastase desenvolvem resisténcia a quimioterapia (Para revisao ver Freitas et al., 2012a).

Os nossos resultados evidenciaram um efeito anti-proliferativo sinérgico e indutor de morte
celular, em resultado do efeito combinado de selenito de sédio e docetaxel, nestas células
(Freitas et al., 2011).

Demonstrou-se ainda que o docetaxel isoladamente tem um efeito anti-proliferativo, nao
evidenciando efeito citotoxico nas concentracdes testadas (Nadiminty et al., 2008). Makarovskiy
e colaboradores (2002) verificaram que a exposi¢cdo continuada ao docetaxel induz resisténcia
em linhas celulares isoladas de metastase de cancro da prostata. Os nossos resultados confirmam
que o selenito de sddio induz morte celular nas células PC3, como previamente documentado
noutras linhas celulares de metastase da prostata, nomeadamente, nas células DU145, LNCaP e
LAPC-4 (Menter et al., 2000; Husbeck et al., 2005). Além disso, a combinacdo do selenito de
sodio com docetaxel evidenciou um efeito sinergico de potenciacdo na inibicdo da proliferagdo
celular e aditivo na inducdo de morte, maioritariamente por apoptose tardia vs necrose. Estes
resultados estdo de acordo com o bloqueio do ciclo celular nas fases G2M e S e a diminuigéo do
Ayt observado nas células de metastase (Freitas et al., 2011).

Subsequentemente avaliamos a expressdo de moléculas envolvidas na sinalizacdo da morte
celular por apoptose, nomeadamente, das proteinas BCL2 e BAX, que desempenham uma acgéo

anti-apoptotica e pro-apoptotica, respetivamente. A familia das proteinas BCL2 é formada por
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elementos indutores e repressores da apoptose que participam na regulacdo deste processo.
Assim, a proteina BCL2 inibe a apoptose, pois, previne a libertacdo do citocromo C que por sua
vez ativa a caspase 3, por via mitocondrial (Cory e Adams, 1998). Os resultados revelaram que o
selenito de sédio, mas ndo o docetaxel, induz um aumento da razdo BAX/BCL2 da expressao de
citocromo C e de caspase 3, de acordo com estudos previamente descritos (Yoo et al., 2008;
Husbeck et al., 2005; Xiang et al., 2009). No entanto, o aumento de morte celular por apoptose
tardia vs necrose, resultante da combinagdo dos compostos, ndo se encontra associada a um
aumento da razdo BAX/BCL2, expressdo de citocromo C e caspase 3. Contudo, a técnica
utilizada para os estudos de morte, ndo nos permite distinguir entre apoptose tardia e apoptose
tardia vs necrose. Apesar de termos observado uma diminuigdo do Awymi, concordante com
apoptose, é ainda possivel que uma percentagem de morte tenha ocorrido por necrose, a qual nao
se associa a aumento da expressdo de marcadores apoptoticos, de acordo com o observado. No
entanto, poderdo estar envolvidas outras vias apoptéticas como a membranar ou extrinsecas, nao
abordadas neste estudo, e relacionadas com a acdo dos recetores da familia do TNF, como o
TNF-R1 e o TRAIL, ou outros membros da familia BCL2. Também é importante considerar a
possibilidade de existéncia de morte celular por autofagia.

Estes resultados vdo ao encontro dos estudos desenvolvidos por Yoo e colaboradores (2008)
demonstrando que o docetaxel induz apoptose nas células PC3 mediada pelo TRAIL, mas ndo
induz alteracGes significativas nos niveis intracelulares de BCL2.

A variacdo de caspase 3 apresenta aumento significativo apenas quando comparada com o
controlo, encontrando-se significativamente aumentada nas células tratadas com selenito de
sodio isoladamente e na presenca deste composto em associacdo com o docetaxel. No entanto,

guando comparamos o efeito da combinacdo dos compostos, em relacdo ao induzido pelo
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selenito de sodio isoladamente, observamos uma diminuicdo de caspase 3, embora sem
significado estatistico.

A morte celular observada, podera também ser resultante da inducdo de stresse oxidativo.
Estudos recentes associam o aumento de ROS com a presenca de docetaxel, em linhas celulares
de cancro da prostata metastizado, nomeadamente nas células DU-145 (Rabi e Bishayee, 2009).
Surpreendentemente, 0s nossos resultados evidenciam uma diminuigdo de perdxidos, apds 24
horas de tratamento. No entanto, € de admitir que os peroxidos tenham sido convertidos no
radical hidroxilo, ndo avaliado, e que este tenha sido responsavel pela lesdo oxidativa, com
consequente inducdo de morte celular. No entanto, resultados ndo apresentados, indicam que
apds 6 horas de tratamento com docetaxel e selenito de sodio, isoladamente ndo ha alteracdo na
producdo intracelular de perdxidos nas PC3. Serd assim, de admitir um papel importante do
selenito de sddio na inibicdo do sistema antioxidante, como ja sugerido, permitindo a acdo do
radical hidroxilo.

Xiang e colaboradores (2009) e Li e colaboradores (2007) demonstraram que o selenito de sédio
induz apoptose através da formacdo de anido superoxido nas células de metéastase da prostata
LNCaP. A apoptose induzida pelo selenito de sédio, tem sido atribuida, em parte ao efeito pré-
oxidante deste composto, associado a um aumento de anido superoxido (Xiang et al., 2009). Os
nossos resultados corroboram essas observagdes (Figura 3.19).

A Mn-SOD converte o anido superoxido em perdoxido de hidrogénio como mencionado. Alguns
autores referem que o selenito de sodio altera a distribuicdo intracelular desta defesa
antioxidante, com diminuicdo na mitocondria e consequente aumento no citosol (Guan et al.,
2009). Pelo exposto a sua diminuicdo na matriz mitocondrial podera resultar numa ineficiente

dismutacdo de anido superdxido em peroxido de hidrogénio, justificando em parte, a pequena
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quantidade perdxidos observada. O mesmo estudo reforca as observacGes de Li e colaboradores
(2007) e Xiang e colaboradores (2009) demonstrando um aumento de anido superéxido na
presenca de selenito de sddio. Outros estudos reforcam a relevancia da Mn-SOD. Assim, Xiang e
colaboradores (2009) revelam que a sobre expressao desta enzima se associa a resisténcia celular
a morte induzida por selenito de sddio.

O aumento de GSH parece estar associado a uma maior resisténcia das células a presenca de
ROS (Freitas et al., 2012b) como as resultantes da radiacdo (Coffey et al., 2000). Apesar do
selenito de sddio, em pequenas concentracdes, se associar a um efeito preventivo do cancro da
préstata contribuindo para a sintese de seleno-proteinas como as defesas antioxidantes GI-Px e
redutase de tiorredixina (TRxr), concentracdes elevadas, encontram-se associadas a diminuicao
da razdo GSH/GSSG e alteragédo subcelular da Mn-SOD, contribuindo para 0 aumento do stresse
oxidativo, com aumento de ROS e da suscetibilidade das células a apoptose (Husbeck et al.,
2005; Li et al., 2007; Xiang et al., 2009).

O aumento da razdo BAX/BCL2, da expressdo de citocromo C e de anido superoxido, e a
diminuicdo do Aypi;, de Mn-SOD e da razdo GSH/GSSG, como demonstrado, (Husbeck et al.,
2005; Xiang et al., 2009; Guan et al., 2009; Freitas et al., 2011) reforca a contribuicdo do
selenito de sodio na indugédo de apoptose pela via mitocondrial. Neste estudo poderia ter sido
esclarecedor avaliar o tipo de morte celular, para periodos de incubacédo inferiores a 24horas, a
fim de avaliar se este composto induziu apoptose, em vez da apoptose tardia vs necrose. Os
diferentes estudos sdo reveladores de que uma multiplicidade de vias intracelulares poderdo ser
alvo da acdo combinada do selenito de sodio e docetaxel. Desta forma, a combinacdo de ambos
reforca a ideia de que uma estratégia anti neoplasica se torna mais eficaz quando dirigida a

diversos alvos celulares, ao invés de um numero restrito, facilitando o desenvolvimento de
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resisténcia, como se verifica com o docetaxel isoladamente. E de esperar que em resultado do
efeito sinérgico, observado com as associagdes terapéuticas, seja possivel a utilizacdo de
concentragdes mais reduzidas dos farmacos (Para reviséo ver Freitas et al., 2012a).

Neste estudo podemos concluir que a acdo combinada do docetaxel e selenito de sodio
evidenciam um efeito anti-proliferativo sinérgico e uma inducdo significativa de morte celular,
maioritariamente por apoptose tardia vs necrose, em concordancia com a diminui¢do do Awyp.
Além disso, estes resultados poderdo estar relacionados com um blogueio do ciclo celular e/ou
producdo de outras ROS, para além de peroxidos, como sendo o anido superdxido e o radical
hidroxilo, de todos o mais lesivo para os sistemas biologicos.

Pelo exposto, os resultados sugerem que a acdo combinada de docetaxel e selenito de sddio,
poderdo constituir uma estratégia terapéutica de cancro da prostata, mais eficaz que o docetaxel
isoladamente.

Este estudo remete também para a importancia de no futuro avaliar o efeito combinado destes
compostos em células de epitélio normal, no sentido de avaliar a potencial citotoxidade mediada
pela acdo conjunta dos farmacos. No entanto, é importante considerar a possibilidade do modelo
em estudo ndo refletir com exatiddo a realidade in vivo pelo que seria relevante analisar a

presente abordagem num modelo animal.

4.2.3 Contribuicdo da fungdo mitocondrial na progressdo do cancro da

prostata

A respiracdo celular que ocorre a nivel mitocondrial é o fendbmeno predominantemente

responsavel pela producgéo intracelular de ROS (Freeman et al., 1986), por sua vez dependente
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da atividade dos complexos | e Il da cadeira respiratoria. A redugdo incompleta do oxigénio
condiciona a formacdo de anido superdxido, posteriormente convertido em H,O, por acdo da
superoxido dismutase (Grek e Tew, 2010).

O aumento da produgdo de peroxidos intracelulares ao longo da progressdo da doenga,
particularmente, nas células de metastase, bem como o aumento do Ay € da viabilidade
celular, séo sugestivos da participacdo da mitocéndria na progressao do cancro da prostata.

A avaliacdo de outras ROS, como a producédo de anido superoxido, permitiu concluir que este se
encontra aumentado nas células de metastase o que podera estar relacionado com um aumento da
producdo intracelular de perdxidos por acdo da superdéxido dismutase (Grek e Tew, 2010).
Adicionalmente, avalidmos a participacdo da mitocdndria através da determinacdo da atividade
dos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial: I, 11+111 (redutase do succinato-citocromo C,
SCCR) e da sintase do citrato.

Os resultados evidenciam um aumento significativo da sintase do citrato na linha celular de
metéstase PC3, o que traduz um maior nimero de mitocondrias nestas células, comparativamente
as células RWPEL e HPV10. Desta forma, os resultados sdo concordantes com um maior Ay,
producdo de ROS e viabilidade celular, observado nesta linha. Perante um nimero mais elevado
de mitocondrias, poderemos admitir a presenca de uma maior quantidade de Mn-SOD, a qual
podera contribuir também para uma maior resisténcia destas células ao stresse oxidativo, bem
como uma maior producdo de peroxidos em resultado da conversdo de anido superoxido em
perdxidos, através da referida enzima.

Segundo o presente modelo de estudo, o aumento do nimero de mitocondrias parece estar mais

relacionado com a progressdo da doenca do que com o seu desenvolvimento inicial, dado que
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ndo se observam diferencas significativas entre as células de epitélio normal, RWPE1, e as de
cancro localizado, HPV10.

Relativamente a atividade dos complexos da cadeia respiratoria, observa-se diminui¢do da
atividade dos complexos I1/111 normalizado em funcdo da sintase do citrato, isto é em fungéo do
nimero de mitocondrias, em ambas as linhas celulares de cancro da prostata, sendo mais
acentuado nas células de metastase. Os resultados sugerem uma alteracdo deste complexo, desde
os estadios iniciais de desenvolvimento da doenca. Por outro lado, o acentuado aumento das
mitocdndrias, observado nas células PC3, podera em parte ser um resultado compensatério da
diminuigdo da atividade destes complexos.

A diminuicgdo da atividade associada ao complexo Ill, também poderé contribuir para explicar
uma maior produgdo de ROS. Observa-se maior atividade do complexo | da cadeia respiratoria,
nas células de cancro da prostata, sobretudo nas células de metastase, sugerindo a sua alteracdo

quer nos estadios iniciais quer nos mais avancados da doenca.

4.2.4 Acéao de compostos presentes no fumo do tabaco nas linhas celulares

A compreensdo dos mecanismos que estdo na base do aumento de ROS durante o
desenvolvimento e progressdo do cancro da prostata ndo se resumem as alteragfes mitocondriais
aqui evidenciadas, ou & contribuicdo do sistema NOX como descrito por Kumar e colaboradores
(2008).

Inimeros estudos sugerem a contribuigdo do estilo de vida, da dieta alimentar, da obesidade
(Park et al., 2011; van Kruijsdijk et al., 2009), da inflamacédo crénica ou recorrente (Nelson et

al., 2003), do envelhecimento (Khandrika et al., 2009), da exposi¢éo a carcinogéneos como 0s
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hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHS) e as aminas aromaticas heterociclicas (Cerhan et
al., 1999; Hickey et al., 2001), no desenvolvimento do cancro da préstata. Todas estas condi¢Ges
estdo associadas a um aumento de ROS e, por conseguinte, constituem fatores de risco para esta
doenca. Apesar da exposi¢gdo a compostos resultantes das combustdes, como os PAHS, presentes
no fumo do tabaco, estar implicada no desenvolvimento do cancro da préstata, pouco se sabe
sobre o seu papel na progresséo da doenca. Assim, urge conhecer o contributo destes compostos
no processo de carcinogénese em geral e da prdstata em particular, permitindo a identificacdo de
novas formas de abordar a doenca, tornando a sua terapéutica mais eficaz.

Foi demonstrado que células expostas ao fumo do tabaco possuem maior quantidade de ADN
mitocondrial, quando comparadas com células de ndo fumadores (Tan et al., 2008; Lin et al.,
2012). Uma vez que o aumento do numero de copias de ADN mitocondrial reflete maior
quantidade de mitocondrias (ElI Shourbagy et al., 2006; St John et al., 2006) e que estas se
encontram em maior nimero nas celulas de metastase, de acordo com 0s nossos resultados, é de
admitir que a exposicao a estes compostos contribua para a progressdo da doenga. Além disso, 0
aumento do conteudo de ADN mitocondrial encontra-se associado a lesdo do ADN e a reducao
da funcdo da cadeia respiratoria resultantes da lesdo oxidativa, a qual podera ser induzida pelo
fumo do tabaco (Tan et al., 2008; Lin et al., 2012).

Vaérios estudos indicam que os individuos fumadores possuem niveis de marcadores moleculares
compativeis com aumento de stresse oxidativo (Bloomer, 2007) nomeadamente, um aumento do
malonildealdeido (MDA), o qual se encontra associado a peroxidacéo lipidica, como evidenciado
no nosso estudo (Freitas et al., 2007). O mesmo estudo revelou aumento de stresse oxidativo
num grupo de doentes fumadores com cancro da prostata, traduzido por diminui¢do do estado

antioxidante total (TAS) e de GSH, sugerindo a participacdo dos habitos tabagicos e do stresse
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oxidativo no desenvolvimento do cancro da prostata. Os habitos tabagicos também se associam a
diminuicdo dos niveis séricos das vitaminas A e C, da razdo GSH/GSSG e cisteina/cisteina
oxidada, bem como a diminuicdo dos niveis do aminoéacido cisteina, necessarios a conversdo de
GSSG em GSH (Yanbaeva, et al., 2007; Sarir, et al., 2009).

Os resultados deste trabalho, mostram que as concentragdes de PAHs testadas, e correspondentes
as concentragBes ambientais, nomeadamente as existentes no fumo do tabaco (Lodovici et al.,
2004), estimulam a proliferagdo celular de uma forma dependente do tempo de exposi¢éo, do
tipo de linha celular e do composto. Este efeito, foi mais pronunciado nas células representativas
de cancro localizado, HPV10 sugerindo que a exposicdo aos PAHs poderd favorecer o
desenvolvimento do cancro da prostata, logo nos estadios iniciais da doenca. Pliskova e
colaboradores (2005) observaram um aumento da proliferagédo celular numa linha de cancro da
mama, as células MCF-7, quando tratadas com PAHs, nomeadamente, benzopireno, o que pode
resultar da interacdo dos PAHs com os recetores dos androgénios de forma agonista (Vingaard et
al., 2000). Na maioria das vezes o cancro da prostata € dependente da estimulacdo dos recetores
dos androgénios para a proliferacdo e sobrevivéncia das células. No entanto, como ja abordado,
uma diversidade de mecanismos poderd contribuir para que estas células se tornem
independentes dos androgénios, incluindo a sobre expressdo, amplificacdo e mutacdo do AR.
Estas alteragdes poderdo induzir uma maior sensibilidade do AR a presenca de androgénios ou
outras hormonas, promovendo a proliferacdo (Koochekpou, 2010). No estadio hormono-
independente, existem outras vias intracelulares alternativas aquela que envolve o recetor do
androgénio para estimular a proliferacdo celular (Marques et al., 2010). No entanto, as células

estudadas, HPV10 e PC3, ndo expressam 0 AR (resultados ndo apresentados), sugerindo que
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outras vias celulares, como as que envolvem a sinalizagdo mediada por ROS, deverdo estar
implicadas na proliferacdo, sob a acdo de PAHS.

Chaudhary e colaboradores (2007) demonstraram que os PAHs, nomeadamente o benzopireno,
induzem aumento de ciclofilina A, associada a proliferacdo celular. De acordo com Li e
colaboradores (2006) esta encontra-se sobre expressa em células de cancro pancreatico. Estes
autores demonstraram que 0 mesmo composto induz aumento de produgdo de ROS nas células
de cancro da préstata 22Rv1 bem como em células de epitélio da prostata normal (PrEC) (Kumar
et al., 2008).

Para além do aumento da proliferacdo celular, pudemos observar um aumento de ROS nas
células tratadas com PAHs, nomeadamente nas HPV10, RWPE1 mas, ndo nas PC3, a quais
evidenciam valores basais muito superiores. Os nossos resultados também demonstram que o
aumento de ROS ndo é acompanhado por um aumento do contetido em GSH, sugerindo que o
incremento de ROS ndo tera sido suficiente para induzir a acdo de GSH, ou que a técnica em uso
n&o é suficientemente sensivel para detetar a alteracdo do contetido em glutatido. E de notar que
as células PC3 evidenciam valores basais de GSH superiores, concordantes com niveis de ROS
bastante superiores. Contudo, os PAHs poderdo ter sido neutralizados por outras defesas
antioxidantes como a GST (Kabler et al., 2009).

Além da participacdo do stresse oxidativo, a expressdo de HIF e de VEGF séo necessarias a
invasdo e metastizacdo do cancro. O HIF ativa genes envolvidos na proliferacdo celular, invasao,
sobrevivéncia e angiogénese como o VEGF (Algawi et al., 2006; Kilic et al., 2007). Esta
molécula desempenha um papel na formacdo de novos vasos - angiogenese, necessaria a

metastizacao (Nicholson et al., 2001).
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De acordo com o esperado, as células de metéstase PC3, evidenciam valores de HIF e VEGF
significativamente superiores em condi¢fes basais. Além disso, os niveis de expressdo do HIF
aumentam em condi¢des de hipdxia. No entanto, na presenga de PAHs observamos um aumento
da expressdao de HIF e VEGF mais pronunciado na linha celular HPV10, reforcando a acéo
destes compostos no desenvolvimento dos estadios iniciais desta doenca. O aumento da
proliferacdo celular e da expresséo de HIF e VEGF nas células PC3, sugere que estes compostos
poderdo tornar as células de metastase potencialmente mais invasivas.

Haque e colaboradores (2005) demonstraram em células de cancro da prostata que o
benzo(a)pireno estimula a producédo de metaloproteinase-9, uma enzima envolvida da dissolucdo
da matriz tecidular, necessaria a metastizacao.

Os estudos com PAHS, presentes no fumo do tabaco, ao induzirem proliferacéo celular, producéo
de ROS e expressdo de HIF e VEGF, particularmente nas células de cancro localizado, sugerem
que a exposicdo a estes compostos contribui para a progressdo do cancro da préstata. Desta
forma, seria de avaliar a quantidade de PAHSs que atinge o tecido prostéatico de fumadores e de
individuos expostos a estes poluentes ambientais. E também importante ter em conta que o efeito
dos PAHs poderd ser cumulativo, pelo que a exposicdo a estes compostos, nomeadamente,
atraves dos habitos tabagicos deverd ser evitada a fim de prevenir o desenvolvimento e
progressao do cancro da prostata.

E ainda de considerar que a interacdo gene-ambiente nos diversos tipos de cancro associados aos
habitos tabagicos € complexa, dependendo inclusivamente, da multiplicidade de genes

envolvidos no metabolismo dos compostos do fumo do tabaco (Taioli, 2008).
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5. CONCLUSOES GERAIS
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As conclusdes dos resultados obtidos neste estudo, em doentes com cancro da prostata e em
linhas celulares, representativas dos diferentes estadios da doenga, serdo divididas em duas
partes: estudos realizados em sangue periférico (in vivo) e estudos realizados em linhas celulares

(in vitro).

5.1 Estudo realizado em sangue periférico

No grupo de individuos com doenca avangada observou-se um aumento de stresse oxidativo,
caraterizado pela diminuicdo significativa do TAS, possivelmente em resultado da diminuicdo de
defesas antioxidantes que participam diretamente no ciclo de oxidacgao/reducdo do GSH, como o
préprio GSH e atividade da GI-Px, e ainda em resultado da diminuicdo de VIT A ou tendéncia
para a diminui¢do de GST e aumento de NO-.

A associacdo positiva entre GSH vs TAS determinada pela anélise da correlagdo Spearman’s rho
reforca a importancia de utilizacdo destes parametros como possiveis marcadores moleculares de
stresse oxidativo na monitorizacdo da doenca, adicionalmente a avaliacdo do PSA.

Estes resultados sugerem o envolvimento do stresse oxidativo na patogenia do cancro da
prostata, em particular nas fases avancadas da doenca, podendo constituir eventuais novos
biomarcadores preditivos do prognostico. Além disso, apontam para a sua potencial utilizacdo
como marcadores na monitorizacdo da doenca.

A BPH e a prostatite cronica, sdo patologias prostaticas associadas também a aumento de stresse

oxidativo. Na prostatite cronica observa-se diminuicdo significativa de GSH plasmatica,
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enquanto na BPH, se observa aumento de MDA eritrocitario e diminuicdo significativa da
atividade da GI-Px.

Os nossos resultados confirmam que o PSA é significativamente superior no grupo de doentes
com cancro da prostata, sobretudo na doenga avancada e que o aumento de PSA parece estar
relacionado com o aumento de stresse oxidativo nos doentes. Assim, observou-se tendéncia para
a diminuicdo de GSH eritrocitario, em conformidade com o aumento do PSA, acompanhada de
uma redugdo significativa da atividade da GIl-Red. Relativamente ao NO-, observou-se uma
tendéncia para 0 seu aumento nos doentes relativamente ao controlo e que o aumento de NO-
acompanhou de forma significativa o aumento de PSA no grupo de doentes com cancro da
préstata localizado. Assim, os resultados reforcam a potencial utilidade na determinagdo do NO-,
como eventual marcador molecular preditivo da agressividade e progressdo do cancro da
préstata. O aumento de NO- também parece estar associado ao aumento de IMC nos doentes.

Os habitos tabagicos parecem estar relacionados com aumento de NO- e GC, diminuigdo da
atividade da GI-Px, de GST, de VIT E eritrocitaria e de TAS, nos doentes fumadores, sugerindo
que 0s habitos tabagicos poderdo acelerar a progressao da doenca, em parte, através do aumento
de stresse oxidativo. O aumento de NO- nos doentes fumadores sugere fortemente a sua
contribuicdo no agravamento do cancro da prostata. Tratando-se de um fator de risco modificavel
a sua eviccdo deveria ser considerada para a prevencdo do desenvolvimento e progressdo do
cancro da prostata.

Além do tabaco, os resultados indicam que a ingestdo de 60g de alcool diariamente nos
individuos doentes podera contribuir para o agravamento da doenca, através do aumento de
stresse oxidativo, evidenciado pela lesdo oxidativa de proteinas (detecdo de GC) e de lipidos

(niveis de MDA).
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Pelo exposto, 0 nosso estudo sugere que a cessacdo alcodlica e a eviccdo tabéagica poderdo
minimizar o desenvolvimento e progressao do cancro da prostata. No entanto, seria necessario
aumentar o tamanho da amostra, de forma a avaliar o efeito combinado destas condigdes.

A andlise das variantes polimorficas do VEGF evidenciou uma frequéncia de distribuicdo do
genétipo GG, superior nos doentes com cancro da prostata metastizado (50%),
comparativamente ao grupo controlo (44%) e aos doentes com cancro localizado (44%),
sugerindo que os doentes com este genotipo tém tendéncia para um maior risco de desenvolver
doenca avancada. No entanto, os resultados ndo evidenciam significado estatistico.

Apesar do pequeno tamanho da amostra, 0s resultados sugerem uma possivel associacdo entre o
haplétipo C ou o gendtipo CC do VEGF e um menor stresse oxidativo nestes individuos. Desta
forma observa-se um maior contetdo em GSH nos portadores do alelo C, comparativamente aos
portadores do genotipo GG, bem como uma tendéncia para 0 aumento de GSH no genétipo CC,
relativamente aos portadores do alelo G. Também se observa uma propensao para um maior
conteddo em TAS no gendtipo CC, relativamente aos portadores do alelo G e um menor
contetdo em MDA no gen6tipo CC e nos portadores do alelo C, sugerindo que os individuos
portadores deste polimorfismo apresentam tendéncia para um menor stresse oxidativo podendo

ser um fator protetor do desenvolvimento e progresséo do cancro da prostata.
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5.2 Estudo realizado em linhas celulares

Do estudo realizado em linhas celulares resultaram as seguintes conclusdes:

Os resultados efetuados em linhas celulares mostram que as células isoladas de metastase de
cancro da préstata sdo resistentes a concentracoes elevadas de ROS, mantendo a viabilidade
celular elevada. A producéo de peroxidos € menor na linha celular de epitélio normal, e maior
nas células de cancro da préstata, encontrando-se particularmente aumentada na linha celular
isolada de metastase, PC3, corroborando o aumento de ROS, durante a progressao da doenca.

O nosso estudo, revela ainda uma producédo de anido superdoxido superior nas células PC3, o que
podera estar relacionado com um aumento da producao intracelular de peréxidos.

Além de evidenciarem maior producdo de ROS, as células PC3 apresentam maior viabilidade
celular, maior Ay, menor peroxidacgdo lipidica (MDA), maior estado de antioxidacgdo total
(TAS), consistente, com uma maior resisténcia as ROS. Nestas células encontrou-se diminuicao
significativa da atividade da GI-Px e dos niveis de GST e aumento significativo de GSH e da
atividade da GI-Red, as quais, deverdo participar na adaptacdo ao stresse oxidativo induzido pelo
aumento de ROS. Estes resultados foram confirmados pela deplecdo da atividade da Gl-Red e
diminuicdo do conteddo em GSH, pela acdo de DEM, o que resultou na inducdo de
citotoxicidade mediada por H,O, com diminui¢do da proliferacdo celular e indugdo de morte
sobretudo por apoptose tardia vs necrose, sugerindo a modulacdo do stresse oxidativo como
estratégia terapéutica do cancro da prostata.

Tanto quanto é do nosso conhecimento, estes resultados sdo 0s primeiros a evidenciar o papel da

atividade GI-Red como potencial alvo terapéutico no cancro da préstata sugerindo ainda a
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possibilidade de utilizacdo de outros compostos indutores da diminui¢cdo de GSH e da atividade
da Gl-Red.

Neste sentido foi também avaliada a agdo combinada de docetaxel e selenito de sodio nas células
de metastase, evidenciando um efeito anti-proliferativo sinérgico com bloqueio do ciclo celular
nas fases G2M e S e uma inducdo significativa de morte celular maioritariamente por apoptose
tardia vs necrose. Estes resultados estdo de acordo com uma diminui¢do do Ay, nas células de
metéstase e um aumento da razdo BAX/BCL2, expressdo de citocromo C e caspase 3.

Apesar da menor detecdo de perdxidos a morte celular, poderd resultar de inducdo de stresse
oxidativo possivelmente, por eventual conversdo de peréxidos, no radical hidroxilo que ndo foi
contudo avaliado. Assim, além do aumento da razdo BAX/BCL2 e da expressao de citocromo C,
0 aumento de anido superoxido e a diminuicdo de Ay, reforcam a importancia da apoptose
induzida pelo selenito de sodio pela via mitocondrial.

Pelo exposto, os resultados sugerem que a acdo combinada de docetaxel e selenito de sddio,
poderdo constituir uma estratégia terapéutica de cancro da prostata, mais eficaz que o docetaxel
isoladamente, atuando como moduladores de stresse oxidativo. E ainda de esperar que em
resultado do efeito sinérgico entre os dois compostos seja possivel a sua utilizacdo em menores
concentragdes com consequente diminuicdo dos efeitos secundarios.

Na tentativa de melhor compreender a relagdo entre a mitocondria e o stresse oxidativo na
carcinogénese da prostata, foi avaliada a atividade dos complexos da cadeia respiratoria. Na
linha celular de metastase, PC3, observou-se aumento significativo da sintase do citrato,
evidenciando maior quantidade de mitocondrias, comparativamente as células RWPE1 de
epitélio prostatico ndo neoplasico e HPV10 de cancro da prostata localizado. Estes resultados sao

concordantes com o0 elevado Ay, com a producgdo de ROS e a viabilidade celular, observado
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nas células PC3, o que confirma a participacdo da mitocondria na progressdo do cancro da
prostata. Além disso, observou-se diminuicdo da atividade dos complexos II/lIl da cadeia
respiratoria mitocondrial em ambas as linhas celulares de cancro da prostata, sendo mais
acentuado nas de metastase. Os resultados sugerem uma alteracdo deste complexo, desde os
estadios iniciais do desenvolvimento da doenga. O acentuado aumento no numero de
mitocdndrias, observado nas células PC3, podera em parte ser um resultado compensatério da
diminuigdo da atividade destes complexos.

A diminuicdo da atividade associada ao complexo |11, também podera contribuir para explicar a
maior producdo de ROS. Em suma o aumento do nimero de mitocOndrias e as alteragdes na
atividade da cadeia respiratoria mitocondrial contribuem para o aumento de ROS nas células de
metastase de cancro da prostata, podendo estar relacionado com a evolucdo da doencga para
estadios mais agressivos. Pelo exposto as modificacdes observadas neste organelo conferem
vantagem de sobrevivéncia, tornando-o um potencial alvo terapéutico no cancro da prostata
metastizado.

Para além da producdo enddgena de ROS, estas podem ter uma origem exdgena como em
resultado da exposicdo ao fumo do tabaco. Neste estudo quisemos avaliar de que forma o0s
compostos presentes no fumo do tabaco, como os PAHS, poderéo participar no desenvolvimento
e progressao do cancro da prostata. Para o efeito foi avaliada a expressdo de HIF e de VEGF,
duas moléculas envolvidos na metastizagdo. A linha celular isolada de metastase de cancro da
prostata, as células PC3, evidencia valores basais de HIF e VEGF, significativamente superiores
aos encontrados para a linha celular derivada de epitélio prostatico normal, as células RWPE1,
ou para a linha celular obtida de cancro da prostata localizado, as células HPV10, sugerindo o

seu papel na metastizacao destas células.
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Na presenca de PAHSs, observou-se aumento de proliferacdo celular, da producdo de ROS, da
expressdo de HIF e VEGF, nas trés linhas celulares, particularmente, nas células representativas
de cancro localizado, HPV10. Estes resultados indicam que a exposi¢cdo aos PAHs podera
favorecer o desenvolvimento do cancro da préstata, desde os estadios iniciais da doenca. Por
outro lado, o efeito dos PAHs no aumento da proliferagéo celular, na expressdo de HIF e VEGF,
na linha celular isolada de metéstase PC3, sugere também que estes compostos poderdo
contribuir para a progressdo e agressividade da doenga. Estes factos parecem indicar que a
angiogénese e 0 stresse oxidativo aumentam progressivamente no decurso da doenga,
contribuindo para a evolugdo do cancro da prostata.

Este estudo € o primeiro a comparar o stresse oxidativo em linhas celulares representativas de
epitelio normal, cancro localizado e cancro metastizado, demonstrando um aumento de ROS ao
longo da progressdo do cancro da préstata, concomitantemente com uma adaptacdo ao stresse
oxidativo através do aumento de GSH e GI-Red. Esta dualidade deverd ser uma condicao
necessaria para a progressdo da doenca e para a aquisicdo de um fendtipo maligno mais

agressivo.

5.3 Conclusao geral e perspetivas futuras

A figura 5.1 esquematiza a conclusdo geral deste trabalho. Assim, podemos afirmar que o
aumento de stresse oxidativo parece contribuir para a progressdao do cancro da prostata. Nos
doentes, reflete-se no aumento da lesdo oxidativa de biomoléculas, incluindo de defesas

antioxidantes, inativando-as. E assim de esperar que este aumento de stresse oxidativo seja
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acompanhado de uma maior producéo e circulacdo de ROS no organismo. Para o efeito podera
contribuir fortemente a exposi¢do ao fumo do tabaco e a presenca de células de metéstase, as
quais exibem niveis de ROS muito elevados. Este aumento nas células parece resultar de uma
maior quantidade de mitocondrias e da alteracdo da funcdo mitocondrial, evidenciada pela
modificacdo da atividade dos complexos da cadeia respiratdria. No entanto, o aumento de ROS
nestas células parece ser contrariado pela atividade da GI-Red e pelo contedtdo em GSH,
permitindo a adaptacdo das células de metastase ao stresse oxidativo. Pelo exposto, sugerimos a
modulacdo do stresse oxidativo como estratégia terapéutica, através da diminuicdo da atividade
da Gl-Red e do contedo em GSH.

Para além do aumento de ROS estas células evidenciam valores basais de HIF e VEGF
aumentados, 0s quais que estdo envolvidos na metastizacdo, e apresentam maior capacidade de
sobrevivéncia e proliferagio. E de salientar que a exposicio das células de cancro da prostata a
PAHSs, presentes no fumo do tabaco, induz aumento da expresséo de HIF e VEGF.

Contudo, se por um lado seria de esperar que 0s doentes beneficiassem das defesas antioxidantes
em falta é preciso ter em conta que algumas das defesas suprimidas nestes, como a GSH, estdo
aumentadas nas células de cancro da prostata. Da mesma forma, € necessario avaliar de que
forma a proposta de modulacdo do stresse oxidativo nas celulas de cancro se podera refletir no
organismo. Uma possibilidade de contornar o problema assentaria numa terapéutica dirigida as

células alvo.
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Figura 5.1 — Esquema resumido dos resultados encontrados relativamente & agdo do stresse oxidativo e

do tabaco no desenvolvimento e progressao do cancro da prostata

Face a relevancia do sistema antioxidante que envolve a oxidacdo/reducdo do GSH, parece

importante, numa perspetiva futura, complementar o presente estudo com a avaliacdo da

concentracdo do glutatido oxidado (GSSG).

Somos de opinido que um estudo mais alargado em sangue periférico de forma a permitir uma
seriagd0 mais restritiva de doentes por estadiamento (distinguindo entre os metastizados na fase
hormono-dependente e os de escape hormonal), tempo de evolucdo, esquema terapéutico, IMC,

niveis de PSA, habitos tabagicos e alcodlicos, validaria a identificacdo de marcadores
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bioguimicos que se relacionem com a evolucdo da afecdo, bem como o contributo de algumas
das variaveis supracitadas na progressdo do cancro da prostata.
Os estudos em linhas celulares que ndo incluiram as células de epitélio prostatico ndo neoplésico,

poderdo ser contemplados no futuro e aplicados a um modelo animal.

Em suma o presente estudo corrobora as teorias defensoras do envolvimento do stresse oxidativo
no desenvolvimento e progressao do cancro da prostata, através do aumento de ROS. Este pode
ter origem end6gena como a mitocondrial, ou exdgena como a resultante de habitos tabagicos ou
alcoolicos, sugerindo a sua evicgdo nos doentes.

O trabalho apresentado contribui para uma melhor compreensdo do envolvimento do stresse
oxidativo nesta patologia, sugerindo inclusivamente, a sua modulacdo como estratégia

terapéutica do cancro da prostata.
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